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I N T R O D U C C I O N



PINTOS (4) los cuales en un herido de la guerra de Africa, que 
tenia alojada una bala en el tallo hipofisario, advirtieron el 
desarrollo de un slndrome de hipogonadismo masculine secunda—  

rio, obesidad y diabetes inslpida.

Actualmente sabemos que la hipôfisis no funciona en forma 
autônoma, sino que estâ regulada por un grupo de hormonas que 
proceden del Hipotâlamo (5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,352) 
De ésto puede deducirse que el Hipotâlamo y la Hipôfisis, cons 
tituyen una unidad funcional-endocrina. El comportamiento de 
la unidad Hipotâlamo-hipofisaria es de extraordinario interês, 
porque explica las Intimas relaciones de los dos sistemas in- 
tegradores de los mamlferos superiores; el Nervioso Central y 
el Endocrine. La secreciôn de las hormonas adenohipofisarias 
depende del Hipotâlamo por medio de la neurosecreciôn de zonas 
întimamente relacionadas con el cerebro visceral. De esto pue 
de deducirse la complejidad, y al mismo tiempo explicarse el - 
porqué, de los arcos reflejos que regulan las secreciones. La 
Prolactina (PRL), por ejemplo, puede ser liberada como respues 
ta al estîmulo del coîto, la corticotrofina puede ser liberada 
en respuesta al stress. Y, asî pueden enumerarse ejemplos muy 
variados, que explican claramente la conexiôn que tiene la ade 
nohipôfisis con las estructuras del SNC, a través del Hipotâla 
mo. Es muy importante también, saber que la interrelaciôn —  

existente entre el Hipotâlamo y la Hipôfisis anterior se efec- 
tûa a través de un influjo humoral especîfico, de acuerdo con 
los postulados de GREEN Y HARRIS (18). Los quimiotransmisores 
originados en el Hipotâlamo llegan a la Hipôfisis anterior por 
el sistema Porta-Hipofisario (19) donde ejercen su acciôn de - 
liberadores: "releasing".



I. 1. ASPECTOS HISTORICQS

Résulta interesante realizar un pequeho resumen cronolôgi 
CO de los diversos experimentos fundamentales que han conduci 
do a los conocimientos que actualmente se tienen de la Neuro- 
endocr inologla.

En contraste con la Neurohipôfisis o lôbulo posterior, —  

que recibe abundantes fibras nerviosas a través del tracto Hi 
potâlamo-Hipofisario, el lôbulo anterior posee escasa inerva- 
ciôn como lo afirmara ACHUCARRO en 1912 (20). Inmediatamente 
después de esta constataciôn, se formulô la hipôtesis de que 
el Sistema Nervioso Central podria influir en la adenohipôfi- 
sis por medio de un particular sistema vascular denominado —  

"Sistema Porta-Hipofisario", descubierto por POPA y FIELDING 
(19) y que luego HARRIS (21) constaté en casi todos los verte 
brades. Estos vasos que se originan en capilares situados en 
la Eminencia Media e Infundibulum, descienden a lo largo del 
pedûnculo hipofisario y se introducen en los sinusoïdes del - 
lôbulo anterior de la hipôfisis. El que la sangre en dicho - 
sistema progress en forma descendante fué demostrado por —  

HOUSSAY en 1935 (22) y confirmado por WISLOCKI y KING un aho 
mâs tarde (23); posteriormente, GREEN y HARRIS en 1949, lo co 
rroboraron en la rata (24). Ahos mâs tarde se desarrollô un 
conocimiento anatômico mâs complete de los vasos del sistema 
Porta-hipofisario al describirse los llamados vasos largos y 
cortos, que se originan en el plexo capilar primario de la —  

eminencia media y terminan en los sinusoïdes de la hipôfisis 
anterior (25). De lo expuesto résulta claro que ya sea de la 
Neurohipôfisis o de la eminencia media, la sangre puede pene- 
trar directamente en la Adenohipôfisis, como se puede ver en 
la Figura 1.
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Figura 1.-
Vascularizaciôn Hipotâlamo-Hipofisarias 
Netter (63).



El descubrimiento de esta particular estructura vascular, 
que permite la irrigaciôn de la Hipôfisis y, la estrecha rela 
ciôn que se establece entre el lecho capilar primario del sis 
tema Porta-Hipofisario con las terminaciones nerviosas de la 
eminencia hipotalâmica, desencadenô toda una serie de investi 
gaciones tendentes a esclarecer el significado funcional de - 
esta entidad Hipotâlamo-Hipofisaria. Y, asî en 1950, los tra 
bajos de HARRIS (26) demostraron que los vasos portales des­
pués de la secciôn del pedûnculo hipofisario, se regeneraban 
râpidamente. Con la regeneraciôn de los vasos portales se —  

instalaba nuevamente la relaciôn anatômica normal entre Hipo­
tâlamo e Hipôfisis y el retorno de la funciôn hipofisaria. 
Esta fué una prueba a la tesis de regulaciôn humoral de la Hi 
pôfisis anterior y de que la misma dependla de la integridad 
del sistema Porta-Hipofisario.

Luego se siguieron otra serie de experiencias, que confir 
maban esta tesis. El transplante de la hipôfisis en un lugar 
distante de la silla turca es seguido de trastornos en la fun 
ciôn hipofisaria, sobre todo en lo concerniente a la sîntesis 
y liberaciôn de gonadotrofinas (Foliculo-estimulante (FSH) y 
Luteinizante (LH)) y, en forma menos pronunciada, respecto a 
la de adrenocorticotrofina (ACTH) y a la de Tirotrofina (TSH) 
(27). Ahos después el mismo HARRIS (21) demostrô que aunque 
la mayorîa de las hormonas hipofisarias, disminuîan o anula—  

ban su producciôn cuando eran transplantadas a otro lugar, ha 
bîa una excepciôn a la régla, la excepciôn estaba representa- 
da por la PRL, que en taies condiciones no sôlo continuaba —  

sintetizândose, sino que se segregaba en cantidades superio—  
res a las normales.



El retorno a un funcionamiento normal solamente se conse 
guîa cuando la glândula era reimplantada bajo el Hipotâlamo, 
ya sea inmediatamente después de haberla sacado de la silla 
turca o bien después de un tiempo mâs o menos prolongado de 
haberla transplantado en un lugar lejano de la silla turca -
(27) .



II. LOGALIZACION ANATOMICA DEL HIPOTALAMO

El Hipotâlamo, como su nombre lo indica estâ debajo del 
Tâlamo, en una zona central del cerebro. Su limite anterior 
estâ formado por un piano que pasa por la lâmina terminalis, 
la comisura blanca anterior por arriba y el quiasma ôptico - 
por abajo. El limite posterior lo constituye un piano que - 
va de la comisura blanca posterior al borde posterior de los 
cuerpos mamilares. Dorsalmente el surco hipotalâmico delimi 
ta el Hipotâlamo y el Tâlamo. El tuber cinereum constituye 
el limite ventral. El limite lateral del hipotâlamo estâ —  

presentado por un piano imaginario anteroposterior que pasa 
por fuera de los pilares anteriores del fôrnix. Siguiendo a
Le Gros Clark (114) los nûcleos y âreas del Hipotâlamo pue­
den agruparse en très zonas de delante atrâs;

ZONA PREOPTICA; - Area preôptica: medial y lateral
- Area hipotalâmica anterior
- Nûcleo supraôptico
- Nûcleo paraventricular
- Nûcleo supraquiasmâtico
- Nûcleo parvocelular periventricular

ZONA TUBERALIS; - Nûcleo dorsomediano
- Nûcleo ventromediano
- Nûcleo infundibularis o subventricu- 

lar o arcuato.
- Area hipotalâmica lateral
- Area hipotalâmica dorsal

ZONA MAMILARIS: - Cuerpo mamilar
- Nûcleo premamilar
- Nûcleo supramamilar
- Nûcleo intercalado
- Area hipotalâmica posterior



El Hipotâlamo estâ ademâs en conexiôn directa con la Hi­
pôfisis por medio del Tallo Hipofisario, como se ilustra en 
las Figuras 1,2, y 3.



c. CALLOSO

SEPTUM 
PELÜCIOUM

TALAMO

EMINENCIA 
MEDIAQUIASMA 

OPTICO

HIPOFISIS

Figura 2.- Areas y Nûcleos Hipotalâmicos: 1: Area preôpti­
ca (media y lateral); 2. Area hipotalâmica ante­
rior; 3. Nûcleo paraventricular; 4. ^Ûcleo Supra 
ôptico; 5. Area hipotalâmica dorsal; | 6. Nûcleo - 
dorsomediano; 7. Nûcleo ventromediano; 8. Nûcleo 
arcuato; 9. Nûcleo supraquiasmâtico; 10. Area 
hipotalâmica posterior; 11. Cuerpos mamilares; -
12. Area Hipotalâmica lateral. Moguilevsky y 
Schiaffini (78).



III. HORMONAS Y FACTORES HIPOTALAMICOS HIPOFISIQTROPOS
(Liberadores e Inhibidores)

Las hormonas hipofisiotropas del Hipotâlamo afectan la 
secreciôn adenohipofisaria estimulando la liberaciôn y pro- 
bablemente también la sîntesis hormonal; en otros casos, la 
influencia sobre el proceso de secreciôn puede ser de tipo 
inhibitorio.

En estos momentos la existencia de nueve reguladores - 
hipotalâmicos de la pituitaria estâ razonablemente bien es- 
tablecido. La nomenclatura de estos cpmpuestos todavla no 
estâ aceptada de modo universal. El término original de —  

"factores liberadores", fué, en 1968, reemplazado por SCHALLY
(28), con el término de "hormonas liberadoras", "releasing - 
hormones". Por ello nosotros adoptaremos, en este trabajo, 
la nomenclatura propuesta por REICHLIN (29) que nos parece 
la mâs conveniente en el momento actual de nuestros conoci­
mientos. En ella simplemente se aceptan como "releasing hor 
mones" aquéllos compuestos de los que se conoce su extructu- 
ra quîmica y se han sintetizado, quedando el término de "re­
leasing factors" para los demâs.

Los conocimientos sobre estructura quîmica, sîntesis y 
aplicaciôn clînica de las hormonas hipotalâmicas son los si- 
guiente:

III.1. HORMONA LIBERADORA DE LA TIROTROFINA (TRH o TRF)

La TSH estâ regulada por la TRH hipotalâmica (30,31,32,351) 
SCHREIBER y sus colaboradores (33,34) la descubrieron en el - 
61, aunque estudios anteriores (35,36) indicaban claramente - 
su presencia.



SCHALLY y SUS colaboradores (37) aislaron una sustancla, 
glutâmico-histidina-prolina, la cuâl mâs tarde fué confirmada 
por BURGUS y colaboradores (38) como la TRH.

Su existencia en animales ha podido demostrarse en nume 
rosos estudios (39,40,41,42,43), con el descubrimiento de un 
RIA especifico (45). El estudio de esta hormona es muy difî 
cil ya que es muy lâbil a los âcidos y âlcalis (44,46). Sien 
do su vida media de unos 4 minutes (47) . Su sîntesis al pa- 
recer depende del ATP (48).

Actualmente sabemos que la TRH no solamente es una hor­
mona liberadora, sino que estimula la sîntesis de TSH (49) y 
también que es capaz de estimular la liberaciôn de PRL (50,- 
51,52).

Se ha podido sintetizar un anâlogo mâs potente (53) el 
im-metilderivado, que es 100 veces superior al TRH.

Los estudios en humanos (54,55,56) demuestran que es un 
potente liberador de TRH y de PRL. Y, que muy posiblemente 
se podrîa utilizer en cuadros que cursan con depresiôn endô- 
gena (57,58).

III.2. FACTOR INHIBIDOR DE LA PROLACTINA (PIF)

Las pruebas "In vivo" que demuestran la existencia de - 
un PIF son numerosas (59,60,61,62,63,64,65) y han sido corro 
boradas con transplantes hipofisarios y secciones hipotalâmi 
cas (66,67,68,69,70). Las evidencias mâs absolûtes han sido 
realizadas en cultivos "In vitro" de células hipofisarias —  

(60,61,71,72). Sin embargo su estructura quîmica y sîntesis, 
estân por dilucidarse.
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III. 3. FACTOR LIBERADOR PE LA PROLACTINA (PRF)

Desde que KRAGT y MEITES (73) observaron que el Hipotâla 
mo de la paloma ejerce un efecto estimulante en la secreciôn 
del PRL, se han ido acumulando experiencias (74,75), que ha- 
cen pensar que en los mamîferos la secreciôn de PRL estarîa - 
regulada por dos hormonas. En un principio se pensô que la - 
TRH podrîa ser la hormona estimulante de la PRL, pero hay tra 
bajos que niegan que ésta sea la hormona fisiolôgica (76).

III. 4. FACTOR LIBERADOR DE LA CORTICOTROFINA (CRF)

Los estudios de SAFRAN y colaboradores (80) y posterior­
mente los de Guillemin y col (81) , demostraron la existencia 
de la CRF. En un principio se pensô que la CRF podrîa origi- 
narse de la vasopresina o ser la misma substancia (28,82,83,- 
84,85). Sin embargo hoy en dîa, la diferencia entre vasopre­
sina y CRF estâ perfectamente aclarada (86,87,88,89).

Los intentos por demostrar la secuencia de aminoâcidos - 
de esta hormona (90,91) se han visto seriamente frenados por 
la existencia de una enzima proteolîtica que destruye el CRF 
(30, 399) .

III. 5. FACTOR LIBERADOR DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO GH-RF)

La liberaciôn de la hormona de crecimiento estâ regulada 
por el hipotâlamo (28,30,82,92,93,94,95,96).

Las pruebas directas que confirman la existencia del GH- 
RF, han sido realizadas "In vitro", anadiendo extractos puri- 
ficados de Hipotâlamo a pituitarias aisladas (97,98,99,100).-



Estos mismos extractos inyectados en animales (101,102,103) 
producen un incremento de GH.

Los estudios conducentes a la determinaciôn de la es­
tructura quîmica, estân en un grado muy avanzado y se ha pro 
puesto ya una estructura quîmica, la cuâl es un decapêptido 
(104,105,106). Sin embargo, su total confirmaciôn estâ to- 
davîa por dilucidarse.

III. 6. HORMONA INHIBIDORA DE LA SOMATOTROFINA (GIF, Somatos­
tatina) .

KRULICH y sus colaboradores (107) fueron los primeros -
en demostrar la existencia de una hormona Hipotalâmica, inhi
bidora de la Somatotrofina. Cinco ahos mâs tarde BRAZEAU y
sus colaboradores (108) caracterizaron y sintetizaron este -
compuesto, que es un tetradecapéptido, y, al cuâl ellos lo -
denominaron "somatostatina". El cuâl ha sido localizado en otras 
âreas del cerebro (322).

Este compuesto ademâs de inhibir GH (109), disminuye la 
liberaciôn de FSH, insulina, glucagôn, gastrina, renina, peg 
sina, âcido gâstrico (110,111,112,113,353).

III. 7. FACTOR INHIBIDOR DE LA HORMONA ESTIMULANTE DE LOS ME­
LANOCITOS (MSH-RIH; MSH-RIF)

Se ha demostrado que la secreciôn de la MSH, estâ regu­
lada por un control tônico inhibidor del Hipotâlamo (115,116, 
117) .

CELIS y NAIR con sus colaboradores (118,119) han propues 
to que el péptido prolil-leucil-glicina-amina es la MSH. Sin



embargo los estudios de BOWER y sus colaboradores se oponen a 
ellos (121). CELIS y colaboradores (120) piensan que esta —  

hormona podria ser producto de la divisidn de la oxitocina.

III. 8. HORMONA LIBERADORA PE LA HORMONA ESTIMULANTE PE LOS 
MELANOCITOS (MSH-RH; MSH-RF)

Segûn CELIS y colaboradores (120) de la escisiôn de la oxito­
cina, se producirîan dos pêptidos el uno la MSH-RF y el otro 
la MSH-RIF.

III. 9. HORMONA LIBERADORA DE LA HORMONA LUTEINIZANTE (LH-RH; 
LH-RF; GN-RH)

A este capitule he querido darle el verdadero interés - 
que se merece en el contexte de este trabajo, ya que el suje 
to de esta Tesis es la Fisiofarmacologîa y Aplicaciôn Clîni­
ca de un anâlogo del LH-RH, el D-Trp^-LH-RH. Y, también, —  

porque con esta hormona descubierta por Schally y su grupo - 
en 1971, en estos escasos seis ahos que nos separan, se ha - 
dado margen a una gran producciôn de trabajos que tienen o - 
pueden tener muchîsima importancia desde el punto de vista - 
médico y veterinario. Por lo tanto creo, que sin ser dema—  

siado expresivo para no pecar de exagerado, y tampoco sin te 
ner que resumirlo tanto para no pecar de parco, le he dado - 
a éste tema la extensiôn que se merece.

III. 9. 1. SITIO DE PRODUCCION DEL LH-RH

Este compuesto se produce en el Hipotâlamo (Figs. 2 y 3), 
zona del cerebro que bordea el tercer ventrîculo y se encuen- 
tra por debajo del Tâlamo.
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i'jura 3.-Zonas relacionadas con la Secreciôn de LH-RH:
CA. comisura anterior; PO. ârea preôptica; SQ. - 
ârea supraquiasmâtlca; AHA. ârea hipotalâmica an 
terior; SO. nûcleo supraÔptico; QO. quiasraa 6pti 
co; PV. nûcleo paraventricular; DM. nûcleo dorso- 
mediano; VM. nûcleo ventromediano; AC, nûcleo ar- 
cuato; PH. ârea hipotalâmica posterior; NM. nû—  
cleos raamilares; AM. eminencia media; Hp. hipôfi- 
sis. Moguilevsky y Schiaffini (79).
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En los animales se ha podido demostrar que hay dos zonas 
productoras de LH-RH. Una, ubicada en el hipotâlamo anterior 
(ârea preôptica, nûcleos supraÔptico y supraquiasmâtico) y —  

otra en el hipotâlamo medio (nûcleos arcuato y centromediano)
( 122 ,123 ,124 , 37 9)Mientras que el FSH-RH se produce en el nûcleo 
paraventricular y su inmediata periferia (124) (Fig. 3). En 
este aspecto, una de las experiencias mâs interesantes y défi 
nitorias de que realmente es el nûcleo paraventricular el si- 
tio de producciôn de FSH-RH, es la implantaciôn de ciclohexi- 
mide (un compuesto que inhibe la sîntesis protéica), la cuâl 
localizada en el nûcleo paraventricular inhibe exclusivamente 
la producciôn de FSH-RH, pero no la de LH-RH (124).

