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INTRODUCCTION

Generalidades:

Las hormonas son sustancias quimicas producidas y secretadas directamente hacia
la sangre, por las glandulas enddcrinas o de secrecidon interna; estas hormonas
funcionan como mensajeros quimicos en los diversos drganos y tejidos donde regu

Tan una serie de actividades fisioldgicas y metabdlicas.

En cuanto a su composicidn quimica las hormonas varian entre amplios limites

desde aminas, pasando por estructuras complejas ciclicas esteroides hasta pro-

teinas.

De todas las glandulas del organismo humano, la mas importante por su accidon de
coordinar las actividades de otras glandulas es la hipdofisis o pituitaria. Ana-
tomicamente esta glandula estd dividida en tres zonas: la hipdfisis anterior, el
16bulo intermedio y la hipofisis posterior o neurohipdfisis. La primera produce
una serie de hormonas 1lamadas "trdpicas" de naturaleza proteinica o polipépti-
dica: Tirotropina (TSH), Somatotropina u Hormona de Crecimiento (GH), Adrenocor
ticotropina (ACTH), Hormona Estimulante del Foliculo (FSH), Hormona Luteinizan-
te (LH) y Prolactina & Luteotropina (PRL). E1 16bulo intermedio produce la hor-

mona Estimulante de Tos Melandforos (MSH) y la hipdfisis posterior los péptidos

oxitocina y vasopresina (1, 2).

La glandula tiroides, situada en 1a superficie anterior y lateral de la traquea
y laringe es la encargada de producir y secretar las hormonas tiroideas L-tiro-
xina (T4) y L-triyodotironina (T3). La sintesis y la liberacidon de estas hormo-
nas esta regulada por la TSH; a su vez la secrecion hipofisiaria de ésta, es

influida por factores neurohumorales del hipotdalamo, asi como por la concentra-
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cion plasmatica de las hormonas tiroideas, mediante un mecanismo de retroali-
mentacion negativa; es decir, cuando se eleva la concentracion plasmatica de
tiroxina (probablemente también triyodotironina) disminuye la secrecion de

TSH y a la inversa cuando el nivel de las primeras disminuye se produce un au
mento en la sintesis y secrecion de la hormona trdpica (3). E1 mecanismo de -
accion de la TSH es iniciado mediante su unidn especifica a los receptores pre
sentes en las membranas plasmaticas de las células blanco del tiroides, lo que
produce Tla activacion de la adenil ciclasa, enzima involucrada en la sintesis

de las hormonas tiroideas (4).

La Hormona Estimulante del tiroides o tirotropina obtenida de la hip6fisis de
mamiferos se ha descrito como una glicoproteina con un peso molecular entre -
27000 y 30000; con una amplitud de variacion en su punto isoeléctrico de 6 a

9; esta formada por dos subunidades, una alfa (o) y otra beta (8). En Ta TSH

de origen humano la subunidad alfa estd constituida por 89 aminoacidos y la -
subunidad beta por 102 (5); estudios mas recientes han sido reportados por -
Sairam y Choh Hao Li (6, 7,8). Su contenido en acido sialico es del 1.5% mien-

tras que existen cantidades insignificantes en la TSH de bovinos y de porcinos

(7).

La extraccion y purificacion de la TSH de origen animal y humano (10) ha permi
tido la implementacidn de técnicas para medir Ta presencia y los niveles de es
ta hormona en materiales bioldgicos, tales como el suero, la orina, la hipdfi-

sis y los subproductos de esta glandula.

Métodos para la cuantificacion de hormonas:

La determinacién de las hormonas y sus metabolitos se 1leva a cabo por méto-

dos bioldgicos, quimicos e inmunoldgicos. En el caso de las hormonas hipofi-



siarias que son de naturaleza quimica proteinica, los métodos quimicos solo -
funcionan como ayuda secundaria, siendo primordiales Tos métodos bioldgicos y

los inmunoldgicos.

La cuantificacion de las hormonas por métodos bioldgicos se basa en la accidn
que estas ejercen directamente en los organos blanco o indirectamente por 1la
accion de sustancias producidas por estos drganos blanco sobre las células de

1a economia. La accidn directa ha sido la mas ampliamente utilizada.

Los métodos bioldgicos con frecuencia son procedimientos mas especificos que

los métodos quimicos, aunque menos sensibles y precisos que estos. Los méto--
dos inmunoldgicos son los procedimientos de mas reciente aparicion; dentro de
dstos, se encuentra incluido el radioinmunoensayo el cual estd basado en la -

1251 ) 1311 (antigeno marcado) y la hor-

competencia de la hormona marcada con
mona fria (ant7geno no marcado) por los sitios de unidn del anticuerpo especi-
fico para la hormona. La principal ventaja de estos métodos consiste en la ele
vada sensibilidad que alcanzan. Los principios generales de esta técnica han -
sido discutidos en detalle por Berson y colaboradores (11). Aunque estos méto-
dos han tenido gran auge en los d1timos afios y su ayuda al diagndstico clinico
y a la investigacion en este campo ha sido determinante, no han logrado despla
zar a los procedimientos de bioensayo; la razdn es la siguiente: los primeros

miden la actividad inmunoldgica, definida como la propiedad para inducir la -

produccidon de anticuerpos y combinarse especificamente con ellos; los segundos
determinan y cuantifican la actividad bioldgica, que es 1la capacidad intrinse-

ca de una sustancia para provocar cambios especificos en el metabolismo de un

organismo vivo, organo o tejidos aislados.

En los G1timos afios algunos investigadores han encontrado que el sitio de acti



vidad inmunoldgica de una hormona de naturaleza proteinica no necesariamente
es su sitio de actividad bioldgica (12); probablemente este hecho sirva para
explicar los resultados de algunos trabajos donde se demuestra que no existe
correlacion entre los niveles de hormonas obtenidos por RIA y por biocensayo

(139

"Bliss define como método bioldgico o bioensayo a aquel experimento por medio
del cual se determina, cuanto se necesita de una sustancia problema para pro-
ducir la misma respuesta que un estandar en un organismo vivo, integro o par-
tes de é1 (14); en el primer caso se denominan bioensayos "in vivo" y en el -

segundo biocensayos "in vitro".

Los bioensayos se han dividido en dos grupos: los que dependen de efectos cudn
ticos y aquellos que dependen de efectos graduales. En el primer grupo los re-
sultados provienen del porcentaje de animales que muestran alguna respuesta de
finida tal como estro u ovulacidn; los efectos producidos son de naturaleza -
cuantica o de "todo o nada" en el segundo grupo los efectos producidos por la
sustancia problema y el estdndar son medibles en cada animal. La mayoria de -
las estimaciones hormonales caen dentro de esta G1tima categoria, ejemplos ti-
picos de este grupo son: el ensayo de GH basado en sus efectos sobre el carti-
lago epifisiario de la tibia en ratas hipofisectomizadas (16), el de FSH cuyo
fundamento es el incremento de los pesos ovaricos en ratas hembras inmaduras
normales (16) y el de TSH basado en la captacion de 32P por la glandula tiroi

des de pollos de un mes de edad (17).

Los ensayos cuanticos son menos apropiados para procedimientos rutinarios que
aquellos que dependen de efectos graduales, ya que los métodos estadisticos -

aplicados al cdlculo de Tos errores en tales pruebas son generalmente mas com



plicados; segiin Finney (14) el nimero de animales requeridos en un bioensayo
cudntico para cualquier grado de precision dado es aproximadamente el doble

de los necesarios para ensayos basados en respuestas graduales.

Como el presente trabajo se desarrolld en el Banco de Hormonas Protéicas del
IMSS, el que tiene como areas fundamentales de trabajo: la extraccidon y puri-
ficacidn de las hormonas protéicas; los bioensayos para cuantificar la poten-
cia biolégica de las hormonas y la de radioinmunoquimica para cuantificar la
actividad inmunoldgica de las hormonas y elaborar los elementos del radioinmu
noanalisis, nuestra tesis de licenciatura se desarrol1d con el estudio de las

condiciones que afectan el bioensayo de TSH.

