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1. INTRODUCCION

Hasta hace unos 15 afios las proteinas y polipéptidos hormonales eran
medidos sustancialmente por procedimientos biolégicos (1), (2), (3), (4),
que no siempre mostraban una adecuada especificidad y menos ain la ne-
cesaria sensibilidad como para dosar estas hormonar en la sangre, donde
en situaciones metabdlicas basales se encuentran en una concentracién muy
baja.

Con el objeto de dar una idea de la pequefia cantidad, en que las
hormonas proteicas circulan en sangre, se presenta en el Cuadro N° 1 una
comparacidén de sus concentraciones con la de diversas otras sustancias,
normalmente presentes en el plasma o suero.

CUADRO N¢ 1
Concentracién Pro-  Referencia Peso Molaridad
medio en gr./It.  Bibliografica Molecular
Proteinas totales 75.0 ) 69-500 mil  10-3 a 104
Glucosa 0.8 (€©)) 180 44 x 10-4
Urea 0.16 (6)) 60 26 X 10-8
Colesterol total 2.0 (¢))] 385 519 x 103
Hidrocortisona 0.000152 6) 362 4.14 X 10-7
Testosterona 0.000006 @ 288 2.08 x 10-8
Progesterona 0.000000233 )] 314 7.41 X 10-10
Insulina 0.000001 €)] 6,000 167 x 10-10
Hormona de crecimiento 0.000002 10) 20- 22‘ mil 10-10
Hormona luteinizante  0.0000018 11 20 mil 10-10
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Un avance en el dosaje de estas hormonas constituy6 la introduccion
de los métodos inmunoldgicos, ya sea utilizando el procedimiento de inhibi-
ci6n de la hemaglutinacién o la de desviacién del complemento; asi Wide
y Gemzell en 1960 (12) pudieron determinar la hormona coriénica gonado-
trofica en mujeres gestantes; Read y Bryan (13) dosaron hormona de cre-
cimiento en acromegalicos. El problema sinembargo hubiera permanecido
irresuelto para situaciones basales o de baja concentracion, si es que Ber-
son y col. (14) no hubieran demostrado, que cuando antigenos y anticuer-
pos se unen a un titulo bajo, la reaccion no visible como precipitaciéon o
aglutinacién, puede ser demostrada mediante el empleo de antigenos mar-
cados con isétopos radioactivos.

Con este hallazgo se consolidé toda una época importante de la En-
docrinologia y atn de la Medicina Interna, la época de las hormonas pro-
teicas. Este conocimiento permitié a Yalow y Berson en 1960 (9) delinear
las caracteristicas del dosaje radioinmunol6gico de insulina en sangre y asi
las bases y fundamentos de los procedimientos radioinmunolégicos en ge-
neral.

Mediante estas finas técnicas se han descubierto y explicado un enor-
me camulo de aspectos de la fisiologia y patologia en el campo de las se-
creciones internas, asi mismo ha obligado a corregir conceptos y conoci-
mientos aceptados como definitivamente validos.

Se han descubierto fenémenos trascendentales como la produccién y
liberacién de 2 tipos de insulina por el pancreas, la pro-insulina y la insuli-
na propiamente dicha. Steiner y col. (15), (16), (17), (18) han demostrado
que el mondémero de insulina se deriva de la proinsulina y no por acopla-
miento de sus dos cadenas principales.

Roth y col. (19) han comprobado que en la sangre circulante existen
2 tipos de insulina: una ‘“‘grande”’ (P.M. 9,000 - 12,000) y una pequefia (P.M.
6,000). Posteriormente se ha definido que la pro-insulina e insulina grande
del suero son un mismo compuesto, asi como también que la insulina pe-
quefia o insulina cristalina son idénticas (20).

Hasta hace algunos afios se creia que la hormona del crecimiento
tenia importancia Gnicamente en la época en que el organismo era capaz
de crecer. Actualmente se sabe que la somatotrofina es una hormona pre-
sente alin en personas de edad avanzada y que le compete no s6lo un rol
stimulante del crecimiento sino un importantisimo papel en el metabolis-
mo intermediario. Se ha podido determinar que la hormona de crecimien-
to no se produce en forma constante sino que se incrementa en situaciones
que demandan mayor energia, tales como el esfuerzo fisico, stress, ayuno,
hipoglicemia, etc., estimulos que deben actuar primero a nivel hipotalami-
co (21) y luego mediante el factor liberador de somatotrofina son trasmiti-
dos a la hipéfisis.

Desde los trabajos pioneros de Odell y col. (11) conocemos con certe-
za la dinamica de la produccién de la hormona luteinizante. Antes de es-
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tos autores se creia que ésta hormona se producia fundamentalmente en la
fase luteinica del ciclo menstrual. En el momento actual se sabe que su
produccion es permanente a través de todo el ciclo, habiendo un notable in-
cremento en la mitad del mismo, constituyendo lo que se suele denominar
como ‘“pico mesociclico”, probablemente responsable de la ovulacion.

Podriamos asi seguir relatando, ejemplos apasionantes de la diniami-
ca de la produccién de otras hormonas y polipéptidos hormonales, que son
de palpitante actualidad, como la interrelacién entre glucagén e insulina,
hormonas de actividad opuesta, producidas por células vecinas de un mis-
mo 6rgano. La funcién de las llamadas hormonas intestinales y la produc-
cion de insulina y glucagon, etc. (12), lo que escapa al propdsito de la
tesis.

Por otra parte estos métodos se han extendido al dosaje de polipépti-
dos o proteinas sin actividad hormonal, como la gastrina e inclusive a otras
sustancias que no poseen esta estructura quimica, como los estercides. Ac-
tualmente estan en pleno auge las determinaciones de testosterona, proges-
terona, estrégenos y otras sustancias similares, mediante el uso de estos
procedimientos. Para éllo los esteroides actiian como haptenos acoplados
a una molécula de proteina, generalmente sero albimina bovina, dado que
aisladamente no son capaces de producir anticuerpos.

Ciertamente no podiamos en nuestro medio estar indiferentes a es-
tos cambios del conocimiento médico. Esta tesis doctoral, tiene como tnico
meérito el de servir de introduccién a estos procedimientos en nuestro pais,
en el cual tenemos problemas propios que resolver, como es la fisiologia
del hombre de altura, la alta incidencia de desnutricién, o aquéllos relacio-
nados con el incremento rapido de la poblacién y los métodos de control de
la natalidad.

En esta tesis damos cuenta de nuestra aun pequefia experiencia con
los procedimientos radioinmunoldgicos, desde nuestro periodo de entrena-
miento en 1967 en el laboratorio del Dr. Seymour Glick, en el Coney Island
Hospital de Nueva York, como becado de los Institutos de Salud de los Es-
tados Unidos, hasta los obtenidos en nuestros laboratorios del Centro de In-
vestigaciones Instituto de Biologia Andina y del Instituto de Investigacio-
nes Clinicas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Por otra parte es necesario resaltar, que parte de este trabajo
se ha efectuado en colaboracién con los Drs. Luis A. Llerena y Esteban
Kesserii, pertenecientes a la Universidad Peruana “Cayetano Heredia’’; tie-
ne por lo tanto el significado de una estrecha, cordial y necesaria labor de
cooperacion entre dos Universidades, con el objeto de no duplicar esfuerzos
y por el contrario de utilizar al maximo los siempre escasos recursos para
la investigacién médica.

— 15 —



II. GENERALIDADES

Todos los métodos radioinmunolégicos se sustentan en el juego de
3 factores esenciales:

1.— Hormona estable sin marcar (standard o problema desconocido).
2.— Hormona marcada con iodo radioactivo.
3.— Antisuero especifico contra la hormona que se desea determinar.

La hormona estable y la marcada deben ser iguales y muy puras pa-
ra que el procedimiento llene el requisito necesario de especificidad. Al
decir iguales se refiere principalmente a su capacidad inmunolégica de
unién al anticuerpo, dado que ambas competiran para saturar los lugares de
enlace de este ultimo. Aceptando que estos dos antigenos son idénticos, la
competencia se establecerd en razon de la concentracién de ambos; como
mantenemos una cantidad constante de hormona marcada y de antisuero,
este ultimo se saturara en relacion directa la concentracion de hormona
estable. Habra tanto menor cantidad de hormona marcada unida al anti-
cuerpo cuanto mayor sea la cantidad de hormona estable, por haber sido
‘“desplazada” o ‘‘diluida’ por esta ultima. Como Unicamente la hormona
marcada es susceptible de ser medida, podemos conocer la cantidad de hor-
mona presente en el medio de incubacién indirectamente y en razén inversa,
estableciendo cuanto de la hormona marcada est4d ‘‘unida” al anticuerpo.

Con el objetivo de llenar estas condiciones la técnica radioinmunolé-
gica de dosaje de hormonas proteicas requiere la realizacién de los siguien-
tes pasos:

1. Produccidén del antisuero especifico.

2. Titulacién del antisuero.

3. Hormona pura (antigeno).

4. Marcacion de la hormona con iodo radioactivo.

5. Purificaciéon de la hormona marcada.

6. Incubacion de las hormonas estable y marcada con el antisuero.
7. Separacion de la hormona marcada “libre’’ y “unida’” al anticuerpo.
8. Cuantificacién de las fracciones separadas.

9. Calculo.

1.— Produccién del antisuero especifico:

Los animales méas corrientemente utilizados son el cobayo y el cone-
jo, aunque se han empleado también otros animales. Lo importante reside
en la inmunizaciéon de un animal de una especie diferente.

La hormona de crecimiento e insulina producen mejoyes antisuerqs
en el cobayo, en cambio mejores sueros anti-hormona coribénica gonadotré-
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fica se obtienen por lo general en conejos. La forma mas usual de inmuni-
zacion es la administraciéon subcutanea de la hormona mezclada con adyu-
vante completo de Freund. Después de 3 - 4 inyecciones, efectuadas con in-
tervalos de 11 - 15 dias, se obtiene sangre por puncién cardiaca, se separa
el suero y almacena congelado a —20°C hasta su utilizacion. Posteriormen-
te se administran inyecciones mensuales reanimantes (‘‘booster’’), con el
objeto de mantener un buen titulo.

2.— Titulacion y seleccion del antisuero:

Esta dirigido a escoger el antisuero de mayor titulo y sobre todo de
mayor afinidad. Con esta finalidad los antisueros son diluidos creciente-
mente desde 10-1 hasta 10-3. Se los incuba lnicamente con la hormona mar-
cada y se establece que proporcién de esta tltima ha quedado unida al
anticuerpo. Ver Cuadro N°¢ 8.

Generalmente se seleccionan aquellos antisueros, que a una dilucién
mayor de 1:10,000 unen 50% a 75% de la hormona marcada (1.0 - 3.0, ex-
presado en la relacién B/F; B = bound, unida; F = free, libre).

Esto es variable de acuerdo al tipo de hormona, asi hemos podido
constatar que el sistema para hormona luteinizante funciona mejor cuan-
do la uni6én, anteriormente sefialada, alcanza Unicamente entre 30% a 40%.

Una vez que los antisueros han sido seleccionados, por su titulo, se
los pone en contacto con cantidades conocidas de hormona standard con la
finalidad de establecer su afinidad, capacidad para distinguir la menor can-
tidad posible de hormona estable afiadida al medio de incubacién. En ulti-
ma instancia se escoge un antisuero por su mayor afinidad, independien-
temente de su concentracion, dado que la primera propiedad es mas im-
portante, ademAs que no siempre se encuentra una relacion directa entre
afinidad y titulo de un antisuero.

3... Condiciones minimas de la hormona estable:

La hormona que se utilizar4 para marcar con iodo, asi como la em-
pleada como standard, que usualmente es la misma, deben ser de la ma-
yor pureza y conservar su capacidad biolégica e inmunologica. Esto se con-
sigue conservandola a congelaciéon a —20°C. La descongelacion reiterada
dafia dichas cualidades, por lo que el almacenaje a baja temperatura de-
bera ser efectuada en pequefias cantidades para que sirva en lo posible pa-
ra una sola oportunidad.

4.— Marcacion de la hormona:

La técnica de marcacion mas difundida en la actualidad es la pro-
puesta por Greenwood, Hunter y Glover (23), que determina la incorpora-
cion de los Atomos de iodo en los radicales tirosilo de la molécula hormo-
nal mediante el uso de cloramina —T.

La meta de la marcacion estd en incorporar el mayor numero de
atomos de iodo radioactivo con el menor dafio posible de la hormona, esto
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es, obtener hormona adecuadamente inmunoreactiva con la mas alta acti-
vidad especifica.

El proceso de marcacion siempre ocasiona dafio de la hormona. Este
dafio, llamado por ello ‘“dafio de marcaciéon’, deberi ser lo menor posible
con el objeto de obtener un preparado con alta capacidad inmunoreactiva.

Por otra parte si se incorpora muy poco iodo, la actividad especifica
sera baja, por lo que para tener un numero de ‘‘cuentas’ que permita me-
dir la radioactividad presente, serid necesario incrementar la masa de hor-
mona marcada presente en el medio de incubaciéon, que competird con la
hormona estable, haciendo disminuir con ello la sensibilidad del método.

El iodo a utilizar requiere también determinadas condiciones: 1°. De-
be ser ‘‘carrier free’’ es decir con la menor cantidad posible de iodo esta-
ble. 2°. No debe contener contaminantes, especialmente compuestos reducto-
res. 3°. Puede ser I-131 o I-125. 4% Debe ser de reciente produccion (fresco).

El 1-131 tiene por ventajas su menor costo, es obtenido “carrier free”
con mayor facilidad, posee radiacién gamma de gran energia y ademas
tiene radiacién beta, lo cual permite su uso en radiocromatoelectroforesis.
Como desventajas tiene, por una parte su tiempo de vida relativamente corto
(8.6 dias) y que su uso encierra mayor peligro.

El 1I-125 posee un tiempo medio de vida de 60 dias pero es 3-4 veces
mas costoso, sélo tiene radiacién gamma de baja energia. Debido a la di-
ferencia de tiempo de vida, al marcar con I-125 se incorporan 7 atomos
mas de I radioactivo que con el I-131, es por ello que se marca a una
menor actividad especifica. Parece ser que los lotes de I-125 suelen ser
muy discimiles en cuanto a su pureza y no son completamente ‘‘carrier
free”, lo que determina muchas diferencias de una marcacion a otra.

5.— Purificacion de la hormona marcada:

El procedimiento mas utilizado es la filtracibn cromotografica en
una columna de gel (Sephadex Pharmacia Fine Chemicals R).

Se usara un tipo diferente de Dextran segun el tamafio molecular de
la hormona que se quiere purificar. En el caso de la insulina, Yalow y Ber-
son (9) han aprovechado la propiedad que tiene la celulosa de adsorber la
insulina, para emplear este medio de purificacion.

La finalidad sustancial de la purificacién de la hormona marcada re-
side en la necesidad de quitar todo el iodo no incorporado a la molécula
hormonal, asi como en retirar completamente la hormona dafiada durante
el procedimiento de marcacion.

6.— Incubacion de los antigenos hormonales con el antisuero:

Una vez finalizados los pasos anteriores recién estamos en condicio-

nes de iniciar un experimento, recién contamos con los principales reac-
tantes.
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La hormona marcada y el antisuero son puestos a incubar en canti-
dades y concentraciones constantes y conocidas. La hormona standard se
pone en concentraciones diferentes y el suero o plasma problema en una
dilucién variable entre 1/5 a 1/20 del volumen final del medio de incuba-
cion, el cual ciertamente permanecera siempre constante para cada una
de las muestras.

El volumen final de incubacioén varia entre 0.5 - 4.0 ml., siendo por lo
general 1.0 ml. Como medios de incubacién se usan diferentes buffers, que
varian segin el tipo de hormona y procedimiento, del mismo modo difieren
el pH y la concentracién idnica.

Los buffers mas corrientemente utilizados son los de fosfatos, barbi-
tal y borato. El pH es siempre alcalino, entre 7.4 y 9.0, la concentracién
idnica varia entre 0.05 - 0.01 molar.

Aspectos importantes son los que se refieren a la temperatura y tiem-
po de incubacion.

La temperatura méas conveniente es 4°C, dado que asi el *“‘dafio de in-
cubacion’’ de la hormona es menor, sin embargo a esta temperatura el
tiempo de incubacion es de 3 a 5 dias. Hay procedimientos en los que se
efectiia la incubacién a 37°C y por un periodo de 2 horas, aunque con el
inconveniente anteriormente sefialado, puesto que el dafio de incubacién es
directamente proporcional a la temperatura.