Trabajos muy recientes de WEINER y colaboradores (125) ,- 
sugieren que el sitio exacto de producciôn del LH-RH, séria - 
el ôrgano vascullosum de la lâmina terminalis. Por otro lado 
KALRA y colaboradores (286) deducen de su interesantlsimo tra 
bajo que el ârea pre-ôptica es el lugar de mayor producciôn - 
de LH-RH pero que también el Hipotâlamo Medio Basai lo es, —  

aunque en cantidades mucho menores.

Los trabajos de WHITE y colaboradores (126) sugieren la 
posibilidad de que la glândula Pineal sea un sitio excelente 
de producciôn de LH-RH, aunque estos trabajos no han podido - 
ser reproducidos exactamente; es decir, que senalando la gran 
producciôn de LH-RH (127) han abierto un camino para nuevas - 
investigaciones (como el grupo de WILBER (287) , en la que par 
ticipan très instituciones), las cuâles concluyen que el LH-RH 
no solamente se encuentra en el Hipotâlamo sino también en —  

otras âreas del encéfalo, y en algunos sitios en mayor canti- 
dad que en el mismo Hipotâlamo como son el Cerebelo y el Cere



bro medio y en otros sitios en menor cantidad, como son la - 
corteza cerebral y la Pineal.

Por ûltimo senalaremos, que el trabajo de GIBBONS y co­
laboradores (128) demuestra que la placenta "In vitro" es -- 
también capaz de sintetizar LH-RH.

III. 9. 2. DEMOSTRACION PE LA EXISTENCIA PE UNA HORMONA HIPO- 
TALAMICA LIBERAPORA PE LH Y FSH: AISLAMIENTO, ES- 
TRUCTURA Y SINTESIS.

HARRIS Y GREEN(1,21)basados en sus estudios anatémicos y 
fisiolôgicos, llegaron a la hipétesis de que la Hipéfisis era 
controlada por el Hipotâlamo. Su confirmacién fué realizada 
por SCHALLY y su grupo, en una serie de experimentos muy ele­
gantes que culminaron en 1971 con la sîntesis del LH-RH (150, 
151,152,153,154) .

En el quinquenio que va de 1960 a 1965, se demostré la - 
existencia de un material especîfico neurohumoral capaz de —  

producir la estimulaciÔn de LH y FSH en estructuras hipotalâ- 
micas de ratas, animales domésticos y humanos (9,145,146,147, 
148,149).

Por ejemplo IGARASHI y sus colaboradores (9), veîan que 
después de 10 minutos de la inyecciôn IV de extractos âcidos 
de eminencias médias habîa un significative incremento de la 
FSH en ratas ovariectomizadas y tratadas con estrôgenos (50ug 
de benzoato de estradiol) y progesterona (25mg), mientras con 
extractos de corteza cerebral no tuvieron ningûn efecto. Ade 
mâs, cuando se inyectaban estas sustancias en ratas hipofisec 
tomizadas previamente, no habîa elevaciôn de FSH en plasma, -



lo cuâl demostraba claramente la existencia de un factor FSH- 
RH en la eminencia media.

Al principle se pensô que habîan dos substancias respon­
sables de la liberaciôn de LH y FSH a las cuâles se les llamô 
"Factores Liberadores". Sin embargo, trabajos posteriores —  

con material hipotalâmico de cerdo bastante purificado, demos 
traban que estas substancias en animales y humanos tenîan una 
actividad liberadora de LH y FSH (155,156,157).

Posteriormente SCHALLY y sus colaboradores (150,151) 
empleando dos métodos diferentes de purificaciôn aislaron un - 
homogeneizado de cerdos que, con dosls tan pequehas como 0,2 - 
ug LH-RH/rata, causaba un significativo aumento de LH (150,151, 
152) lo cuâl fué medido por un radioinmunoensayo especîfico de 
LH para rata (158). Cuando se aumentaba la dosis, la elevaciôn 
de LH duraba entre 20 y 40 minutos. Las dos preparaciones ex- 
traîdas por los dos métodos anteriores, demostraron tener una 
idéntica actividad especîfica (151) . Midiendo por métodos bio 
lôgicos y por RIA (159) la FSH, se demostrô que con estas subs 
tancias se obtenîa un incremento significativo de FSH. La corn 
probaciôn de que la LH-RH actûa directamente sobre la Pituita- 
ria se realizô en cultivos de Pituitarias de rata a las que se 
anadîa LH-RH y se medîan LH y FSH. Dosis tan pequehas como 1 
nanogramo por mililitro, fueron efectivas (150,151). La inac- 
tivaciôn quîmica o enzimâtica de la LH-RH, se acompahô siempre 
de una pérdida en la actividad para liberar LH y FSH (150,152, 
160,161).

Al mismo tiempo que se realizaron los estudios sehalados, 
quîmicamente se establecîa que la LH-RH, que en un principle -
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se le denominô LH-RH/FSH-RH, ara un decapéptido, compuesto de 
10 aminoâcidos y que contenîa dos aminoâcidos de glicina, uno 
de histldina, arginina, triptôfano, serina, glutâmico, proli- 
na, leucina y tirosina (150,151,152). Como resultado de és—  

tas y posteriores investigaciones que se han realizado y se - 
siguen realizando, se ha llegado a la conclusion de que ésta 
es la ûnica substancia natural, con capacidad de liberar LH y 
FSH,lo cuâl no quiere decir que pueda existir otra substancia 
especîfica, posiblemente otro decapéptido, que estimule la li 
beracién de FSH. En apoyo de esta teorîa existen pruebas ana 
tômicas y fisiolôgicas (124,162).

La secuencia de los aminoâcidos de la LH-RH, fué realiza 
da por un proceso de ultramicroescala, combinando el Edman- - 
Dansyl y acoplando métodos de tritiacién en carbones termina­
les. Estos procedimientos fueron usados directamente después 
de la digestiôn con quimrtripsina y termolisina y sin separar 
los fragmentes. Basados en estos resultados se propuso la si 
guiente secuencia de aminoâcidos; (pyro) Glu-His-Trp-Ser-Tyr- 
Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-amida (152). Posteriormente esta estruc- 
tura fué confirmada con anâlisis secuenciales convencionales 
(153) y por espectroscopla de masa(380%a estructura de la LH-RH 
se muestra en la Fig. 4.

Inmediatamente después de descubierta la estructura quî­
mica de la LH-RH, se procedié a su sîntesis, la cuâl confirmé 
que la estructura propuesta era la correcta (154,163,164).
La sîntesis se realizé por el mêtodo de fase sélida (165,344).

Se pudo comprobar entonces que las propiedades fîsico-quî 
micas de la LH-RH natural de cerdo eran exactamente iguales a
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a la sintética y, ademâs, que la secuencia de los aminoâcidos - 
era exactamente esa y no otra. Los Laboratories Abbot,Hoeschst, 
Yanaihara, Merck Sharp & Dohme, Ayerst y Sankyo han reproducido 
la LH-RH propuesta por SCHALLY y sus colaboradores (166). Otras 
instituciones cientîficas también han corraborado la realidad - 
de este descubrimiento (167,168), dentro de las cuales merece - 
destacarse las del grupo de GUILLEMIN (169), que a los pocos me 
ses de la sîntesis en hipotâlamos de cerdo, comprobé exactamen­
te la estructura propuesta en hipotâlamos de oveja.

Cabe sehalar aquî, a tîtulo de curiosidad, que para los prime—  

ros 200 nanomoles de LH-RH se necesitaron 165.000 hipotâlamos - 
de cerdo (29).

III. 9. 3. BIOSINTESIS DE LA LH-RH

Hasta el momento présente, no disponemos de datos que nos
indiquen de una manera feaciente la biosîntesis de la LH-RH. -
MOGUILEVSKY y sus colaboradores (129) senalan que ciertos frag
mentos de hipotâlamos de ratas pueden incorporar tirosina tri—
tiada (H^-tirosina) dentro de la LH-RH y que su incorporaciôn -
aumenta con la castraciôn. Por otro lado JOHANSON y sus colabo
radores (130) afirman que en la fraccién que ellos denominan mi
tocondrial, de hipotâlamos, puede incorporarse el âcido glutâmi

14co al cuâl previamente se ha marcado con C dentro del LH-RH.- 
Lo dicho indica que el esclarecimiento del mecanîsmo de biosîn­
tesis del LH-RH estâ por demostrarse.

III. 9. 4. ESTUDIOS INMUNOLOGICOS DE LA LH-RH

SCHALLY y colaboradores(76A72,265)han demostrado que la LH- 
RH es capaz de producir anticuerpos y han logrado posteriormen-



-33-

te establecer métodos de radioinmunoensayo para LH-RH bastan 
te especîficos (173). En conejos en que se han desarrollado 
anticuerpos anti-LH-RH, se produce posteriormente atrofia go 
nadal, debido a la neutralizaciôn de la LH-RH endégeno por - 
los anticuerpos (174). Ademâs de este, la administraciôn de 
antisueros anti-LH-RH en ratas, la raahana del proestro, blo- 
quea la liberaciôn de LH y FSH en la tarde y por tanto se —  

produce la anovulaciôn como lo han demostrado ARIMURA y sus 
colaboradores (175), Este hecho sugiere que el anticuerpo - 
anti-LH-RH bloquearîa no solamente la LH-RH sino tcimbién la 
FSH-RH, y séria otra de las pruebas a favor de que la LH-RH 
es la liberadora de LH y FSH. Una de las posibles aplicacio 
nés prâcticas de este descubrimiento séria el control de la 
ovulaciôn en la especie humana, evitando por otra parte, la 
serie de inconvenientes que tienen los otros métodos.

Con los métodos de RIA désarroilados a partir de los es 
tudios inmunolégicos se ha podido detectar la elevaciôn de - 
la LH-RH en plasma periférico a mitad del ciclo en mujeres - 
normales (173) también en la tarde del proestro de las ratas 
(176) y en el estro de la oveja (177,263,264).

Por otra parte con la obtenciôn de sueros anti-LH-RH se 
han podido realizar estudios inmunolégicos e inmunohistoqui- 
micos. PELLETIER y sus colaboradores (178), usando el micros 
copio electrénico, han podido observar que la LH-RH estâ lo­
calizada en los grânulos secretorios de la eminencia media.- 
SETALO y sus colaboradores (179) han visto que en las termina 
les de las fibras nerviosas de la eminencia media hay una —  

fuerte reaccién inmunoreactiva a la LH-RH y también en el ârea
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retro-quiasmâtica y en el nûcleo arcuato, pero en estos dos 
ûltimos en cantidad mucho menor. KIZER (180) basado en los 
estudios inmunolégicos e histoquîmicos en ratas machos adul 
tos, ha podido demostrar que las neuronas conteniendo LH-RH 
no son de origen catecolaminérgico.

WINTERS y sus colaboradores (181) han encontrado canti 
dades significativas en cerebros humanos.

Muy posiblemente este capitule tan interesante de la - 
inmunologia, en los préximos ahos nos aclaren mécanismes —  

que, hoy por hoy, nos son desconocidos. (262,266,337,338).

III. 9.5. METABOLISMO Y VIDA MEDIA DE LA LH-RH

GRIFFITH, KOCH y KÜHL con sus colaboradores (131,132,- 
133) han demostrado muy claramente que los homogenizados de hi 
potâlamos de rata y de cerdo degradan el LH-RH. Segûn Gri­
ffith este querria decir que las peptidasas hipotalâmicas - 
degradan la LH-RH y jugarian un papel muy importante en la 
regulacién de la secrecién de esta hormona. Segûn Kuhl, la 
enzima L-cistina arilamidasa, que inactiva a la LH-RH, po- 
dria ser activada por concentraciones elevadas de LH. Los 
estudios de Koch identifican como productos de la dégrada—  

ciôn de la LH-RH a los polipéptidos -Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly- 
NH y probablemente Leu-Arg-Pro-Gli-NH^, lo que indica que - 
la disyuncién ocurre entre los aminoâcidos 6 y 7.

Los estudios preliminares (127) indican que las células 
del higado, pituitaria y rinén râpidamente rompen la molécu- 
la de LH-RH, y resultados similares se ha obtenido incubando 
LH-RH en plasma.



Usando un RIA especîfico y LH-RH marcada se ha podido - 
determinar que la vida media de la LH-RH es de 4 a 6 minutos. 
La LH-RH tritiada es râpidamente degradada, en sangre (182,358)

III. 9. 6. CARACTERISTICAS QUIMICAS Y BIOLOGICAS DE LA LH-RH

Las caracterîsticas quîmicas y biolôgicas de la LH-RH,- 
que a continuaciôn citaremos, las hemos tomado fundamental—  

mente del trabajo de PAREDES y sus colaboradores (391), y —  

son las siguientes;

- Los anillos imidazol de la HIS e indol del TRP son —  

los grupos mâs importantes y determinan la actividad 
LH-RH.

- Los grupos (PYRO)-GLU-HIST-TRP no presentan actividad 
liberadora de gonadotropinas.

- El remplazo del anillo pirrolinoide con moléculas li- 
neales détermina que la estructura résultante retenga 
actividad LH-RH.

- Al quitar el OH en SER-TYR se détermina una actividad 
LH-RH entre 50-60% en relaciôn al LH-RH original.

- La desaparicién de la ARG, no détermina pérdida de ac­
tividad de la molécula.

- Al quitar la LEU-GLY, disminuyen moderadamente en la 
actividad LH-RH.

- La pérdida de PRO détermina un descenso marcado de la 
actividad LH-RH por alteraciôn molecular.

- La desaparicién del grupo amido de la GLY mantiene en 
un 14% la actividad liberadora de LH y FSH.
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III. 9. 7. MECANISMO DE ACCION DE LA LH-RH

Lo que conocemos hasta ahora sobre la forma en que la 
LH-RH realiza sus acciones en las células hipofisarias, lo 
debemos fundamentalmente a BORGEAT y sus colaboradores(139) 
lo cuâl, después ha sido ampliamente confirmado por otros - 
estudios (135,136,137,138,140), que indican que el mediador 
quîmico de la LH-RH en su accién de liberaciôn tanto de LH 
como de FSH, es el AMP-cîclico. Hay un estrecho paralelîs- 
mo entre los contrôles de AMPc y de las gonadotropinas, de- 
pendiendo del tiempo de incubaciôn y de las concentraciones 
de LH-RH. Al parecer, el Calcio juega un papel muy impor—  

tante para que se realice la estimulaciÔn del LH y FSH por 
parte de la LH-RH y también para la acumulaciôn y estîmulo 
del AMP-cîclico. (405,407,425).

III. 9. 8. OTROS MATERIALES CON ACTIVIDAD LH-RH

En los ahos 71, CHANG y sus colaboradores (183) atribu-
yeron al compuesto (pyro)-Glu-Tyr-Arg-Trp-amida la capacidad 
LH-RH, sin embargo los estudios de SCHALLY y sus colaborado­
res, demostraron de una manera clara y extensa que esto no - 
era cierto (150,151,152,153,154,257).

FAWCETT y sus colaboradores (184) comunicaron la sépara 
ciôn de una gonadotropina distinta a la LH-RH, basândose es­
tos autores en estudios por métodos biolôgicos "In vitro", y 
por RIA de LH y de LH-RH. Sin embargo la actividad biolôgi- 
ca e inmunolôgica de este compuesto tan cercano a la LH-RH -
no es distinta de la propia LH-RH.



En el momento présente, no existen evidencias suficien- 
tes para establecer la existencia de una FSH-RH distinta de 
la LH-RH. Los estudios fundamentales de SCHALLY y sus cola­
boradores (185) demuestran que la LH-RH de hipotâlamos de —  

cerdo es, fundamentalmente, también FSH-RH y, posiblemente - 
-hipétesis mantenida por Schally- esta substancia sea la ûni 
ca que fisiolégicamente tenga capacidad para liberar LH y —  

FSH. Este punto de vista estâ afianzado en las investigacio 
nés que demuestran que hay un bloquée de la LH-RH con anti­
cuerpos anti-LH-RH en ratas (175,186) y hamsters (187).

III. 9.9. EFECTO DE LOS ESTEROIDES SEXUALES EN LA RESPUESTA 
A LA LH-RH

La interaccién de los esteroides con la LH-RH posible­
mente sea quienes regulen de una forma directa la producciôn 
de LH y FSH por parte de la Hipéfisis. Estos hechos se fu- 
dan en numerosos estudios en animales y humanos. Sin embargo 
la explicaciôn de todos los fenômenos de liberaciôn, asî como 
los de feed-back correspondientes a estas hormonas, todavîa - 
no estân muy bien establecidos.

III.9.9.1. Efecto de los esteroides sexuales en la respuesta a 
la LH-RH en animales

La influencia que ejercen los esteroides sexuales, tanto
para la estimulaciÔn como para la inhibiciôn de la LH y FSH di 
rectamente sobre la Hipéfisis, estâ bastante bien esclarecido 
(188,194,259,260,261). Sin embargo este efecto directo sobre la
pituitaria que ejercen las hormonas esteroides sexuales, no -
indican que sea la hipéfisis el ûnico lugar en que actûan. -
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Los trabajos de SMITH y DAVIDSON (189), implantando esteroi­
des en el Hipotâlamo de ratas, sugieren que el "feed-lack" - 
negative se ejercîa en el Hipotâlamo, mientras que el efecto 
positive de los esteroides se producirla a nivel de le pitui 
taria. En el mismo trabajo se senala que la dehidrotestoste 
rona (DHT) suprime la LH por efecto directo tanto a navel hi 
potâlamico como pituitario. JONES y BOYüS (190) administran 
do en perros estradiol, progesterona y testosterona, 2 horas 
antes que la LH-RH inhibe la liberaciôn de LH, siendo el es­
tradiol el mâs potente inhibidor de los très esteroides. 
Después de 24 horas de la aplicaciôn de estas substancias, - 
se restablecieron las respuestas a la LH-RH.