Las primeras observaciones en relacion a la existencia de TSH se hicieron en
1916 (10) en experimentos realizados en renacuajos. E1 estudio de la diferencia
cion y crecimiento en los hipofisectomizados o no, y el completo desarrollo en
presencia o ausencia de extracto tiroideo en el agua (habitat de Tos renacua-
jos) 11evd a la conclusidon de Ta existencia de Ta TSH y a la importancia de -

las hormonas tiroideas en la diferenciacion completa de los renacuajos.

Fue natural entonces, que el enorme interés despertado alrededor de este tema
indujera numerosas publicaciones relacionadas con la bisqueda de un bioensayo
necesario para cuantificar dicha hormona. La excelente reyisidn de Bates y

Condliffe (18) de 1960 da una completa informacidn de los tipos de bioensayo

desarrollados hasta esa fecha.

A continuacidn se enumeran los diferentes métodos con los que se ha estudiado

la actividad bioldgica de TSH.

1.- Cambios histologicos del Tiroides.

a)- Altura celular.



b)- Porcentaje relativo de células y coloides.
c)- Presencia de coloides en forma de gotas.
2.- Peso tiroideo.
a)- "in vivo"
b)- "in vitro" en cortes de tejido.
3.- Captacion de 32P por la tiroides.
a)- "in vivo" conteo sobre tiroides extirpadas.
b)- "in vitro" conteo sobre la fraccidon lipidica de los cortes de tejido.
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4.- Captacion de I por la tiroides.

a)- "in vivo" conteo sobre tiroides del animal vivo © sobre tiroides
extirpadas.

b)- Conteo "in vitro" sobre cortes de tejido tiroideo.

Puesto que en el Tlaboratorio se dispone de ratas Long-Evans se decidid estudiar
con ellas la técnica de McKenzie (20) quien en 1958 la desarrolld en ratones
Swiss-Webster, modificando la establecida en cobayos por Adams y Purves en 1957

y la de Gilliland y Strudwick en 1953 en pollos (19).

Esta técnica consiste en preparar al animal de prueba con una dieta baja en -
yodo algunos dias antes de la administracion del isdtopo radioactivo, el cual
se aplica simultaneamente con un inhibidor de la secrecidon de TSH enddgena;

dias después recibe el estimulo por via parenteral en su forma de estandar &
problemas, y se observa la respuesta por la comparacion de la radioactividad

sanguinea antes y después del estimulo.

La mas usada es la de McKenzie (20) que emplea el ratdn y que se ha modifica-
do: sin dieta baja en yodo (21), disminucion a dos dias del periodo compren-

dido entre aplicacion del yodo y el estimulo, con modificacion del disefio -



experimental (22), cambios en el disefio experimental y en el manejo estadisti
co de los resultados (23, 24, 25) con 1o que se obtiene una mayor sensibili-

dad y precisidn, 1o que aumenta su confiabilidad, y Nutt en 1974 (26) abrevia
a 24 horas la duracion del periodo entre la aplicacion del isdtopo y el bioen

sayo propiamente dicho, con la particularidad de que usa teofilina para poten

ciar los efectos de Ta TSH.

En los G1timos afios se observa la tendencia a practicar técnicas "in vitro" -
como son las de radioreceptor o radioligando (27, 28, 29), que tienen la venta

ja de facilitar el procesamiento de muchas muestras simultaneamente.

Estandares de TSH.

Para la estandarizacion de la técnica y la comparacion de resultados obtenidos
de un mismo bioensayo de uno a otro laboratorio es necesario disponer de estdn
dares que sean usados por ambos laboratorios; en la actualidad esto se ha lo-
grado por medio del empleo generalizado de los estdndares internacionales que
existen para las principales hormonas; sin embargo, hasta épocas muy recientes
no se disponia de estos estandares y los resultados se expresaban en términos
de unidades arbitrarias tales como la unidad de Junkmann-Schoeller y la unidad
Heyl-Lacqueur (30) ambas basadas en la respuesta del tejido tiroideo de coba-
yos. Una unidad se define como la cantidad de una hormona especifica necesaria

para producir un efecto especifico.

En 1951 la farmacopea americana introduce una sustancia de referencia para TSH
y por definicion 20 mg de este material eran equivalentes a una unidad USP;
hasta 1954 aparece el primer estandar internacional que se define como la ac-
tividad presente en 13.5 mg del preparado; ambos estandares son derivados de

hipofisis bovina y aproximadamente de igual potencia (19).



Con la introduccion del RIA para TSH humana aparecid el estandar HTRS-A (Human
Thyrotrophin Research Standard A) elaborado por el Department of Biological -
Standards en Londres; a cada ampula se le ha asignado una potencia arbitraria
de 150 miliunidades internacionales (mUI) de TSH (31). Reichert ha descrito -
las relaciones que existen entre las potencias de los estédndares mencionados

(32).

Cuando un método bioldgico se traslada a un laboratorio, es necesario conocer
y establecer las condiciones dptimas para su desarrollo; esto se logra median-

te un minucioso estudio analitico de las diversas variables que lo afectan.

E1 objetivo del presente trabajo es estudiar las principales variables que -
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afectan el metabolismo del I en la rata Long-Evans, con el propdsito de es-

tablecer una técnica de bioensayo de TSH, basado en la accitn de ésta para 1i-

131

berar I desde un tiroides marcado, hacia el torrente sanguineo.



MATERIAL

Cristaleria:

Tubos capilares heparinizados, microhematocrito 75 mm largo (KORTEX).

Tubos de ensayo de 12 x 75 mm.

Micropipetas de 25 y 50 ul.

Desecador de vidrio.

Pipetas automaticas BBL, con puntas desechables de plastico de 100 y 200 ul.
Propipeta de hule.

Jeringas desechables de plastico, varios volimenes.

Aparatos y Equipos:

Tijeras rectas, pinza de diseccion y bisturi.

Homogeneizador de Potter Elvejhiem con émbolo de teflon.

Centrifuga refrigerada (International Refrigerated Centrifuge Model PR-6).
Centrifuga refrigerada automatica Sorval superspeed RC2-B.

Balanza analitica Mettler sensibilidad 1 mg.

Balanza analitica Mettler sensibilidad 0.1 mg.

Potenciometro Coleman modelo 38.

Balanza con escala dietética marca Chatillon, capacidad 500 g.

Contador de centelleo automatico para rayos gamma de Nuclear Chicago Corpora
tion modelo 4230.

Contador de dosis Nuclear Chicago, Mediac Dose-Calibrator.

Equipo de ultrafiltracion con membrana Amicon UM-2.

Espectrofotdmetro de doble haz Hitachi Perkin Elmer Coleman 124.



Material radiocactivo:

1311 Na, obtenido de los laboratorios Mallinckrodt.

Reactivos:

Eter dietilico anhidro q.p. (Merck).
Acido clorhidrico (Merck).
Cloruro de sodio g.p. (J.T. Baker).

Solucidn salina isotdnica (Farbiosa).

Productos para la dieta de las ratas:

Purina Laboratorios Chow (0.5% de la sal yodada).

Extracto total de tiroides (Armour 0.065 g equivalente a 0.130 mg de yodo en
combinacidon organica.

Maiz quebrado.

Caseinato de Calcio CLAVE 1930, Cuadro Basico IMSS que contiene:

Protefnas (N X 6.38) .. ccics eiinie oo e slainioiaaioisisn s 88.0%
ETREITEY it 0 DT S0 ) QUMD GO A O A L e SO 2.0%
Sales Minerales ..:.....ccueeacsasoains annanaiass 4.5%
HUMEAad . s i el s e als s oo ers alaralelalala arstataialslaral diaiale s 5.5%
(Contenidolde (CATCIO 1o aialls disisioie sin sin letalaly Sum s .de 1.2% a 2.1% )

Laboratorios Manuell, S.A.