7.— Separacion de las fracciones libre y unida al anticuerpo.

Este es un paso fundamental para la cuantificacion de la hormona
que se quiere medir. Se lo efectia inmediatamente después de concluir el
tiempo de incubacion.

Aqui las diferentes técnicas tienen una variante esencial, que precisa-
mente da nombre a la técnica. A continuacion sefialamos las mas importantes:

1.— Radiocromato-electroforesis; Berson, Yalow, Bawman, Rothschild y
Newerly, 1956; Yalow y Berson, 1960 (9), (14).

2.— Doble anticuerpo ;Hales y Randle, 1963 (24); Morgan y Lazarow, 1963
(25), (26).

3.— Carbon revestido con dextran; Herbert, Lau, Gottlieb y Bleicher, 1965
@n.

4.— Precipitacion de globulinas por métodos quimicos; Grodsky y Forsham,
1960 (28); Odell, Wilber y Paul, 1965 (29).

5.— Resinas de intercambio i6nico; Meade y Klitgaard, 1962 (30).

6.— Adsorcién a silica o talco; Rosselin, Assan, Yalow y Berson, 1966 (31).

7.— Método de la fase soélida; Catt, Niall y Tregear, 1966 (32).

) En la radiocromatoelectroforesis se aprovecha de la propiedad que
tiene la hormona libre de mantenerse en el sitio de aplicaciéon, mientras que
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la hormona unida al anticuerpo migra rapidamente hacia el &nodo en un
campo eléctrico de alto voltaje.

La incorporacién de un suero antigammaglobulina del animal en el
qgue se produjo el antisuero para la hormona a medir, permite en el méto-
do del doble anticuerpo precipitar la fraccién unida al anticuerpo mientras
que la libre permanece en el sobrenadante.

La gamma-globulina puede también ser precipitada por métodos qui-
micos, mediante el uso de soluciones salinas de sulfato de amonio, sulfito
de sodio, solucién alcohélica de cloruro de sodio o dioxano.

Herbert, Lau, Gottlieb y Bliecher (27) introdujeron una interesante
metodologia que puede ser empleada no sélo en el dosaje de hormonas
proteicas, sino también de esteroides y vitaminas. Las particulas de carbdén
adsorben las moléculas de hormana libre mientras que el revestimiento de
dextran que las cubre no permite el pasaje del complejo hormona-anticuerpo
con mayor peso molecular.

El talco, silica o resinas de intercambio iénico adsorben tinicamente
a la libre y la separan asi del complejo hormona-anticuerpo.

Catt, Niall y Treager en 1966 (32) pudieron observar que los anticuer-
pos pueden acoplarse a material inerte tal como los polimeros del estire-
no, propileno y politetrafluoretileno. Este acoplamiento es de tal naturale-
za, que no es facil de romper por procedimientos comunes. Al aplicar en-
tonces los antigenos en el medio de incubacién, la fraccién que se liga al
antisuero quedara en las paredes del tubo o disco, fabricados con esos po-
limeros, mientras que la fraccién libre puede ser simplemente decantada.

8.— Cuantificacion de las fracciones separadas y céomputo de datos:

En la radiocromatoelectroforesis se mide la radiacién beta distribui-
da en las tiras de papel mediante el uso de un integrador. Sin embargo los
papeles de electroforesis pueden ser cortados y contados en un contador de
pozo. Es necesario tener presente en este método, que Unicamente se pue-
de poner sobre el papel de electroforesis no mas de 0.2 ml., que constituye
una parte de todo el volumen de incubacibn, lo que significa que la hormo-
na tiene que haber sido marcada a alta actividad especifica para dar un
niimero de suficiente de “‘cuentas’ sin mayor incremento de la masa de
la hormona marcada y que ademdis permita una adecuada diferenciacion
de las fracciones.

En cambio, en cualesquiera de los otros métodos se puede medir la
radioactividad presente en el volumen total del medio de incubacion, gene-
ralmente mediante un contador de centelleo con cristal de tipo pozo.

Conocida la cantidad total de radiocactividad del medio de incubacion,
se mide la correspondiente a la hormona unida al anticuerpo. Como factor
de correccidon es necesario sustraer la radioactividad correspondiente al
‘“‘dafio de incubacién’, que se ha sumado a la de la hormona unida.
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La cantidad de hormona estable presente en el medio de incubacion
es indirectamente proporcional a la cantidad de hormona marcada unida
al anticuerpo y se expresa en forma del indice de hormona unida a hormo-
na libre (B/F ratio, B = bound, F = free) o también considerando Unica-
mente a la fraccién unida al anticuerpo y expresandola en porcentaje, don-
de el 100% constituye aquella fraccion denominada blanco y que contiene
s6lo el antisuero y la hormona marcada, sin que se le haya afiadido hor-
mona estable (ver figura N? 1).

Mayores detalles de las técnicas radioinmunoldgicas se encontraran
en las siguientes secciones, asi mismo se recomienda consultar a Berson y
col. (33) y Gray y Bacharach (34).

HORMONA  HORMONA
ANTICUERPO  ynocaDA  NO MARCADA
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Fig. N® 1.— Proporciones de unién de la hormona marcada y no marcada a los sitios de enlace
del antisuero, expresados tanto en la relacién B/F (B = bound, unida; F — free, libre), como en
porcentaje de hormona marcada unida al anticuerpo (B%).
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III. MATERIAL Y METODOS
El material empleado corresponde a 2 tipos de experiencias:
A. Metodologia y dinamica del radioinmunoensayo.
B. Aplicacion Clinica.

Con el objeto de estudiar aspectos de la dinamica de las técnicas ra-
dioinmunolégicas se han dosado insulina y hormona del crecimiento.

En el material humano estudiado se ha determinado insulina y hor-
mona luteinizante.

A.— Metodologia y dinamica del radioinmunoensayo.

1. Investigacion de los factores que intervienen en la marcacién de
la hormona:

Es experiencia general, incluyendo la nuestra, que factores alin no
bien conocidos, influyen esporddicamente en la calidad de los resultados
del procedimiento radioinmunoldgico, sin que medie realmente una causa
aparente.

Esto nos indujo a estudiar, bajo la sugerencia y direcciéon del Dr. Sey-
mour Glick, diversos factores que intervienen en la marcacién de la hor-
mona.

Con pequefias variaciones, que seflalaremos oportunamente, hemos
marcado las hormonas sigiuendo el esquema propuesto por Greenwood,
Hunter y Glover (23) con las modificaciones de Yalow y Berson (35):

Buffer de fosfato, pH 7.5, 0.256 M 0.020 ml.
Iodo-131 6 1-125 “‘carrier free” 1-2mCi
Hormona : 5 ug.
Cloramina-T, (350 mg/100 ml.) 0.020 ml.
Metabisulfito de sodio, (240 mg/100 ml.) 0.050 ml.
Alblimina humana al 30% 0.050 ml.

Se han investigado los siguientes factores:
1.1. Condiciones del buffer:

Mediante la medida del pH del buffer utilizado corrientemente y lue-
go usando buffer recientemente preparado.
lécula hormonal:

1.2. Condiciones y origen de la hormona:

a. Se observd si la hormona de crecimiento almacenada durante lar-
go tiempo podria haber sufrido meodificaciones en su estructura
molecular, que disminuyen su capacidad inmunologica, comparan-
dola con hormona recientemente diluida y almacenada.
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b. Se compar6é la capacidad inmuno reactiva de insulina purifcada
proveniente de Eli Lilly and Co. (L) y de insulina de los labora-
torios del Dr. Mirsky (M).

1.3. Efecto de la cantidad de iodo radioactivo incorporado a la mo-
lécula hormonal.

Se marcd insulina con I-131 a actividades especificas de 100 y 1000
mCi/mg.

La hormona marcada a baja (B) y alta (A) actividad especificas fue-
ron purificadas en columnas de celulosa de acuerdo a la técnica ideada
por Yalow y Berson (9) obteniéndose cuatro fracciones de cada una de
éllas.

Luego de diluir las 8 fracciones, de tal modo que contuvieran la misma
cantidad de radioactividad, se dosé su contenido de insulina, empleando pa-
ra ello como tracer o marcador una preparacion de insulina I-125. El pro-
tocolo del experimento estd delineado en el cuadro N? 2. En este protocolo
se ha puesto de ejemplo la fraccion Bl (fraccién de baja actividad especi-
fli(;:a N° 1), que se la ha determinado en concentraciones crecientes de 1 a

Esto se ha repetido con las 7 fracciones restantes.

CUADRO N 2

Muestra Buffer Insulina 1-125 Insulina standard Antisuero
10-5 105 mg.
Control 950 50 —_— — —
Blanco 900 50 —_ - 50
025 875 50 25 —_ 50
050 850 50 50 — 50
.100 800 50 100 — 50
200 700 50 200 —_— 50
50 850 50 — 50 50
1.0 800 50 — 100 50
2.0 700 50 —_ 200 50
Fraccién Insulina I-131
B1- 1 850 50 50 50
B1- 2 800 50 100 50
Bi- 3 750 50 150 50
Bi- 4 700 50 200 50
B1- 5 650 50 250 50

B1-10 400 50 500 50

Las cifras representan el volumen ul
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1.4. Efecto de la adicién de iodo estable:

En la técnica original de Greenwood, Hunter y Glover (23) se afiade
iodo estable como “‘transportador’” (carrier). Se quiso establecer si la pre-
sencia de cantidades variables de este elemento podria significar algin dis-
turbio, con esta finalidad se realiz6 un experimento, durante el cual se mar-
e¢6 hormona de crecimiento humana (HCH) con 7 diferentes concentracio-
nes de iodo estable (I-127), agregando una solucion de KI en una canti-
dad tal como para incorporar tedricamente 0, 1, 2.5, 5, 10, 25 y 50 &tomos
de I-127 por molécula de HCH (ver el protocolo en el Cuadro N¢ 3).

CUADRO N¢ 3

Ntimero de atomos de I-estable por molécula

de HCH

0 1 2.5 5 10 25 50
Buffer de fosfato, pH 7.5 025 M 100 90 75 50 9% 75 50
I-131, 1 mCi _ - = = = - -
Sol. KI 25 X 10~ M — 10 25 50 —_ — —
Sol. KI 25 X 108 M —_ 10 25 50 — — —
HCH, (mg/ml) 5 5 5 5 5 5 5
Cloramina-T, 350 mg/100 ml. 20 20 20 20 20 20 20
Metabisulfito de sodio, 240 mg/100 ml. 50 50 50 50 50 50 50
Albimina humana al 309% 50 50 50 50 50 50 50

Las cantidades expresan el volumen en ul

El célculo matematico estd explicado a continuacion. Seglin la cons-
tante de Avogadro 1 Mol (molécula gramo) contiene 6.025 x 102 meoléculas

de cualquier sustancia.
La solucién de KI. 1 M

UnuldeKI1M
10 ul de KI 10-5M
10ulde KI 25 x 105 M

Por otra parte:

166 gr. de KI/1t.
6.025 X 102 moléculas de KI/1t.
6.025 x 102 atomos de I-/1t.

6.025 % 1017 atomos de I-
6.025 x 103 atomos de I
15.05 x 1013 Atomos de I-

1 Mol de HCH (PM = 20,000) = 6.025 X 102 moléculas de HCH

5 ug de HCH = 15.0625 X 10©® moléculas de HCH.

Por lo tanto teéricamente:

10 ul de una solucién de KI, 2.5 x 10° M, contiene tanto nimero de
atomos de I-127 como moléculas existen en 5 ug de HCH. En otras pala-
bras en estas proporciones se podria incorporar 1 atomo de I-127 a cada

molécula de HCH.
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Después de la marcacién segin el protocolo anteriormente sefialado
se purificé por separado cada una de las 7 preparaciones de HCH en una
columna con sephadex G-75; para esto se llen6 una bureta de 100 X 1.0
cms. con esta sustancia que disuelta en el buffer de Veronal-albimina for-
ma un gel. La HCH-I-131 se aplicé junto con unos 100 ul de plasma tefiido
con azul de bromofenol. En un colector automatico se fueron recibiendo
fracciones de 1.0 ml. Estas fracciones fueron medidas en su contenido
de radioactividad en un contador de pozo. La figura N? 2, nos muestra
el resultado de la cromatografia, se pueden apreciar claramente dos ele-
vaciones o “picos”, el primero de los cuales corresponde al pice organico,
es decir contiene la hormona marcada. El segundo pico contiene el I-131
libre no incorporado a la hormona. En el pico organico estan incluidas tan-
to la hormona dafada en el proceso de marcacién, como aquélla que man-
tiene su capacidad inmunoreactiva. Es conocido que la hormona dafiada
se une a la proteina plasmatica que se afiade conformando un complejo
de mayor peso molecular (33), es por éllo que aparece en las primeras
fracciones y es facil de diferenciarlas por el color que les confiere el azul
de bromofenol. Para el uso ulterior en el procedimiento radioinmunolégico
se separan los tubos siguientes, que ya no muestran el color azul.

CROMATOGRAFIA pE HCH-I-131 EN

~ 3008  COLUMNA pE SEPHADEX G-75
‘E i 100x 10 mm
P i
[=]
E i
3 2x10%
O o L]
< i
=
= i
5 10%
> i
o
o o
<«
x T
'o é[o T 3[0 T . 4!0

VOLUMEN DEL ELUADO en ML

Fig. N* 2.— Purificacién de hormona de crecimiento humana marcada con 1-131 en una columna

de Sephadez G-75. Las fracciones tefiidas con el plasma-azul de bromofenol estdn representadas

por la barra horizontal. La radicactividad presente en las fracciones 5 hasta la 23 corresponden

al “pico orgdnico”; del 23 o la 40 representan el ‘‘pico inorgdnico’” de 1-131. En este caso se
escogié la fraccion N° 17 como la mdas conveniente.
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Se escogieron 4 fracciones de cada preparacion principal. Cada una
de las cuales fue incubada con suero anti-HCH a 2 diferentes dilucio-
nes 1/500,000 y 1/2'000,000 en buffer de veronal-albimina pH 8.6 0.06 M y a
temperatura ambiente durante 24 horas, después de poner homogeneamente
7,300 cpm/50 ul. Se efectio una electroforesis a alto voltaje y scanning de
las tiras de papel.

Posteriormente se cort las tiras y se midi6é la radioactividad corres-
pondiente a las fracciones libre y unida en un contador de pozo automatico
marca Picker.

1.5. Efecto del tiempo de marcacion:

El paso mas importante de la incorporacién de iodo corresponde a la
oxidacién determinada por la Cloramina —T.

Debe ser relativamente rapido, aunque depende del uso de I-131 o
1-125, con este ultimo se ha recomendado tiempos mas prolongados. Por
lo general se emplea 15" - 30” de oxidacién con la cloramina —T antes de
afiadir el metabisulfito de sodio en exceso con el objeto de parar la reac-
cion.

Se marcé una preparaciéon en la forma habitual y otra aplicando la
cloramina —T durante 1'30”". Se efectud la purificacion en la forma habi-
tual separandose 3 fracciones de cada preparacién para su comparacion.
Incubacién con el antisuero a dos diluciones 1/500,0000 y 1/2°000,000 como el
experimento anterior y por ultimo radiocromatoelectroforesis en papel.

2. Comparacion de los métodos de separacién de la hormona unida
de la hormona libre.

Hemos tenido oportunidad de comparar cuatro métodos:
a. Radiocromato electroforesis.
b. Empleo de doble anticuerpo.

c. Carbdén revestido con dextran.

d. Precipitacién de globulinas por medios quimicos, mediante el em-
pleo de una solucién saturada de sulfato de amonio.

La comparacion no se refiere tanto a la sensibilidad o eficiencia de
cada uno de estos métodos, sino a su factibilidad de realizarlos en nuestro
medio, dado que no han sido comparados simultaneamente; asi mismo su
descripcién permitira al lector conocer mayores detalles de cada uno de
estos métodos.

2.1. Radiocromato electroforesis

El protocolo del experimento ilustra los aspectos mas importantes de
esta técnica (ver Cuadro N° 4).
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Diluyente BVA: Buffer de veronal - Albumina, contiene Veronal (bar-
bital y barbital sodico) 0.025 M, pH 8.6, con 0.3 gr.% de albamina humana
(Pentex, Inc. Kankakee, 111).

Solucién Standard de Insulina: se prepara cada 6 meses una solucién
madre de insulina humana conteniendo 1 mg/ml., la cual se almacena en
pequefias cantidades a -—20°C. Esta solucién madre se diluye luego con el
mismo buffer de tal modo que contenga 2.5 mug/ml.