GALLAWAY y colaboradores (191) utilizando cabras han po 
dido demostrar que la testosterona ejerce un efecto bloquean 
te en la liberaciôn de LH tras el estîmulo con LH-RH.

VILCHEZ-MARTINEZ y colaboradores (192,193) han podido - 
observar en ratas, que los esteroides sexuales ejercen un —  

efecto bifâsico en la respuesta al LH-RH. Después de la ad­
ministraciôn de 0.1-0.4 ug de estradiol a ratas, se deja pa- 
sar un tiempo de 1 a 6 horas y se inhibe la respuesta de las 
gonadotropinas. Sin embargo, si se dejan pasar entre 6 y 20 
horas, la respuesta a la LH-RH es significativamente superior, 
por parte de las gonadotropinas, en relaciôn a los contrôles^ 
Lo cuâl indica que hay un efecto positivo por parte de los es 
trôgenos.

Estos resultados también se han encontrado en teineras - 
ovariectomizadas (127) a las cuales se les ha inyectado estra 
diol. Si la estimulaciÔn con LH-RH era 3 horas después de la
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inyecciôn de estradiol, los niveles de LH quedaban deprimi- 
dos, mientras que si se realizaban 18 horas después habîa - 
una mayor estimulaciÔn de LH.

En las ratas, la mayor estimulaciÔn de LH-RH ocurre en 
el proestro, y el mâximo pico como lo han demostrado AIYER 
y colaboradores (193) estâ entre las 17 y 18 horas. También 
hay una buena respuesta en el estro. La respuesta mâs baja 
es en la tarde del diestro I y II teniendo su nadir a las 14 
horas (193) . La administraciôn de un anti-estrôgeno (ICI - 
46474) a las 17 horas del diestro reduce la respuesta de la 
LH-RH inyectado en la tarde del proestro. Esto indica que - 
la fase inicial del incremento de la sensibilidad a la LH-RH 
depende de la marcada concentraciôn del 17 p-estradiol en la 
fase precedente a la liberaciôn de la LH preovulatoria. En 
conexion con estos resultados résulta interesante sehalar —  

que el pico del estradiol es precedente al de LH en ratas - 
(196), monos (198) y en la mujer (197,199,201,202).

Los trabajos que indiquen el posible papel de la testos 
terona son realmente escasos. (258,395).

En la rata, la testosterona puede ser un estîmulo de se 
creciôn continua de FSH durante el estro (127) . Los niveles 
de testosterona son mayores en la tarde del proestro durante 
la liberaciôn de LH preovulatoria. La administraciôn de un 
antisuero, antitestosterona previene el incremento contînuo 
de FSH durante la mahana del estro. Esto podrîa indicar que 
la testosterona ejerce un efecto positivo en la sîntesis de 
la LH-RH a nivel Hipotalâmico.



I Los estudios "In vitro" (195) con pituitarias aisladas
I de rata, sugieren que el efecto de la LH-RH estarîa itiodula-
[ do por los estrôgenos, la progesterona y la testosterona. Y

también los estudios "In vivo" (325,371).

Ill.9.9.2. Efecto de los esteroides sexuales en la respues­
ta a la LH-RH en humanos

I Actualmente podemos afirmar sin ninguna duda que, en -
I el hombre, los esteroides sexuales juegan un papel muy im-
> portante en la regulaciôn de la LH-RH (76,142,166,171,172, -

197,199,201,202,203,204,205,206,207,208,209,210,333,336,350)  ̂

En muchos casos, los esteroides sexuales producen una disminu 
ciôn de la respuesta a la LH-RH (76,166,171,172,197,204,205,- 

j 206,207,208,209,211,212), pero luego se ha descubierto que —
î tienen las dos caracterîsticas en el feed-back, estimulatoria
' e inhibitoria (142,197,201,202,203,204,205,206,208,209,210).-

Los cambios que se producen en los estrôgenos a nivel del ova- 
rio en el ciclo menstrual son responsables de la diferente res 
puesta a la LH-RH. NILLIUS y WIDE (201) y YEN y sus colabora­
dores (142) y, en nuestro laboratorio FEREZ-INFANTE y colabora 
dores (144) han demostrado que la respuesta mayor a la LH-RH - 
es en la fase peri-ovulatoria. YEN y colaboradores (204) han 
encontrado un aumento de la respuesta a la LH-RH particularmen 
te cuando se emplean dosis muy pequehas. La FSH parece ser —  

mâs suceptible de inhibierse por efecto de los estrôgenos que 
la LH. En presencia de dosis elevadas de estrôgenos, la res—  

puesta de la FSH disminuye al estîmulo con LH-RH.

TAYMOR y colaboradores (197) asî como THOMPSON y colabo 
radores (205) han demostrado que la administraciôn de 25-30



\ pg de benzoato de estradiol por Kg de peso corporal o de -
3-5 mg/Kg de progesterona en mujeres con amenorrea secunda 
ria inhibe la respuesta de la hipéfisis a una dosis de 150 
ug de LH-RH.

KEYE y JAFFE (206) utilizando una infusiôn IV de es—  

tradiol a 0.05-0.1 pg/Kg por hora, en mujeres en el dîa 2 
del ciclo menstrual, al inyectarle 50 pg de LH-RH IV en s6 
lo pulso, encuentran una disminuciôn o bloqueo de la res—  

puesta de la LH y un bloqueo de la respuesta de FSH.

SILER y YEN (207) observan que, en mujeres con falio 
ovârico, la respuesta a la LH-RH estâ incrementada, lo que 
se explicarîa puesto que estas mujeres no tienen el feed­
back esteroideo gonadal.

SHERINS y colaboradores (209) y LEE y colaboradores - 
(211) han demostrado que la testosterona disminuye los ni­
veles basales de LH y FSH, siendo un fenômeno dosis-depen-
diente.

III. 9. 10. EFECTOS DE LA LH-RH EN ANIMALES

Las primeras observaciones de SCHALLY y colaboradores
(76,150,151,166,172) demostraban que tanto la LH-RH natural
como la sintética estimulaban la liberaciôn de LH y FSH en
ratas y otra serie de animales. Posteriormente, numéros!si
inos estudios han conf irmado estas primeras observaciones. 
(216,217,218,219,220,256) .

HUMPREY y colaboradores (216) inducen la liberaciôn de 
IH, y ademâs ovulaciôn, con LH-RH, cuando lo administran a



ratas en proestro tomando clorpromazina, en hamsters en - 
preoestro tomando fenobarbital y en conejos en estro. La 
respuesta de las ratas a la LH-RH durante el ciclo estral 
es variable siendo mâxima en el proestro y estro (194,217, 
218). El incremento de la sensibilidad puede ser debida 
al incremento de los estrôgenos circulantes.

KANEMATSU y colaboradores (219) demuestran que, en - 
conejos, una dosis de 2 pg de LH-RH hace que los niveles 
de LH se incrementen 250 veces. La ovulaciôn segûn estos 
mismos autores podrîa inducirse con una dosis de 250 pig/ 
LH-RH/kg.

Se ha demostrado que la LH-RH es activa por diferen­
tes rutas de administraciôn. En ratas la LH se eleva, —  
cuando el decapéptido se inyecta por vîa intracarotîdea ̂ - 
subcutânea, intravaginal, intravenosa, intramuscular, por 
vîa oral, aunque por esta ûltima la dosis tiene que ser - 
al menos 100.000 veces superior a la intracarotîdea (216) .

Otros autores han demostrado que por el lîquido cefa 
lorraquîdeo (la inyecciôn se realiza en el 3®^ ventrîculo) 
la LH-RH puede ser transportada a la sangre de la parts - 
hipôfisis en cantidades significativas, y, ademâs la LH-RH 
administrada intraventricularmente estimula y prolonga mâs 
la liberaciôn de LH que cuando se da intravenosamente (220) 
ONDO y colaboradores (221) han demostrado también que la - 
infusiôn de LH-RH en los vasos portales estimula significa- 
tivamente la LH.
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La FSH, también aumenta significativamente después de 

la administraciôn de LH-RH, lo que ha sido demostrado "In 
vivo" e "In vitro" (221,22,223,224).

FERIN y colaboradores (225) estudiando Macacus Rhesus, 
han encontrado que la mâs alta respuesta a la LH-RH se en­
cuentra a mitad del diclo menstrual de las raonas. Sin em­
bargo otros autores (76,166,172,226) han visto una relati- 
va insensibilidad de la hipôfisis en respuesta a la admi—  

nistraciôn de LH-RH, esto, posiblemente debido a problemas 
de ambientaciôn que sufren estos animales cuando son tras- 
ladados fuera de su habitat normal (227).

Numerosas publicaciones demuestran que la LH-RH eleva 
la LH plasmâtica en ovejas, cerdos y gatos (127,229,230, - 
231,228).

SYMONS y colaboradores (229) han observado en ovejas 
aumento de la LH luego de dosis 100 y 500 pg de LH-RH, por 
vîa IV y subcutânea (SC). Demuestran también que la inyec 
clones prolongadas o una infusiôn muy extensa de LH-RH, —  

puede disminuir progresivamente la respuesta pituitaria.

SEGERSON y colaboradores (230) demuestran, trabajando 
en ovejas, que la LH-RH es capaz de inducir al ovulaciôn y 
ademâs que es posible adelantar el momento de la ovulaciôn.

POMERANZ y colaboradores (231) han demostrado que la 
respuesta a la LH-RH en cerdos puberales y en cerdos adul- 
tos castrados estâ aumentada.



En berneras utilizando dosis entre 0,25 y 1 mg de LH-
f RH administradas intracarotîdeamente, intramuscularmente o
t• subcutâneamente, se produce un incremento de la LH y FSH,-
I

y, ademâs se puede conseguir la ovulaciôn. La mejor res—  

puesta de las gonadotropinas se encuentra el dia del estro 
I (127) .

I
i MONGKONPÜYA y colaboradores (232) han demostrado que
\ después de la castraciôn a los toros, la respuesta de las
‘ gonadotropinas a la LH-RH se incrementa.

j CUNNINGHAN y FURR y sus colaboradores (233,234) demues
[ tran que la LH-RH, administrada IV a polios entre los 14 y
 ̂ 2 0 semanas, incrementô la LH entre los 5 y 10 minutos des-

II pués de la inyecciôn. Los niveles de la LH retornan a la
normalidad después de una hora. En animales intactos, la 
cantidad de LH liberada depende de la dosis. Demuestran - 
también que una inyecciôn subsiguiente de LH-RH, dos horas 
después, no altera la respuesta hipofisaria.

? En resumen, podrîamos decir que los estudios en anima
les nos llevan a afirmar que la LH-RH no tiene especifici- 
dad de especies, lo cuâl, lôgicamente, abre posibilidades 
énormes para su utilizaciôn y también nos hace pensar que 
también los otros péptidos hipotalâmicos participarîan de 
estas cualidades.

III. 9. 11. DIAGNOSTICO CLINICO CON LA LH-RH EN LA ESPECIE 
HUMANA

S
i■ Hasta el momento présente, la ayuda que puede brindar

la LH-RH, en la diferenciaciôn exacta entre varios tipos - 
de hipogonadismos no estâ muy bien precisada.(141,143,318).



Se ha demostrado que en pacientes con Slndrome de Turner 
y Klinefelter, hay una muy buena respuesta a la LH-RH. Una - 
falta de respuesta a la LH-RH en pacientes con Enfermedad de 
Sheehan ha sido observada, aunque hay algunos que responden,- 
pero siempre por debajo de los limites normales. Ultimamente 
se ha visto que en pacientes con hiper-prolactinemia, la res­
puesta a la LH-RH estâ disminuîda.

En general la FSH responde en mueha menor cantidad que - 
la LH, en individuos normales, excepto en los siguientes ca­
sos: fase folicular muy temprana, menopausia, nihos, especial 
mente en los prepuberales. También existen casos patolégicos 
en los que la FSH se eleva mucho mâs por ejemplo en las azoos 
permias. Nos interesa en este capltulo revisar los résulta— ■ 
dos que diferentes autores han obtenido hasta el momento, en 
mujeres, hombres y nihos.

III.9.11.1. Diagnéstico Cllnico de la LH-RH en mujeres

Para realizar el test de la LH-RH, la mayor parte de 
los autores prefieren la via iv(247)En general no existen dif e 
rencias significativas cuando se utiliza la via IV, IM o SC^ 
Sin embargo RANNEVICK y THORELL (249) sehalan que cuando 
ellos administran 100 ug de LH-RH por via IM a mujeres ameno 
rreicas, las gonadotropinas se elevan mâs, y se mantienen du 
rante mâs tiempo que cuando se les administra via IV. JEPPSON 
y colaboradores (250) han demostrado que aplicando 2 mg de - 
LH-RH intranasalmente se estimula la liberaciôn de LH y FSH 
en mujeres; sin embargo, a dosis de 4 mg, sublingualmente, - 
no se produce dicho efecto.



VAITUKAITIS y colaboradores (235), usan clomifeno y - 
una dosis de 10 pg de LH-RH en mujeres con amenorrea prima 
ria y secuandaria y definen una nueva subclase de amenorrea^ 
Si la respuesta al clomifeno por parte de la LH y FSH es ba 
ja y hay diferentes respuestas al LH-RH cualitativa y cuan- 
titativamente, estarlaraos en estos casos ante una amenorrea 
de causa hipotalâmica por déficit de producciôn de LH-RH en 
dôgeno.

Entre nosotros, BOTELLA y CHARRO y sus colaboradores - 
(251,252) dan también mucha importancia al estudio conjunto 
de la prueba funcional del clomifeno y de la LH-RH. Posi­
blemente cuando no hay respuesta al clomifeno y si al LH-RH, 
el problema sea de fallo hipotalâmico.

GINSBURG y sus colaboradores (236) son otro de los gru 
pos que estudian el Test combinado del Clomifeno y de la LH 
-RH. Ellos observan que en mujeres con fallo gonadal o con 
fallo prematuro del ovario, hay una exagerada respuesta de 
las gonadotropinas a la LH-RH; sin embargo la LH no se in­
crementa después de la administraciôn de clomifeno. Las pa 
cientes que tienen una respuesta ausente o baja a la LH-RH 
tampoco responden al clomifeno. En la casuîstica que pre—  

sentan, 7 de las 13 mujeres amenorreicas responden al clomi 
feno. Esta observaciôn les hace pensar que, en las pacien­
tes que respondieron a la LH-RH y no lo hicieron al clomife 
no, la causa de la amenorrea con anovulaciôn estâ a nivel - 
Hipotalâmico.

YEN y colaboradores (237) encuentran que, en pacientes 
anovulatorias, las fluctuaciones episôdicas de la LH estân



ausentes, y en estos casos, presumiblemente, el diagnôstico 
sea amenorrea hipotalâmica.

PATTON y TAYMOR con sus colaboradores (197,243), encuen 
tran que la respuesta a la LH-RH en pacientes' con amenorrea 
hipotalâmica es normal.

Las mujeres con fallo primitivamente ovârico tienen in­
crementada tanto la LH como la FSH al estîmulo con LH-RH.
Los primeros estudios en pacientes con Slndrome de Turner ya 
lo indicaban (171,172). Luego MORTIMER y colaboradores (246) 
y DONALD y colaboradores (244) han comunicado que los pacien 
tes con hipogonadismo primario tienen una respuesta muy mar­
cada de FSH en comparaciôn con sujetos normales.

Los pacientes con anorexia nervosa muestran una pobre - 
respuesta de la LH tras el estîmulo con LH-RH (238,239,240)^ 
La causa de que no exista una buena respuesta de la LH podrîa 
deberse a una prolongada deficiencia de la LH-RH, lo cuâl a 
su vez condicionarîa una falta de respuesta pituitaria. La 
ausa original de este slndrome no estâ perfectamente defini- 
da.

VANDERKERCKHOVEN y sus colaboradores (238) , sugieren —  

que el Test de la LH-RH podrîa ser de utilidad para distin—  

guir entre casos de amenorrea psicôtica leve, (en los cuales 
la respuesta cualitativa a la LH-RH es completamente pareci- 
da a la de la mujer normal), de los casos de amenorrea por - 
anorexia nervosa, en que la respuesta de la LH estâ bastante 
reducida.



- 4 0

WARREN y sus colaboradores (241) han visto que en muje­
res que tienen una severa pérdida de peso, la respuesta a la 
LH-RH estâ bastante disminuîda. Las pacientes con amenorrea 
secundaria que ademâs habîan perdido peso por dietas impues 
tas por ellas mismas, se hicieron refractarias a la LH-RH; - 
sin embargo en el momento en que aumentan de peso la respues 
ta se normaliza.

Trabajos de AONO y su grupo (242), y mâs recientemente 
de CHARRO y colaboradores (253) , demuestran que en el Sîndro 
me de Sheehan o hipopituitarismo, la mayorîa de las pacien-- 
tes no responden a la LH-RH y de aquellas que lo hacen, la - 
respuesta es bastante baja.

En mujeres con ovarios poliquîsticos tîpicos, se mues—  

tran unos niveles elevados de LH y una respuesta exagerada - 
de la misma a la LH-RH mientras que la respuesta de FSH es - 
baja (197,243).

MORTIMER y colaboradores (246) , realizaron una prueba - 
con lOO ug de LH-RH IV, en 155 pacientes con gran variedad - 
de enfermedades en el eje Hipotâlamo-hipofisario-gonadal.
137 de estas pacientes, o sea el 88%, eran hipogonadales. A 
mi juicio, el punto crîtico de este estudio fué demostrar que 
la LH-RH es incapaz de distinguir entre hipogonadismos de —  

causa hipotalâmica e hipogonadismos de causa pituitaria.