Bioldgico:
Ratas Long-Evans y Sprague-Dowley, ambos sexos, cepas endog@micas de diferentes

edades y pesos.



Ratones BALB/C de ambos sexos, cepa endogamica con peso corporal determinado.
Hipofisis de ratas.

Tiroides de ratas.

Sangre venosa de ratas.

Hipofisis humanas.

Orina y suero de personas normales.

Estandares de referencia:

NIH-TSH-B6 (bovino) cuya actividad original es de 2.54 USP U/mg y HTSH-Pierce
(humano) con actividad de 7.14 USP U/mg y 5.57 HTRS-A U/mg.

Estos estdndares fueron gentilmente proporcionados por NIAMDD de los Institu-

tos de Salud Piblica de los Estados Unidos.



METODOS

E1 estudio de la técnica se hizo a través de la captacion del 1311 por el ti-

roides de la rata y su eliminacidon a la sangre periférica.

Manejo de animales experimentales:

Durante los primeros meses del trabajo experimental (septiembre a diciembre de
1976), los animales estuvieron en un local diferente al del bioterio, sometidos
a los cambios de temperatura ambiente (15 a 28°C) en las 24 horas. De enero a
junio de 1977 el trabajo se desarrol1d manteniéndolos a 32°C de temperatura,
con ciclos de Tuz y obscuridad de 14 x 10 y demds condiciones ambientales cons

tantes.

Las ratas de las cepas Long-Evans o Sprague-Dawley utilizadas variaron en eda-
des desde 22 hasta 60 dias y los pesos de 50 a 150 g. E1 peso de los ratones -

fue de 18 a 20 g correspondiente a la edad del destete.

Mientras no se indique lo contrario, todas las ratas utilizadas en Tos experi

mentos son del sexo masculino.

Los roedores fueron alimentados con purina de Laboratorios Chow y agua corrien
te "ad 1ibitum" durante los primeros experimentos. La dieta baja en contenido
de yodo se constituyd de maiz quebrado y agua deionizada, 1o que proyocd una
severa pérdida de peso por lo que se complementd agregando Caseinato de Calcio
en polvo (usado en la alimentacidon de ninos lactantes) en una proporcidn de
81% de maiz por 18.86% de caseinato en la mezcla. Esta dieta cubrid los requi
sitos necesarios para un buen aumento de peso, comparable al alcanzado por

los animales alimentados con purina de Laboratorios Chow. E1 extracto tiroi-

deo fue administrado por via oral disolyiendo las pastillas en el agua que -



beben normalmente los animales.

Obtencidon y manejo de muestras biolégicas:

La sangre de personas normales (donadores de sangre) se obtuvo por puncidn ve
nosa del antebrazo. E1 suero fue separado centrifugando a 3000 rpm durante 5
min a 4°C y conservado en refrigeracion por un tiempo noc mayor de tres dias -

antes del dia de su uso.

En los roedores las muestras de sangre periférica se obtuvieron por puncidn
del area retroorbital (seno ocular interno) manteniendo al animal bajo anes-
tesia ligera con éter; la puncidn se hizo por medio de un tubo capilar de vi-
drio de 1.2 x 75 mm, que equivale a un volumen aproximado de 71 nul. E1 tubo -
capilar fue sellado en uno de sus extremos con plastilina y colocado en un tu

bo de ensayo de 12 x 75 mm para su conteo.

Todas las observaciones correspondientes al contenido de radioactividad (1311)

en la gléndula tiroides se realizaron "in vitro" sacrificando al animal con -
éter y extirpando la glandula en bloque, cortando parte de laringe y primeros
anillos de traquea; después de lavar con agua destilada para eliminar la ra-

dioactividad contaminante, el bloque fue manipulado al igual que los tubos ca

pilares para la determinacion de su contenido en 1311.

Estimulantes del Tiroides Utilizados:

Preparacion de los estandares:
100 ug del estandar NIH-TSH-B6 se disolvieron en 254 m1 de solucidon salina -
isotonica y distribuidos en alicuotas de 3,5 m1 (3.5 mU c/uno), se congelaron

y conservaron a -20°C hasta su uso.



Del estandar HTSH-Pierce se pesaron 100 ug prepardndose alicuotas de 2.5 ng -
en un volumen de 25 nul. En esta forma cada alicuota contiene 17.85 mU y se --

conservaron en las mismas condiciones que el estdndar anterior.

Preparacion de los extractos hipofisiarios:

E1 extracto de hipdfisis humana se prepard en la siguiente forma: 5 hipdfisis
de personas adultas que se habian conservado en acetona durante ocho dias, con
peso total de 1560 mg y 312 mg de peso en promedio por glandula, se homogeni-
zaron en 20 m1 de solucidn salina isotdonica en tubo de Potter-Elvejheim a 4°C;
el homogenado se centrifugd a 15000 rpm durante 30 min en centrifuga refrigera
da. E1 sobrenadante se separd y fracciond en 12 alicuotas de 1 m]l que se con-

servaron congeladas a -20°C hasta el dia de su uso.

E1 extracto de hipofisis de ratas se obtuvo en la forma siguiente:

100 ratas L.E. machos de 30 a 40 dias de edad con un peso aproximado de 70 a

80 g, se sacrificaron con CO2 (hielo seco).

Las hipdfisis extraidas se colocaron de inmediato en solucidon salina isotdni-

ca a 4°C, mediante el procedimiento enumerado a continuacidn:

1. Homogeneizacion en 10 m1 de solucidn salina fisioldgica por medio de
tubo de Potter-Elvejheim.

2. Centrifugacidn a 2000 rpm por 15 min a -10°C.

3. E1 sobrenadante fue separado y se agregd HC1 2.0 M gota a gota con agi-
tacidn constante, hasta ajustar un pH de 1.2.

4, Reposo durante 20 min en cuarto frio.

5. Se agregd NaCl hasta Tograr una solucion 1.0 M en un volumen de 50 ml.



6. Centrifugacion a 4000 rpm durante 15 min a -10°C.
7. E1 sobrenadante con volumen de 50 m1 se ultrafiltrd en membrana Amicon UM-

2 (Limite de exclusidon 2000) con agitacion y presidon constante durante 8

horas.

8. E1 volumen residual de 5 m1 sobre la membrana se 1levd a 30 m1 con solu-

cidon salina.

9. Se prepararon alicuotas de 1 m1 que se mantuvieron conservadas a -20°C has
ta su uso.

La concentfacién de proteinas en estas alicuotas fue de 300 ug/ml calculada -

contra una curva estandar (10 a 100 ug/m1) de AlbGmina Sérica Bovina. Las lec

turas se efectuaron a 280 nm (Regién del ultravioleta).

Preparacion del material radioactivo:

El 131[ Na fue gentilmente proporcionado por el laboratorio de Medicina Nuclear
del Hospital General del Centro Médico Nacional en donde es utilizado para
diagnostico clinico. Este material cuando es recibido presenta una actividad
demasiado alta, de tal manera que para su aplicacidn en este trabajo fue nece
sario diluirlo con agua destilada y obtener alicuotas hasta las dosis adecua-
das de acuerdo con el disefio experimental. Esias diluciones se hicieron con -
la ayuda del contador de dosis, el cual registra la actividad de las radiacio
nes gamma (y) en Curies y para el ajuste final de un niimero determinado de --

cuentas se utilizdo el contador de centelleo autdmatico.