Insulina-1-131: luego de la marcacion y purificacion, se diluye con
el mismo buffer de tal modo que tenga un nimero suficiente de ‘‘cuentas’
en una pequefia masa, en el orden de 0.5 mug/ml.

Antisuero: se emple6 antisuero obtenido en cobayo y disuelto 1: 25,000.

CUADRO N-° 4
Muestra N° Diluyente Insulina Insulina Standard  Antisuero Antiin-

BVA ul 1-131 ul 2.5 mug/ml. sulina de cerdo

1:25,000 ul
Blanco 1 400 50 0 50
Blanco 2 400 50 0 50
1 395 50 5 ( .025) 50
2 390 50 10 ( .050) 50
3 380 50 20 ( .100) 50
4 370 50 30 ( .150) 50
5 360 50 40 ( .200) 50
6 340 50 60 ( .300) 50
7 320 50 80 ( .400) 50
8 300 50 100 ( .50 ) 50
9 250 50 150 ( .75 ) 50
10 200 50 200 (1.0 ) 50
11 100 50 300 4.5 ) 50
12 0 50 400 (2.0 ) 50
Control 450 50 — —

Los niimeros en paréntesis sefialan la cantidad de insulina en milimicro-
gramos.

El blanco no tiene standard y el control Unicamente contiene el dilu-
yente y la hormona marcada, esto tltimo con el objeto de conocer el dafio
de incubacion.

Después de agitar en tubos plasticos, descartables, de 10 X 75 mm.
se pasé a incubar a 4°C durante 5 dias. :
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Antes de la electroforesis

* ~

origen

Fig. N° 3.—La eleciroforesis ha separado la fraccién libre inalterada que no ha migrade (seg-
mento a) de la fraccién unida al anticverpo o dafada durante el proceso de marcacién, las que
en uno u ofro coso han migrado con el plasma tefiido con azul de bromofenol (segmento b).

Al finalizar este tiempo, se efectud una electroforesis en papel What-
man 5 MM a 600 voltios y 300 miliamperios en un aparato marca Kepco
modelo 615 B, instalado en un cuarto frio a 4°C. Con este objeto se mezcld
9200 ul del incubado con 50 ul de plasma tefiido con azul de bromofenol y
aplicé al sitio inicial u “origen” de la electroforesis de tipo horizontal.

Aproximadamente después de 7 horas se logré una separacion ade-
cuada (9 cms.).

Una vez que las tiras fueron secadas en una estufa se las pegé por
sus extremos y fueron colocadas en un Scanner (para determinar grafica-
mente la distribucién del is6topo, en este caso aprovechando la accion de
su radiacién beta. Se tenia a disposicién un Scanner marca Baird Atomic
y otro marca Packard).

Las tiras pueden también ser cortadas en los fragmentos (a) y (b)
como se sefiala en la figura N°® 3. La porcién (a) contiene la hormona libre
que se ha quedado en el origen, mientras que la porcién (b) contiene la
hormona unida al anticuerpo que ha migrado junto al plasma tefiido con
azul de bromofenol. (Ver figuras 4 y 5).

Estas 2 porciones fueron puestas en tubos en un contador automatico
de centelleo tipo pozo (Picker Nuclear Autowell II).
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CURVA STANDARD 0E INSULINA

FRACC!
scion FRACCION  ‘iios'on FRACCION

D
ANTIGUERPO LIBRE ANTICUERPO LIBRE

0.30ng

Blanco

Control

Fig. N° 4.— Variacién de la proporcién de hormona unida ol anticuerpo y de hormona libre
correspondiente a una curva standard después de una radiocromato electroforesis.
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Anti-insulina
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Fig. N° 5.— Curva standard de insulina.

2.9. Método del carbéon revestido con dextran:
Se utilizaron los siguientes componentes:

Insulina standard: insulina de cerdo purificada (Dra. Mary Root, Eli

Lilly Indianapolis), con una actividad de 23.9 Ul/mg., contiene 0.016% de
glucagon.

Insulina —I-125: la hormona anterior se marco con 1-125 ‘“‘carrier
free” (Uniéon Carbide Corp.) a una actividad entre 40 - 80 mCi/mg. segin

el método de Greenwood, Hunter y Glover (23), con las modificaciones de
Yalow y Berson (35).

La insulina marcada se purifico mediante el uso de una columna de
celulosa. Se llena con celulosa 2 cms. de una pipeta serolégica de 5 ml.,
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después de poner lana de vidrio en la punta. Se lava la columna con buffer
sin proteina. Se aplica la insulina marcada y luego se vuelve a lavar con
lo que se descarta el I-131 libre. Se aplican 5 porciones de 1 ml. de plasma
humano (obtenido en ayunas de persona normal) tratado con iodo aceta-
mida el 0.5%. Por lo general en las 2 primeras fracciones se elimina la in-
sulina radioactiva dafiada durante la marcacién y a partir de la 3% frac-
cion se obtendré insulina adecuadamente purificada.

Esto se puede comprabar a través de una radiocromatoelectroforesis.

Suero anti-insulina de cerdo: obtenido comercialmente de Pentex, cu-
ya titulaciéon permitié establecer un B/F radio 1.0 - 1.7 a diluciones entre
1:10,000 a 1:25,000. E1 Cuadro N° 5, muestra los detalles del experimento
para este tipo de método, que fue modificado del original (27) Unicamente
en los volumenes de los componentes.

Diluyente: buffer de veronal-acetato pH 7.4, que se prepara de la
siguiente manera: 100 ml. de solucion concentrada de veronal-acetato (barbi-
tal sodico 14.714 gr., acetato de sodio 9.714 gr., agua destilada 500 ml.) se mez-
clan con 1,800 ml. de cloruro de sodio al 0.85% y acido clorhidrico 0.1 N en
cantidad suficiente para obtener un pH 7.4.

Suspension de carbén:
Carbén (Norit Amend Drug and Chemical Co.) 5 gr.
Buffer diluido 100 ml.

Suspension de dextran:

Dextran 70 (Pharmacia Fine Chemicals) 0.5 mg.
Buffer veronal-acetato diluido 100 ml.

Suspension de carbén-dextran:

Se mezclan voliimenes iguales de las suspensiones de carbén y dex-
tran. Se almacena a 4°C hasta por un mes sin cambio de su actividad.

Buffer de veronal-acetato-albliimina: se obtiene mediante la adicion
de 350 mg. de albimina humana (Pentex) por cada 100 ml. de buffer:

Los autores recomiendan el uso de Albumisol (Merck Sharp and
Dohme).

CUADRO N¢ 5

Buffer Veronal Insulina Standard ~ Suero Anti-
Acetato Albimina Insulina 0.025-2 ng insulina Pentex
pH 74 I-125 o problema 1:25,000
ml, ml. ml, ml.
Blanco 1.6 0.2 — 0.2
Standard o Problema 1.4 0.2 0.2 0.2
Control 1.8 0.2 — —_




Se incuba a 37°C durante 2 hs. Adicidon de 1 ml. de suspension de car-
bon-Dextran. Agitar 10”. Contrifugacion a 2,000 rpm/20’. La radioactividad
del sedimento corresponde a hormona libre.

2.3. Método del doble anticuerpo:
Diluyente: buffer de borato

Acido bdérico 8.25 gr.
Hidroxido de sodio 2.70 gr.
Agua destilada 1000 ml.
Merthiolate o acida de sodio 0.1 gr.
Albimina humana al 30% 10 ml.

Acido clorhidrico 12N c.s.p. obtener un pH 8.5.

Insulina-I-125 :se marcd y purificé insulina de cerdo en igual forma
a lo sefialado para el método anterior.

Standard de insulina humana: para los experimentos de aplicacion
clinica se utiliz6 como standard insulina de origen humano con una activi-
dad de 26.9 U/mg.

Suero antisulina: se emple6 una preparacion comercial (Pentex) di-
luida, previa titulacion, a 1:60,000.

Suero antigammaglobulina de cobayo: se us6 una preparacion comer-
cial (Antibodies Incorporated) diluida, previa titulacién, 1:12 a 1:24.

Solucién de EDTA: se prepard una solucién 0.1 M de EDTA en buffer
de borato con albUimina al 0.3% pH 8.5. (En el cuadro N° 6 se muestra el
protocolo del experimento).

CUADRO Ne¢° 6
Buffer borato
albiimina Insulina  Insulina Standard  Suero anti-
pH 8.5 EDTAO0.1 M I-125 o Problema insulina

ml. ml ml. ml. ml.
Blanco 0.7 0.1 0.1 ) — 0.1
Standard o
Problema 0.6 0.1 0.1 0.1 0.1
Control 0.8 0.1 -~ 0.1 —_— —
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Fig. N° 6.— La precipitacién de proteinas por el método de Kjeldahl ha permitido una buena se-
paracién de las gammaglobulinas.



Incubacién durante 5 dias a 4°C. Adicién de 0.1 ml. de suero normal
de cobayo diluido al 1:100 en buffer de borato. Adicién de 0.1 ml. de suero
anti-gammaglobulina de cobayo. Incubacion durante 24 hs. a 4°C.

Centrifugacion a 2,000 rpm/20°.
2.4. Método de precipitacién con sulfato de amonio:

El método de Kjeldahl de separaciéon de proteinas plasmaticas permi-
te la precipitacién de las globulinas mediante el uso de una solucion satu-
rada de sulfato de amonio. Conociendo que los anticuerpos se hallan en la
fraccién globulinica del plasma, podemos precipitar la fraccion de hormo-
na unida al anticuerpo por el uso de este procedimiento.

La figura N° 6 muestra los resultados de la electroforesis en papel
tanto del suero total como de la globulina de cobayo precipitada y redi-
suelta por el método de Kjeldahl.

Diluyente: similar el utilizado para el método de carbdén-dextran asi
como la insulina —I-125, insulina standard y antisuero (El cuadro Ne 7
muestra el protocolo del experimento).

CUADRO N¢ 7

Buffer Veronal Suero Anti-
Acetato Albtimina Insulina Insulina Standard insulina Pentex
pH7.4 1-125 o problema 1:10,000
ml. ml. ml. ml.
Standard 07 0.1 0.1 0.1
Problema 0.6 0.1 0.2 0.1
Control 09 0.1 —_ —_

Incubacién a 4°C durante 5 dias. Adicién de 0.2 ml. de suero normal
de cobayo. Adicién de 0.6 ml. de solucion saturada de sulfato de amonio.
Contrifugacién de 2,000 rpm/20’. El precipitado corresponde a hormona uni-
da al anticuerpo.

B.— Aplicacién Clinica:

1. Dosaje de insulina:

Se ha dosado insulina por duplicado a 24 sujetos normales, naturales
y residentes del nivel del mar y 23 residentes naturales de altura (La Oro-
ya, 3,730 mts.), todos del sexo masculino, a quienes se realiz6 un test stan-
dard de tolerancia de la glucosa.
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La insulina fue dosada por el método del doble anticuerpo de Morgan
y Lazarow (25), (26) con pequehas modificaciones, tal como estd especifi-
cado en 2.3. Método del doble anticuerpo.

Test de tolerancia de la glucosa:

Se obtuvo muestras basales y luego de 10, 20, 30, 60, 90, 120 y 180 mi-
nutos después de la administracion de 1.75 grs. de glucosa por kg. de peso
por via oral. La glicemia fue determinada por el método de Somogyi-Nelson
(36), (37), (38).

2. Dosaje de hormona luteinizante (LH):

Se ha determinado la concentracion sérica o plasmatica de hormona
luteinizante (LH) en los siguientes grupos de personas:

2.1. Mujeres normales controles:

A 21 mujeres normales la mayoria de probada fertilidad, sin trata-
miento hormonal, Unicamente 6 con implantacion de un dispositivo intra-
uterino (DIU, asa de Lippes) se estudié obteniendo muestras diarias entre
el 10° y 20° dias del ciclo menstrual e interdiario en el resto del ciclo. En
10 de éllas el muestreo fue cotidiano durante un mes.

2.2. Mujeres bajo tratamiento con enantato de Noretindrona:

En 19 mujeres normales ,fodas fértiles, se estudié durante 22 ciclos
menstruales el efecto del enantato de noretindrona, 200 mgrs. por via intra-
muscular, sobre la produccion de LH. Este compuesto es un anticonceptivo
de depdsito, cuyo efecto dura tres meses. En este grupo el estudio tam-
bién fue linear, a lo largo del ciclo menstrual. Dieciséis ciclos se estudio en el
primer mes, 3 en el segundo y 3 en el tercer mes. En un caso se obtuvo
muestras diarias durante los tres meses.

2.3. Mujeres tratadas con D-Norgestrel:

A 10 mujeres normales, probadamente fértiles, se midi6 LH en san-
gre a lo largo del ciclo menstrual mientras estuvieron recibiendo 30 micro-
gramos de D-Norgestrel en un esquema de tratamiento anticonceptivo oral
continuo.

2.4. Mujeres tratadas con acetato de Noretindrona:

El mismo estudio que en los grupos anteriores se efectué a tres mu-
jeres durante el tiempo en que recibieron tratamiento oral continuo con ace-
tato de Noretindrona (0.3 mg. diarios, en dosis oral continua).

2.5, Mujeres menopausicas:
Se han obtenido muestras simples a cinco mujeres menopausicas.

2.6. Mujeres con insuficiencia ovarica primaria:
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Dos pacientes fenotipicamente femeninas, con amenorrea primaria, au-
sencia de caracteres sexuales secundarios, de corta estatura, cuello corto,
implantacién baja de cuero cabelludo, cromatina sexual nuclear negativa,
gonadotrofinas hipofisarias determinadas por el método biolégico de Al-
bert (39) muy elevadas, fueron considerados como portadores de un sin-
drome de Turner (40).

2.7. Mujer con insuficiencia ovarica secundaria:

Una paciente, que presentd un cuadro de panhipopuitarismo después
de parto laborioso con hemorragia y shock, considerada como portadora de
un sindrome de Sheehan (41) fue estudiada muchos afios después, cuando
su edad correspondia a una mujer menopausica.

2.8. Hombres normales de nivel del mar:

A 70 hombres normales, nativos de la costa y resistentes de Lima (150
mts. sobre el nivel mar) de 20 a 40 afios, se obtuvo una muestra entre 8 a
10 a.m.

2.9. Hombres normales de altura:

A 44 hombres normales nativos de altura y residentes de Morococha
(4,540 mts. sobre el nivel del mar), de edad similar a la del grupo anterior,
se obtuvo una muestra de sangre entre 8 a 10 a.m.

2.10. Hombres con insuficiencia testicular primaria:

Tres pacientes correspondientes a un sindrome de Klinefelter (42),
tanto clinicamente como por la determinacion de cromatina sexual nuclear,
espermatograma y gonadotrofinas urinarias.

2.11. Hombres con insuficiencia testicular secundaria:

A este grupo pertenecen 4 pacientes con cuadro inequivoco de hipo-
gonadismo, proporciones eunucoides, ausencia de caracteres sexuales secun-
darios y gonatrofinas urinarias negativas (determinadas por el método bio-
légico de Albert). Uno de estos pacientes corresponde al sindrome de Kall-
man (hipogonadismo hipogonadotréfico con anosmia).

Técnica de determinacion de hormona luteinizante:
Método de Odell, Ross y Rayford (11).

Diluyente: buffer de fosfatos 0.01 M pH 7.8 contiene ademéas Merthio-
late o azida de sodio al 1:10,000, 0.9 gr.% de cloruro de sodio y albumina
humana o bovina al 0.6%.

Solucién de EDTA: 0.1 M, pH 7.6, en el buffer anterior.

LH-1-125: se obtuvo LH purificada del laboratorio de la Dra. Anne S.
Hartree (Departamento de Bioquimica, Universidad de Cambrige) la cual
se marco con I-125 Unién Carbide Corp., Tuxedo N.Y.).
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Solucion standard: se utilizé el 2° IRP (Second International Refe- .
rence Preparate; cada ampolleta contiene 40 UI de LH y 40 UI de FSH).

El contenido de una ampolleta del 2° IRP se diluye en 16 ml. del
buffer de fosfatos con alblimina; esto constituye la soluciéon stock, que con-
tiene 2,500 mUI/ml de LH,

Solucién standard A: se diluye al 1/10 la solucidén stock (250 mU/ml).

Solucién standard B: se diluye al 1/10 la solucién standard A (25
mU/ml).

Solucién standard C: se obtiene diluyendo al 1/10 la soluciéon standard
C (2.5 mU/ml).