KELLER y otros (245) han desarrollado el"Indice de Gona 
dotropinas Hipofisarias Humanas" (HPGI: "human pituitary go 
nadotropin index"), al observar la respuesta de LH y FSH y - 
17.0,- estradiol en 339 mujeres amenorreicas y 74 pacientes -



-49-
voluntarias normales. Realizaron el test con 25 ug de LH-RH ya 
que con estas dosis ven un incremento significativo de LH y FSH 
en mujeres normales. Sus observaciones le llevan a sugerir que 
este HPGI puede ser de utilidad en las amenorreas funcionales - 
antes, durante y después de una terapia. Este Indice asociado 
con el Clomifeno puede dar una informacién mâs adecuada para la 
posible diferenciaciôn entre la disfunciôn hipotalâmica y la hi 
pofisaria.

KATZ y CARR (248), observan la respuesta de los esteroides 
gonadales, especialmente estrôgenos, después de la administra—  

ciôn de la LH-RH. En mujeres con amenorrrea hipotalâmica, des 
pués de la administraciôn de la LH-RH aumentan los niveles de - 
estrôgenos, mientras que en los pacientes que adolecen de un —  

problema ovârico este fenômeno no sucede asî.

Resumiento lo expuesto podrîamos decir:

1.- El fallo ovârico, se caracteriza por tener niveles eleva—  

dos de LH y FSH basales, acompahados de una exagerada res­
puesta al LH-RH.

2.- El sîndrome tîpico del ovario poliquîstico, se caracteriza 
por presentar niveles altos de LH y bajos de FSH, acompaha 
dos de una respuesta elevada de LH y baja de FSH, tras el 
estîmulo con LH-RH.

3.- Ausencia o disminuciôn de la respuesta del LH tras LH-RH - 
nos podrîa indicar:
- Fallo Hipotalâmico
- Amenorrea hipotalâmica por anorexia nervosa y/o pérdida 

exagerada de peso.



4.- En una amenorrea primaria podermos tener:
- Ausencia de respuesta al LH-RH, lo que nos indicarîa le- 

siôn hipofisaria.
- Respuesta normal o déficiente: patologîa hipotalâmica
- Respuesta exagerada: disgenesia gonadal

5.- Combinando el LH-RH y el Clomifeno podrîamos acercarnos —  

con mayor seguridad al diagnéstico de la lesiôn. Si la al 
teraciôn es a nivel hipotalâmico, no hay respuesta al clo­
mifeno pero hay una respuesta al LH-RH.

6.- El ver la respuesta de los esteroides sexuales, también —  

nos ayudarîa a diferenciar si la causa es Hipotalâmica u - 
ovârica. Si al dar LH-RH los esteroides sexuales aumentan, 
la lesién posiblemente es de causa hipotalâmica.

III.9.11.2. Diagnéstico Clînico del LH-RH en hombres

GONZALEZ-BARCENA y sus colaboradores (254) administrando - 
LH-RH a hombres normales por diferentes vîas encuentran que la 
mâxima respuesta para LH y FSH se produce cuando administran - 
250 jaq en infusiôn IV continua durante 4 horas. Encontrando - 
un doble pulso que BREMMER (255) nuevamente lo ha visto en un 
trabajo mâs reciente.

Una sola inyecciôn de 100 jag de LH-RH dada por vîa IV, IM 
o SC libera prâcticamente las mismas cantidades de LH y FSH - 
con tiempos similares independientemente de la vîa de adminis­
traciôn. Esto fué confirmado por MORTIMER (267) que observé - 
también liberaciôn pulsâtil asincrônica de LH y FSH, después - 
de la administraciôn de LH-RH. La administraciôn intranasal - 
de 2 mg de LH-RH es menos efectiva que la parenteral (267,268, 
269,170) aunque las estimaciones de la absorciôn por ruta in­



tranasal varîan desde solo 1,25% a un 2% de la dosis. Esta via 
puede tener una aplicaciôn prâctica enorme en el futuro. (373).- 
Varios investigadores han encontrado aumentos de la testostero- 
na plasmâtica en algunos jôvenes tras LH-RH (271,272,278). 
SCHWARSTEIN y sus colbaradores (271) han podido demostrar que - 
con una dosis de 50 jig de LH-RH, la LH, FSH y T, sufren varia- 
ciones a diferentes horas del dîa en horabres normales. La mâxi 
ma respuesta la obtuvieron a las 6 y 18 horas del dia.

El uso dlagnôstico de la LH-RH tiene problemas similares a 
aquellos discutidos en el caso de las mujeres. El valor del —  

Test de la LH-RH para diagnostîcar las enfermedades hipotalâmi- 
cas y las pituitarias, en el caso de los hipogonadismos masculi 
nos, no estâ todavîa aclarado (246). Sin embargo es posible que 
con el uso de pequenas dosis del orden de 25 pg para el test de 
la LH-RH (277) se pudiesen agudizar mejor estas diferenciacio- 
nes. Si a esto se le anade el test del clomifeno, el diagnôsti 
co puede completarse perfectamente. Los hombres que no respon- 
den al Clomifeno pero que tienen una respuesta buena al LH-RH,- 
casi con seguridad tienen una lesidn de origen hipotalâmico o - 
de una estructura superior (275,276,277).

Las medidas de la respuesta de T, a la LH-RH pueden ofre- 
cer también informaciôn mayor para el diagnôstico (278) . Aun—  

que una de las comunicaciones indicaba la gran heterogeneidad - 
de la respuesta de las gonadotropinas a la LH-RH en el hipogona 
dismo hipogonadotrôpico (273), hay otros estudios que han encon 
trado que la mayorîa de los pacientes (274) o todos los pacien- 
tes (275) afectados, respondîan, especialmente después de inyec 
clones repetidas de LH-RH (134) . Hombres con aplasia germinal 
que tienen niveles basales de LH y FSH mâs altos, muestran una



mayor respuesta a la LH-RH, cuando se comparan a los contrôles 
(280). Los hombres con oligospermias también responden al es- 
tîmulo con LH-RH (177,277). Scharztein ha encontrado que en - 
los hombres oligospérmicos normogonadotrôpicos la respuesta de 
la FSH era normal, pero la de la LH, era menor que los contrô­
les y los niveles de T sublan mâs despacio que en los normales^ 
Sin embargo FRANCHIMONT y sus colaboradores han hallado que en 
pacientes oligospérmicos idiopâticos y azoospérmicos, la LH-RH 
ocacionalmente causa una elevacién exagerada en la FSH plasmâ- 
tico, indicando una mayor réserva pituitaria de FSH, que en —  

los normales. (285).

En resumen, el Test de la LH-RH, para el uso diagnéstico 
en hombres todavîa no esté bien estudiado, y sin embargo en -- 
combinaciôn con la prueba del clomifeno puede ser de gran uti- 
lidad en el diagnéstico de los hipogonadismos de causa hipota- 
lâmica o pituitaria.

III.9.11.3. Diagnéstico Clînico de la LH-RH en ninos

KASTIN, SCHALLY y colaboradores (288) en el aho de 1971,- 
vieron que en sujetos prepuberales la LH-RH era capaz de indu- 
cir la libaracién de LH y FSH, con posterioridad a este estu—  

dio, muchos autores se han dedicado a investigar la liberacién 
de gonadotropinas en relacién con la pubertad (199,281,282,283, 
284,285,286). ROTH y sus colaboradores (281) observan una li­
beracién sorprendente de LH, después de la inyeccién de la LH- 
RH en la pubertad; pero con los ninos prepuberales la respues­
ta es minima. También han observado que la respuesta de la T, 
es diferente tras del estimulo con LH-RH; los hombres adultos 
responden mucho mejor que los varones prepuberales y la respues 
ta mâs pequena se encuentra en ninos prepuberales (282).



I* JOB y colaboradores (283) describen una elevacién altamen
i te significative de los niveles de la LH plasmâtica en ninos -

de ambos sexos y una mayor liberacién de FSH, en ninas como —  

respuesta a la LH-RH.

I FRANCHIMONT y sus colaboradores (199) encontraron mâs tar
 ̂ de que, después de instaurada la pubertad, el coclente FSH/LH
ç estâ invertido, y que el aumento de LH es mayor que el de FSH,
i en respuesta a la administracién de 25 jug de LH-RH.

\ En un estudio de BERMUDEZ y colaboradores (289) , la LH-RH
i fué administrada a ninos prepuberales y hombres adultos en una
t infusién IV de 4 horas de duracién con una dosis de 100 |ig/m^
' de superficie corporal. Los niveles plasmâticos de LH, FSH y

T y androstenediona fueron medidos por RIA. Se encontraron —  

con que la liberacién de LH era mayor que la de FSH en los adul 
tos, después de la administracién de LH-RH, con un ligero incre 
mento de la T plasmâtica.

La interpretacién exacta de los datos depende de si los 
resultados son expresados en cantidades absolutas: miu/ml, como 
un incremento mâximo porcentual ( tk Mx%) o como cantidad total 
de hormona liberada. Pero, independientemente de la manera de 
expresar los datos, éstos apoyan la idea original (288) de que 
tante los ninos como los adultos liberan gonadotropinas, en —  

respuesta a la LH-RH.

JOB y colaboradores (281) propusieron el uso de la LH-RH 
para la evaluacién de la réserva hipofisaria de gonadotropinas 
en pacientes prepuberales con varies desérdenes hipotalâmicos,
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pituitarios o gonadales. Posteriormente mostraron (282) que - 
en ninos hipopituitarios la hipôfisis no respondla a la LH-RH 
y que los ninos con hipogonadismos-hipofonadotrôpicos respon—  

dîan menos que los contrôles normales prepuberales,

El test de la LH-RH podrla tener utilidad para demostrar 
una deficiencia hipotalâmica y/o pituitaria antes del tiempo - 
fisiolôgico de la pubertad(284). Los pacientes agonadales con 
12 anos o mâs mostraban respuestas elevadas al LH-RH, pero los 
ninos agonadales con 11 anos o menos mostraban un Incremento 
menor, lo que sugiere que los esteroides sexuales pueden no in 
fluir en los cambios de la regulaciôn de la LH y FSH, que ocu- 
rren al principle de la adolescencia (285). ILLIG y sus cola­
boradores (358) sugieren que en la pubertad el Test de la LH- 
RH, puede ser dtil en el diagnéstico para distinguir entre un 
fallo gonadal primario y pituitario primario; los ninos con fa 
llo testicular muestran una elevada respuesta a la LH-RH y los 
que tienen hipopituitarismo idiopâtico, respuestas disminuldas.

III.9.12. Estudios y respuesta a la LH-RH en varias enfermeda­
des endocrinas; Acromegalia, Cushing y en pacientes 
tratados con glucocorticoides

En uno de los primeros trabajos sobre el efecto de la LH- 
RH en acromegâlicos (166) se vié que, en très pacientes con es 
te sîndrome, la respuesta a la LH-RH y TRH fué diferente. Uno 
de los pacientes, tras el estimulo con LH-RH, libéré LH; pero 
luego de la TRH no hubo liberacién de TSH. El segundo pacien- 
te, con acromegalia activa, libéré TSH, en respuesta a la LH- 
RH y TRH, respectivamente. En algunos pacientes con acromega­
lia se ha visto la respuesta a la LH-RH con una liberacién de



hormona de crecimiento y también de LH y FSH (335,290). Esto 
quizâs podrîa indicar que en esta enfermedad los receptores - 
de la memebrana de las células hipofisarias estân afectadas y 
han perdido su especificidad para cada una de las hormonas li 
beradoras. Hasta el momento présente no se ha investigado la 
respuesta de la LH-RH en ninos recibiendo hormona de crecimien 
to.

En la enfermedad de Cushing, BOCCUZZI y sus colaboradores 
(214) piensan que la depresién de la respuesta a la administra 
cién de LH-RH, se podrîa deber a los niveles elevados de corti 
sol. Entre nosotros, CHARRO y colaboradores (253) han visto - 
que en pacientes tratados crénicamente con hidrocortisona, no 
hay variaciones significativas de la LH y la FSH en respuesta 
al LH-RH. Tampoco con la administracién aguda de 250 pg IV en 

j 2 horas. Sin embargo, estos autores, han demostrado que la ad
5 ministracién de ACTH, produce una significative disminucién de
f la respuesta de la LH y FSH. Estos resultados les llevan a --
; pensar que la respuesta disminuîda en el Cushing no se deba a-
( un exceso de cortisol, ya que en sujetos tratados aguda o cré-i

nicamente con dosis elevadas de hidrocortisona la respuesta al 
[ LH-RH no se modifica. Por lo tanto, piensan ellos, que posi—

blemente los andrégenos producidos por la estimulacién con ACTH 
’ son los que frenarîan la respuesta al LH-RH. Sin embargo, es­

te punto estâ todavîa muy discutido y merece profundizarse en
él, ya que por ejemplo, SAKAKURA y sus colaboradores (213), tra

1/2tando con prednisona durante 1 meses, encuentra una disminu­
cién de la respuesta al LH-RH. Otros aspectps en Patologîa se am 

I plîan en diverses estudios.(215,303,376).
III. 9. 13. USO TERAPEUTICO DE LA LH-RH



III.9.13.1. Uso terapéutico de la LH-RH en mujeres

Los estudios de SCHALLY y sus colaboradores (76,166,172), 
KASTIN (171), ZARATE (296), han demostrado que la LH-RH puede 
liberar suficiente cantidad de gonadotropinas para inducir un 
crecimiento folicular adecuado con maduracién y luego ovula—  

cién. Este hecho ha sido confirmado posteriormente por varios 
autores, (297,375,386,390,294,360,363,400,414).

Al menos très grupos de investigadores han intentado el - 
uso combinado de la LH-RH con Clomifeno y/o Pergonal (297,298, 
375,386). NAKANO y sus colaboradores (297,386), han encontra­
do que con el uso de la LH-RH son capaces de inducir ovulacién 
y embarazo, en mujeres anovulatorias normales después de la in 
seminacién artificial, y en pacientes anovulatorias con o sin 
pretratamiento con clomifeno. Aunque 10 de las 31 pacientes - 
con ciclos anovulatorios o amenorrea secundaria aparentemente 
evularon, solamente dos concibieron. KELLER y sus colaborado­
res (375) también han sugerido que lo mejor es un pretratamien 
to con clomifeno o HMG (Pergonal) para inducir la ovulacién —  

mâs tempranamente que con el uso del LH-RH sélo.

Es también de interés sehalar que la administracién de LH 
-RH, como lo han demostrado ZANARTU y sus colaboradores (434) , 
puede producir ovulacién en mujeres anovulatorias por causas - 
iatrogénicas debidas a tratamientos prolongados con depo-Proge 
vera o acetado de depo-clormadinona. Dos de 16 mujeres ovula- 
ron, y, en très se encontraron folîculos preovulatorios. Sin 
embargo, sobre el total, el percentage de ovulaciones inducidas 
por el LH-RH, era bajo y nuestro conocimiento actual, sobre - 
el uso de esta hormona para terapia en la infertilidad femenina 
es inadecuado.



El tema de la inducciôn de la ovulacién ha sido escuetamen 
te revisado por LUNFELD e INSLER (438). Ellos concluyen que el 
esquema éptimo de la terapia con esta hormona (LH-RH) es insufi 
ciente. Sin embargo, se puntualiza una adecuada informacién so 
bre los esquemas de tratamiento, dosis de LH-RH,etc. La LH-RH, 
en su opinién la cuâl compartimos, podrîa resultar el agente de 
eleccién en el tratamiento de las amenorreas hipotalâmicas.

Otro aspecto a destacar es que la administracién repetida 
(o una sola, ocacionalmente) de esta hormona, presumiblemente,- 
puede reestablecer la respuesta a la LH-RH en casos de amenorrea 
primaria (433) de anorexia nervosa, deficiencia aislada de gona 
dotropinas y varias lesiones orgânicas hipotâlamo-hipofisarias- 
incluyendo los craneofaringiomas (134). COMARU y sus colaborado 
res (331) han observado al restablecimiento de ciclos menstrua- 
les normales en mujeres que sufrîan amenorrea secundaria después 
de un sélo tratamiento con LH-RH.

III.9.13.2. Uso terapéutico de la LH-RH en hombres

El estudio de los diferentes trabajos sobre este tema, nos 
hace ver que la LH-RH es un agente terapéutico dtil también en 
los hombres.

En pacientes masculines con hipogonadismo-hipogonadotrépico, 
el tratamiento prolongado con 500 pg de LH-RH très veces al dîa 
da como resultado una iniciacién y mantenimiento de la secrecién 
de LH y FSH, existiendo una elevacién de la testosterona plasmâti 
ca y restauracién de la potencia,asî como una induccién de la es 
permatogenésis(291). YASHIMOTO y colaboradores(134), dieron a - 
conocer la restauracién de la respuesta a la LH-RH en hombres -
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con deficiencia aislada de gonadotropinas y lesiones hipotâla­
mo-hipof isarias . BESSER (420) también ha encontrado que, en - 
pacientes con craneofaringioma, la administracién repetida de 
LH-RH, puede restaurer la respuesta pituitaria. MEDEIROS-NETO 
y colaboradores (292) en 1973 describlan que la infusién pro—  

longada de LH-RH a dos hermanos con deficiencies multiples de 
hormona tréfica y enanisrao, restauraba la respuesta de gonado­
tropinas al estimulo con 200 jag de LH-RH.

Actualmente sabemos, que la ausencia de respuesta a una - 
sola inyeccién de LH-RH, puede ser el resultado de una depriva 
cién crénica de LH-RH, debida a desérdenes hipotalâmicos en es 
tos pacientes (292). Estudios posteriores, que ya hemos discu 
tido, asi como también los realizados en mujeres (134,171,291, 
331,433) han demostrado que el LH-RH puede restaurer la sinte- 
sis y secrecién de la LH y FSH y en algunos casos restablecer 
una funcién normal hipotâlamo-hipofisaria-gonadal.

El estudio de SCHWARSTEIN y colaboradores (299) sugiere - 
que el tratamiento prolongado con LH-RH (500 pg/dla) aumenta - 
las cantidades de esperma a niveles normales y puede establecer 
una fertilidad normal en algunos hombres oligospérmicos. Estos 
estudios estân siendo confirmados y extendiéndose al uso de anâ 
logos de larga accién. Los resultados preliminares de un aumen 
to de la libido y potencia en los hombres (291,299) por el LH- 
RH son interesantes, especialmente cuando esto ocurre antes de 
que la T haya alcanzado niveles normales. Estas observaciones 
estân de acuerdo con experiencias realizadas en animales (255, 
309) que sugieren un efecto central del LH-RH.