La aplicacion del 1311 se hizo por via intraperitoneal mientras que la TSH co
mo estandar 6 extracto hipofisiario se administrd por las principales vias --

parenterales,subcuténea (S.C.), intraperitoneal (i.p.) e intravenosa (i.v.). Las



inyecciones se aplicaron con jeringas desechables de plastico de 2.5 ml.

Ajuste y optimizacion del contador de Centelleo Nuclear Chicago:

Este aparato cuenta con dos canales de emisidn, uno para contar radiaciones -

125I; el otro canal se ajustd a una ventana de 1.6 base 1.02 y ate-

1 131

gamma del

nuador de 8 para contar las radiaciones gamma de mas alta energia de

Con el propdsito de obtener la maxima precision en el minimo de tiempo sobre
las "cuentas minimas" que se obtenian en la sangre periférica, se vario el -
vb]taje por intervalos de 50 a partir de 550 hasta 1650 volts, calculando pa-
ra cada uno, los respectivos indices SZ/B (S=actividad de la fuente, B= acti-

vidad de fondo).

E1 voltaje seleccionado fue de 850 volts que correspondid al maximo valor de

dicho indice, igual a 2836. Este indice es de gran utilidad cuando se quieren
medir como en nuestro caso, gran cantidad de muestras de baja actividad, pero
no es tan importante cuando se miden actividades muy altas como las que se ob

tienen en las tiroides radioactivas.

ET1 canal B usado para 1311 bajo esas condiciones quedd calibrado para un rango

de energia de 0 a 2 MeV. La ventana se ajustd para contar el fotopico de 0.364
MeV (Base a 1.02 0.102 MeV, ventana a 1.6 (16%), 160 KeV sobre la base o sea

0.262 MeV).

La eficiencia de los aparatos de centelleo fue aproximadamente del 18% compa-

randola contra el contador de dosis Nuclear Chicago.

Medicion de la radioactividad:

Exceptuando el experimento 1 todas las mediciones de radiocactividad se hicie-



ron en el contador Nuclear Chicago modelo 4230 con cristal de yoduro de sodio

activado con Talio.

Todos Tos datos de cuentas por minuto obtenidas se corrigieron con la resta.-

1311. E1 valor

del valor de fondo del aparato y por el decaimiento del isdtopo
de fondo se obtuvo contando un tubo de ensayo de 12 x 75 mm, vacio en el caso
de lecturas para muestras de tiroides y conteniendo un capilar también vacio

en su interior para correccion de muestras de sangre periférica. Todos los va

lores de fondo se obtuvieron cada vez que se contd material radioactivo.

Un requisito necesario para relacionar valores de radioactividad obtenidos en

diferentes tiempos, es relacionarlos a un tiempo inicial o cero; en este estu
dio los volimenes fueron referidos al primer dia del experimento. Para lograr

esto se utilizaron los factores de decaimiento (e'x t) que se obtienen en ta-
blas para distintos tiempos. Otra forma de correccidn utilizada usualmente, fue
el empleo de un patrdn constituido por un voldmen de isdtopo igual al adminis
trado al animal que fue medido con la misma jeringa de inoculacidn; este volu
men depositado en un tubo de ensayo se conservd a 4°C y se contd al mismo tiem
po que las glandulas que se extraen en los diferentes lapsos entre inyeccion
de isdtopo y conteo de radioactividad. (De esta forma se eliminan otros para-

metros de error introducidos por el aparato).

131I definido como el tiempo necesario

E1 tiempo de vida media bioldgica del
para la eliminacion de la mitad de la cantidad del isdtopo desde un sistema
“bioldgico dado, se determind para la sangre periférica y la tiroides partien-
do de los resultados en CPM obtenidos de la recta ajustada de los datos origi

nales (no corregidos por decaimiento) (33)



E1 tiempo de vida media efectiva se calculé con la siguiente ecuacion:

t1/2 ef = 0.693 (t)
2.3 (Tog No - Log N)
No = CPM originales
N = CPM que permanecen después de un intervalo de tiempo "t"

Utilizando este valor y el tiempo de vida media de desintegracidon propia del
1311 (& 1/2r') igual a 8.08 dias, se calculd el tiempo de vida media bioldgica
(t 1/2b) mediante la siguiente ecuacion:

o 4 i
tlyep tlpzer tlyer

La captacion tiroidea de isdtopo se expresa en este trabajo como "% de capta
cidn absoluta" o simplemente "% de captacion" si se refiere al nimero de cuen
tas inyectadas y "% de captacidn relativa" cuando estd referida a la cantidad
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d I que se incorpora al tiroides de un grupo control.

Cuando se trata de sangre periférica los valores se expresan como % de radio-
actividad presente en un determinado volumen de ésta, y en todos Tos casos es
ta referida al nimero de cuentas por minuto inyectadas al animal. Debe acla-
rarse que la correccidn por decaimiento no fue considerada importante cuando
la diferencia entre los tiempos fue inferior a 10 horas, como es el caso de -
los valores de radioactividad sanguinea antes y después de la administracion

de los estimulos hormonales.

Procedimientos estadisticos: (34)

Las siguientes expresiones han sido utilizadas en este trabajo:



Promedio: X = ¥ x : donde x representa observacion individual y "n" el nd
n
mero de observaciones.

Desviacion estandar:

Error estdndar de la Media: S.E. =

Todas las desviaciones del promedio en este trabajo han sido expresadas como
error estandar (S.E.) ya que esta medida permite conocer a@9rosso modo cuando
dos promedios difieren significativamente entre si ya que para ello es necesa
rio que la diferencia en sus promedios sea mayor que dos veces la suma de sus

errores estandares.

La correlacidn lineal entre la radioactividad presente en la sangre periféri-
ca y el tiempo se hizo con la transformacion logaritmica de los valores de --
ambos ejes de la grafica, mientras que para la radioactividad presente en el

tiroides esta correlacidn se hizo en papel semilogaritmico.

En todos los casos, el ajuste de la recta se hizo con el método de los mini--

mos cuadrados.

Las variables de la técnica aplicada a la rata que se estudiaron en el presen

te trabajo fueron:
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1- Las dosis permisibles de I.

2- E1 metabolismo del 1311 en relacidn con:



a- el tiempo: vida media bioldgica

b- la edad y el peso corporal

c- el sexo

d- la cepa y las dosis

e- la temperatura ambiente

f- la dieta

g- el efecto inhibidor del extracto tiroideo
Los efectos de TSH en relacion con:

a- el tiempo
b- las dosis

c- el sexo
d- la via de administracion

e- la especie

1311.

Dosis permisibles de
Para saber cudl era la dbsis tolerada por el tiroides de Ta rata L.E. (dis
ponible en el laboratorio), sin que produjera dafio tisular que se manifes-
tara por una disminuida captacidon en el tiroides y un exagerado aumento de
la radioactividad en la sangre periférica, se administraron ddsis de 1 a

131

15 pCi de I a cada rata de grupos de cuatro, de 30 a 35 dias de edad y

de 60 a 90 g de peso corporal. Las muestras bioldgicas se obtuvieron 24 ho

ras después de aplicado el isdtopo.