Suero anti-HCG (suero anti-hormona coriénica gonadotréfica humana):

Se ha utilizado un preparado obtenido en la Fundacién Worcester

(Shrewsbury Massachusetts, USA) cuya especificidad ha sido determinada
previamente (43).

Este antisuero, que se dice contiene el 1° anticuerpo, se titul6 de
acuerdo al protocolo presentado en el cuadro N°¢ 8.

CUADRO N 8
Buffer Fosfato
Albdmina LH-1-125 EDTA Suero Anti-HCG
ul ul ul ul Dilucién
Control 800 100 100 _

1 700 100 100 100 10-3
2 700 100 100 100 10-4;
3 700 100 100 100 4 X 104
4 700 100 100 100 5 % 10-1
5 700 100 100 100 6 X 10~4
6 700 100 100 100 7 X 104

Incubacion a 4°C durante 4 dias. Después de este tiempo se agregd
100 ul de suero normal de conejo al 1% y 100 ul de antisuers anti-gamma-
globulina de conejo diluido a 1/12. Segunda incubacién durante 24 hs. a
4°C. Se contd la radioactividad total del tubo. Se contrifugdé a 2,000 rpm.
en centrifuga refrigerada durante 20 minutos. El contenido del tubo se de-
canta y se vuelve a contar el precipitado.

Dp acuerdo a los resultados de este experimento que se presentan en
la seccién correspondiente se escogié el suero a una diluciéon de 1:60,000.

Suero anti-gammaglobulina de conejo:
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Se empleé una preparaciéon comercial, proveniente de Antibodies In-
corporated (Davis, California), cuya capacidad se titulé de acuerdo al pro-
tocolo descrito en el Cuadro N? 9. Este suero contiene lo que convencional-
mente se conoce como el 2° anticuerpo (de esto proviene la denominacién
de técnica del doble anticuerpo).

CUADRO Ne¢ 9
Dilucién del suero  Buffer Fosfato Suero
anti-gamma glo- Albdmina EDTA LH-I-125 Anti-HCG
bulina de conejo ul ul ul al 10-3
1 1/2 700 100 100 100
2 1/4 700 100 100 100
3 1/8 700 100 100 100
4 1/16 700 100 100 100
5 1/24 700 100 100 100
6 1/32 700 100 100 100

Después de incubar durante 4 dias a 4°C la hormona marcada con el
suero anti-HCG diluido unicamente a 1:1,000, se agrega 100 ul de suero nor-
mal de conejo al 1% y 100 ul del suero anti-gammaglobulina de conejo
en las diluciones sefialadas en este cuadro. Se vuelve a incubar por 24 hs.
a 4°C. Se cuenta la radioactividad total del tubo. Se centrifuga a 2,000 rpm.
Se decanta el sobrenadante. Se cuenta la radioactividad del precipitado.

De acuerdo a los resultados obtenidos y que se consignan en la seccién
respectiva, se escogié el suero anti-gammaglobulina de conejo a una dilu-
cién al 1:12.

Una vez que se han obtenido los diferentes reactantes se formula el
protocolo de la determinacién de LH en el suero o plasma de acuerdo al
protocolo consignado en el Cuadro N° 10, en el también se puede apreciar
la constitucién de la curva standard.
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Protocolo de la determinacion radicinmunolégica de LH:

CUADRO N°¢ 10.

Buffer fosfatos Standard Suero Anti-

pH78 EDTA LH-I-125 2do. IRP HCG 1:60,000
ml. ml. ml. ml.  cantidad ml.
Control 0.8 0.1 0.1 0 0
Blanco 0.7 0.1 0.1 0 0.1
Solucién St. A 0.3 0.1 0.1 0.4 (100 mU) 0.1
" 0.5 0.1 0.1 0.2 (50 mUu) 0.1
Y 0.6 0.1 0.1 01 (25 mu) 0.1
Solucién St. B 0.3 0.1 0.1 04 ( 10 mll) 0.1
" 0.5 0.1 0.1 02 (¢ 5 ml) 0.1
. 06 0.1 0.1 01 ¢ 25 ml) 0.1
Solucién St. C 0.3 0.1 0.1 04 ( 1.0 mU) 0.1
' 0.5 0.1 0.1 02 ( 05 mlh 0.1
B 0.6 0.1 0.1 0.1 ( 025 mU) 0.1

Suero o plasma

Problema 0.5 0.1 0.1 0.2 0.1

Incubacion a 4°C durante 4 dias. Se agrega 0.1 ml. de suero normal de

conejo al 1% y 0.1 ml. de suero anti-gammaglobulina de conejo al 1:12.

Segunda incubacion por 24 hs. a 4°C. Se cuenta la radioactividad to-
tal del tubo. Contrifugacién a 2,000 rpm/20’. Se decanta el sobrenadante y
se cuenta la radioactividad presente en el precipitado, que contiene la hor-
mona ligada al anticuerpo.

El nimero de cuentas del precipitado del blanco se acepta como 100%
¥ luego se establece porcentualmente el precipitade de cada uno de los pun-
tos de la curva standard, graficindose la concentracién en relacién loga-
ritmica y el porcentaje de precipitacién en relaciéon simple o aritmética.

La grafica N® 7 muestra una curva standard de LH.
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PORCENTAJE DE LH UNIDO AL ANTICUERPO

CURVA STANDARD LH mU/(2nd IRP)

o0 0.25 05 10 25 5.0 10 25 50 1().0
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Fig. N° 7.— Curva standard de hormona luteinizante.
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IV. RESULTADOS

Aqui se seguira el mismo numeral que se ha puesto a la presentacién
en el capitulo anterior.

A.— Metodologia y dinamica del radioinmunoensayo:

1. Investigacion de los factores que intervienen en la marcacién de
la hormona:

1.1. Condiciones del buffer de marcacion:

Seglin el método original (23) el buffer de fosfatos debe ser 0.25 M a
un pH 7.5. Después de preparado, se suele mantener el buffer a las con-
diciones del medio ambiente, lo cual por cierto puede alterar las condicio-
nes del mismo, especialmente su pH.

En este sentido se pudo verificar que efectivamente el pH del buffer
estaba en 7.0.

Las marcaciones de insulina y hormona de crecimiento antes de usar
un bhuffer recientemente preparado varié entre 65% a 72% en repetidas
oportunidades. Con el buffer adecuadamente titulado las marcaciones estu-
vieron entre 80% a 90% de efectividad. Por otra parte se pudo apreciar un
menor dafio de marcacion.

Esto nos lleva a recomendar la preparacion de pequefias cantidades
de buffer de marcacién, el cual debera ser almacenado a 4°C y por poco
tiempo para conseguir una marcacion optima.

1.2. Condiciones y origen de la hormona:

El Cuadro N° 11 muestra que la hormona ‘“‘nueva” tuvo una mejor
capacidad de unirse con el anticuerpo, que la hormona largamente alma-
cenada como lo demuestran los valores mas altos de la relacion B/F.

CUADRO N¢ 11

Clase de hormona Nueva Vieja

Fraccién examinada 3 6 9 2 5 8

Antisuero diluido
a5 x 103 5.06 3.77 3.77 2.18 270 1.59

Antisuero diluido
a2 X 10-6 0.42 0.62 0.58 0.44 0.43 047

Lo que hace ver que el almacenaje prolengado, pese a efectuarse por
debajo de —20°C puede tener efecto nocivo sobre la hormona, por lo me-
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nos en cuaqtq a su capacidad para unirse al anticuerpo correspondiente y
en las condiciones experimentales expuestas.

Las diferencias entre la insulina de Mirsky y la de Eli Lilly fueron
muy pequefias, méas atribuibles a factores técnicos que a las mismas hor-
monas, como se puede observar en la similitud de curvas standard obteni-
das con ambas preparaciones (ver grafica N° 8.).