El problema de la formacién de anticuerpos con el uso pro­
longado de LH-RH y sus anâlogos, no ha sido adecuadamente inves 
tigado. El tratamiento en hombres normales con 250 pg de LH-RH 
de 2 a 7 dîas no produce formacién de anticuerpos (408). Sin - 
embargo un paciente con hipogonadismo-hipogonadotrépico, trata- 
do varios meses con LH-RH, para curarle la impotencia, respon- 
diô al LH-RH y fueron detectados en su suero anticuerpos anti- 
LH-RH. Este es el ûnico caso estudiado en el que se haya pro- 
ducido anticuerpos, por lo cuâl nosotros pensamos que el uso —  

prolongado, sobre todo en ninos debe ser cuidadoso.

III. 9. 14. ANALOGOS CON POTENCIA SUPERIOR A LA LH-RH

III.9.14.1. INTRODUCCION

Con posterioridad al descubrimiento de la LH-RH, la mayor 
parte de los investigadores se han convencido de que es necesa- 
rio encontrar anâlogos con una potencia superior a la LH-RH. Es 
to ha determinado que aparezcan multitud de trabajos (76,166, - 
172,300,301,302,305,306,307,312,313,328,329,330,339,340,341,342, 
345,410,423) de anâlogos superactivos y con mayor potencia biolé 
gica que la LH-RH, que tiene una vida muy corta. (165,321,357).

Las bases iniciales para la sîntesis de estos compuestos,- 
fueron los estudios entre estructura quîmica y actividad biolé- 
gica (77,166,172). Parece ser que el âcido piroglutâmico, la - 
histidina y el triptéfano juegan un papel funcional en la acti­
vidad biolégica del LH-RH y simples sustituciones o delecciones 
en estas posiciones, disminuyen o suprimen la actividad del LH- 
RH. Se ha visto también que la sustituciéh de estos aminoâcidos 
por estructuras semejantes, o su aromatizacién o la formacién -



de puantes de hidrôgeno o el cambio de orientaciôn condicionan
cambios en la actividad. As! tenemos que el D-piroGlu^-LH-RH

2tiene un 8% de actividad LH-RH; el Trp -LH-RH un 40%; el (-pi-
2 2 razolil-3-alanina) -LH-RH un 19%; el D-His -LH-RH un 10%; el 2

3 3-naftil-Ala -LH-RH un 52% y el penta-metil-fenil-Ala -LH-RH de
un 34 a un 70% de actividad LH-RH. Las posiciones 2 y 3 son -
también sustituîdas y en general han producido anâlogos inhibi
dores. Sin embargo el tripeptido piro-glutâmico-His-Trp o su
amida son inactivos (76). Las substituciones en las posiciones
4 y 10 han demostrado que producen anâlogos bastante activos, -
y, en el caso de las posiciones 6 y 10, se producen péptidos su
peractivos (300,305,306,307,313,328,329,339,340,341,423).

Entre los anâlogos del LH-RH con sustituciones en las posicio—
nés 4,5,7 y 8 que poseen una relativa mayor actividad que la LH

4 4-RH, estân: la Ala -LH-RH con un 9%; la Treo -LH-RH un 19%; la
5 7 7Phe -LH-RH un 64%; la Val -LH-RH de un 16 a un 35%; la Ile -LH-

RH de un 33-44% y la Lys^-LH-RH de un 11 a 28%. No han sido —
sintetizados muchos anâlogos con sustituciones en la posicién -

99, pero la Ala -LH-RH, sélo tiene 1% de actividad.

III.9.14.2. Estudios bâsicos con anâlogos superactivos

Algunos anâlogos con sustituciones en 6, en 10 o en ambos 
son mâs potentes que la LH-RH y poseen una actividad mâs prolon 
gada (300,305,306,307,313,328,329,340,341,423).

El primer anâlogo superactivo de la LH-RH, el des-Gly^^-LH 
RH ethilamida, fué sintetizado por FUJINO y sus colaboradores - 
(341). En unas 3 a 5 veces mâs potente que la LH-RH (341,423) y 
también parece terner una actividad mâs prolongada (307,423). -



otros anâlogos modificando el carbono terminal, tienen también 
una actividad considerable, y la des-Gly^^-LH-RH-propilamida - 
e s  de 2 a 5 veces mâs activa mientras que la des-Gly^^-2,2,2- 
trifluroetilamida-LH-RH es 9 veces mâs activa que la LH-RH 
(307,341) .

MONAHAN y sus colaboradores (433) fueron los primeros en 
demostrar que la D-Ala^-LH-RH, era mucho mâs potente que la LH- 
RH. La actividad de este anâlogo es de 6 a 7 veces superior a 
la de la LH-RH (329,339). Mâs tarde VILCHEZ-MARTINEZ y colabo­
radores sintetizaron la D-Leu^-LH-RH que ténia una actividad 5 
a 9 veces superior (431) y posteriormente COY y colaboradores - 
(328) descubren otros anâlogos, haciendo sustituciones en posi­
cién 6 con D-aminoâcidos, con capacidad superior al LH-RH, uno 
de los cuales es el D-Trp^-LH-RH, sujeto de esta tesis, y, del 
cuâl hablaremos detenidamente, mâs adelante.

Algunos péptidos, sintetizados por el grupo de SCHALLY —  

(313,329,431) y el grupo de FUJINO (306,340,439) incorporaron 
cambios en las posiciones 6 y 10. Estas combinaciones producen 
anâlogos 30 a 60 veces mâs potentes que el LH-RH. Asi se ha - 
visto, por ejemplo, que la D-Ala^-desGly^^-LH-RHetilamida (EA) 
era de 30 a 40 veces mâs potente que la LH-RH en la liberacién 
de la LH, cuando se inyectaba a ratas machos inraaduras, usando 
los niveles integrados de LH por espacio de 6 horas (313,431).- 
Siguiendo la misma metédica se comprobé que la potencia de libe 
racién de FSH era 15 veces mayor que la de la LH-RH; la activi­
dad de induccién de la ovulacién de este anâlogo en ratas se es 
tima que fué de 50 a 80 veces mâs alta que la LH-RH (339,340).



Después de una inyeccién subcutânea en ratas machos inma- 
duras, la D-Leu-des-Gly^^-LH-RH-EA liberada 53 veces mâs LH y 
15 veces mâs FSH que la LH-RH, por un perîodo de al menos 6 ho 
ras (440). FUJINO y colaboradores (340) encontraron que la ac 
tividad ovulatoria de este compuesto en ratas era 70 a 80 ve­
ces mâs que la de la LH-RH, pero, sorprendentemente, la libera 
cién "In vitro" de FSH y LH sélo era de unas 200 a 400% de la 
de la LH-RH. La D-Ala^-Des-Gly^^-LH-RH-(EA) y la D-Leu^-des - 
Gly^^-LH-RH-(EA) producen también una prolongada liberacién de 
LH y FSH - de 6 a 10 horas - en ratas, cuando se administra -- 
oralmente o intravaginalmente (300,305,306), aunque la dosis - 
necesarias para la via oral eran 1000 veces superiores y para 
la via vaginal 100 veces superiores a la elevacién comparable 
por via subcutânea. "In vitro" las actividades liberadoras de 
LH y FSH delà D-Leu^-desGly^®-LH-RH-(EA), dé la D-Phe^-LH-RH-9- 
(EA) , de la D-Ala^-desGly^^-LH-RH-(EA) y del D-Trp^-LH-RH-(EA) , 
usando células de pituitaria anterior, en cultivos de una sola 
lînea celular (clona), fueron respectivamente: 3000,1500,3000 y 
1500 % de la de la LH-RH (330).

Tanto la D-Leu^- como la D-Ala^-(EA), se probaron en inyec 
cién IM en ovejas (300), siendo la primera 50 y la segunda 42 - 
veces mâs potente que la LH-RH. La Des-Gly^^-LH-RH(EA) fué tam 
bién valorada en ovejas en anestro, en las cuales liberaba mâs 
LH e inducla mâs constantemente la ovulacién que dosis compara­
bles de LH-RH.

El incremento de la actividad biolégica de los anâlogos su 
peractivos del LH-RH con sustituciones en las posiciones 6 y 10 
se ±ribuyé en principio a una mayor unién de los receptores pi- 
tuitarios, a una inactivacién mâs lenta o a una combinacién de



los dos factores (77,341). Se ha podido comprobar que la D-Ala^ 
-desGly^^-LH-RH(EA) se rompe menos râpidamente por las enzimas - 
cerebrales que la LH-RH, y ésto posiblemente se deba a las men- 
cionadas sustituciones en 6 y 10.

MONAHAN y colaboradores (439) sugirieron inicialmente que - 
la mayor actividad de la D-Ala^-LH-RH puede ser explicada por —  

cambios de configuraciôn espacial de este anâlogo, creando una - 
mayor afinidad a los receptores pituitarios que con el LH-RH. —  

Sin embargo trabajos posteriores del mismo grupo, mostraron que 
la actividad de la D-Ala^-N-Me-Leu^-LH-RH en la cuâl el -aminohi 
drôgeno estâ reemplazado por un grupo metilo (Me; metilo), es la 
misma que la D-Ala^-LH-RH, ya que este compuesto puede formar un 
puente de hidrôgeno entre la leucina y la serina, que pensaron - 
podrîa ser el estabilizador de la molécula; por lo tanto la hipô 
tesis de que un cambio de estereoisomerîa configuracional darla 
mâs o menos afinidad ha quedado casi descartada. Los estudios - 
de COY y sus colaboradores (328) demuestran que la N-metil-D-Ala^ 
-LH-RH es 70 veces mâs activa que la D-Ala^-LH-RH, lo cuâl nos - 
sugiere que algo referido a la uniôn con el receptor puede expli 
car la actividad biolégica aumentada de los anâlogos con sustitu 
ciones en posicién 6, con D-aminoâcidos. El carâcter hidrofébi- 
co (lipldico) de la cadena lateral del aminoëacido en posicién 6 
y también su tamano y aromaticidad, pueden contribuir también a 
darle dicha actividad. Se ha encontrado también que la introduc 
cién de grupos butil-terciarios, dentro de las cadenas latérales 
en posiciones 6 y 7 aumentan la actividad biolégica de la LH-RH^ 
Por lo tanto, el D-Ser-(bu^)^ desGlyl^-LH-RH-(EA), podrîa ser - 
tan activo o mâs que el D-Leu^-desGly-LH-RH-(EA).
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Hay un paralelismo entre actividad biolégica de los anâlo­
gos de la LH-RH y su habilidad de estimular la acumulacién "In- 
vitro" del 3-5AMPc pituitario. Esto anade mâs informacién al - 
papel del AMPc como mediador de la reaccién de la LH-RH.

En conclusién podemos decir que estâ claro que muchos anâ­
logos poseen la propiedad deseable de liberar de forma prolonga 
da y aumentada la LH y FSH y esto les hace mâs interesantes des 
de el punto de vista terapéutico clînico que la propia LH-RH. - 
Existe ademâs la posibilidad de prolonger estos efectos, con —  

productos depot adecuados, u acoplando la molécula del anâlogo
con un polîmero adecuado. Por ejemplo se han comprobado que el 
D-Lys^-LH-RH, unido al poliglutamato sôdico, tuvo una actividad 
biolégica mucho mâs prolongada (312).

III.9.14.3. Estudios Clînicos

Siendo los anâlogos superactivos de larga accién mâs apre- 
ciados clînicamente que la propia LH-RH en situaciones en las - 
que se requiere una prolongada elevacién de la LH y de la FSH,- 
como por ejemplo para la ovulacién o para el tratamiento de las 
oligospermias, vamos a preocuparnos en las siguientes lîneas de 
describir la experiencia cumulada en la clînica humana.

El primer anâlogo que se estudié fué el desGly^^-LH-RH. --
KASTIN y NAKANO y sus colaboradores (369,388), vieron que este
anâlogo poseîa una actividad dos veces superior a la LH-RH en -
hombres normales y ademâs el pico mâximo de la LH se alcanzaba
mâs tardîamente que con la LH-RH. Otro anâlogo, el D-Ala desGly^^ 
-LH-RH-(EA), en dosis de 25 pg IV, eleva los niveles de LH y FSH
en sangre periférica de hombres normales, durante mâs de cuatro



horas, en contraste con un efecto mucho mâs débil y banal de la 
LH-RH (370). Otros estudios han demostrado que este compuesto 
es activo por diferentes vîas (IV, IM y SC), y que dosis tan ba 
3as como 2,5 pg son capaces de liberar LH y FSH, en hombres nor 
maies (421). En estos mismos trabajos se ha determinado en ba­
se a estudios matemâticos que la capacidad del anâlogo en libe­
rar gonadotropinas es 10 a 20 veces superior a la LH^RH.

En mujeres se ha podido demostrar que el D-Ala^-desGly^^-LH- 
rh-(EA), tiene una potencia superior a la LH-RH, 9 veces mayor - 
para liberar LH y 5 para FSH (402). En este mismo estudio se - 
pudo comprobar que una dosis ûnica de 100 pg por via IV fué capaz 
de mantener los niveles elevados de LH, en 4 de cinco mujeres y 
los de FSH en las 5. Cuando se ensayé Clînicamente este compues 
to en mujeres amenorreicas (422) , se pudo comprobar que la admi­
nistracién repetida IM de dosis entre 150 y 1500 pg très veces - 
por sémana durante 3 semanas, producîa una elevacién de LH y FSH 
plasmâticos y condicionaba ciclos normales en el 40% de las muje 
res tratadas. No se produjo ningûn efecto colateral o secundario 
detectable y, ademâs no se agoté la produccién de gonadotropinas 
pituitarias.

Estudios clînicos muy extensos con el D-Leu^-desGly^^-LH-RH 
estân realizândose. Este anâlogo eleva los niveles plasmâticos 
de la LH y FSH en hombres normales cuando se administra por via 
IV (en un sélo pulso o en infusién continua), SC e IM, en dosis 
de 20 a 500 pg. Las elevaciones de los niveles de gonadotropi­
nas duran mâs de 24 horas en el caso de utilizer dosis elevadas^ 

se ha podido comprobar un agotamiento hipofisario de la pro­
duccién de las gonadotropinas en hombres normales, después de - 
■4 8 horas de una infusién IV de 500 pg de este anâlogo. Los hom-



bres normales también responden a la administracién de 10 mg -pe 
ro no de 2 mg- de este anâlogo con una elevacién de los niveles 
plasmâticos de LH y FSH (421). Aunque esta via de administracién 
es ûtil terapéuticamente, las dosis requeridas son 1000 veces ma 
yores que las que se necesita por via IV. Se ha ensayado también 
en hombres normales la via intranasal, con dosis de 800 pg, com- 
probândose que por esta via también es activo. En mujeres norma 
les este anâlogo también es muy efectivo cuando se da intravagi­
nalmente en forma de supositorios de carbowax, pero la actividad 
disminuye cuando se da por via rectal, en dosis de 2 mg.

En mujeres amenorreicas el D-Leu^-desGly^^-LH-RH-(EA), admi- 
nistrado IM eleva los niveles plasmâticos de LH y FSH, por un —  

tiempo mayor de 24 horas (422), lo que estâ de acuerdo con lo ha­
llado en hombres normales (421). La elevacién mâxima de LH séri 
ca se alcanza entre las 2 y 6 horas y la de FSH entre las 2 y 12 
horas, después de la inyeccién.

Esta observacién, de que solamente una inyeccién de D-Leu^- 
desGly^^-LH-RH-(EA), condiciona una elevacién prolongada de LH y 
FSH sérica en humanos pude ser de vital importancia para disehar 
tratamientos adecuados en mujeres amenorreicas, aunque desgracia 
damente no se han realizado mâs trabajos en este sentido. En —  

cambio, se han intentado provocar ovulaciones en mujeres normales, 
tratadas previamente con 0.05 de etinil estradiol: en el dla 13*. 
del ciclo se administraron 0.5-0.8 mg de este anâlogo en una sola 
inyeccién. De las 10 mujeres tratadas estos fueron los resulta­
dos encontrados: en el dla 15°., 7 de ellas tenlan signos de ovu­
lacién muy temprana y en el dla 16°, en dos mâs (430). Esto po­
drla tener dos aplicaciones prâcticas inmediatas, segûn nuestro



criterio. La primera, utilizarlo en mujeres que necesitan inse- 
minacién artificial y en segundo lugar, potencialmente, en muje­
res normales se podrîa fijar la fecha de la ovulacién, con lo —  

cuâl el método del ritmo alcanzarîa un valor muy real con miras 
a un control de la natalidad, llamémoslo natural. Sin embargo, 
creemos que todavîa es prematuro, y que se requieren mâs estudios 
para profundizar en dicho tema.

El D-Leu^-desGly^^-LH-RH-(EA), fué también estudiado en 7 pa­
cientes mâsculinos, con oligospermia idiopâtica normogonadotrépi 
ca (366) . Con dosis de 2,5, 5, 10 y 20 pg se produclan aumentos 
significatives en los niveles de LH y FSH durante 6 y 12 horas.- 
Los picos de las gonadotropinas se alcanzaron entre la 4^. y 6^. 
horas. Habîa relacién dosis respuesta en ambas gonadotropinas.- 
Los mayores niveles medios de gonadotropinas se obtuvieron tras 
la administracién de 20 pg del anâlogo. Todos estos datos hacen 
factible pensar que este anâlogo podrîa ser otro de los tantos - 
para su utilizacién en la clînica.

III. 9. 15. ANALOGOS INHIBIDORES DE LA LH-RH

Los primeros intentos de sintetizar un péptido con caracte- 
rîsticas inhibidoras, fueron inicialmente tomados con exceptisis 
mo y a veces poniendo en tela de juicio dicha idea.

VALE y sus colaboradores (429) fueron los primeros en compro
2bar la existencia de un antagoniste de la LH-RH, el His -LH-RH, 

el cuâl no bloquea totalmente la liberacién de LH "In vivo" o —  

"In vitro" (76,166,172,428).