131

E1 metabolismo del I en relacidn con:

a- el tiempo. A 20 ratas de 35 a 40 dias de edad y de 90 a 110 g de peso

131

corporal se les inyectaron 5 uCi de I. Cada 24 horas y durante 5 dias -

se tomd sangre periférica y sacrificd para tomar el tiroides en cada rata



de un grupo de cuatro animales. Con los datos obtenidos se buscd el tipo -
de grafica que diera la mejor linearizacidn de la respuesta y se calculd -

la vida media bioldgica.

b- 1a edad y el peso corporal. Con dos grupos de 20 ratas cada uno, de 25

dfas de edad y 30 a 60 g de peso corporal uno, y de 30 a 35 dias de edad
y 90 a 110 g de peso corporal el otro, se estudido la vida bioldgica media
del isdtopo; se inyectaron 5 uCi a cada rata y cada 24 horas y durante 5

dias se tomaron muestras de sangre periférica.

c- el sexo. Dos grupos con distinto sexo, de 20 animales cada uno y con --
edades de 21-25 dias y pesos de 60-80 g, se mantuvieron un tiempo de 12 -
dias con la dieta baja en yodo (dieta 1) después de lo cual se inyectaron

1

10 uCi de 13 I a cada animal. Las muestras bioldgicas de sangre y tiroides

se obtuvieron tres dias después de la inyeccidn del isdtopo.

d- la cepa y las dosis. Se utilizaron cinco grupos de cuatro animales cada

uno, de 45 a 50 dias de edad y de 105 a 150 g de peso corporal para la Long
Evans y de 25 a 35 dias de edad y de 70 a 100 g de peso corporal para la -
Sprague-Dawley. Cada grupo recibido 0, 2, 4, 6, 8 y 10 uCi de 1311 y 48 ho-
ras después se tomd sangre periférica y sacrificaron inmediatamente des-

pués para extraer el tiroides.

e- la temperatura ambiente. Dos grupos de 20 ratas cada uno, de 30 dias de

edad y peso corporal de 60 a 80 g recibieron 8 uCi de 1311. Ambos grupos -

permanecieron a una temperatura ambiente de 22°C. Uno de Tos grupos se --
trasladd a un ambiente de 14°C, dos horas antes de la toma de la muestra

de sangre periférica de 24 horas.



f- la dieta. Se utilizaron dos tipos de dieta: (dieta 1).- Maiz quebrado y
agua deionizada y (dieta 2).- Maiz quebrado con caseinato de calcio. Cada
una se administro abun grupo de 20 ratas de 35 a 40 dias de edad y de 60 a

100 g de peso corporal.

La dieta 1 se administrd desde 14 dias antes de la aplicacion del isdtopo

y la dieta 2 sdlo durante 10 dias.

E1 grupo control para ambos tratamientos estuvo constituido por 10 animales
del correspondiente lote y que se alimentaron con la dieta ordinaria del -

bioterio (purina de los laboratorios Chow).

131

Cada animal recibid 10 uCi de I y las muestras bioldgicas se tomaron a

las 48 horas de administrado el isdtopo.

g- el efecto inhibitorio del extracto tiroideo.Se utilizd un grupo de 35

ratas L.E. de 35 a 40 dias de edad y de 80 a 110 g de peso corporal, Se -
distribuyeron en siete grupos de cinco animales cada uno. Cada dosis del -
extracto tiroideo de Lab. Armour se disolyid en 100 m1 de agua corriente,

y se consumié un volumen aproximado de 300 ml diarios por cada grupo.

Las dosis fueron: 52, 78, 104, 130, 156 y 180 mg por 100 m1 de agua co--
rriente. E1 grupo control bebid sdlo agua corriente.

Los animales se mantuvieron en estas condiciones durante tres dias, al ca

bo de los cuales se suspendid el extracto tiroideo, se administraron 5 --

uCi de 1311 a cada animal y 48 horas después se tomaron los productos bio-
16gicos.

.
Otro grupo de 20 ratas de la misma edad y peso corporal recibid 130, 156

y 182 mg de extracto tiroideo en 100 m1 de agua corriente simultdneamente



= Y

con la administracion de 5 uCi del isdotopo, las muestras bioldgicas se toma

ron 48 horas después.

Los efectos de TSH en relacidn con:

a- el tiempo. Un grupo de 10 ratas machos Long-Evans de 35 a 40 dias de --
edad y 90 a 100 g de peso corporal, se mantuvieron con la dieta 1 durante
10 dias al cabo de los cuales se les administrd 15 uCi de 131I. 48 horas
después se les aplicd por via I.P., 0.2 mU de TSH de origen bovino (NIH-
TSH-B6) a cada una. Cada hora y durante cinco, se obtuyieron muestras de

sangre por puncion del seno retroorbital.

Las respuestas se midieron en porciento:

% de respuesta = cpm de X  x 100

cpm de 0,
X, = tiempo en horas después del estimulo
0 = tiempo inmediatamente antes del estimulo

b- las dosis. Se utilizaron 15 ratas hembras, de 30 a 35 dias de edad y con
80 a 100 g de peso corporal y diyididos en grupos de cinco, que recibieron
182 mg de extracto tiroideo por 100 m1 de agua durante dos dias, a partir

de la administracion de 12 uCi del isdtopo. Después de 48 horas las mues-

tras bioldgicas se tomaron 2.5 horas después de aplicado el extracto hipo-
fisario humano por via intraperitoneal, a las dosis de b.5, 1.0 y 2 m] del
homogenado original para cada grupo. Estos yoldmenes corresponden a 42, 84

y 168 milésimos del peso promedio original de una hipdfisis por cada rata.

c- el sexo. Dos grupos de 10 ratas cada uno, de diferente sexo, de 35 a 40

dias de edad y peso corporal de 90 a 100 g Tos machos y de 80 a 90 g Tas -



hembras, se mantuvieron con la dieta 1 durante 10 dias. Recibieron enton--
ces el extracto tiroideo a la dosis de 182 mg/100 m1 de agua,simultaneamen
te con la inyeccion intraperitoneal de 19 uCi/rata en el caso de los ma--
chos y 10 uCi/rata hembra. 48 horas después se les aplicd 48 milésimos del
peso de una hipofisis humana y se tomaron muestras de sangre por puncion
del seno retroorbital a los tiempos 0, 1, 3 y 5 horas de aplicado el esti-

mulo.

d- la via de administracidon. Dos grupos de 5 ratas cada uno, de 35 a 40 -

dias de edad y de 80 a 100 g de peso corporal, que se mantuvieron con la
dieta 1 durante 12 dias, recibieron simultaneamente 182 mg de extracto ti-

1311 por via intraperitoneal. 72 horas -

roideo/100 ml1 de agua y 10 pCi de
después de administrado el isotopo se aplicd el extracto hipofisario huma-
no a la dosis de 0.083 del peso total de la hip6fisis/rata; a uno de los -
grupos por via subcutd@nea y al otro por via intraperitoneal, Una muestra
de sangre se obtuvo por puncidn del seno retroorbital a los siguientes

tiempos después de aplicado el extracto hipofisario: 1.5, 2.5, 3.5, 5y 8

horas.

e- la especie. Veinte ratones, hembras, de 21 a 25 dias de edad, de 10 a
15 g de peso corporal, de la cepa BALB/C, se sometieron a la dieta 1 duran

1311 por via sub-

te nueve dias, al cabo de los cuales recibieron 8 nCi de
cutdnea y 182 mg de extracto tiroideo/100 m1 de agua. Cinco dias después -
y también por via SC, a cada animal de grupos de cuatro se les aplicaron
los estimulos: 83 mileSimos del peso de una hipofisis; 3.48 y 6.96 mU del
hTSH (Pierce); 0.5 m1 de suero humano normal y 0.5 ml de agua bidestilada.

La sangre periférica se tomd por puncidn retroorbital 2.5 y 3.5 horas des-

pués de la aplicacidn de los estimulos.



RESULTADOS Y DISCUSION
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1.- Dosis permisibles de I:

En la figura 1 se observa la relacion lineal de las dosis del isdtopo con la
radioactividad captada por el tiroides (escala izquierda de la grafica), con
un aumento progresivo del error estandar conforme aumenta Ta dosis. Hay una -
discreta tendencia a aumentar las cuentas en la sangre periférica, sin que --
las diferencias de las respuestas a las diferentes dosis sea estadisticamente

significativas.

Estos resultados demuestran que con la dosis maxima utilizada (15 uCi) y en el
tiempo de observacién no hay dafio tisular, puesto que no se obserya una caida
en la captacién, ni un aumento exagerado de la radioactiyidad en la sangre pe-

riférica.