o——e MIRSKY
o--- ELI LILLY

-
~~~
)
o
ﬁ--_q

0.5 10 5 2.0
Insulina (ng)

Fig. N° 8.—las insulinas de dos origenes han permitido la obtencién de curvas standard
superponibles.

1.3. Efecto de la cantidad de iodo radioactivo incorporado a la mo-
lécula hormonal.

1.3.1. El cuadro N° 12 y la grafica N° 9 ilustran el efecto de la mar-
cacién de insulina a dos diferentes actividades especificas, 100 y 1,000 mCi
de I-131/mg. respectivamente. La grafica representa los valores promedio
de las diferentes fracciones estudiadas.

En experimentos méas cortos hemos buscado el efecto de la diferente
incorporacion de radioactividad a la molécula hormonal, marcando insuli-
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na con I-131 a actividades especificas de 12 y 300 mCi/mg.; hormona de
crecimiento con I-125 a actividades de 25 y 50 mCi, con I-131 a actividades
de 130, 700 y 1,000 mCi/mg sin haber hallado ninguna diferencia por la
cantidad ni por el tipo de is6topo empleado.

CUADRO Ne 12

Concentracién Fracciones
del B1 B2 B3 B4 At A2 A3 A4
Tracer Insulina (ng)
1 19 — A7 22 04 .0 07 —_—
2 42 59 .38 49 07 .08 .07 06
3 .67 .60 .60 67 —_ A1 .08 A3
4 85 72 78 .86 .09 —_ .12 09
5 95 97 — 1.2 11 A1 12 12
10 2.2 2.05 — 2.3 — 21 21 .20
B = baja; A = alta (actividad especifica).

 J
— 204
=
= &
c '\6‘
L 0\
£ 10 P
=
pld .
= d/
/ 1000 mCi/mg
o —®
Lg—g—s—o—t—
12 3 4 5 10

Insulina-1-131

llg- N g-'—compﬂ'ﬂcm“ de las masas de insulina exisfentes en dos preparaciones marcadas a
dos diferentes actividades espec:fltas.
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1.4. Efecto de la adicién de iodo estable:

Es indudable que la presencia o contaminacion con iodo de otra ca-
lidad, que no sea el usado para la determinaciéon radioinmunolégica, es ne-
gativa para el proceso de marcacion.

Como se puede ver en el Cuadro N° 13 la eficiencia de la marcacion
con el is6topo radioactivo se altera a partir de la incorporacion de 5 ato-
mos de I-127 por molécula de HCH.

CUADRO N¢ 13

Variacién de la eficiencia de marcacién debida a la incorporacion de I-127
a la molécula de hormona de crecimiento (expresada porcentualmente).

Ne de dtomos Hormona Hormona I-131 Eficiencia
1-127 /molécula bien marcada libre Marcacién
de HCH marcada dafiada
0 47.49 27.34 25.17 74.83
1 62.35 15.17 22.50 77.50
2.5 66.66 12.50 20.84 79.16
5 54.54 13.63 31.83 68.17
10 48.64 13.51 37.85 62.15
25 23.67 4.47 71.86 28.14
50 14.45 6.02 79.53 20.47

Este fenomeno se ha producido ciertamente por el hecho de que el
1-127 ha sido incorporado a la molécula desplazando al 1-131, es decir que a
mayor concentracién de 1-127, cada molécula de HCH posee menor numero
de atomos radioactivos, es de menor actividad especifica.

Este efecto negativo del I-127 se apreci6 también claramente cuando
cada una de estas preparaciones, después de su respectiva purificacion, se
puso en contacto con el suero anti-HCH.

Como se puede apreciar en el Cuadro N° 14, en el cual los resultados
se expresan en la relacion B/F nuevamente las preparaciones con menos
de 5 atomos de I-125 por molécula tienen una mejor capacidad de unirse al
anticuerpo. Aqui también puede deberse a que al nivelar todas las prepa-
raciones a un mismo nimero de cuentas o sea con una igual cantidad de
radioactividad por tubo, ha sido necesario poner mayor cantidad de HCH-
1-131 a medida que la actividad especifica de cada preparacién ha ido dis-
minuyendo.
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CUADRO N¢ 14

Ne de 4tomos Fraccién de Antsuero Antisuero
1-127/molécula HCH-I-131 diluido a diluido a
de HCH purificada 5 x 105 2 X 10-6

5 1.249 0.466

8 1.062 0416

0 12 0.28 0.518
15 0.465 901 0.345 436

6 0.981 0.291

9 0.936 0.452

1 12 0.921 0.521
15 1.199 714 0.405 416

5 1.109 0.487

8 1.224 0.281

2.5 12 1.234 0.419
16 098 1.138 0.638 .456

6 1.102 0.377

9 0.969 0.281

5 12 1.760 0.493
15 1.189 1.255 0.327 409

6 1.406 0.374

9 1.393 0.411

10 12 0.713 0.306
15 0.350 965 0.327 .354

6 0.581 0.229

9 0.901 0.157

25 12 - 0991 0.247
15 0.543 .804 0317 .237

6 0.582 0.101

9 0.659 0.095

12 0.590 0.177
14 0.349 545 0.164 134

Los resultados de este experimento ilustran la necesidad de emplear
jodo radioactivo ‘“carrer free’’, sin contaminantes para alcanzar la mayor
actividad especifica tolerable.

1.5. Efecto del tiempo de marcacion:

Como se puede apreciar en el Cuadro N° 15 la oxidacién por un pe-
riodo de 1’30, en contraposicién a los 20"’ habituales, no motivé un cam-
bio importante de las condiciones de la hormona marcada (los resultados
estin expresados en la relacion B/F':
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CUADRO Ng¢ 15

Tiempo de oxidacién
de la hormona con 207 1°30”
cloramina-T

Fraccién examinada 3 6 9 2 6 9

Antisuero diluido
2 5 X 10°5 5.06 3.77 3.77 3.60 429 4.53

Antisuero diluido
a2 2 X 10-6 0.46 0.62 0.58 0.59 0.70 0.59

Hasta podria admitirse que al emplear un mayor tiempo de marca-
cién se ha conseguido una mejor preparacion.

Por todos los resultados anteriores podriamos concluir que para una
adecuada marcacion debe tenerse en cuenta:

1. Buffer de marcacién ajustado al pH y concentracién idénica 6pti-
mos de 7.5 y 0.25 M respectivamente.

Hormona que se conserve por debajo de —22°C por poco tiempo.

El iodo radioactivo debe estar libre de contaminantes (“carrier
free’).

4. El tiempo de marcaciéon aparentemente no es tan critico entre 20”
y 1’30, como se ha sefialado anteriormente.

2. Comparacién de los métodos de separacién de las hormonas libre
y unida al anticuerpo:

Como hemos sefialado en el capitulo ITI, aqui se trata de comparar
la metodologia, sefialando la bondad y dificultades de cada uno de los mé-
todos, con los que el autor ha tenido experiencia personal, fundamental-
mente en su aplicabilidad en nuestro medio.

2.1. Radiocromatoelectroforesis:

Ventajas:

a. Es un método muy objetivo, porque permite graficar la distribu-
ci6n de la hormona en las tiras de papel. En este sentido podemos
conocer cual ha sido la eficiencia de la marcacion, el grado de
purificacién de la hormona marcada y la proporciéon en que la hor-
mona se ha unido al anticuerpo, en cada uno de los momentos de
la técnica. (Ver graficas Nos. 4 y 10).
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S

Fig. N° 10-—La radiocromato-electroforesis permite establecer objetivamente la eficiencia de la
marcacién y el grado de purificacién de la hormona marcada.

— 47 —



b.

Después del periodo de incubacién de la hormona con el antisuero,
que usualmente dura 3-5 dias a 4°C, inmediatamente se puede se-
parar las hormonas unida y libre, sin esperar otro tiempo adicio-
nal como ocurre en las otras técnicas.

Desventajas:

a.

Necesita instalaciones (cuarto frio) y equipo costoso para la elec-
troforesis de alto voltaje y un scanner de las tiras de papel, cuyo
mantenimiento es asi mismo dificil y oneroso.

. Se tiene que utilizar dnicamente I-131 para aprovechar la radia-

cién beta, lo cual es un problema para un pais como el nuestro,
que no produce is6topos radioactivos. El I-131 tiene un tiempo me-
dio de vida Gnicamente de 8.6 dias. El transporte entre los EE.UU.
y el Peri dura usualmente 5 dias, lo que trae como consecuencia
una pérdida importante de la radioactividad.

Las tiras del papel de la electroforesis permiten aplicar un ma-
ximo de 0.2 ml., lo que constituye 1/5 de volumen de incubacién,
esto significa que para obtener un buen numero de cuentas, es
siempre indispensable contar con hormona marcada a una alta ac-
tividad especifica.

No todas las hormonas se adsorben adecuadamente al papel de
electroforesis. Inclusive en el caso de la insulina, que es la que
mejor se separa por este método, es necesario encontrar el lote
mas conveniente, se ha visto que para una misma calidad de pa-
pel existen diferencias de un lote a otro.

Por todos estos inconvenientes esta técnica estd siendo abandonada,
inclusive por sus precursores (14).

2.2. Método del doble  anticuerpo:

Ventajas:

a.
b.

Es aplicable a todo tipo de hormona.

Permite el uso de I-125, cuyo tiempo medio de vida es de 60 dias.
Por lo tanto no se suscitan los inconvenientes del tiempo de trans-
porte. Asi mismo uno puede realizar repurificaciones periddicas de
la hormona marcada, pudiendo utilizar un preparado por un perio-
do hasta de 2 meses.

Es muy reproducible. Esto ha permitido una buena comparacion
de resultados obtenidos en diferentes laboratorios.

No requiere un equipo muy costoso. La incubacién se puede efec-
tuar en una refrigeradora standard. Se necesita Unicamente un con-
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tador de centelleo tipo pozo. El autor ha utilizado uno de tipo ma-
nual marca Nuclear Chicago. Es recomendable contar con un con-
tador automatico, por el niimero de muestras que se suele correr
en cada experimento.

Desventajas:

a. Es indispensable contar con un segundo antisuero, dirigid_o a pre-
cipitar la gammaglobulina del animal, en el que se produjo el an-
tisuero hormonal.

Esto significa un costo adicional y todos los inconvenientes de con-
tar con un producto biolégico es decir la titulacién de su actividad
para cada experimento y el mantenimiento de ella por el mayor
tiempo posible.

b. Es necesario realizar una segunda incubacién que dura usualmen-
te 24 horas para que reaccione el segundo anticuerpo.

2.3. Método del carbén revestido con dextran:
Ventajas:

a. Permite el uso de materiales estables que no se descomponen y
cuyo costo es relativamente bajo.

b. La separacion de las hormonas libre y unida al anticuerpo es muy
rapida. Se dice que se efectia en segundos. Se ha visto, sin em-
bargo, que es necesario uniformizar el tiempo de contacto entre el
carbon revestido con dextran y las hormonas.

Desventajas:

No es muy reproducible. Se suelen encontrar diferencias entre los
duplicados y de un experimento a otro. No hemos podido trabajar en gran
escala, por la dificultad anteriormente sefialada. Por otra parte la diferen-
te concentracion de proteinas presentes en la curva standard y en las mues-
tras problema que contienen plasma o suero, no hace muy superponibles
los resultados obtenidos. Este fenémeno hemos podido comprobar, cuando
obtenfamos muy buenas curvas standard pero sin embargo las muestras
problema no daban resultado alguno.

24. Método de la precipitacién de globulina por procedimientos qui-
micos:

El autor ha tenido experiencia con dos procedimientos.

El uso de la solucion saturada de sulfato de amonio y la solucién di-
luida de dioxano (44).

Ventajas y desventajas:
Similares a las sefialadas para el método anterior.
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B.— Resultados de la aplicacion clinica:

1. Insulina:

1.1. Valores basales:

Los valores para los normales de nivel del mar variaron entre 0 y
16 uU/ml (promedio = 1 E.SM. = 9.2 + 1.31); para los de La Oroya entre
0 y 43 uU/ml (promedio = 1 ES.M. = 9,76 == 2.33) que no fueron signifi-

cativamente diferentes.
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Fig. N° 11.— Comparacién de la insuling, glicemia e indice insulina/glicemia en normales de

nivel del mar y de altura,
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1.2. Sobrecarga oral de glucosa:

En los sujetos de nivel del mar la insulina llegé a su mayor valor
(81.74 =+ 8.05) a los 30 minutos de administrada para luego decaer en for-
ma lenta hasta los 180’.

En los normales de altura se nota una elevacién algo mas lenta, la
maxima concentracion se hallé a los 60’ (77.19 = 10.82), que es menor a
la del grupo anterior. En ninguno de los tiempos estudiados, las diferen-
cias de los promedios fue estadisticamente significativa.

1.3. Correlacién con la glicemia:

La glicemia basal del normal de altura fue diferente a la del nivel
del mar cuando fue estudiada en la sangre venosa total, no asi cuando fue
expresada en concentracién por unidad de volumen en el plasma. La admi-
nistracién de 1.75 gr. de glucosa/kg. de peso, no mostré diferencias signi-
ficativas en la concentracién de glucosa en sangre venosa total ni en el
plasma de ambos grupos. La determinaci6on del indice insulina/glucosa
(tanto en sangre venosa total como en el plasma) no mostré diferencia en
los 2 grupos estudiados. Ver el cuadro N° 16 y grafica N° 11.

2. Hormona luteinizante:

2.1. Mujeres normales:

De 21 mujeres examinadas se han encontrado 2 con ciclo anovulato-
rio y una sospechosa de carecer ciclo bifasico, por otro lado una cuarta
gest6 durante el mes de su estudio.
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Fig. N° 12.— Concentracién promedio de LH durante el ciclo menstrual de 17 mujeres normales.
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Fig. N° 13.— Concentracién sanguinea de LH en dos mujeres, estudiadas a lo largo del ciclo
menstrual, una de ellas portadora de un dispositivo intra-uterino (DIV). Las barras horizontales
representan los dias de la menstruacién.
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Fig. N° 14.— Variaciones de la concentracién de LH y la temperatura basal en una mujer control
normal.
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Fig. N? 15.— Ciclo menstrual bifasico normal.
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IRP)

LH mU/ml (2nd.

El promedio de la concentracion sérica de LH se refiere entonces so-
lo a 17 mujeres, el cual estd representado en la grafica N° 12. Ademas ver
graficas Nos. 13, 14 y 15. Para obtener este promedio fue necesario ‘‘cen-
trar” los ciclos menstruales tomando en cuenta el valor mas alto durante
el mismo, a este dia como ya es convencional para trabajos de esta indole,
se denomind dia “0” sefialandose entonces los dias que preceden (—) o
siguen (+) al dia “0”.

El promedio de LH en la fase folicular fue de 8.93 + 0.38 mU/ml.
(media = 1 E.S.M.) significativamente mayor (p = 0.025), que el valor
promedio de la fase luteal, 7.45 =+ 0.55 mU/ml. El pico mesociclico de LH
alcanzé a 79.97 = 7.92 mU/ml., el cual fue precedido de una elevacién gra-
dual y rapida con una caida similar.

2.2. Mujeres normales tratadas con enantato de Noretindrona.

2.2.1. Primer mes: hubo abolicién del pico mesociclico en 14 de las
16 estudiadas en el primer mes (Ver figura 16)., Unicamente 2 presentaron
pequefios picos mesociclicos (ver fig. N° 17).

El promedio global en este primer mes fue de 8.17 mU/ml., ligera-
mente por debajo de lo hallado en la fase folicular de las mujeres control.

2.2.2. Segundo mes: En algunas mujeres se notd una tendencia a
vglores mayores; pero el promedio global fue de 7.41 mU/ml., no obser-
vandose picos mesociclicos en los pocos casos estudiados en este tiempo.

2.2.3. Tercer mes: Los valores son francamente mayores que en los
meses anteriores. Se observaron picos mesociclicos. El promedio global fue
14.4 mU/ml. En algunas curvas individuales los valores son alin mayores
que a los de los controles. (Ver figura N° 18).

20+
w0t
R
s4
days 5 7 9 1M1 12 13 14 15 16 17 18 21 23 25 27
Fig. N°® 16.—C tracién pr dio de LH en 14 ciclos menstruales de mujeres en el 1° mes

post-inyeccion i.m. de 200 mgr. de enantato de noretindrona.
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. N°? 17.-—— Concentracién de LH en dos mujeres que durante el 1° ciclo después de la inyeccién
de enantato de noretindrona mostraron pequefios picos mesociclicos.
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N° 18.— Concentracién de LH en una mujer estudiada durante 3 ciclos post inyeccién de
enantato de . noretindrona.



2.3. Mujeres bajo tratamiento continuo con D-Norgestrel.

En 9 de las 10 mujeres estudiadas, bajo este tratamiento anticoncep-
tivo, se observaron picos en su mayoria menores de lo usualmente observa-
do en los controles.

Con el objeto de comparar con los valores de estas ultimas, aqui tam-
bién se consideré como dia “O” al mayor valor de LH obtenido durante el
ciclo examinado.

En primer término se not6 un acortamiento de los ciclos, en gran
parte a expensas de la primera fase de los mismos.

En el Cuadro N° 17 se anotan los resultados mas importantes en
mU/ml:

CUADRO N¢ 17

Mujeres Mujeres recibiendo P
controles D-Norgestrel
Primera fase 8.93 12.25 0.001
Mixima elevacién 79.97 41.25 0.001
Segunda fase 7.43 13.26 0.001

Estos datos demuestran que el D-Norgestrel en la dosis utilizada,
ocasioné un incremento de LH durante la primera y segunda fase del ciclo
menstrual, mientras que la elevacién maxima fue significativamente me-
nor que en los controles. (Ver figuras Nos. 19 y 20).
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p= < 000

PSEIE

DIAS

Fig. N® 19.-— Comparacién de las concentraciones promedio de LH en sangre de mujeres controles
vs. mujeres tratadas con d-Norgestrel,
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Fig. N® 20.— Casos individuales representativos de las diversas conceniraciones de LH a lo large
del ciclo menstrual de mujeres tratadas con d-norgestrel.

2.4, Mujeres tratadas con Acetato de Norethindrona:

Como se puede apreciar en la figura N° 21, este compuesto determi-
né un cambio completo de la produccion de LH, reflejada en una concen-
tracién sanguinea elevada y con ausencia de picos mesociclicos significati-
Vos.
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MUJERES TRATADAS CON ACETATO
DE NORETINDRONA, 0.3 mg EN DOSIS
ORAL CONTINUA
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Fig. N® 21.— Concentracién de LH en 3 mujeres tratadas con 0.3 mg. diarios de acetato de
Noretindorna.
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2.5. Mujeres menopausicas:

M. C. = 775 mU/ml

V. T. = 270

V. V. = 525

C. L. = 650

R. M. = 105.0, 90.0, 200.0.

En estas cinco mujeres menopéusicas la concentracion de LH estuvo
elevada. En R. M. la observacién durante tres dias sucesivos permitié apre-
ciar que los valores altos varian cotidianamente.

2.6. Insuficiencia ovarica primaria:
En los dos casos de sindrome de Turner se encontré los valores mas
altos de LH, a excepcion de mujeres gestantes:

H M = 300 mU/ml.
H L = 350 mU/ml

1

2.7. Insuficiencia ovarica secundaria:

En el tGnico caso de sindrome de Sheehan se hallé 2.2 mU/ml. de LH.