La informacién obtenida con los estudios de los anâlogos es- 
timulatorios de la LH-RH, ha sido utilizada para guiar el inten­
te de crear potentes antagonistes sintéticos de la LH-RH. Uno - 
de estos compuestos el D-His^-desGly^^-LH-RH-(EA) fué el primer 
inhibidor de la LH-RH que se encontré activo "In vivo" (423,4 28) 
Posteriormente a estos estudios de Coy y colaboradores, se han - 
realizado la sîntesis de cantidades ingentes de anâlogos, los —  

cuales han sido preparados y evaluados biolégicamente (301,410,- 
439). Algunos de estos inhibidores contienen D-aminoâcidos en - 
la posicién 6. Asî, el Des-His-D-Ala^-LH-RH (439) y el desHis^- 
D-Ala^-desGly^^-LH-RH-(EA) (410) inhiben la liberacién de la LH 
y FSH, inducida por la LH-RH "In vivo" e "In vitro".

Después de que REES y sus colaboradores (4 26) comunicaron - 
2que la D-Phe -LH-RH, poseîa propiedades inhibitorias, el grupo - 

de SCHALLY, produjo nuevos compuestos con D-Phe en posicién 2, - 
acompahados de sustituciones D-amino en posicién 6, todos los eu a 
les fueron excelentes competidores de la LH-RH, tanto "In vivo" 
como "In vitro" (362). El test utilizado para comprobar que di- 
chas substancias producîan realmente un efecto inhibidor fué el 
siguiente: por vîa SC se inyectaba una dosis del anâlogo de 200 
ug/rata y al mismo tiempo se inyectaban 100 é 200 pg/rata de la 
LH-RH. Se utilizaron ratas machos inmaduras y se déterminé LH

2y FSH por RIA. Los resultados obtenidos indicaron que el desHis • 
D-Leu^-LH-RH producîa una inhibicién porcentual de LH del 79%; - 
el D-Phe^-D-Leu^-LH-RH un 61% y un 77.3% el D-Phe^-D-Phe^-LH-RH.
El porcentaje de inhibicién de este ûltimo compuesto sube a 91% 
cuando se administra 30 minutos antes de la LH-RH. La FSH pré­
senta también una inhibicién paralela a la de la LH (362). Cuan 
Jo efectos inhibidores de estos anâlogos fueron ensayados por un



perîodo prolongado de tiempo en ratas machos inmaduras, en dosis 
de 500 ug/rata, el D-Phe^-D-Phe^-LH-RH y el D-Phe^-D-Leu^-LH-RH 
mostraron efectos inhibidores mâs potentes que el desHis-D-Leu^-

j LH-RH. La mâxima inhibicién con los dos péptidos, se logra en—
j* tre los 30 y 60 minutos. El porcentaje de inhibicién en relacién

2 6a la LH era de un 81% para el D-Phe -D-Leu -LH-RH y de un 88% pa-
2 6ra el D-Phe -D-Phe -LH-RH. El efecto terminaba después de cuatro 

horas.

DE LA CRUZ y sus colaboradores (427) han ensayado los efectos
2 3 6inhibitorios del D-Phe -Phe -D-Phe -LH-RH y han podido comprobar 

que suprime la respuesta de la LH y FSH a la LH-RH, al menos du­
rante cuatro horas, en ratas y la mâxima inhibicién aparece a la 
hora, con un 92,6% para la LH y un 94,4% para la FSH.

Estos compuestos han sido probados también en ratas con ci­
clos normales, a las cuales se les inyectaba el producto el cuar 
to dîa del diclo la tarde del proestro, y siendo previamente anes 
tesiadas. El desHis^-D-Ala^-LH-RH, el desHis^-D-Ala^-desGly^^- 
LH-RH-(EA), el desHis^-D-Leu^-LH-RH y el D-Phe^-D-Leu^-LH-RH pro- 
dujeron una inhibicién casi compléta de la respuesta de LH a la 
administracién de la LH-RH, en una relacién 300 veces menor.

FERLAND y colaboradores (302) han demostrado que la sustitu-
2 6cién etilamida en el C terminal, del desHis - y D-Ala -LH-RH no 

aumenta significativamente la actividad inhibitoria de la molécu
la.

CORBIN y BEATTIE (326) en su estudio, demostraron que el D- 
Phe -D-Ala -LH-RH, inhibe la aparicién del pico ovulatorio de la 
LH y FSH de las ratas y conejos. Los mismos autores dicen que - 
si este anâlogo se administra a las ratas pre-coitalmente, previe 
ne el embarazo. (316,317).
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Las observaciones de BAULIEU y sus colaboradores(425) ,son - 
muy interesantes, demostrando que los anâlogos inhibidores de la 
LH-RH, son capaces de impedir la acumulacién de AMPc en las célu 
las adenohipofisarias, paralelamente a la inhibicién de LH y FSH^ 
Este es otro de los datos que favorecen la hipétesis de que el - 
AMPc es el mediador qulmico de la LH-RH.

SPONA (406) ha demostrado que el desHis^-desGly^^-LH-RH(EA), 
compite, en los receptores de membrana de la Hipéfisis, con la - 
LH-RH, aunque el mecanismo exacto de la interaccién biolégica a 
este nivel todavîa no estâ bien estudiado.

En resumen de este capîtulo, podemos decir que se han sinte 
tizado o se puede sintetizar un compuesto inhibidor total de la 
LH-RH (competitive o no competitive) mâs potente que los descri- 
tos anteriormente, lo cuâl abrirîa un nuevo camino, quizâs el —  

mâs fisiolégico de los conocidos hasta ahora, para el control de 
la natalidad. En este momento se estân empezando a realizar los 
primeros estudios en este sentido. (319,365).
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B. QBJETO DE LA TESIS
Una vez que tenemos una idea global de los fundamentos anatô- 

micos y fisiolôgicos del Hipotâlamo y que hemos profundizado en el 
capîtulo de la LH-RH, indicaremos cuâles son los objetivos que nos 
planteamos con el D-Trp^-LH-RH, anâlogo mâs potente que la LH-RH.

- Lo primero, por razones obvias, fué ver si la substancia que 
tenîamos era o no capaz de liberar LH y FSH, ya que en anima­
les esto habîa sido evaluado perfectamente (328).

- Comprobando lo anterior, pensamos que debîamos buscar la do­
sis mînima capaz de estimular las células hipofisarias, a fin 
de que nos sirviera de base en la bûsqueda de la dosis mâs - 
adecuada, para su estudio fisiofarmacolôgico y, para poder te 
ner alguna base en una posible terapéutica clînica.

- Como el objetivo fundamental de nuestro protocolo de trabajo 
era estudiar la fisiologîa y aplicaciôn clînica de este anâlo 
go, tenîamos que comprobar si, por las distintas vîas de admi 
nistraciôn, este compuesto era idôneo y por esta razôn proba- 
mos si era eficaz por las siguientes vîas;
IV (en un s61o pulso y en infusién continua), IM y SC.

- En las mujeres era muy importante saber el comportamiento del 
anâlogo a lo largo del ciclo menstrual, por lo cuâl las estu- 
diamos en fase folicular tardîa (8°.-10°. del ciclo), fase pre 
ovulatoria (11°.-13°.del ciclo), fase ovulatoria (14°. del ci­
clo) y fase luteînica (23°.-25°. del ciclo).

- Si es verdad que, para que haya ovulacién, se necesita al me­
nos que los dinteles de LH y FSH estén elevados durante 8 ho­
ras. Légicamente en los hombres, tenîamos que contrôler el - 
mismo perîodo de tiempo, con el fin de comparer las dos pobla 
ciones.
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AI mismo tiempo que controlabamos la respuesta de la LH y FSH, 
controlarîamos el comportamiento de la Testosterona en los hom 
bres y el 1 7 -estradiol en las mujeres.

Si todo lo anterior era positive, el paso ûltimo que nos qu^- 
daba era seleccionar un nûmero adecuado de pacientes, femenl- 
nos y masculines, con deficiencia gonadotrépica, y en la qug 
presumiblemente su fallo era de origen hipotalâmico y tratar- 
los con el D-Trp^-LH-RH.
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C.- MATERIALES Y METODOS

1.- Materiales;
1.1.- El D-Trp^-LH-RH

La hormona utilizada en este estudio en un "factor libera- 
dor" de gonadotropinas, anâlogo del LH-RH, cuya denominaciôn es; 
D-Trp^-LH-RH y que tiene la siguiente fôrmula desarrollada; Glu- 
His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-NHg y cuya estructura quî­
mica se ve en la Figura 5. COY y sus colaboradores (336) a fines 
de 1974 la sintetizô utilizando el método de fase sélida mediante 
el cuâl sustituyé el aminoâcido 6-glycina- del LH-RH por el amino 
âcido D-Trp (triptéfano). Esta substancia se purificé primero en 
gel y luego en una columna de celulosa-CM (1,4 x 90 cm.) Primero 
el Dr. Schally y luego los Laboratorios Ayerstdel Canadâ, nos la 
enviaron para su estudio liofilizada. Una vez que tuvimos el pro 
ducto, seguimos el siguiente procedimiento Figura 6 en el Labora- 
torio de Farmacia, Departamento de Farmacologîa (Prof. Cadorniga), 
antes de su utilizacién clînica:

A.- Disolucién en suero fisiolégico estéril con ph(5,4).
B.- Esterilizacién a 120°C, con calor hûmedo, durante treinta mi­

nutos .
C .- Fraoccionamiento en ampollas de 2 ml conteniendo 10 ^g del anâ 

logo cada una.
D .- Realizacién de cultivos de muestras recogidas al azar en subs­

tancias apropiadas para la germinacién de bacterias y hongos,- 
durante quince dîas. Al cabo de este tiempo todos los culti—  

vos fueron negativos, con lo cuâl estuvimos seguros de que al 
inyectar esta substancia por cualquier vîa no tendrîamos nin­
gûn peligro de infeccién.
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PREPARACION DEL D-TRP® - L H - R H

PROOUCTO X DO
Cl Na iVaa
purfslao

3 6 mgs ■ 3.600 meg

t I
• gr. M M

720 c.c.

fFÎTTftï?̂^

pH » 5'3 - 6'2 I 70 c.c.

1 X. de gelatine DIFCO 

70 mg

FILTRO

35 ampollas de 2 c.c. topacio

A6UA

650 c.c

325 ampollas da 2 c.c. topacio

I CONTROL I
Esteri1izar

Sembrar

120“ C

Tio^ocolato (10 dfas con testlgos de 
medios y crecimlento)

6.- Preparaciôn del D-Trp -LH-RH, para uso Clînico.
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1.2.- Material Clînico

Para nuestro estudio y por razones obvias, nuestro material 
clînico lo dividimos en cuatro grupos; los dos primeros hombres y 
mujeres normales y los segundos hombres y mujeres con patologîa - 
hipotalâmica. El estudio fisiolôgico lo realizamos en los dos —  

primeros grupos, los cuâles los hemos agrupado en el Cuadro 1, pa 
ra una mejor y râpida comprensiôn.

1.2.1.- Hombres normales;

Treinta y très hombres normales, voluntarios, sin anteceden
tes de enfermedad endocrina, comprendidos entre los 22 y 35 anos,
con un peso de 69+18,8 Kg (M+SD) sirvieron como sujetos de la ex-
periencia, divididos en los siguientes grupos:

I.- 23 sujetos recibieron el D-Trp^-LH-RH de la siguiente
manera:
a) A 4 sujetos se les administré dosis crecientes de 1 

a 7,5 pg vîa IV en un sôlo pulso.
b) 13 sujetos recibieron 10 jiig de la siguiente manera: 

b^.- 4 en inyecciôn IV en un s61o pulso
b2.- 3 en inyecciôn IM
bg.- 3 en inyecciôn SC
b^.- 3 en infusiôn IV continua durante 8 horas

c) 6 sujetos recibieron una inyecciôn de 50 jug del anâ- 
logo de la siguiente manera:
c^.- 3 en inyecciôn IV en un sôlo pulso
C2.- 3 en infusiôn IV continua durante 8 horas

II.- 7 sujetos recibieron 100 pg de LH-RH vîa IV en un sôlo
pulso.

III.- 3 sujetos recibieron suero fisiolôgico vîa IV en infusiôn 
continua durante 8 horas.
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1.2.2.- Mujeres normales

En este estudio colaboraron voluntaria y libremente, 36 mu­
jeres normales, comprendidas entre los 17 y 35 anos, que nunca an 
tes habîan sufrido ninguna enfermedad endocrina o metabôlica, te- 
niendo todas ellas sus ciclos normales (28-32 dîas) y siendo su - 
peso de 56,39+10,01(M+SD). Se las clasificô de la siguiente mane 
ra;

I.- Mujeres en fase folicular (8°.-10°.), las cuâles fueron 
subdivididas de la siguiente manera;
a) 3, recibieron solamente soluciôn salina, vîa IV en - 

infusiôn continua durante 8 horas.
b) 9, recibieron 100 pg de LH-RH IV en un sôlo pulso.
c) 16, recibieron el D-Trp^-LH-RH de la forma siguiente 

c^.- Dosis crecientes de 1 a 7,5 pg, vîa IV en un
sôlo pulso, en 4 mujeres.

c^.- 10 pg IV en un sôlo pulso, en 3 mujeres
10 pg IM, en 3 mujeres y
10 pg IV en infusiôn continua en 3 mujeres

Cg.- 50 pg IV en un sôlo pulso, en 3 mujeres.

II.- Mujeres en fase pre-ovulatoria (11°.-13°. del ciclo). - 
Se administrô 10 pg vîa IV en infusiôn continua durante 
8 horas, en 3 mujeres.

III.-Mujeres en fase ovulatoria (14°. dîa del ciclo). Se ad 
ministrô 10 pg vîa IV en infusiôn continua durante 8 ho 
ras, en 3 mujeres.

IV.- Mujeres en fase luteînica (23°.-24°. dîas del ciclo) 2 
mujeres recibieron, una dosis de 5 ylOpgrespectiviamen- 
te, vîa IV en un sôlo pulso.



Tanto en los hombres como en las mujeres, una vez extraîdas, 
las muestras de sangre (10 ml cada vez,) fueron centrifugas(Rotti- 
na/s) y los sueros separados guardados a -20°C. Las muestras de - 
sangre se tomaron en los siguientes tiempos: basal y 15,30,60,120, 
180,240,360 y 480 minutes después de la inyecciôn.

Los pacientes permanecieron recostados durante toda la prueba 
que comenzô entre 9 y 9,30 de la mahana y a mediodîa (2 de la tar­
de) tomaron un pequeno aperitivo (un bocadillo y una bebida no al- 
cohôlica). La prueba finalizaba a las cinco de la tarde aproxima- 
damente. Ningûn paciente tuvo la mâs minima molestia durante el de 
sarrollo de la prueba ô después de ella.

1.2.3.- Pacientes con Hipogonadismo Hipogonadotrôpico masculine.

Très pacientes genêticamente XY, con una silla Turca normal y 
un E.E.G. normal, cllnicamente hipogonadales, une de elles con —  
anosmia, fueron enviados a la unidad metabôlica para su posible es 
tudio y terapéutica con el D-Trp^-LH-RH. Ellos fueron debidamente 
informados del estudio que les ibamos hacer y todos dieron su s sen 
timiento.

La determinaciôn basai de las gonadotropinas en los très pa­
cientes fuê indétectable. A todos ellos les hicimos una prueba de 
Clomifeno la cuâl fué negative para los très pacientes y por ûlti- 
mo les sometimes a una prueba con 10 pg de D-Trp^-LH-RH, IV en un 
sôlo pulso. A dicha prueba todos los pacientes respondieron con - 
una respuesta de gonadotropinas inferior a la normal, excepte en - 
el paciente 3 (G.S.P.) cuya FSH, tuvo una hiper-respuesta a partir 
de los 120 minutes como podermos ver en la Figura 7. Paciente 1 - 
(E.R.S.).- De 19 anos de edad, con apariencia de un nine de 12 a -
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14 anos. Su estatura era de 154cms. y su peso de 44Kg. Aspecto 
eunucoide. Ausencia de caractères sexuales (barba, bigote, vello 
axilar, vello pûbico, libido, erecciones, poluciones). Segün la 
escala de Tanner (451) se encontraba en grado 1. El tamaho testi 
cular en la escala de Waller (452) era para el testlculo derecho 
de 4 2 y para el testlculo izquierdo de 2, correspondiendo con - 
una edad de<2 para el derecho y 2 para el izquierdo en la misma - 
escala. Este paciente habla recibido un aho antes un tratamiento 
previo con HCG, durante 6 meses.

Durante 15 sémanas cada 8 horas se le administrô en inyecciôn 
IM 10 pg de D-Trp^-LH-RH.

Paciente 2 (R.H.F.).- De 20 anos de edad con una apariencia de 15 
anos. Estatura 182cms. y peso 85Kg. Aspecto aunucoide. Ausencia 
de caractères sexuales (barba, bigote, vello exilar, vello pûbico, 
erecciones y poluciones). Segün la escala de Tanner se encontraba 
en Grado 1. El tamaho testicular en la escala de Waller, era para 
el testlculo derecho de <2 y para el izquierdo de <2, correspondiez 
do con una edad de <2 anos para el derecho y <2 para el izquierdo 
en la misma escala. Este paciente recibiô hace 3 anos un tratamien 
to de HCG durante 2 anos.

Se le administrô el anâlogo cada 8 horas 10 jug IM durante 13 
sémanas.

Paciente 3 (G.S.P.).- De 22 anos de edad con una apariencia de 15 
anos. Talla 163cms y peso 64Kg. Aspecto eunucoide. Ausencia de 
las siguientes caracterlsticas sexuales (barba, bigote, vello. axi 
las y pûbico, falta de libido, erecciones y poluciones. En la es­
cala de Waller tenla los siguientes datos; derecho 2 e izquierdo
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2, correspondiendo con una edad de 2 para ambos testicules. Este 
paciente recibiô durante 6 meses HCG, un aho antes que nosotros 
lo viéseraos.