McKenzie (30) ha reportado que una actiyidad mayor de 2 uCi en el tiroides del
ratdon puede lesionar la glandula, Doniach y colaboradores (35) por su parte,

1311 produjeron dafio tisular en una

sefialan que la administracion de 25 nuCi de
cepa hibrida de ratas, 17 meses después de su aplicacidn, lo que se manifestd

por un aumento considerable de la TSH circulante.

En el presente trabajo, en un experimento aislado, se utilizd la dosis de 19
uCi, sin que se observaran modificaciones importantes en la captacidn y libe-
racion de la radioactividad en el tiroides durante 5 dias posteriores a la --

aplicacion del isdtopo.

Se concluye entonces que en la rata Long-Eyans se puede utilizar cualquiera



[] TiROIDES

£ SANGRE PERIFERICA

D2143j1uad 31bubs ap |w/NdD

-2000
1000

A
5% 04% 7.
\\\\\s 92155920
172777, 7722,2]

5
4

Y ll0, 74,5

\\\\\\\\\\ 7]

2,%,77 47 772,
) 220,59747
ALZAIV AV IL
YV 2,74,7%; 2444

LLLLLLLLLELS.

V2%, 2,47,
2 44, s
b —
Vo 24540

14 15

13

112

10

7,772.4°/
V.2, %22

5

Y,

8

900+

o
0
~

L] 1§ ]

mw o

s 2 8
S3aI0oYIL ¢OI X WdD

150+

posis (uei) 3

Figura 1: Estudio de la dosis permisible de 1311 en 1a rata

macho Long-Evans. Las barras verticales represen-

tan el error estdndar para cada grupo.



de las dosis ensayadas en este experimento

Como se vera mas adelante, las dosis mas frecuentemente utilizadas en este tra

bajo fue de 5 uCi y solo ocasionalmente se emplearon dosis mayores del isdtopo.

131

2.- Estudio del metabolismo del I en relacidn con:

a- el tiempo: La tabla No. 1 muestra las cpm en tiroides y sangre periférica
que se obtuvieron cada 24 horas y durante cinco dias. La graficacidn de dichos

1311 de tiroi-

resultados (figura 2) muestra que mientras la disminucion del
des sigue una relacion de tipo exponencial con el tiempo, la de la sangre peri
férica es de tipo potencial. Esta dltima por lo tanto, se transforma en una -
recta cuando se grafica en papel log-log (figura 3). E1 tiempo de yida media
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bioldgica que se obtuvo de los datos del I en tiroides es de 3.66 dias, -

mientras que en sangre periférica es de 3.73 dias.

Wilansky (36) ha reportado que en ratas hembras, de 4 a 5 meses de edad y por
1o tanto de mayor edad que las utilizadas en nuestro caso, la vida media bio-

16gica calculada para el isdtopo en tiroides es de 3.1 dias.

b- la edad y el peso corporal: La tabla II muestra que cuando el animal es -

mas joven y de menor peso, los niveles de radioactiyidad en sangre periféri-
ca son mayores que en el de mayor edad y peso corporal. Ademds, la vida media
bioldgica es mas corta en el primer caso, que en el segundo, como se refleja
por la magnitud de las pendientes de las rectas correspondientes a cada uno

(figura 4).

Las observaciones de Wilanski (36) de que la yida media bioldgica del mismo

isotopo en el tiroides de ratas de diferentes edades (4 a 5 meses u 24-25 me-
ses) es menor en las mas jovenes, apoyan indirectamente nuestros datos.



TIEMPO TIROIDES SANGRE

(horas) (cpm) (cpm/m1)
24 322468 732
48 281838 450
72 231206 310
96 192930 225
120 169824 183

Tabla I.- Radioactividad presente en -
tiroides y sangre de las ratas
L.E. a diferentes tiempos des-
puéi de Ta inyeccidon de 5 uCi
de 1311,
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TIEMPO SANGRE PERIFERICA (cpm/m1)
(horas) 25 a 30 dias 25 a 40 dias

24 1101 732
48 280 450
72 117 310
96 64 225
120 53 183

Tabla II.- Radioactividad presente en sangre perifé-
rica de dos grupos de diferentes edades 'y
a diferentes tiempos.
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c- el sexo: La comparacion de Tos resultados para ambos sexos que se presen-
tan en la tabla III demuestran que no hay diferencias en el metabolismo del -

1311 en relacion con el sexo y las dosis aqui estudiadas.

Doniach (35) ha reportado una mayor resistencia de las ratas hembras al efec-
to destructivo de las radiaciones del 1311, pero sus observaciones son en un
periodo mayor de un afio, mientras que los resultados aqui presentados se re-

fieren a experimentos que abarcan s6lo unos dias.

Lo que si puede afirmarse es que bajo las condiciones aqui descritas no hay -

diferencias en la captacidn del isdtopo por el tiroides, y que en la sangre -

periférica se obseryd sistematicamente un mayor nimero de cpm, en la rata hem

bra que en la rata macho, siendo esta diferencia en algunas ocasiones de sig-

nificancia estadistica.

d- la cepa y dosis: Cuando se trabajaron las dos cepas de ratas disponibles
en el laboratorio, se encontrd que los animales de la cepa Sprague-Dawley, -
que eran los mas jovenes, tuvieron una menor captacion que Tos de Ta Long-
Evans, como puede apreciarse en la figura 5, en la que se comparan grafica--
mente las c.p.m. absolutas en tiroides y sangre periférica y ademds la capta-
cion en % para cada dosis y para cada cepa. En la sangre periférica las dife-

rencias por cepas y dosis no varian significativamente.

Los resultados demuestran que ambas cepas siguen el mismo patrdn de comporta-

miento en el manejo del 1311, tanto en el tiroides como en sangre periférica.

Es importante hacer notar que el mayor porcentaje de captacidn en las dos ce-

pas corresponde a la dosis de 2 uCi y que a dosis mayores el porcentaje de --



SCEX O SANGRE PERIFERICA TIROIDES

(cpm/m1) (cpm)
hembras 1014 310528
machos 944 301528

Tabla III.- Comparacidn de la radioactividad presen-
te en la sangre y en el tiroides en ratas
de diferente sexo.
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captacion disminuye y se mantiene mas o menos estable, sin aumentar con el -

correspondiente aumento de la cantidad de isdtopo administrado.

Todo esto sugiere que en relacion a las dosis deberd completarse el estudio -
con un analisis del porcentage a dosis menores de 2 uCi y mayores de 10 uCi -
hasta observar la saturacion completa del tiroides, la que probablemente sea
precedida de las manifestaciones del dafio tisular, de la que se habld en el -

correspondiente inciso.

e- la temperatura ambiente: E1 breve mantenimiento de las ratas durante 2 ho-

ras a 14°C, antes de la toma de la muestra, provocd un aumento de la radioac-

tividad en la sangre periférica como se observa en la tabla IV.

Ademas, se observd que durante el periodo que los animales estuyieron someti-
dos a cambios amplios de temperatura, los niveles de radioactividad en sangre
periférica, fueron mas variables que la de los animales mantenidos en condi--

ciones de temperatura constante y con la misma dosis de isdtopo.

E1 aumento observado debe atribuirse al efecto que el frio produce sobre el eje
hipotalamo-hipofisis-tiroides (2), el que responde con un aumento de los nive-
les de hormonas tiroideas circulantes, como consecuencia de un aumento de la
TSH enddgena. Este aumento de la hormona estimulante del tiroides bajo la ac-
cion del frio, ya fue informado por Ohtake (37), quien encontrd la maxima ele-

vacion a los 25 minutos de iniciada la exposicion al frio.