Esta paciente deberia mostrar valores correspondientes a una mujer meno-
pausica, por estar en edad del cese menstrual, lo que da mayor importan-
cia a este tenor bajo de LH.

2.8.-2.9. Hombres normales:

En un grupo de 70 hombres normales de nivel del mar la LH estuvo
en 10.83 = 0.52 mU/ml. (Media == 1 E.S.M.). En 44 normales de Moroco-
cha (4,540 mts. sobre el nivel del mar) se encontré 11.81 == 0.69 mU/ml.
La diferencia de estos dos promedios no fue estadisticamente significativa.

2.10 Insuficiencia testicular prirrfaria:

L I{Jos tres pacientes con sindrome de Klinefelter tuvieron valores altos
de :

M. A. = 80.00 mU/ml.
V.F. = 450
G.M. = 18.0

2.11. Insuficiencia testicular secundaria:

En los 4 pacientes con hipogonadismo secundario en los que el dosa-
je de gonadotrofinas en la orina por un método biologico, habia establecido
una deficiencia de estas hormonas, la LH no fue dosable en sangre, confir-
mando el diagnéstico previo.
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V. DISCUSION

La importancia y utilidad de las técnicas radioinmunoldgicas se evi-
dencia dia a dia, cuando revisamos la literatura y constatamos que todas
las hormonas proteicas se han determinado en sangre mediante el uso de
ellas. Por otra parte se ha extendido su utilizacién a otro tipo de hormonas
como son los esteroides, que anteriormente se dosaban por métodos colo-
rimétricos, flurométricos, de dilucién isotépica, cromatografia de gas, com-
petencia proteica, sin la suficiente sensibilidad, con problemas inheren-
tes a cada una de estas metodologias y que actualmente se las puede de-
terminar comodamente mediante el radioinmuno-ensayo. No sélo la Endo-
crinologia se esta beneficiando con los procedimientos radioinmunolégicos,
sino que su uso se ha extendido a la cuantificacién de otra sustancia como
la gastrina, angiotensina, etc. En el Cuadro N° 18 se encuentra una lista,
posiblemente incompleta de sustancias dosadas empleando estos métodos.

Por lo anteriormente expuesto, se desprende que es de extrema ne-
cesidad contar con las técnicas radioinmunoldégicas para poder trabajar
cientificamente en aspectos importantes de la Endocrinologia., No se debe
olvidar, sin embargo, que su desarrollo implica el conocimiento de diversos
detalles con el objeto de que sea realmente un método que cumpla las mi-
nimas exigencias de sensibilidad y especificidad.

En el capitulo de generalidades, se ha expuesto en primer término,
que el fundamento de ellas reside en la reaccién competitiva de dos an-
tigenos por saturar los sitios de enlace de un anticuerpo; estos dos anti-
genos son tedricamente iguales en su capacidad inmuno-reactiva, con la Uni-
ca diferencia, de que uno estd marcado con iodo radioactivo y el otro per-
manece igual.

El antigeno en ambos casos debe ser muy puro, tanto para producir
el antisuero respectivo como para reaccionar en el experimento in vitro. En
el caso de que estuviera contaminado, el método pierde la necesaria espe-
cificidad. Esto es mas importante para hormonas cuya naturaleza quimica
semejante determina reaccion cruzada, como es el caso de las 2 gonado-
trofinas, LH y FSH. Si no se obtiene un preparado que haya eliminado a
una de ellas, el antisuero por una parte elevara anticuerpes para las dos,
a mas de la natural reaccién cruzada que ambas tienen; como estas dos
hormonas normalmente estin presentes en la sangre, se comprende facil-
mente, que se estard midiendo a ambas al mismo tiempo.

CUADRO Ne 18

Sustancias determinadas por técnicas radio-inmunolégicas

Insulina; Yalow y Berson, 1960 (8).
Clucagon; Unger, Eisentrant, McCall, Keller, Lauz y Madison, 1959, (45).

Hormona de crecimiento; Utiger, Parker y Danghaday, 1961 (46).
Parathormona; Berson, Yalow, Aurbach y Potts, 1963 (47).
ACTH; Felber, 1963 (48).
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Hormona luteinizante; Midgley y Ram, 1965 (49).

Hormona foliculo estimulante; Franchimont, 1966, citado por Rosselin y Dolais (50).
Hormona lactogénica placentaria; Kaplan y Grumback, 1965 (51).

Vasopresina; Roth, Glick, Klein y Petersen, 1966 (52).

Oxitocina; Glick, Wheeler, Kagen y Kumerasan, 1968 (53).

Hormona tirotréfica; Odell, Wilber y Paul, 1965 (29).

Gastrina; McGuigan, 1968 (54).

Progesterona; Abraham, Swerdloff, Tulchinsky y Odell, 1971 (8).
17-Hidroxiprogesterona; Abraham, Swerdloff, Tulchinsky, Hopper y Odell, 1971 (55).
Pancreozimina-colecistoquinina; Young, Lazarus Chistoholm y Atkinson, 1968 6).
Secretina; Young, Lazarus y Chistoholm, 1968 (57).

Prostaglandina F; Cadwell, Burstein, Brock y Speroff, 1971 (58).

(Los ndmeros en paréntesis indican las referencias bibliograficas).

La especificidad del antisuero no sélo se consigue mediante el uso
de un antigeno puro, sino que en circunstancias, como la que se ha deli-
neado anteriormente, es necesario absorber el antisuero con la hormona
que no se quiere medir, saturando en esta forma desde un inicio los anti-
cuerpos contra ésta. Pese a estos cuidados es indispensable establecer la
especificidad en un antisuero poniéndolo en contacto con diversas hormo-
nas quimicamente parecidas.

Esto ha sido el caso del antisuero anti-HCG que hemos utilizado pa-
ra el dosaje de LH (43), que se le hizo reaccionar con FSH, TSH y ACTH,
encontrandose que ésta fue muy débil, de tal modo que empleando 100 ul
de antisuero a una dilucién de 1:60,000 (la dilucién final es de 1:600,000
cuando se aplica a 1 ml. del medio de incubacién) estas hormonas no inter-
fieren en forma absolutamente significativa.

Una vez en posesién de un antigeno hormonal puro y un antisuero al-
tamente especifico, es necesario considerar los aspectos mas importantes
de la obtencién del tercer elemento indispensable de la reaccién delineada
anteriormente, esto es la hormona marcada, que inmunolégicamente debe
actuar en forma igual que la hormona no marcada.

En este sentido nuestra experiencia personal, nos ha permitido eva-
luar puntos muy importantes de la marcacién. Muchas veces se descuida
determinar previamente el pH del buffer utilizado con esta finalidad, lo
cual puede disminuir la eficiencia de marcacién, es decir el porcentaje de
jodo radioactivo incorporado a la molécula hormonal.

Los antigenos marcados y no marcados como el antisuero deben ser
conservados a congelacién, cuanto menor sea la temperatura el tiempo de
conservacion serd mayor. Las descongelaciones reiteradas pueden ocasio-
nar un dafio importante de ambos, por lo que es necesario guardarlos en
pequefios voltiimenes, de tal modo que sirvan para un experimento.
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Hemos podido observar que el largo tiempo de almacenaje puede de-
terminar pequefios cambios de la capacidad inmunoreactiva de la hormo-
na antigeno. Es preferible conservar la hormona liofilizada seca y efectuar
su dilucién cada cierto nimero de meses para su utilizacién.

Cuando se comparé insulina purificadas en dos laboratorios distintos
(Mirsky y Eli Lilly) no hemos encontrado mayor diferencia. Sin embargo,
es necesario tener en cuenta el origen de la hormona, asi como su capaci-
dad bioldgica y su cantidad absoluta determinada por el radioinmuno-ensa-
yo. La LH suministrada por la Dra. Ann.e S. Hartree, se sefiala que tiene
una potencia 5 veces mayor a la del standard internacional conocido como
NIH-LH-SI. Nosotros hemos encontrado que este preparado contiene 4,512
Ul/mg, en términos del 2° IRP (Ver figura N° 22). Su trascendencia es ma-
yor cuando se trata de las gonadotrofinas, que han sido comparadas de acuer-
do a diferentes patrones, esta confusién se agrava por la comunicacién de
resultados indistintamente en peso o en unidades biolégicas.

100 LH (Hartree)

90 1 mg = 4512 Ul(2nd IRP)

8.0
7.0
6.0
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40
3.0

20

LH mU/ml (2nd IRP)

10

051 2 3 4 5 B 7 8 9 10 15

Nanogramos (LH - Hartree)

Fig. N* 22.— Equivalencia entre peso y unidades biolégicas de la LH purificada {Hartree) utilizada
para la marcacién con 1-125.
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En el caso de la insulina hemos utilizado para la marcacién una pre-
paracién de origen porcino cuya actividad corresponde a 23.9 Ul/mg. En
cambio para el standard se empled insulina de origen humano con una ac-
tividad de 26.9 u/mg. aprovechando la reacciéon cruzada entre insulina hu-
mana y porcina, ampliamente utilizada por muchos investigadores, debido
sustancialmente a la dificultad de poder contar con suficiente cantidad de
insulina de origen humano.

En el experimento consignado con el numeral 1.3 hemos marcado in-
sulina a 2 muy diferentes actividades especificas, 100 y 1,000 mCi/mg., sin
que pudiéramos encontrar diferencias en la capacidad inmunoreactiva de
ambos preparados, se obtuvo una correlacién mateméatica en la cantidad
de insulina marcada presente en cada una de las fracciones de ambas pre-
paraciones correspondiendo a una diferencia de 1:10 exactamente igual a
la de sus actividades especificas. Este experimento ilustra la importancia
de marcar la hormona a altas actividades especificas, la preparacion mar-
cada a 1,000 mCi/mg. contiene una masa 10 veces menor que la de 100
mCi/mg. Esto significa que va a competir en la misma proporcién con los
enlaces del anticuerpo que mantenemos a un titulo constante. E1 empleo de

esta pequefia masa de hormona determinard un incremento de la sensibi-
lidad del método.

Por otra parte es muy demostrativo de la posibilidad de usar la mis-
ma hormona marcada con dos isotopos radioactivos, en este caso para es-
tablecer exactamente la masa del tracer.

Esta facilidad ha sido explotada adecuadamente para medir en una
misma muestra dos hormonas diferentes, cada cual marcada con un iso-
topo diferente. Glick y Kagan (59) la han empleado para medir hormo-
na de crecimiento e insulina; Young y Kraegen (60) para dosar insulina
y glucagon. Se mide la radioactividad cambiando la ventana del escalime-
tro y aprovechando la circunstancia de que el I-125 y el I-131 con isotopos
con radiacion gamma de muy diferente energia.

La calidad del iodo a utilizar en la marcacién es critica para lograr
una buena preparacion. Debe estar en lo posible libre de material estable
y otras contaminantes, entre estos ultimos sustancias reductoras, que neu-
tralizan la actividad oxidativa de la cloramina-T, indispensable para la in-
corporacion del iodo a la molécula. Se recomienda la utilizacion de iodo
radioactivo denominado “carrier free’” por el grado de su pureza, aspecto
que obviamente escapa al control del investigador.

Berson y Yalow (61) han encontrado grandes diferencias en la cali-
dad del iodo “carrier free’” producido por diferentes laboratorios, situa-
cién que cambia la eficiencia de marcacion y la misma calidad de la'hor-
mona marcada. Estos autores han podido establecer que las preparaciones
de I-131 consideradas como ‘“‘carrier free’’ tienen por lo general Unicamen-
te una riqueza real del 35 - 44% de I-131, a veces han constatado que al-
gunos lotes poseian s6lo 5% de I-131. Si se obtuviese iodo absolutamente
“carrier free’’ su actividad especifica seria de 125 mCi/ug.
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La adicién de iodo estable (-127) a la marcacién de HCH nos ha per-
mitido observar que la eficiencia de marcacién y la capacidad inmuno-
reactiva permanecen iguales e inclusive se incrementan hasta el momento
en que teéricamente se incorporé 2.5 atomos de I-127 por molécula. Este
fendmeno se explica recordando que la molécula de HCH tiene 8 radicales ti-
rosilo, a cada uno de los cuales se puede incorporar 2 Atomos de I- o sea
que tiene suficiente capacidad de recibir mas iodo que el suministrado en
forma radioactiva. En el Cuadro N°® 19 se describen las caracteristicas de
diferentes hormonas proteicas en relacién a su capacidad de incorporar io-
do en su molécula (62).

CUADRO Ng¢ 19

Actividad especifica Actividad
Ne de grupos  de 1 4tomo de [-131/ especifica
Hormona P.M. tirosilo/mo- molécula méxima
lécula mCi/mg. mCi/mg.
ACTH 4,500 2 3,600 14,400
Insulina 6,000 4 2,700 21,600
Parathormona 9,000 1 1,800 3,600
Hormona de
crcimiento 20,000 8 810 12,960

La disminucién de la relacién B/F a medida que se fue incorporado
mayor numero de atomos de I-127 por molécula de HCH puede ser con-
secuencia de la progresiva disminucién de la actividad especifica y la con-
siguiente necesidad de aumentar la masa de HCH-I-131 para obtener una can-
tidad semejante de radioactividad, asi como también a una disminucién de
la capacidad inmunoreactiva ocasionada por la incorporacién de I-127 (63),
(64).

La técnica de marcacién de polipéptidos y proteinas, actualmente mas
utilizada, es la descrita por Greenwod, Hunter y Glover (23), que aprove-
cha la acci6én oxidativa de la cloramina-T. Tiene el inconveniente de expo-
ner la molécula proteica a la solucion radioactiva, que indefectiblemente
dafia a la hormona en un grado variable, dependiendo en parte del tiempo
de exposicién, como a las caracteristicas de la solucién de marcacién. Este
dafio, que por ello se llama ‘“dafio de marcacién”, suele ser disminuido
acortando el tiempo de exposicién a mas o menos 20”.

En una experiencia hemos comparado dos preparaciones marcadas
durante 20” uno de ellas y la otra en 1’30, sin haber encontrado una dife-
rencia notable. Se acepta que el dafio de marcacién no depende tanto de la
accién de las radiaciones ionizantes como de las sustancias reductoras, que
se encuentran en la solucién del Na I-125 o Na I-131. Probablemente el iodo
utilizado en este experimento contenia muy poco cantidad de éllas.
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A actividades especificas iguales, la marcacion con iodo 125 presupo-
ne la introducciéon de 8 veces mas atomos de iodo radioactivo que cuando
se emplea I-131. Esto estd en relacion al tiempo medio de vida y su calcu-
lo se deriva de la féormula:

N° de Atomos/mCi = 3.7 x 107 x 1.443 T (65)
(T = tiempo medio en segundos)

Este hecho junto con la dificultad de contar con 1-125 de mejor pure-
za, aconsejan efectuar marcaciones con I-125 a actividades especificas me-
nores que cuando se utiliza I-131. :

FEl empleo directo de cuatro diferentes técnicas nos ha permitido es-
tablecer las ventajas y desventajas de cada procedimiento. Como producto
de esta experiencia consideramos, que el método del doble anticuerpo es
el mas factible de ser utilizado en nuestro medio, dado que no requiere
instalaciones ni equipos especiales, a mas del basico, para cualquier me-
dicion de radiacién gamma. Se puede utilizar 1-125, que por su tiempo me-
dio de vida relativamente largo y por ser un emisor exclusivo de radiacién
gamma de baja energia, lo hacen sumamente conveniente para trabajar
in vitro, de preferencia en nuestro pais. Como hemos sefialado anteriormen-
te se lo puede utilizar para el dosaje de cualquier hormona proteica. Los
resultados son muy reproducibles dentro de un mismo experimento o entre
dos experimentos diferentes. Su uso ampliamente difundido permite ade-
mas la comparacién de resultados entre varios investigadores. La unica
desventaja reside en la necesidad de emplear un suero antigamma globu-
lina del animal en el cual se produjo el primer antisuero. En el comercio
se obtienen preparados muy buenos aunque de costo elevado. Como toda
preparacion biolégica requiere cuidado para su conservacion, el cual co-
mienza desde su transporte hasta el momento de su uso. Hemos podido
observar que estos sueros antigamma globulina deben ser diluidos, a veces
hasta 1:32 para una reaccion mas eficiente, que ciertamente determina una
disminucion del costo.

Aparte de una comunicacién preliminar anterior (66), esta es la pri-
mera oportunidad en que se da a conocer los valores normales de insulina
en sangre para nuestro medio.

Las cifras basales de 9.2 y 9.76 uU/ml. para sujetos normales de ni-
vel del mar y altura respectivamente son iguales, pero resultan relativa-
mente bajos comparando con las descritas para Yalow y Berson (9), (35),
quienes utilizando la radiocromatoelectroforesis sefialan valores de insuli-
na entre 0 - 60 uU/ml. con un promedio de 21 uU/ml., asi mismo valores
mas altos han sido reportados por Samols y Bilkus (67) y Hales Randle
(24) empleando el método de doble anticuerpo. Meade y Klitgaard (30) con
el procedimiento de resinas de intercambio i6nico reportan un valor prome-
dio de 11 uU/ml., Soeldner y Slone (68) encuenira 7 uU/ml.; valores entre
6 a 10 uU han sido también reportados por otros (69), (70). Probablemente
estas diferencias estan relacionadas a la metodologia, a los diferentes ori-
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genes y actividad bioloégica de la hormona utilizada como standard y para
la marcacién, asi como a la diversa afinidad de los antisueros y la longi-
tud del ayuno previo a la determinacién. La insulinemia disminuye en ra-
z6n directa al tiempo de ayuno (71), (72). La sensibilidad del método que
hemos empleado permite dosar hasta 0.25 uU/ de insulina. Si nosotros
empleamos 0.1 a 0.2 ml. de plasma, significa que estamos en situacién de
medir entre 1.25 a 2.5 uU de insulina por ml. de plasma o suero, sin embar-
go se suele encontrar en ayunas algunos casos en los cuales la concentra-
cion de insulina estd por debajo de la sensibilidad anteriormente sefialada.

Tanto por métodos biolégicos (73), (74), (75), como inmunolégicos
(24), (30), (35), (68) se ha demostrado que la administracién de glucosa
determina un aumento de la concentracién de insulina en la sangre; en
cinco minutos alcanza el mayor valor cuando es por via endovenosa (76),
(77), (78), mientras que la ingestién oral determina un incremento maxi-
mo entre los 30 a 60 minutos. En los sujetos de nivel del mar el promedio
a los 30 minutos alcanzé a 81.74 uU/ml, que viene a ser 9 veces mayor
del basal, en cambio en los de altura la elevacién maxima fue a los 60’
y 7.9 mayor que su basal. Estas diferencias no fueron sinembargo estadis-
ticamente significativas.

Como ha sido descrito en la literatura (35), (69), (78), (79) a partir
de ese momento se observa una gradual reduccién de la insulinemia, que