Durante 17 sémanas se le administrô anâlogo, cada 8 horas 10 
pg IM. Estes pacientes fueron estudiados de la siguiente manera;

a) Determinaciôn basai de gonadotropinas y una vez por sémana 
durante su tratamiento, a las 9 a.m. y antes de la inyecciôn 
del anâlogo.

b) Determinaciôn basai de Testosterona y una vez por sémana.
c) Prueba del Clomifeno, antes del tratamiento.
d) Prueba del D-Trp^-Lh-Rh (10 ^g IV)
e) Biopsia pre y post-tratamiento

1.2.4.- Mujeres anovulatorias

Ocho mujeres aparentemente sanas, las cuâles prevlamente hablan 
recibido tratamiento con Clomifeno, HCG, HMG, y que nunca se hablan 
quedado embarazadas, fueron enviadas desde el Departamento de Este- 
rilidad de la II, Câtedra de Obstetricia y Ginecologla, (Prof. Bo- 
tella Llusiâ), para tratarlas con el anâlogo. Aderaâs tuvimos la - 
oportunidad de estudiar a una paciente soltera con anorexia nervo­
sa. Las pacientes fueron debidamente informadas del tratamiento - 
que iban ha recibir y todas ellas dieron su asantimiento.

La causa principal de su anovulaciôn y consiguientemente de - 
su esterilidad era una amenorrea secundaria. Todas las pacientes 
eran normales flsicamente y sus pelvis eran también normales. En 
las mujeres casadas, la histerosalpingografla fué normal, no hallân 
dose patologîa en la cavidad uterina. Todas tenlan un cuello uteri 
no normal.



El diagnôstico de la anovulaciôn fué realizado en el ciclo 
de estudio, en el cuâl nosotros artificialmente, ya que todas - 
tenian amenorrea, las estudiamos por un perîodo no inferior a - 
24 dîas. Durante este tiempo las pacientes se tomaron la tempe 
ratura basai, cinco minutos antes de levantarse por la manana,- 
la citologîa vaginal seriada en todas ellas eran hipoestrogéni- 
cas, monofâsicas y la extracciôn de pregnandiol urinario fué me 
nor de 0,8 mg/24 horas. En este ciclo, los niveles de gonado—  

tropinas fueron medidos unas 10 veces aproximadamente. En las 
casadas se practicÔ una biopsia endometrial, la cuâl indicaba 
un endometrio en proliferaciôn persistente. Las historias cll- 
nicas de las pacientes son las siguientes;

Paciente 1.- (M.G.B.),- Tenla 32 anos de edad, casada hace 5, 
presentaba amenorrea secundaria y esterilidad primaria. Ella - 
previamente habla sido tratada con HCG, HMG y Clomifeno. Esta 
paciente fué sometida al siguiente protocole;
1.- Ciclo de estudio (28 dlas) y 2.- Ciclo de tratamiento; admi­
nistrâmes 40 jLig de D-Trp^-LH-RH via IV en infusiôn continua du­
rante 8 horas, e inmediatamente después de la infusiôn le inyec 
tamos 40 jug SC.

Paciente 2.- (P.A.V.).- De 37 anos de edad, casada desde hace 7, 
tiene esterilidad primaria y amenorrea secundaria. Habla sido - 
tratada con HCG, HMG y Clomifeno. Esta paciente fué sometida al 
siguiente protocole:
1.- Ciclo de estudio (24 dlas), 2.- Ciclo con tratamiento de - 
Clomifeno 100 mg/dla por 5 dlas y 3.- Ciclo de tratamiento con 
D-Trp^-LH-RH; 40 jug via IV en infusiôn continua durante 8 horas, 
seguido inmediatamente después de una inyecciôn SC. de 40jug del 
anâlogo.



Paciente 3 (M.J.V.).- De 28 anos de edad, casada desde hace 6.- 
Después de dos anos de tomar oralmente 0,5 mg de norgestrel, mâs 
0,05 de etinil estradiol (Eugynon), présenta amenorrea secundaria^ 
Antes de acudir a nuestra consulta, fué tratada con HCG, HMG. Esta 
paciente fué sometida al siguiente protocole : 1.- Ciclo de estudio 
(24 dîas), 2.- tratamiento con D-Trp^-LH-RH, 40 pg vîa IV en infu 
siôn continua durante 8 horas e inmediatamente después 40 pg SC, y 
3.- segundo ciclo de tratamiento con el anâlogo, en el cuâl duran­
te 10 dlas seguidos recibiô una inyecciôn diaria IM del anâlogo y 
al 11°. dla se le inyectô una infusiôn IV continua de 8 horas con 
40 pg del anâlogo seguida inmediatamente después por 40 pg SC.

Paciente 4 (M.C.D.).- De 29 anos de edad casada desde hace 4, siem 
pre présenté irregularidades menstruales, alternando con episodios 
de amenorrea. Fué tratada previamente con HCG, HMG y Clomifeno.- 
Esta paciente fué sometida al siguiente protocole; 1.- Ciclo de - 
estudio (24 dlas) y 2.- Ciclo con D-Trp^-LH-RM, en el cuâl ella re 
cibiô una infusiôn IV continua de 40 pg del anâlogo durante 8 ho­
ras e inmediatamente después 40 pg SC.

Paciente 5 (L.R.V.).- De 30 anos de edad, casada desde hace 6, tie 
ne amenorrea secuandaria y esterilidad primaria. Tratada previa­
mente con HCG y HMG. Esta paciente recibiô solamente 40 pg de D- 
Trp^-LH-RH en infusiôn IV continua durante 8 horas, seguida de una 
inyecciôn de 40 pg SC.

Paciente 6 (V.W.L.).- De 23 anos de edad, casada desde hace 5, con 
amenorrea secundaria y esterilidad primaria. Fué diagnosticada de 
insuficiencia hipofisaria selectiva para ambas gonadotropinas, LH 
y FSH y previamente a nuestra consulta recibiô tratamientos con - 
HCG, HMG. Esta paciente fué sometida al siguiente protocole: 1.- 
Ciclo de estudio (26 dlas) y 2.- Ciclo con D-Trp^-LH-RH, 40 pg en



infusiôn IV continua durante 8 horas, seguido de 40 pg SC y 3.- - 
Segundo ciclo de tratamiento con D-Trp^-LH-RH, en el cuâl recibiô 
10 pg/cada 8 horas IM (30 ^g/dîa) durante 13 dîas y al 14 dîa del 
ciclo se le realizô una infusiôn IV de 40 pg del anâlogo durante
8 horas seguido de una inyecciôn de 40 pg SC.

Paciente 7 (P.F.C.).- De 20 anos de edad, soltera, con amenorrea 
secundaria desde hace cuatro anos, la cuâl coincidiô con una exa- 
gerada pêrdida de peso. Se le diagnosticô de anorexia nervosa y 
se le sometiô al siguiente protocole; 1.- Ciclo de estudio (24 —  

dîas) y 2.- Ciclo de tratamiento con D-Trp^-LH-RH, 10 pg/dîa IM 
durante 10 dîas, al dîa 11°. ella recibiô en infusiôn IV continua 
de 40 pg del anâlogo, seguida inmediatamente por una inyecciôn de 
40 pg SC.

Paciente 8 (M.T.S.).- De 32 anos de edad, casada hace 4, con este 
rilidad primaria e irregularidad menstrual que comenzô a los 20 -
anos de edad y fué tratada con 3 mg de benzoato de estradiol en -
pastillas (Progynon C fuerte). Hace cuatro anos y por un perîodo 
de dos anos, tomô ininterrumpidamente, 0,25 de norgestrel con 0,05 
de etinil estradiol (Neogynon) y posteriormente fué tratada con - 
HCG y HMG. Esta paciente se sometiô al siguiente protocole; 1.- 
Ciclo de estudio (24 dîas) y 2.- Ciclo de tratamiento con D-Trp^- 
CH-RH. Antes de la infusiôn y durante 10 dîas se le administrô - 
una aimpolla diaria de Pergonal y en el dîa 11°., recibiô una infu 
si6n J V  continua durante 8 horas de 40 pg de D-Trp^-LH-RH, seguida 
;niiiedlatamente de 40 pg SC del anâlogo.

‘ uciente 9 (S.D.Q.).- De 29 anos de edad, casada hace 5, esterili- 
■ primaria e irregularidades menstruales. Durante los anos 1971 
' 197 3 , la menstruaciôn le fué inducida con 3 mg de benzoato de es 
— adiol mâs 50 mg de progesterone (Duogynon). Habîa sido tratada 

HCG y Clomifeno y se le estudio de la siguiente forma: —
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1.- Ciclo de estudio (24 dîas) y 2.- Ciclo con D-Trp^-LH-RH, con 
infusiôn IV de 40 pg del anâlogo seguida de 40 ug SC. Trece dîas 
antes del tratamiento, recibiô, Clomifeno durante 5 dîas, en una 
dosis de 100 mg/dîa.
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2 METODOS
2. 1. Generalidades de RIA

Para poder medir la respuesta del D-Trp^-LH-RH en las célu- 
las hipofisarias hemos utilizado el método de RIA para LH y FSH, 
basados en los trabajos de Midgley (412) , Greenwood, Hunter y —  

Clover (417) y fundamentalmente en los trabajos de Fernândez-Du­
rango (415) quien montô la técnica en nuestro laboratorio.

Como sabemos, el radloinmunoensayo (RIA) es un método de va 
loraciôn especialmente utilizado en Endocrinologîa, crue nos per­
mits medir exactamente cantidades muy peciueras (ng y pg) .

Se basa principalmente en medir substancias con carâcter an 
tigênico. Para lo cuâl se utiliza anticuerpos especificos con—  
tra la substancia que queremos medir (en el caso que nos ocupa,- 
LH, FSH T y IV^estradiol). Para ello se le hace competir con la 
misma hormona marcada con un isôtopo radioactivo. Una vez esta- 
bilizada la reacciôn se puede saber la cantidad de hormona, mi—  

diendo la radioactividad del complejo antîgeno anticuerpo.(382).

La reacciôn se puede esquematizar de la siguiente manera:

Ab

Ag AbAg

en donde: Ag* es el antîgeno marcado (F)
Ag el antîgeno no marcado 
Ag*Ab es el complejo marcado (B) 
Ag Ab es el complejo no marcado 
Ah es el anticuerpo especîfico
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Si la reacciôn Ag* + Ab y Ag+Ab, se realiza manteniendo cons 
tante la concentraciôn del anticuerpo y la del antîgeno no marca­
do determinarân una progresiva inhibiciôn de la reacciôn entre el 
antîgeno marcado y el anticuerpo. La cantidad de antîgeno marca 
do y por tanto la radioactividad ligada al anticuerpo en eauili—  

brio conocida como B (Ag*Ab), irâ decreciendo al crecer la concen 
traciôn de antîgeno y en correspondencia aumentarâ la cuota de an 
tîgeno marcado libre F (Ag^. A cada valor por tanto corresponde- 
râ valores decrecientes del cociente B/F. Este signo por tanto - 
correlatiVo a la concentraciôn de antîgeno standard présente en - 
la reacciôn. De este modo, usando concentraciones conocidas del 
antîgeno, en forma de soluciôn standard se podrâ construir una —  

curva patrôn conocida como curva standard. Si nosotros aueremos 
medir una substancia X, ésta povocarâ una inhibiciôn o reducciôn 
del B/F, proporcional a la concentraciôn del antîgeno endôgeno —  

contenido en ese volümen. La mediciôn exacta la tendremos con -- 
una simple integraciôn en la curva standard.

2. 2.- Radloinmunoensayo de LH y FSH, con material donado por NIH 
(National Institute of Health)

Por lo dicho en la introducciôn de este capîtulo, es éviden­
te, entonces, que en la ejecuciôn del RIA de LH y FSH son impor—  

tantes los siguientes pasos;

- Marcaje de las hormonas (LH y FSH) con isôtopos radioactivos 
1^25.

- Anticuerpos especîficos
- Curva standaid para usarla como referenda
- Separaciôn del antîgeno marcado libre de aauel ligado al an­

ticuerpo .



2 . 2. 1.“ Marcaje de las Hormonas

Las técnicas de marcaje, hoy dîa numerosas, utilizan la ioda 
c i ô n basada en la Introducciôn de âtomos de iodo radioactivo en los 
grupos tirosînicos. Se incluye un primer paso para oxidar el ion 
ioduro a iodo molecular, forma en la que reaccionarâ con la hormo 
na a marcar. Las condiciones de la reacciôn serân taies que se - 
favorezca la iodaciôn, lo que se consigue con un pH alcalino prô- 
ximo a la neutralidad.

Este método de Greenwood y Hunter publicado en 1962 (4 24) pa 
ra el marcaje especîfico de la hormona de crecimiento es el que - 
hemos tomado nosotros como base, junto con otro trabajo publicado 
por ellos mismos diez anos mâs tarde (417) para el marcaje de LH 
y FSH. Como medio de reacciôn utilizan un buffer 0,25 M de fosfa 
to a pH: 7,4. El ion ioduro es oxidado por la Cloramina-T a iodo 
molecular y sustituirâ en los grupos tirosînicos a âtomos de hi—  

drôgeno. Una vez que la reacciôn se ha completado, se para, aha- 
diendo al medio metabisulfito sôdico que reduce el exceso de oxi- 
dante. (349).

2. 2. 2.- Anticuerpos

Los anticuerpos que hemos utilizado fueron:

a) Anti-LH: preparado en conejos inyectados o inmunizados con 
LH hipofisaria.

b) Anti-FSH: preparado en conejos inyectados o inmunizados con 
FSH hipofisaria.

Ambos anticuerpos donados por el National Institute of Health 
los EE.UU. (NIH), los recibimos en una fracciôn de 1 ml en una di-



luciôn 1:2; una vez diluîdos en tampôn BSA-PBS a 1:100, se guar- 
daron en fracciones de 1 ml a -20°C.

c) 2°. Anticuerpo: anti gamma-globulina de conejo, obtenido en 
carneros y suministrado por Antibodies Inc. Davis (Cali 
nia. EE.UU.).

2. 2. 3.- Curva Standard

Para realizar la curva standard. Figura 7 para LH y Figura 8 - 
para FSH, représentâmes la radioactividad de los precipitados en % 
y tomamos como 100 x 100 la radioactividad de los tubos "blanco", 
es decir los que carecen de hormona "frîa" y solamente contienen 
la hormona marcada y el l°y 2^anticuerpos.

El câlculo se realiza de la siguiente forma:
Tanto por % de hormona ligada C-RI x 100_ B x 100

CO-RI Bo

donde c représenta la radioactividad de los tubos standard o - 
de los sueros a valorar, CO la radioactividad de los tubos "bian­
co" y RI la radioactividad inespecîfica.

Los resultados asî obtenidos los 1levâmes a un eje de ordena- 
das, representando en las abscisas la concentraciôn de la hormona 
standard y en las ordenadas el tanto por ciento de hormona ligada^ 
Sobre el papel semilogarîtmico unimos todos estes puntos y de esta 
forma obtenemos la curva standard.

Para hallar las concentraciones de la hormona en los sueros - 
problems, los valores que obtenemos con la aplicaciôn de la formu­
la resehada anteriormente los llevamos al eje de ordenadas de la 
curva standard, y el punto de intersecciôn, entre la curva standard 
y una recta horizontal trazada desde el eje de ordenadas, nos va a 
dar la concentraciôn.
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2. 2. 4.- Separaciôn del antîgeno marcado libre del ligado y del 

iodo libre

Para ello hemos utilizado una columna de Sephadex G-75 y he 
mos recogido fracciones de 0,5 ml, utilizando un colector de —  

fracciones "Gilson 1 AMTDC" y de estos, hemos tomado 10 pl para 
llevarlos a un contador de radiaciôn gamma (Nûclear Chicago de 2 
canales) obteniéndose dos curvas. En la 1^. en su porciôn des—  

cendente se encuentra la hormona apta para el RIA. Lo represen- 
tamos en las Figuras 9 para LH y 10 para FSH.

Todo este complicado procedimiento fué puesto a punto en —  

nuestro laboratorio por la Dra. R. Fernéndez-Durango y para una 
mayor informaciôn nos remitimos a su trabajo (415).

Los resultados han sido expresados en mili-unidades interna 
cionales por mililitro miu/ml, teniendo como referencia standard 
el LER-907, cuya potencia biolÔgica es de 20 TU LH por miligramo.

Todas las muestras fueron medidas por duplicado.

La dosis minima detectable fué de 0.8 mlU/ml para LH y 0.6 
mlU/ml para FSH.

El coeficiente de variaciôn intra-ensayo fué raenor del 5% y 
el inter-ensayo mener del 15% tanto para LH como para FSH.

El coeficiente de regresiôn al linealizar la curva standard 
fuê de 0.99, para las dos hormonas como se puede ver en la Figu­
ra 11 para LH y Figura 12 para FSH.

2. 3.- Radloinmunoensayo del 17/3 -Estradiol

Las determinaciones del 17^ -estradiol se han hecho por RIA 
con Kits comerciales CIS-SORIN-Italia.
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Lcjura 11.- Representaciôn en Escala Logit-Log de la Curva 
Standard de LH de la Fig. 7.



-98-

oGDI

1.250.625
FSNmlU/hil 2nd IRP HMG (LER 907

(jura 12.- Representaciôn en Escala Logit-Log de la Curva 
Standard de FSH de la Fig. 8.



-99-

2. 3. 1.- Componentes del Kit

- Estradiol tritiado, actividad especifica 350-400 pC/ug
- Estradiol Standard (400 pg disueltos en 1 ml de etanol)
- Antisuero especîfico (Tiroglobulina humana)
- Tampôn fosfato, pH 7,4
- Carbon-Dextrano

2. 3. 2.- Metodologîa del RIA de 17/3 -Estradiol

Debido a que la especificidad del anticuerpo es lo suficien- 
temente elevada, es posible evitar el procedimiento cromatogrâfi- 
co y hacer una determinaciôn directa en los extractos secos de —  

suero o plasma. Los porcentajes de reacciôn cruzada son del 3% - 
para estrona, 0.4% estriol y menor de 0.003% para testosterona, - 
progesterona y cortisol.