Todo To anterior permite concluir que las ratas en las que se realizan bioen-

sayos basados en la funcion tiroidea, deben mantenerse a temperatura constante.

f- la dieta: La utilizacion de dos dietas con diferente valor nutritivo y --

contenido de I, permitid saber que cuando la dieta es nutricionalmente adecua



GRUPO TEMPERATURA SANGRE PERIFERICA
°C

c.p,m./ml
1 14 795
2 22 406

Tabla IV.- Efecto del cambio brusco de temperatura -
sobre 1a radioactividad sanguinea.



= i33l =
da (dieta 2), mejora la capacidad de captacion del tiroides (tabla V). Con es
ta dieta que tiene aproximadamente el mismo valor nutritivo que la de Reming-
ton citada por McKenzie (38), los animales continuaron su crecimiento normal
con el correspondiente aumento de peso, mientras que los que recibieron la -
dieta 1, presentaron un peso significativamente menor al alcanzado por los --

animales alimentados con la dieta de Purina de Lab. Chow.

Como no se pudo obtener la informacidn con respecto al contenido de I en el ma
iz y del caseinato de calcio, la mejoria de la captacion del isdtopo por el -
tiroides con la dieta 2, no se puede atribuir en el presente caso a una mayor

avidez del tiroides por el yodo marcado después de 10 dias de dicha dieta.

La necesidad de administrar una dieta pobre en yodo es que existen evidencias
(39) de que cuando se prepara al animal en esta forma hay un aumento en Tla -

incorporacion del isdtopo al tiroides con un aumento en la actividad especifi-
ca de las hormonas almacenadas, lo que mejora la sensibilidad a Tos estimulos

hormonales hipofisarios (26).

Aunque algunos autores (21) demuestran que puede omitirse la dieta de pretra-
tamiento, nosotros creemos que su empleo puede evitar el uso de una dosis ma-

yor de isdtopo para obtener una misma incorporacidn al tiroides.

g- el efecto inhibidor del extracto tiroideo: La capacidad inhibitoria del ex-

tracto tiroideo oral sobre la secrecion enddgena de TSH se estimd por sus efec
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tos sobre la captacion y Tiberacion del I, puesto que ambas acciones son

mediadas fundamentalmente por la accidon de dicha hormona a nivel del tiroides (21).

Los resultados del primer experimento se muestran en la figura 6, en la que -



% DE CAPTACION

TRATAMIENTO TIEMPO (DIAS) A LAS 72 HORAS
ANTES DE 1311 CONTROL  TRATADO
Dieta I 14 14 23
Dieta II 10 19 33
Tabla V.- Efectos de 1a dieta sobre la captacidn del 1311 por el

tiroides.
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Figura 6: Efecto inhibidor del extracto tiroideo bovino
administrado 72 horas antes del 1311.
Las Tineas verticales representan el error es-

tdndar en cada grupo.
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puede observarse que tanto en la captacidn absoluta como en la relativa, hay
una progresiva disminucion que alcanza su minimo valor de 2% en la absoluta y
del 13% en la relativa con 130 mg/100 m1 de agua, después de lo cual la capta
cidn se estabiliza. Concomitantemente, hay una tendencia de disminucion en la
radioactividad sanguinea, que también se estabiliza o alin aumenta después de

los 130 mg de extracto tiroideo.

1311 y el extracto

En el segundo experimento, en el que la administracidon del
tiroideo en las dosis mas altas antes usadas, se hizo simultaneamente, las ob
servaciones finales se realizaron a las 48 horas y se encontrd que tanto en -
tiroides como en sangre periférica la disminucidon de la radioactividad fue --
progresiva, lo que puede observarse en los datos de la tabla VI. De los resul,
tados anteriores se deduce que las dosis mayores de 130 mg de extracto tiroi-
deo por 100 m1 de agua son suficientes para inhibir tanto la captacion como -

1311 en el tiroides, 1o que es el resultado de la inhibi--

la Tiberacion del
cion de la TSH enddgena. Se supone que esta situacidn del tiroides permitira

hacer mas aparente el efecto de la TSH exdgena.

Los bioensayos de TSH que en su mayor parte se han realizado en ratdn, com--
prenden el uso de hormonas tiroideas como inhibidores de TSH anddgena, tales
como 1-tiroxina por via parenteral (21); T4 en el agua de beber (40); T4 por

via parenteral (41) y T3 por la misma via (26).

McKenzie (20) utilizd el extracto tiroideo sdélo en forma complementaria a la
administracion de 10 ug de 1-tiroxina a ratones y demostrd que la inhibicidn

se mantenia durante cuatro dias.

Aparentemente, de la informacidon que se tuvo disponible, nadie antes ha uti-



EXTRACTO TIROIDES SANGRE
TIROIDEO
(mg/100 m1) (cpm) (cpm/m1)
0 298432 774
130 289854 411
156 270110 239
182 245618 169

Tabla VI.- Efecto inhibidor del extracto tiroideo
bovino administrado simultaneamente con
el 131; y mantenido durante 48 horas.



lizado sdlo extracto tiroideo como inhibidor.

Nuestros resultados demuestran que el extracto tiroideo es Gitil para inhibir
la funcidn tiroidea, probablemente mediante la inhibicidon de la TSH y la com-

petencia a nivel del tiroides con el yodo radioactivo.

De los resultados de otros experimentos, que se correlacionaron con los aqui
reportados se pudo concluir que el efecto inhibitorio del extracto tiroideo
tiene una duracion maxima de cuatro dias y que estd presente a los dos dias

de iniciada su administracion, que fue el tiempo minimo estudiado.

3- Los efectos de TSH en relacidn con:
a- el tiempo= La respuesta a la administracion de 0.2 mU/rata del estadndar -
bovino NIH-TSH-B6 se observa claramente en la figura 7, en la que el porcien-

to maximo de respuesta se obtiene a las tres horas.

La técnica original de McKenzie (20) en raton da la respuesta maxima a las dos
horas, tiempo que otros han confirmade (26,42,43), mientras que Good y Sten--

house (22) reportan tres horas.

En otros experimentos no reportados aqui, se observd que la respuesta maxima
podia ser menor de tres horas, de tal modo que para fines préacticos se puede
decir que la maxima respuesta en la rata L.E. se presenta entre las dos y --

tres horas después de administrado el estimulo.

b- las dosis: En la figura 8 se presenta la relacion lineal entre las dife-
rentes dosis administradas del extracto hipofisario humano y la respuesta en

porciento de aumento sobre el nivel inicial a las tres horas.
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Figura 8:Relacion Tineal de las dosis del extracto hipofi
sario humano y las respuestas expresadas en por-

ciento.



Si se toma en cuenta que el contenido de TSH de una hipdfisis humana se ha re
portado entre 10 a 1000 mU (44), las dosis aqui aplicadas pueden variar desde

2,4y 8mU hasta 2, 4 y 8 U.

Desafortunadamente no se trabajo simultaneamente con un estandar como debe ha
cerse en un bioensayo cuando se quiere conocer la potencia de una muestra des
conocida (14,45,46). Sin embargo, queda demostrada la respuesta lineal propor-
cional a la amplitud de las dosis utilizadas que era el fundamental propdsito

de este experimento.

Debe hacerse notar que no se encontraron datos en la literatura con respecto

al efecto de las dosis de TSH humana en la rata.

En otro experimento se aplicaron dosis de 348, 696 y 2200 puU del estandar hTSH
(Pierce), que en el laboratorio se usa para la obtencidn de hTSH marcada nece-
saria en la técnica del radioinmunoandlisis de TSH. No se obtuvo respuesta ni
en el tiroides, ni en la sangre periférica, 1o que demuestra que dicho estandar

solo mantiene su actividad inmunoldgica.