recién alcanzara valores basales en la cuarta hora (80). Es muy importan-
te correlacionar la glicemia con la insulinemia con el objeto de establecer
si existe una adecuada proporcién entre ambas. En los dos grupos que he-
mos estudiado el indice insulina/glucosa fue idéntico, revelandonos una
igual sensibilidad pancreatica a las variaciones de la glicemia. Esto tiene
una especial importancia considerando que la concentracién basal de glu-
cosa en el normal de altura es menor que la del normal de nivel del mar
(81), (82), (83), (84), (85), (86).

Los glébulos rojos tienen una menor concentracién de glucosa que el
plasma (87), (88), (89), (90); el sujeto normal de altura tiene un hemato-
crito mayor que el de nivel del mar, por lo que se podria inferir que la
menor glicemia del primero estaria condicionado por el hematocrito, sin
embargo el estudio directo de este factor ha permitido a Garmendia, Arro-
yo y Muro (91) demostrar que el hematocrito influye Unicamente en parte
¥y que existe algin otro fendémeno involucrado en la glicemia baja de al-
tura. A 3,730 mts. sobre el nivel del mar (La Oroya) los anteriores autores
han encontrado, que la baja concentracién de glucosa en los globulos rojos
era responsable de la diferencia hallada en sangre total, ya que en el plas-
ma se encontraron cifras semejantes. En cambio a una mayor altura (Mo-
rococha, 4,540 mts. sobre el nivel del mar) la concentracién de glucosa en
el plasma es mucho menor que a nivel del mar (92). La determinacién de
insulina y otras hormonas involucradas en la homeostasis de la glucosa era
pues de la mayor importancia. Por el presente estudio queda demostrado
que el sujeto de altura no produce una mayor cantidad de insulina, que ex-
plique la menor glicemia, atin cuando la hormona de crecimiento (10), glu-
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cagon (93) y Acidos grasos, libres (94) se encuentran aumentados en el na-
tivo de altura, modificaciones bioquimicas que favorecen el incremento de
insulina en sangre (28), (35), (95), (96), (97), (98), (99), (100}, (101). Estos
resultados nos hacen pensar que el individuo expuesto a una atmosfera de
baja tension de oxigeno tiene por esta situacién una “tendencia a la hi-
poglicemia”, lo que podria explicar el incremento de hormona de crecimien-
to y secundariamente a ello la mayor liberacion de acidos grasos libres.
La insulina deberia estar disminuida por la ‘“hipoglicemia’”, pero probable-
mente permanece igual debido al mecanismo compensatorio seflalado an-
teriormente.

La administracion de 1.75 gr. de glucosa por kg. de peso no mostro
un diferente comportamiento en la utilizacién de glucosa entre ambos gru-
pos estudiados, tal vez porque el estimulo fue muy grande, haciendo desa-
parecer cualquier pequefia diferencia, situada en el rango fisiologico. Este
error han cometido la mayoria de investigadores dedicados al estudio de
la fisiologia de altura, cuando han utilizado con este propésito sobrecargas
mas bien destinadas a establecer limites de normalidad y patologia.

Estd demostrado que la respuesta insulinémica es proporcional a la
cuantia de la sobrecarga de glucosa por via oral (102), de alli que tal vez
con sobrecargas menores pueda ser factible encontrar diferencias en el
metabolismo de los hidratos de carbono entre los individuos de altura y ni-
vel del mar.

Hemos preferido la administraciéon oral de glucosa a la endovenosa
por representar un esquema mas fisioldgico. Se ha descrito que la glucosa
por via oral determina una mayor secrecion de insulina que por via endo-
venosa (T7), (103), (104). Este fenémeno se lo vincula con la mobilizacién
de glucagon ‘‘intestinal” (106), (106), secretina y pancreozimina (56), cu-
yos efectos insulinogénicos han sido comprobados (22), (108), (109), (110),
(111), (112), (113), (114).

La “tendencia a la hipoglicemia’ del nativo de altura, que hemos
anotado anteriormente, no seria pues méas que el efecto directo de la hi-
poxia sobre la utilizacién de glucosa a nivel celular. Picon-Reategui (86)
ha demostrado que el sujeto de altura tiene una mayor capacidad de ex-
traccién de glucosa por los tejidos extrahepaticos, Murphy (115) ha sefiala-
do que el eritrocito muestra una mayor utilizacién de glucosa cuando el
pH vira hacia una mayor alcalinidad o hay una disminuciéon de la satura-
cién de oxigeno, situaciones que han sido encontradas en el individuo de
altura (116), (117).

Antes de la época de la determinacién inmunolégica de hormonas,
las gonadotrofinas se han solido determinar por métodos biologicos,
alin vigentes para fines clinicos. Estos métodos biologicos utilizan anima-
les intactos o hipofisectomizados midiendo los cambios ocasionados por los
extractos urinarios o plasméaticos sobre el peso, estructura y composicién
quimica del ovario, (39), (118), (119), (120), (121), (122), testiculo (123), ve-
siculas seminales (125), préstata (125) o utero (126).
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Muchos de ellos miden la actividad total de los gonadotrofinas hi-
pofisarias, es decir tanto de FSH como de LH, por lo tanto carecen de es-
pecificidad. La sensibilidad es pobre, por lo que es necesario preparar ex-
tractos de un buen volumen de sangre para poderlas medir en este com-
partimiento, complicando con éllo su procedimiento, a méis que no son muy
reproducibles por estar sujetos a variaciones en la respuesta, dependientes
de la cepa, alimentacién, edad y medio ambiente de los animales.

En 1961, Wide, Roos y Gemzell (127) pudieron demostrar que la LH
poseia similitud inmunolégica con la HCG, dado que reaccionaban cruza-
damente con el mismo suero anti-HCG. Este hallazgo junto con la obtencién
de hormona luteinizante pura (128) permitio posteriormente dosar esta hor-
mona en orina por el método de la inhibicion de la hemaglutinacién (129) y
en sangre por procedimientos radioinmunolégicos (49), (130).

Para la determinacién de la hormona luteinizante (LH) hemos em-
pleado el método descrito por Odell y col. (11), (130) con pequefias modi-
ficaciones, impuestas para procurar una mayor sensibilidad al procedimien-
to, adaptarlo a nuestro laboratorio y disminuir su costo. Se ha empleado
suero normal de conejo no al 2.5% y desde el inicio de la incubacién come
indican los autores mencionados, sino al 1% poco antes de aplicar el segun-
do antisuero. La dilucién del segundo antisuero de 1:3 hasta 1:12 nos per-
miti6 una mejor precipitacién de la gammaglobulina de conejo. Nosotros
hemos utilizado un suero anti-HCG diluido a 1:60,000 (diluci6n final 1:600,000),
aprovechando la reaccién cruzada entre LH y HCG, comentada anterior-
mente. Se pueden emplear antisueros mas especificos como el obtenido por
Schalch y col. (131) mediante la inmunizaciéon de cobayos con LH de origen
pituitario; sin embargo la dificultad de contar con cantidades suficientes de
este preparado obliga a emplear suero anti-HCG, practica que por otro la-
do esta ampliamente difundida (11)( 43), (132), (133), (134), (135), (136).

Como standard de referencia hemos empleado el 2nd IRP (2° Prepa-
rado Internacional de Referencia) que permite una buena comparacion de
resultados con otros investigadores. Este preparado ha sido obtenido de la
orina de mujeres menopausicas y contiene cantidades iguales de FSH y
LH (40 UI por ampolla), por lo que se le puede usar como standard indis-
tintamente para el dosaje de ambas.

Con el método, descrito en detalle, hemos podido dosar cantidades
tan pequefias como 0.25 mU. Empleando 0.2 ml. de suero o plasma, la sen-
sibilidad del método permite medir 1.25 mU/ml., suficiente como para rea-
lizar estudios en el rango fisiolégico.

De 21 mujeres normales examinadas a lo largo del ciclo menstrual
Gnicamente 17 mostraron variaciones de LH compatibles con ciclos ovula-
torios, es decir que presentaron una rapida e importante elevacién o “pico”
mesociclico, cuyos valores variaron entre 27 a 130 mU/ml., significando un
incremento de 4 hasta 22 veces la concentracién previa de la fase folicular
(promedio 9.34).
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Odell, Roos y Rayford (11) han encontrado ausencia de pico ovulato-
rio de LH en 3 de 30 mujeres normales estudiadas, proporcién aproxima-
damente semejante a la hallada por nosotros en un numero menor de mu-
jeres examinadas. Bedoya, Kesserii y Garcia (137) no pudieron demostrar
ovulacion en 1 de 5 mujeres control en el estudio histologico del ovario por
lo que asumen que ocasionalmente una mujer normal puede tener ciclos
anovulatorios.

En la fase folicular se encuentra una mayor concentracion de LH que
en la fase luteal tal como ha sido reportado por los mismos autores (11).

La elevacion mesociclica de LH ha sido también demostrada aunque
con menor precisién por métodos biolégicos (138) e inmunolégicos basados
en la inhibicién de la hemaglutinaciéon (129), (139) y guarda una interrela-
cién estrecha con la produccién de FSH, progesterona y estrbgenos.

La FSH presenta dos elevaciones importantes al inicio del ciclo y
otra en la mitad, casi coincidiendo con el pico de LH (50), (140). La pro-
gesterona estad en una concentracién muy baja durante la fase folicular y
se incrementa gradualmente a partir de la ovulacion durante toda la fase
luteal, cayendo rapidamente poco antes de la siguiente menstruacién (8).

Los estrégenos muestran dos elevaciones importantes durante el ciclo
en la mitad del mismo y durante la fase luteal (8), (140).

El mecanismo de accion de los anticonceptivos hormonales es com-
plejo y no esta limitado a un efecto anovulativo, por bloqueo de la produc-
cién de las gonadotrofinas, sino que también se extiende a modificaciones
de la funci6n ovarica, composicién del mucus y contractibilidad de las trom-
pas, variaciones en las caracteristicas del endometrio, asi como también a
variaciones fisico-quimicas del moco cervical, ocasionando una perturbacion
a la normal penetracion de los espermatozoides.

En el presente trabajo Unicamente hemos estudiado las variaciones
de la produccién de LH, mediante el dosaje de su concentracién en sangre,
consecutiva a la administracién de diferentes anticonceptivos hormonales de
tipo progestageno carentes de estrégenos.

El enantato de Noretindrona, es un derivado de la 17-etinilnortestos-
terona, la modificacién de su férmula le ha privado de su accién androgé-
nica; dandole una accién progestacional. Cuando se le administra en la do-
sis de 200 mg. por via i.m. su efecto anticonceptivo dura 12 semanas (141).

Este compuesto indudablemente afecta la produccién de LH, espe-
cialmente al inicio de su aplicacion. Durante las cuatro primeras semanas,
Unicamente 2 de 16 mujeres presentaron elevaciones mesociclicas de LH,
menores en valores absolutos a las que se suele observar en mujeres con-
troles (17.5 y 21.0 mU/ml.), sin embargo en estos picos significaron un in-
cremento de 4.4 y 8.8 veces los valores previos de LH. Diczfaluzy y col. (142)
han sefialado que mayor importancia para la ovulacién tiene no tanto la
altura de los picos como la diferencia con los valores de la fase prolifera-
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tiva. La concentracién promedio de LH en las cuatro primeras semanas
de tratamiento con el enantato de noretindrona fue menor que lo hallado
en la fase proliferativa indicando una depresién de la funcibén pituitaria a
este respecto.

Posteriormente se nota una gradual liberaciéon del hipotalamo-hip6-
fisis por el creciente aumento de la concentracién de LH, mas evidente en
las cuatro ultimas semanas, en que el promedio global de LH alcanza a
14.4 mU/ml. que es casi el doble de lo encontrado en las fases folicular o
luteal. También ocasionalmente se observaron picos mesociclicos durante
el 3° mes de tratamiento, lo que hace pensar que en algunas ocasiones se
produce un ‘“‘escape’ al efecto frenador de la ovulacién.

En este sentido Kesserii y Larrafiaga (143) han demostrado muy ob-
jetivamente, que el enantato de noretindrona determina cambios proges-
tacionales en endometrio, mucosa vaginal y moco cervical fundamental-
mente en el 1° mes de tratamiento, mientras que su accién parece circuns-
cribirse al factor cervical en los 2 siguientes meses. Esta afirmacién se
basa en el hallazgo de variaciones bifasicas en las caracteristicas histolé-
gicas del endometrio y el indice cariopicnético de las células vaginales;
la demostracién de la formacién de cuerpo luteo en el estudio directo ma-
cro y microscopico de los ovarios (137) y la excrecidén urinaria bifisica de
pregnandiol (144). Los referidos autores postulan que en una parte de muje-
res tratadas con este anticonceptivo de deposito se puede producir ovulacién.

El D-Norgestrel, progestageno sintético usado en la microdosis oral
continua de 0.03 mg. diarios es un buen elemento anticonceptivo (145), cu-
yo efecto sobre la produccion de LH es un tanto diferente al enantato de
Noretindrona.

En primer término la concentracién de LH durante la primera y se-
gunda fase del ciclo menstrual fue mayor que los encontrados en la fase
folicular y luteal de las mujeres control. Por otra parte los llamados picos
se han presentado como mayor frecuencia, en 9 de 10 fue factible encon-
trar estas elevaciones, aunque de menor magnitud (rango de variacién =
17.5 a 90.0 mU/ml; promedio 41.25 mU/ml.) que las mujeres sin tratamien-
to hormonal. Unicamente en 2 la elevacién fue 4 veces mayor y en 1 al-
canzé a ser 10 veces mayor que la concentraciéon de ‘“base’”, en las restan-
tes 7 mujeres varié entre 1.6 a 3.3.

Es necesario ademés sefialar que sélo en el 60% estos picos fueron
verdaderamente mesociclicos en cambio en el resto se noté una aparicién
“atipicamente’ precoz. Se debe puntualizar sin embargo que en estos ul-
timos casos se produjo un acortamiento del ciclo a expensas de la primera
parte del mismo.

Kesserii, Noack y Larrafiaga (144) han encontrado que 28.1% de mu-
jeres tratadas con D-Norgestrel excretaron mas de 2 mg/24 hs. de preg-
nandiol, y 37.5% entre 1.5 a 2 mg/24 hs. sugiriendo que en un porcenta-
Je igual se habria producido ovulacién. El estudio de las biopsias de ova-
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rio, de endometrio, colpocitogramas, caracteristicas fisico-quimicas del mo-
co cervical y la penetrabilidad espermética in vivo e in vitro (146), (147)
permite llegar a la misma conclusién. Los resultados obtenidos en la de-
terminacién de LH reforzaria esta concepcion.

La administracién de 0.3 mg. diarios de acetato de Noretindrona ha
determinado variaciones mas marcadas que el D-Norgestrel, evidenciadas
por un incremento de la producci6n ‘“basal” de LH y desaparicién de los
picos mesociclicos.

Es un hecho conocido, desde la introduccién de los métodos biologi-
cos para el dosaje de gonadotrofinas, que las mujeres menopausicas excre-
tan en la orina una cantidad elevada de estas hormonas. Esta situacién ha
sido aprovechada para producir compuestos comerciales (Humegon, Per-
gonal), ricos en estas hormonas, asi como standards internacionales de re-
ferencia (HMG-20A, 1* IRP, 22 IRP). El normal devenir de la funcion ova-
rica y la consecuente disminucion de las hormonas sexuales, determina
una liberacion del hipotalamo o hipofisis, ocasionando un incremento de
estas hormonas. La administracion de estrégenos ocasiona una caida de es-
tos valores altos (11). Las concentraciones de LH de 27 a 200 mU/ml halla-
dos en las mujeres menopiusicas estd por encima de los valores de muje-
res en época reproductiva, tanto de la fase folicular como luteal y concuer-
da perfectamente con lo observado por otros autores (11), (43), (132), (148),
(149). Kohler Ross y Odell (150) han calculado que una mujer menopausi-
ca produce 2,400 mU/minuto de LH a diferencia de las en época reproduc-
tiva (734 mU/minuto) y las tratadas con una combinacién anticonceptiva de
noretinodrel y mestranol (387 mU/min.).

Una situacién similar aunque no igual encontramos en las mujeres
que presentan insuficiencia ovarica primaria. Hemos tenido la oportunidad
- de examinar a dos mujeres con sindrome de Turner, en las que se suele
encontrar rudimentos ovaricos, que carecen totalmente de funcién. En es-
tas mujeres hemos encontrado los valores mas altos de LH tanto para mu-
jeres como hombres, normales o con alteraciones de las génadas; las ci-
fras de 300 y 350 mU/ml. estan muy por encima de la concentracidn pre-
sente en mujeres menopausicas. Faiman y Ryan (149) también encuentran
en un caso una concentraciéon muy elevada de LH.

Una paciente con sindrome de Sheehan deberia tener, por su edad, va-
lores de LH en el rango de las menopausicas, sinembargo la cifra de 2.2
mU/ml estad por debajo de lo hallado en mujeres en edad reproductiva ya
sea en la fase folicular como luteal, hecho que confirma la insuficiencia
ovarica secundaria a déficit de gonadotrofinas ocasionada por una necro-
sis pituitaria post-partum (41).

Por los estudios de Odell y col. (11) se conoce que el hombre normal
no presenta mayores variaciones ciclicas en la produccion de LH, razén por
la cual nos hemos limitado a la obtenciéon de una sola muestra en los 114
hombres estudiados. Por otra parte hemos evitado cualquier pequefia va-
riacién circadiana mediante la obtencién de sangre entre 8 a 10 a.m.
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La concentracién de LH en los hombres es semejante a la encontrada
en mujeres durante la fase folicular, tal como ha sido reportado por Odell
y col. (11) aunque nuestros valores sean relativamente méas bajos. Estos au-
tores seflalan como promedio de hombres y mujeres, excluyendo en estas ci-
fras de los picos mesociclicos, 1.8 mug/ml. (aproximadamente a 14.4 mU/
ml., en términos del 2° IRP).

No conocemos referencias anteriores de valores de LH en sangre de
individuos normales de la altura, a excepcién de una comunicacion preli-
minar dada a conocer por nuestro laboratorio (151). Con un mayor nimero
de sujetos estudiados, estamos en la situacién de poder afirmar que la hi-
poxia de altura no tiene efecto alguno sobre la concentraciéon de LH en el