La magnitud de Ta respuesta a la TSH de rata, que se obtuvo tanto por el pro-
cedimiento modificado de Bakke and Lawrence(47) que se describid en Métodos,
como por el sobrenadante del homogenado de las hipdfisis de rata en solucidn
salina, abarcd una amplitud de 150 a 300% a las tres horas de aplicado el es-
timulo, este estimulo fue el equivalente al contenido de TSH en media hipofi-

sis de rata, la cual contenia a su vez 50 ug de proteina.

La curva de respuesta a las dosis de McKenzie (20) en ratdn, abarca desde 50
hasta 450 uU de TSH bovina (USP), mientras que Good y Stenhouse (22) reportan

desde 50 a 800 uU del estandar internacional de TSH de origen bovino.



La amplitud de respuesta de la rata a la accidn de la TSH estandar humana no
se estudid en el presente trabajo, 1o que deberad hacerse cuando la técnica -

sea estandarizada.

c- el sexo: La diferencia de la respuesta entre ambos sexos se presenta en la
tabla VII. Es claro que la maxima respuesta que en ambos casos se observa a
las tres horas, es menor en las hembras que en los machos, 1o que también es

cierto para los otros tiempos.

Aunque la respuesta expresada en porciento de aumento es mayor en los machos,
debe aclararse que sistematicamente las hembras tuvieron una mayor radioacti-
vidad en sangre que ellos, tanto en este experimento, como en otros no repor-

tados aqui.

Estas observaciones tienen un parcial apoyo en las de Rapp (48) que encontrd
un mayor contenido de TSH y T4 en el plasma de los machos que en el de las -

hembras.

Ademas, debe recordarse que la relacidn de los estrogenos con la funcidn hipo
fisaria y en particular con la secrecion y efectos de la TSH se conoce y se -
estudia desde hace mucho tiempo (49), sinque haya un acuerdo general sobre

el topico, hoy dia.

En general, estos resultados apoyan lo ya sefialado por otros autores: que hay

diferencias en la respuesta a TSH entre los dos sexos.

c- via de administracidon: La comparacion de las respuestas en sangre perifé-




SEXO No. DE Bl contro % DE AUMENTO
ANIMALES  uCi % oS
3 5
Hembras 10 19 100 181 382 281
Machos 10 10 100 171 203 158

Tabla VII.- Comparacion de la respuesta a la TSH del extracto hipofisiario hu-
mano en los dos sexos.



rica al extracto hipofisario relacionado al tiempo y a las dos vias de adminis
tracion, se presentan graficamente en la figura 9, la que demuestra claramente

la mayor efectividad de la via intraperitoneal.

En un experimento similar, en el que las ratas recibieron un extracto hipofi-
sario de su propia cepa, la via s.c. fue mejor que la i.p. con la maxima res-

puesta también entre 2 y 3 horas.

Algunos experimentos colaterales demostraron que ocasionalmente, la via intra-
venosa did resultados parecidos a los que se obtenian con la via intraperito-

neal.

Puesto que todos los autores (20, 21, 22, 40, 42, 43) utilizan la via i.v. para
aplicar la TSH, nuestros resultados demuestran que una alternativa cuando hay
dificultades con dicha via, es emplear la via intraperitoneal. Aunque no tan
directa como la via intravenosa, la i.p. demuestra ser efectiva, 1o que se ex-

plica por la gran superficie de absorcion que es el peritoneo.

No se tiene una explicacidn para la mejor respuesta de la via s.c. que la i.p.

en el caso del extracto hipofisario de rata.

d- la especie: Como era de esperarse, ni el estandar de Pierce, ni el suero -
humano normal, ni el agua destilada fueron estimulos efectivos para aumentar
la radiocactividad circulante del tiempo cero. El primero, porque como ya se
vid en experimentos anteriores en rata, no tiene actividad bioldgica; el se-
gundo, porque la prueba carece de la sensibilidad suficiente para detectar
los niveles de TSH normales en sangre; finalmente el agua solo puede consi-

derarse como un control.

En cambio el extracto hipofisario humano produjo una respuesta de 204% sobre

el nivel inicial.
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A pesar de la diferencia de especie y de que las condiciones del experimento
no fueron las mismas que se utilizaron en la rata, los resultados en ratdn
caen dentro de la amplitud del intervalo de respuesta que se obtuvo en la rata

(150 a 300%).

Estos resultados son similares a los de McKenzie (20) a pesar de que las do-
sis no son comparables, porque en nuestro caso no hay una cuantificacidn exac

ta del extracto hipofisario.

Una diferencia con las observaciones de McKenzie (20) y otros autores (26, 42,
43) es que aqui, la maxima respuesta se obtuvo a las 3.5 horas, 1o que se acer
ca mis al resultado de Good y Stenhouse (22), que fue de tres horas. La res-
puesta retardada en nuestro caso puede tener explicacion por la diferente via

de administracion empleada.

E1 propdsito fundamental de este trabajo fue estudiar las variables que afec-
tan 1la captacidn y liberacion del yodo marcado en el tiroides de la rata Long-
Evans, como paso previo a la estandarizacion de la técnica del bioensayo de

TSH.

Aunque la mayor parte de los objetivos iniciales se alcanzaron, es evidente

que algunos aspectos quedaron inconclusos:

1- Para conocer el 1imite mdximo de la dosis permisible para un bioensayo
deberédn estudiarse dosis mds altas hasta encontrar aquella que en 48 a
96 horas produzca una disminuida captacidn en el tiroides y una brusca
liberacidon de aumentada radioactividad en la sangre periférica.

2- Estudiar las dosis menores de 2 uCi que en nuestros resultados dieron

el mas alto porcentage de captacion.



Repetir los experimentos con una dieta que se haya demostrado que realmen-
te es pobre en yodo.

Deben estudiarse otros inhibidores de TSH enddgena, tales como las hormonas
tiroides puras y las drogas antitiroideas.

Determinar la exactitud, la precisidn, la sensibilidad y la especificidad
de Ta técnica con un estandar calificado, de origen humano.

Aumentar el nimero de animales para cada grupo experimental, con el objeto

de disminuir la variabilidad individual, que estd fuera de control.



RESUMEN Y CONCLUSIONES

1I en la rata Long-Evans,

E1 presente trabajo es un estudio del metabolismo del 13
mediante la captacidn del isdtopo por el tiroides y sus niveles en sangre peri-

férica.

Con estos parametros se estudiaron: las dosis del isdtopo, las variables pro-
pias del animal, las ambientales y los efectos de las hormonas inhibidoras y

estimulantes de la funcion tiroidea de la rata.

Los resultados demuestran que la rata Long-Evans es util para el bioensayo de
TSH, si se adoptan las siguientes condiciones: ratas de cualquier sexo, de 25
a 30 dias de edad, mantenidas en condiciones constantes, con una dieta nutri-
tiva y pobre en yodo durante una semana antes de la aplicacion por via intra-

peritoneal del 1311, a dosis de 5 a 8 uCi por animal y con la administracion
oral simultadnea de extracto tiroideo a la dosis de 130 mg/100 m1 de agua pota-
ble. Dos a cuatro dias despuds, aplicacion por via IV o IP de la TSH disuelta
en un voldmen maximo de 0.5 m1 de solucidn salina isotdnica. Obtencidon de Ta

sangre periférica en el tiempo cero y después de tres horas de aplicado el -

estimulo, por puncidon del area retroorbital mediante un tubo capilar, previa-
mente heparinizado, manteniendo los animales bajo discreta anestesia con éter.

Sacrificio del animal para extirpar el tiroides.

Conteo del tubo capilar y del tiroides previamente lavado para eliminar la -

radioactividad contaminante.

Calcular las respuestas en porciento de aumento del nimero de cpm sobre las

del tiempo cero.



Quedan indicadas las recomendaciones para afinar las condiciones en que debe
realizarse la técnica antes de ser estandarizada, para poder aplicarla adecua
damente a la determinacion de las actividades bioldgicas de los productos pu-

rificados de la hipofisis, que se manejan en el laboratorio.
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