individuo perfectamente adaptado a estas condiciones ambientales. Estos
hallazgos estan en concordancia con el hecho irrebatible que el nor-
mal de altura tiene la misma capacidad reproductiva que el normal de
nivel del mar. Campos de Rey de Castro (152) no ha encontrado cambios
histolégicos en los testiculos de nativos de altura. Guerra-Garcia y col. (153)
han evidenciado que la produccién de testosterona es igual en nativos de
nivel del mar y en nativos de altura (Cerro de Pasco, 4,300 mts. sobre el
nivel del mar). Sobrevilla y col. (154) no encontraron diferencias en la ex-
crecion de gonadotrofinas urinarias por un método biolégico, afirman ade-
mas que los espermatogramas de los nativos de altura fueran normales. To-
do esto tiene gran trascendencia, ya que desde muy antiguo (155) se ha ob-
servado que la exposiciéon aguda a la hipoxia de altura determina cambios
en la fertilidad de varias especies animales, incluyendo al humano (156),
(157), (158), aparentemente este efecto no es directo sobre los espermato-
zoides, ya que estos conservan su capacidad generativa cuando son trans-
portados de nivel del mar a la altura (159). Donayre y col. (160) en un gru-
po de 10 sujetos de nivel del mar llevados a una altura de 4,300 encontra-
ron una disminucién significativa del ndmero de espermatozoides. Guerra-
Garcia y col (161), (162) demostraron en este mismo grupo de sujetos que
la excrecion urinaria de testosterona bajaba importantemente en el tercer
dia de exposicién a la altura. Con el trabajo de Sobrevilla y Midgley (163)
se ha podido encontrar una explicacién definitiva a este fendmeno; los au-
tores en referencia demostraron una caida de la concentracién tanto de
FSH como LH también en el tercer dia de exposiciéon a la hipoxia de al-
tura; confirman en esta forma la teoria de San Martin concebida muchos
afios atras (156) de que la disminucién de las gonadotrofinas era responsa-
ble de la disminucién de la fecundidad sefialada anteriormente.

Concordante con ello es el hallazgo de Aliaga (164), quien comunicéd
que las gonadotrofinas séricas tenian un efecto protector del epitelio ger-
minativo testicular de conejo llevados a la altura.

Klinefelter, Reifenstein y Albright en 1942 (42) definieron el sindro-
me del mismo nombre como un cuadro clinico caracterizado por gineco-
mastia, azoospermia con conservacién de las células intersticiales de Ley-
dig y una excrecién elevada de gonadotrofinas. Afios mas tarde se compro-
bé que estos pacientes tenian una alteracién cromosomial, evidenciable por
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la presencia anormal de cromatina sexual nuclear y el hecho de tener en él
mayoria de casos 47 cromosomas en vez de 46, esta anormalidad esta
dada por un cromasona supernumerario. Los tres casos que hemos estudia-
do llenan todas las caracteristicas anteriormente, a excepcién de que no se
les ha determinado el cariotipo. Las gonadotrofinas urinarias medidas me-
diante el método biolégico de Albert se encontraron muy elevadas. El ha-
llazgo de una concentracién de LH superior a 18 mU/ml en estos pacien-
tes fenotificamente masculinos, muy por encima de la cifra promedio de 10.8
mU/ml de los normales ,no hace pues sino confirmar lo que se habia es-
perado en estos casos. Faiman y Ryan (149) han encontrado una concen-
tracién elevada de LLH en un paciente con insuficiencia gonadal primaria.

En cuatro pacientes, cuyo hipogonadismo fue catalogado como secun-
dario a un déficit de gonadotrofinas en base a la determinacién de estas
hormonas en orina por el método de Albert, la concentracién de LH en san-
gre no fue detectable por encontrarse por debajo de la sensibilidad del mé-
todo (1.25 mU/ml.). Uno de estos pacientes corresponde a la forma clinica
conocida como sindrome de Kallman, consistente en la asociacién de hipo-
gonadismo hipogonadotrofico con anosmia. Se sefiala que cuando un pa-
ciente con hipogonadismo con anosmia significa que tiene un déficit de go-
nadotrofinas. En el estudio de estos pacientes nos ha faltado determinar LH
durante la administracion de clomifeno y dosar testosterona antes y después
de la administracion de HCG, que estan previstas para un futuro cercano.

Por lo expuesto anteriormente podemos deducir facilmente, que una
vez vencidos los obsticulos concernientes a la introduccién de una nueva
metodologia, como es el dosaje radioinmunolégico, estos procedimientos
pueden ser de una utilidad grande, para dilucidar aspectos importantes tan-
to de la fisiologia como de la patologia humanas.

En el caso concreto de la presente tesis, estos métodos nos han per-
mitido establecer las concentraciones de insulina tanto en condiciones ba-
sales como después de la administracion de glucosa, en individuos norma-
les de nivel del mar, como en aquél que vive sometido a una baja tensién
de oxigeno y que constituye un porcentaje importante de nuestra poblacién,
mas del 50% vive encima de los 2,000 mts. de altura (165). Se ha podido
demostrar que la glicemia baja del nativo de altura no es dependiente de
una mayor produccion de insulina.

La reproduccion es funcién esencial de la vida. En los mamiferos es
indispensable una adecuada interrelacién hipotalamo-hipofiso-gonadal, don-
de las gonadotrofinas hipofisarias son una llave intermedia necesaria. La
hormona luteinizante es fundamental para la funcién normal de las célu-
las intersticiales de Leydig, productoras de testosterona en el testiculo, y
es esencial para la ruptura del foliculo en el ovario, en el proceso cono-
cido como ovulacion.

En la mujer el hipotalamo, hipé6fisis y ovarios funcionan ciclicamen-
te. La hormona luteinizante en las mujeres normales hemos visto que se
eleva mensualmente en la mitad del ciclo menstrual. Por otra parte estos
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métodos nos han permitido demostrar que el hombre normal de altura
adaptado a esas condiciones ambientales, produce una cantidad igual de
LH que el sujeto de nivel del mar.

Consideramos que estas nuevas técnicas han abierto en nuestro me-
dio otros campos de investigacion, que permitirdn la explicacion de otros
problemas propios.
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V1. RESUMEN

La tesis destaca la importancia de emplear métodos radicinmunolégi-
cos para el dosaje de polipéptidos y proteinas de accién hormonal, dado
que son procedimientos especificos y de una sensibilidad que permite cuan-
tificar estas sustancias, pese a encontrarse en concentraciones tan bajas
como 10-1 molar. En esta forma han desplazado a los métodos biologicos
¥ los inmunolégicos basados en reacciones visibles de precipitacién o aglu-
tinacion.

La utilizacién de las téenicas radioinmunolégicas ha permitido des-
cubrir, explicar y atn modificar numerosos fenémenos fisiolégicos y pato-
légicos de la Endocrinologia. Se ha extendido su campo de aplicacién al do-
saje de sustancias proteicas sin actividad hormonal y atn a compuestos no
proteicos, de por si sin efecto antigénico, como los esteroides.

Describe los aspectos generales y mas importantes de esta metodolo-
gia, tanto en sus fundamentos como en su programacién. Sefiala la necesi-
dad de contar con hormonas muy puras, que serviran de antigenos tanto
para la produccién de anticuerpos, como para que puedan ser marcadas
con isétopos radioactivos, en la actualidad sustancialmente iodo, y sirvan
de marcadores o tracers, en la reaccién antigeno-anticuerpo del procedi-
miento mismo o como standards.

La seleccion del antisuero por su concentracién y afinidad. La impor-
tancia de una adecuada marcacién de la hormona, su ulterior purificacién.
Se dan detalles sobre la incubaci6n, separacién de la hormona unida al an-
ticuerpo de aquella que queda libre, dando cuenta de los procedimientos
mas comunmente empleados; asi mismo el proceso de la cuantificacién y
calculo.

La tesis abarca dos aspectos principales: metodologia y dindmica del
metodo radioinmunolégico y en segundo su aplicacion clinica. Respecto a
la metodologia se hacen alcances sobre los puntos criticos de estas técni-
cas, sus fundamentos y bases tebricas, principalmente en aquellos en los
que el autor ha ganado experiencia personal durante su entrenamiento, es-
pecialmente en lo concerniente a la marcacién de la hormona.

Con el objeto de estudiar los factores que intervienen en la marca-
cién de la hormona se ha utilizado el procedimiento de la radiocromatoelec-
troforesis. Se ha encontrado que es fundamental utilizar el buffer de mar-
cacion a un pH 7.5, que la hormona se conserve congelada a temperatura
muy baja, se evite reiteradas descongelaciones y no se la tenga en esta
situacién mucho tiempo, siendo preferible almacenarla seca a refrigeracion,
realizando diluciones periddicas. Se ha visto que la marcaciéon a altas ac-
tividades en si no es factor importante de dafio de la capacidad inmuno-
reactiva de la hormona siempre y cuando la solucién que contiene el iodo
radioactivo esté libre de contaminantes reductores ¥y tenga la mayor rique-
za posible del elemento radioactivo. La incorporacién de atomos de iodo
estable determind disminucién de la eficiencia de marcacion, de la activi-
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dad especifica y de la capacidad inmunoreactiva del preparado. El tiem-
po de marcacion no fue critico en el experimento llevado a cabo, pero se
recomienda que sea lo méas breve posible, en la situacién de no conocer la
calidad de la solucién de marcacién.

La experiencia personal sucesiva del autor con los procedimientos de
la radiocromatoelectroforesis, carbon revestido con dextran, precipitacién
por métodos quimicos y el método del doble anticuerpo le ha permitido re-
comendar esta UGltima técnica por su aplicacién al dosaje de cualquier tipo
de hormona, la factibilidad de utilizar I-125, que por su tiempo medio de
vida de 60 dias es muy conveniente para emplearlo en nuestro pais, por
su buena reproducibilidad y por no requerir instalaciones ni equipo costosos.

En la parte correspondiente a la aplicacién clinica se ha dosado insu-
lina y hormona luteinizante (LH) por los métodos de doble anticuerpo de
Morgan y Lazarow y de Odell, Ross y Rayford, respectivamente con peque-
fias modificaciones.

La insulina en sangre se dosé a 24 normales de nivel del mar y 23 nor-
males de altura (La Oroya, 3,730 mts. sobre el nivel del mar), a quienes
se practicé un test de tolerancia de glucosa, administrando 1.75 grs/kg de
peso.

La insulihemia basal fue de 9.2 uU/ml. para los de nivel del mar
(rango 0 a 16 uwU/ml.) y 9.76 uU/ml. para los de altura (rango 0 a 43
uU/ml).

La maxima concentraciéon se alcanzdé a los 30 minutos en los de nivel
del mar (81.74 == 8.05 uU/ml.) y a los 60 minutos en los de altura (77.12 =+
10.82 uU/ml.). Decayendo posteriormente la insulinemia en ambos grupos
hasta los 180 minutos que durd el test, pero sin alcanzar los valores basales.

Tanto la insulinemia absoluta como su correlacion con la glicemia
no fue estadisticamente diferente en ambos grupos.

Teniendo en cuenta que la glicemia basal en los de altura fue mas
baja, se concluye que ésta no es dependiente de una mayor produccién de
insulina y se interpreta que existe una mayor utilizacion de glucosa a ni-
vel celular por directa accion de la hipoxia.

El estudio del ciclo menstrual, en 21 mujeres normales mediante la
determinacién de LH en sangre, evidencié 2 ciclos claramente anovulato-
rios y uno sospechoso; una cuarta mujer fue descontada por haber gestado.

En 17 mujeres se encontr6é elevaciones mesociclicas de LH expresion
de ciclos bifasicos ovulatorios. La concentracion de LH en la fase folicular
(8.93 == 0.38 mU/ml.) fue mayor que en la fase luteal (7.43 =+ 0.55 mU/ml.).
La elevacion mesociclica maxima fluctué entre 27 a 130 mU/ ml. (prome-
dio 79.97 = 7.92 mU/ml.).

La administracion de 200 mg. de enantato de noretindrona a 19 muje-
res normales por via intramuscular, cuyo efecto anticonceptivo dura 12 se-
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manas, determind cambios importantes en la concentracion de LH. Sélo 2
de 16 mujeres tratadas mostraron pequeiios picos mesociclicos de LH du-
rante el 1° mes. Se notd un incremento gradual de LH en los siguientes 2
meses; en el tercero la concentracion global alcanzé a 14.4 mu/ml., mayor
de la hallada en fase folicular o luteal. Ocasionalmente se sorprendieron
picos mesociclicos durante el 3° mes de tratamiento.

En la dosis oral continua de 0.03 mg. diarios, el D-Norgestrel ocasio-
né a 10 mujeres una elevacion de LH en la primera y segunda fase del ci-
clo y una depresiéon del pico mesociclico, presente en 9 de las 10 mujeres
estudiadas. El acetato de noretindrona produjo efectos mas marcados en
otras 5 mujeres.

En cinco mujeres menopausicas la concentracion de LH estuvo entre
27 a 200 mU/ml. mucho mayor que lo encontrado en las mujeres controles,
a excepcion de la elevacion ovulatoria.

Esta misma situacién, pero de mayor magnitud, se observo en 2 mu-
jeres con insuficiencia ovarica primaria correspondiente al sindrome de
Turner (300 y 350 mU/ml.).

En una paciente con sindrome de Sheehan (hipopituitarismo por necro-
sis hipofisarias post-partum) la cifra de LH fue 2.2 mU/ml. por debajo de
lo normal, pese a encontrarse en época menopausica.

En 70 hombres normales de nivel del mar se hallé una concentracién
promedio de LH de 10.83 = 0.52 mU/ml., que estadisticamente no fue dis-
tinta a un grupo similar de altura (11.81 == 0.69 mU/ml.).

En tres pacientes con insuficiencia testicular primaria, correspondien-
te al sindrome de Klinefelter, la LH vari6é entre 18 a 80 mU/ml. en cambio
no fue posible detectar LH en la sangre de 4 pacientes considerados como
portadores de una insuficiencia testicular secundaria.
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VII. CONCLUSIONES

. Los métodos radicinmunolégicos son procedimientos no solamente muy
utiles, sino indispensables, para el dosaje de hormonas en la sangre,
por ser especificos y sensibles.

. La marcacién de la hormona con iodo radioactivo, sea I-131 o I-125, es
un paso critico en la efectividad del método.

. La marcacién de las hormonas a alta actividad especifica, de por si no
dafia la capacidad inmunoreactiva de éllas por el contrario es necesaria
para la obtencion de una adecuada sensibilidad. Al agregarse al medio de
incubacién una pequefia masa, ésta no competirid inadecuadamente con
la hormona no marcada para saturar los sitios de enlace del anticuerpo.

. La presencia de iodo estable o de otros contaminantes especialmente
cuerpos reductores, en la solucién que contiene el elemento radioactivo,
disminuye la eficiencia de marcacion, la actividad especifica de la hor-
mona marcada y también su capacidad inmunoreactiva. De donde se
desprende que un elemento esencial en la marcacion es la calidad de
la solucion que contiene el iodo radioactivo.

. El tiempo de marcacién no es tan critico como la pureza de la solucién
de marcacion.

. La técnica de doble anticuerpo ha mostrado ser la mas factible de em-
plearse en nuestro medio, por no requerir instalaciones y equipos de
complicado mantenimiento y mucho costo; ademés de ser muy repro-
ducible, sensible, proporcionar la posibilidad de usar I-125 con tiempo
medio de vida prolongado y la potencialidad de poderla utilizar en el
dosaje de cualquier hormona.

. La concentracion basal de insulina en 24 hombres normales de nivel del
mar fue de 9.2 == 1.31 uU/ml, que se elevd a una concentracion maxi-
ma de 81.74 =+ 8.05 uU/ml. a los 30 minutos de la administraciéon de
1.75 grs. de glucosa/kg. de peso.

. La concentracion basal de insulina en 23 hombres normales de altura.
(La Oroya, 3,730 mts. sobre el nivel del mar), 9.76 =+ 2.33 uU/ml. no fue
diferente a los de nivel del mar, pese a que la glicemia de los primeros
fue significativamente menor que la de los segundos. Tampoco se en-
contrd diferencia importante en las variaciones de insulina durante el
test de tolerancia de la glucosa.

. En 17 mujeres normales se encontré6 que la LH sufre variaciones du-
rante el ciclo menstrual. Durante la fase folicular es méas alta (8.93 =+
0.38 mU/ml.) que durante la fase luteal (7.43 == 0.55 mU/ml.) en tér-
minos del 2° Preparado Internacional de Referencia (2nd. IRP); pero
en la mitad del ciclo se produce una elevacion considerable de la mis-
ma (79.97 = 7.92 mU/ml.) en relacién con la ovulacién.
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10.

11.

12.

13.
14.

15.
16.

17.

18.

19.

La administracion intramuscular de 200 mg. de enantato de noretin-
drona produjo abolicién de los picos ovulatorios en 14 de 16 mujeres es-
tudiadas en el primer mes, de los 3 que dura su efecto anticonceptivo.
Posteriormente en el 2° y 3° mes se nota un incremento gradual de la
concentracion de LH. Ocasionalmente en los 3 meses se han podido ob-
servar picos mesociclicos.

El d-Norgestrel determina aumento de LH en la primera y sggqnda
fase del ciclo y disminucion importante de las elevaciones mesociclicas,
que se observaron en 9 de 10 mujeres controladas.

El acetato de noretindrona determiné efectos mas marcados que el d-
Norgestrel en parte referibles a la dosis 10 veces mayor.

En mujeres menopdusicas la LH se encuentra elevada en sangre.

En dos casos de insuficiencia ovarica primaria correspondiente al sin-
drome de Turner se hallaron los valores mas altos (300 y 350 mU/mi.).

En un caso de sindrome de Sheelan la LH estuvo subnormal.

La concentracion de LH en 70 hombres normales de nivel del mar fue
10.83 = 0.52 mU/ml.

No se encontré diferencia en la concentracién de LH de 44 hombres nor-
males de altura (Morococha, 4,540 mts. sobre el nivel del mar), 11.81 =+
0.69 mU/ml., en comparacién con los de nivel del mar.

En tres casos de insuficiencia testicular primaria, correspondiente al sin-
drome de Klinefelter, la cifra de LH en sangre se encontré elevada.

Cuatro pacientes con insuficiencia testicular secundaria no presentaron
LH dosable por el método utilizado cuya sensibilidad alcanza a 1.25
mU/ml. de plasma o suero.
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