El estradiol marcado con tritio en posiciones 2, 4, 6 y 7 -- 
tiene una actividad especifica de 350-400 mCi/mgr y la cantidad - 
de compuesto marcado en cada tubo a ensayar es de SmCi/tubo (12 - 
pg/tubo). Durante un perîodo de incubaciôn de 2-3 horas, el es—  

tradiol standard o plasmâtico compiten con el esteroide marcado - 
por los sitios de Binding en el anticuerpo. Al cabo de ese tiem­
po el mismo complejo se sépara del estradiol libre por la adiciôn 
de carbôn charcoal dextrano (1 mg/tubo). Luego se centrifugan y 
se cuentan 0.5 ml del sobrenadante en un contador de radioactivi­
dad, utilizando un lîquido o mezcla de centelleo a base de Nafta- 
leno (100 g) PPO (7 g) y POPOP (0.3 g) y Dioxano (1 litro), emplean 
do un tiempo de contaje de 5 minutos.

La curva standard se hace siempre en presencia de una canti­
dad de residue seco igual a la del disolvente empleado en la ex- 
traciôn del suero o plasma.
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igura 13.- Curva Standard del 17/3 -Estradiol. Las barras re 
presentan la M + SD (n=4).
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slura 14.- Curva de Diluciôn de un Suero de Mujer Embaraza- 
da,
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De esta manera el mâximo"binding" (relaciôn B/T, siendo B= 

radioactividad ligada y T=radioactividad total) oscila entre 20 
-45%, dependiendo del Bacth de anticuerpo recibido.

En la Figura 13 , se puede ver la media de varias curvas 
standard y en la Figura 14 un test de diluciôn de un suero de mu 
jer embarazada, lo cuâl nos da una idea de la exactitud del méto 
do.

*
■

La radioactividad inespecifica (radioactividad no absorbida |
p o r  el charcoal en ausencia de anticuerpo) varia entre un 3% y - 
6%.

La variabilidad intraensayo tiene un coeficiente menor del 
10% y la variabilidad inter-ensayo, medida en cuatro Ocasiones - 
diferentes en un suero de mujer embarazada, nos da un coeficien­
te de variaciôn del 16,3%.

Para la extracciôn de las muestras, con dietil-eter, se han 
utilizado sueros, estando los limites de la recuperaciôn de la - 
extracciôn entre un 75% el mâs bajo y un 91% el mâs alto.

2. 4.- Radioinmunoensayo de la Testosterona

Hemos medido la Testosterona, siguiendo el método de radio­
inmunoensayo por doble anticuerpo, con Kits comerciales de la Ca 
sa Serono (Italia). (343, 359).

2 . 4. 1.- Componentes del Kit
125- Testosterona-3-TME-I , obtenida al marcar la Testosterona 

-3-0 carboximetiloscina-Tirosina-met il ester por éT método - 
de cloramina T.; 1 ml contiene aproximadamente 1.5 pCi.
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- Testosterona standard: cuando se diluye con 10 ml de buffer 
se obtiene una concentraclôn de 400 ng/100 ml y por dilucio 
nés sucesivas a 1:2 se obtienen los demâs puntos de la cur­
va standard.

- Antitestosterona: se obtiene de conejo
- Anti RGG: son antigammaglobulinas de conejo obtenidas en —  

oveja.
- Tampôn: fosfato 0.01 M a un pH: 7,5 que contiene BSA (albû- 

mina bovina) y EDTA-Na^.

3. 4. 2.- Metodologia del RIA de Testosterona

Debido a la afinidad de la T por el polietileno, que puede - 
afectar a la exactitud de los resultados, es convenience usar unos 
tubos de cristal con lo que se reduce el binding inespecîfico.
Los tubos deben lavarse con mezcla crômica para eliminaciôn de to- 
das las substancias orgânicas.

Previamente hay que extraer la T de las muestras (suero) con 
eter etîlico. Los volûmenes empleados fueron 0.5 ml de suero de - 
mujer o 0.2 ml de suero de hombre, utilizando para ambos casos 3 - 
ml de éter etîlico (altamente purificado). Una vez las dos subs­
tancias puestas en contacte en los tubos, se llevan a centrifugar

(a baja velocidad, menos de 4000 vpm e inmediatamente se dejan los 
tubos a -20°C, con lo que, al quedar congelada la fase acuosa, se 
sépara muy fâcilmente la fase orgânica, la cuâl es transferida, 6 
trasladada por pipetas Pasteur, a otros tubos que, conectados a - 
una corriente de nitrôgeno y en bano Maria, se secan. Al residuo 
seco de le anade 1 ml de tampôn, con lo que se realiza una dilu-- 
ciôn 1:2, en el caso de las mujeres y 1:5 en el de los hombres. - 
Esto debe tenerse en cuenta en el câlculo final de los resultados.
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Ademâs de lo anotado, deben secarse también, en un tubo 3 ml 
de éter etîlico para ver la interferencia del éter en el RIA. Al 
residuo seco le anadiremos 1 ml de tampôn y a esta diluciôn le —  

llamaremos "control buffer".
i

2. 4. 3.- Fiabilidad del método

Para ello hemos realizado,varias curvas standard, en primer 
lugar, como muestra la Figura 15, la cuâl tiene un rango de 400 - %
ng/100 ml a 12,5 ng/100 ml. Podemos ver eue en 10 curvas, que la 
SD tiene en ninguno de los puntos una variaciôn superior al 20%. /

Ademâs de ello se realizô una curva de diluciôn de suero. Fi 11
gura 16, obteniéndose al representarla en papel milimitrado, una j,
recta que pasa por el origen, probando de esta manera la validez i

1del método. r

2. 5.- Determinaciôn de Pregnandiol

El Pregnandiol urinario, se midiô en el Laboratorio Central - 
(Prof. Oriol Bosch), del Hospital Clînico. Se empleô el método de 
Cromatografîa de Cas lîquido y en el cuâl seguimos las siguientes 
etapas (393);

- Hidrôlis: La orina total de 24 horas, crue ha sido previamente
completada a 1.000ml, en los casos en que la diuresis sea me­
nor. Se toma una alicuota de 4 ml y se la filtra. Se adicio 
na 1 ml de âcido clorhîdrico 5N y ha continuaciôn se dejan 20 
minutes en Bano Maria a 100°C, una vez enfriados se pasa a,

- Extracciôn y acetilaciôn: se agrega a cada tubo 10 ml de clo-
ruro de metilo y, bien cerrados, se agitan (30 revoluciones/ 
minuto) durante doce minutes, se succiona la parte superior y 
la inferior se la lava sucesivamente con 3 ml de una soluciôn 
de carbonate sôdico y dorure sôdico; seguidaraente se adiciona
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0,5 ml de la soluciôn standard y se lava dos veces 
mâs con 3 ml de cloruro sôdico, se le anade sulfa­
te sôdico anhidro se deja secar unos cinco minutes, 
se traspasa a tubos secos y se precede a evaporar - 
a una temperatura de unos 50°C. Una vez se hayan - 
secado perfectamente los tubos se anade a cada uno
0,2 ml de reactive de acetilaciôn y se lleva nueva-
mente a un Bano Maria a 50°C por treinta minutes.

- Cromatografla: de la mezcla anterior se toman 10-15 pl con -
pipetas Hamilton y se las seca en corriente aire a 
unos 40-50°C, se tapa cada câpsula y se pasan por - 
el cromatôgrafo.

- Câlculo: se aplica la fôrmula siguiente:

ma/dla -Area de pregnandiol x 20 x diuresis______" Area de standard x 1000 x alicuota tomada

2. 6.- Câlculo de resultados

Hemos utilizado la T de Student y para las âreas la fôrmula
de Simpson, con una Hewlett-Packard, modelo 65.
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D.- R E S U L T A D O S

1.- Hombres normales

En la Tabla 1, podemos ver el Incremento Mâximo Absoluto —
( & MxA), el Incremento Mâximo Porcentual ( A Mx%) y el Area To­
tal (AT) de la LH y FSH, en pacientes normales masculines a los 
cuâles se les inyectaron diferentes dosis de D-Trp^-LH-RH, un - 
grupo de 7 pacientes a los cuâles se les inyectô 100 pg de LH-RH 
IV y, por fin, otro grupo de pacientes a los cuâles solamente se 
les inyectô soluciôn salina fisiolôgica por via IV en infusiôn - 
continua durante 8 horas. Hemos podido comprobar que cuando ad­
ministrâmes 1 pg del D-Trp^-LH-RH por vîa IV en un sôlo pulso, - 
no encontramos modificaciones en los valores de LH y FSH. Pero 
ya con 2,5 pg, obtenemos una respuesta clara de la LH, pero no - 
asi de la FSH. Si seguimos aumentando la dosis podemos observar 
que existe un incremento de la respuesta a mayor dosis, siendo - 
la mâxima respuesta cuando se administra el anâlogo por via IV - 
en infusiôn continua durante 8 horas.

La respuesta de FSH con dosis comprendidas entre 2.5 jug y 7.5
pg del D-Trp^-LH-RH es muy similar a la que hemos obtenido con -
una dosis a 50 /ig, y la administramos por via IV en infusiôn con­
tinua, vemos que la FSH tiene una respuesta signif icativa (p <^0.05)

Se puede ver en la Figura 17, el resultado obtenido tras la -
administraciôn de 10 y 50 pg de D-Trp^-LH-RH por via IV en un sô­
lo pulso y de 100 pg de LH-RH por via IV. El mâximo incremento -
de LH es alcanzado a los 15 minutos, con dosis de 10 pg del anâlo
go y 100 pg de la LH-RH; sin embargo con dosis de 50 pg del anâlo
go el mâximo incremento aparece un poco mâs tarde, a los 30 minu­
tos. Los niveles de LH alcanzados con dosis de 50 pg del anâlogo.
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LH
mlU/ml.

LHRH

20

15

FSH

LHRH10

5

•1 T

B30 120180210 360
T

B30 120100240 360
MINUTDS

igura 17.- Niveles de LH y FSH en Hombres Normales tras la 
administraciôn IV en un sôlo pulso de D-Trp^-LH- 
RH. 100 pg LH-RH )n=7) (•...•); 10 pg D-Trp6-LH-
RH (n=4) (o o) y 50 pg de D-Trp^-LH-RH (n=3) -
( A  A ). Las lineas verticales indican el Error
Standard. Las barras indican M + SE. x= P 0.05, xx= p 0.02, xxx= p 0.01.
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a partir de los 30 minutos son significativamente superiores a 
los obtenidos con 10 pg del anâlogo y 100 pg del LH-RH con una 
p <0.05, en todos los puntos, y, al menos durante 8 horas.

La cinética de la respuesta de LH y FSH, después de la es- 
timulaciôn con una misma dosis de D-Trp^-LH-RH (10 pg), pero - 
comparando dos vîas, la IV en un sôlo pulso y la de la infusiôn 
continua en 8 horas, la podemos ver en la Figura 18. En ella - 
podemos observar que el mâximo incremento de la LH por via IV - 
en un sôlo pulso la obtenemos a los 15 minutos, y en cambio por 
via IV en infusiôn continua, los mâximos valores se alcanzan a 
las 8 horas. Los valores por via IV en un sôlo pulso son signi 
ficativamente diferentes (p<0.05) a los valores encontrados - 
con la infusiôn continua a los 15 y 30 minutos, mientras que al 
final de la prueba, los valores de LH alcanzados por infusiôn - 
continua son significativamente superiores a los obtenidos por 
via IV en un sôlo pulso. Los valores de FSH, no sufren modifi- 
caciones con las dosis vias de administradiôn del anâlogo.

La cinética de respuesta de la LH y FSH, obtenida tras el - 
estimulo de una misma dosis (10 pg) administrada por via IM y - 
SC la podemos ver en la Figura 19. Los valores mâximos de la LH, 
se alcanzan a los 180 minutos. A los 480 minutos los niveles - 
de la LH, se mantienen muy por encima de los valores basales. - 
Las variaciones que sufre la FSH son comparables a las que hemos 
obtenido con 100 p g . No existen diferencias significatives en­
tre estas dos vias de administraciôn.

Podemos ver la respuesta de LH y FSH, obtenida tras el esti­
mulo con 50 pg de D-Trp^-LH-RH, por via IV en un sôlo pulso y —  

por via IV en infusiôn continua de 8 horas. Figura 20. En el —



mlU/ml.
LH

FSH

D-TRP*-LH-RH

N.S.

1^180 240 360 480 B30 120180240 3G0 480
MINUTDS

:yura 18.- Respuesta de LH y FSH tras la administraciôn de
D-Trp6-LH-RH (10 pg) IV en un sôlo pulso (o o)
y IV en infusiôn continua (#...#). Las barras in 
dican la SE. (x)=p<^0.05; (xxx)= p <0,001.
Las barras indican M + SE (n=3).



mlU/ml.
LH

FSH

n. i.

V " "y     ' ..II V—
B30 120180240 360 480 B30 1201802W 360 480

MINUTOS

Figura 19.- Niveles de LH y FSH en Hombres Normales tras la
administraciôn IM (o o) y SC; (#.^.#) de 10 -
pg del Anâlogo. Las barras indican M + SE (n=3)
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mlU/ml

50

LH

40 D-TRP*-LH-RH

30

FSH20

D-TRP*-LH-RH

N.S.

B30 120180 ̂  360 B30 120180240 360 480
MINUTDS

Figura 20.- Ginétlca de la respuesta de LH y FSH en Hombres 
Normales tras la administraciôn de 50 jug del —
Anâlogo. (#...#) IV en un sôlo pulso y (o o)
IV en infusiôn continua. (x)=<0,05. (xxx) = 
p<C0,001. Las barras indican M + SE (n=3) .



primer caso, el incremento mâximo se alcanza a los 30 minutos, - 
mientras que con la infusiôn el mâximo valor de la LH se alcanza 
a los 240 minutos, manteniéndose altos hasta los 480 minutos.

Los valores de la FSH, a partir de los 180 minutos, cuando - 
la via de administraciôn es IV en infusiôn continua, empiezan a 
tener valores significativamente superiores a los basales (p^O.05) 
y esta significancia dura hasta las 8 horas. Y comparando los - 
valores obtenidos por esta via, con los obtenidos por via IV en - 
un sôlo pulso podemos ver que a los 240 minutos son significativa 
mente diferentes con una p < 0.05.

Si comparamos una misma via de administraciôn, IV en infusiôn 
continua, pero con diferentes dosis del anâlogo, (ver Figura 21), 
podemos observar que los valores de LH y FSH, tras la estimulaciôn 
con 50 p g , alcanzan su mâximo incremento a los 240 minutos, mien­
tras que con 10 pg, estos valores mâximos son alcanzados a los —  

480 minutos. Los valores de LH y FSH, tras el estimulo con 50 pg 
son mucho mâs altos que los obtenidos con 10 pg, pero sin llegar 
a ser significativamente diferentes.

Las variaciones fisiolôgicas de la LH y Testosterona, en un - 
grupo de hombres normales, a los cuâles se les inyectô solamente 
suero fisiolôgico Figura 22. Durante este periodo hemos podido - 
comprobar, que la LH sufre variaciones entre 1 y 3 mlU/ml, mien­
tras que la Testosterona, en términos de media, tiene variaciones 
entre 300 y 800 ng/100 ml.

Podemos ver la cinética de respuesta de la LH y Testosterona, 
después de la administraciôn de lO pg de D-Trp^-LH-RH por via IV 
en un sôlo pulso. El pico de la LH se obtiene a los 15 minutos.
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LH
mlU /ml.
601

D TRP' LH RH

FSH

D -TRP*-LH -RH

B 30 120 «0240 360 480 8 30 120180 ^  360 480
M I N U T O S

■ura 21.- Comparaclôn de la Cinética de LH y FSH, utilizan 
do una misma vîa (IV en insuiôn continua) tras -
la administraciôn de 10 ug (#...#^ y 50 ug(o---o)
del Anâlogo. Las barras indican M + SE (n=3).



LH (NIU) # 
mlU/ml

10 

9H 

8 
7- 

6- 
5- 

4- 

3- 

2 - 

1 -

TESTOSTERONA (SERONO) X 
ng /  100ml

h 1.000 
900 

800 

700 

600 

500 

400 

300 

200 
100

—I—I—I--1—
B 15 30 60 120 180 240

— I—
360

— I—
460

MINUTOS

Figura 22.- Niveles Séricos en Hombres Normales de LH(#—j-#)
y Testosterona (x x). Las barras indican M +
SE (n=3).
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LH
mlU/ml.

D-Tr-LH-RH
t

15

10

5

TESTOSTERONA
ng /100 ml.

900 

TOO 
500 

300 

100
B 30 120180240 360 480 minutqs

igura 23.- Niveles de LH (o o) y Testosterona (•...•) tras
la administraciôn de 10 fig de D-Trp®-LH-RH, IV en 
Infusiôn continua. Las barras indican M + SE(n=3)



TESTOSTERONE
ng/100 ml.

1.200-

lOOOi

4001

200 as.-H

B30 120180240 380 MINUTDS

Figura 24.- Comparaciôn de los Niveles de Testosterona en 
condiclones basales (#...#) y tras la adminis­
traciôn de 10 pg de D-Trp°-LH-RH (o o). Las
barras indican M + SE (n=3) . x=(p < 0.05) .
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mientras que el de la Testosterona se obtiene a los 180 minutos, 
a partir del cuâl, los valores se mantienen por encima de los ba 
sales. (Fig. 23).

Si comparamos la respuesta de la Testosterona, obtenida tras 
el estimulo de 10 pg de D-Trp^-LH-RH, en condiciones basales, du 
rante un periodo de 8 horas. Figura 24, se ve claramente que los 
valores de Testosterona se incrementa, después de administrer el 
anâlogo llegando a ser significativamente diferentes (p<0.02) a 
los 240 minutos.

2.- Mujeres normales

En la Tabla II, mostramos los resultados de LH y FSH, en re­
laciôn al Incremento Mâximo Absoluto ( LMxA), al Incremento Mâxi 
mo Porcentual ( AM x %) y al Area Total (AT) en mujeres en fase fo 
licular (8-10 dias del diclo) después de: 1.- Infusiôn IV continua 
de 8 horas de una soluciôn salina; 2.- Administraciôn de 100 pg - 
de LH-RH por via IV en un sôlo pulso y 3.- Administraciôn de D-Trp^ 
-LH-RH, por diferentes vias y con distintas dosis. Al igual que 
en los hombres, las dosis de 1 pg, no modifican los valores de LH 
y FSH. Pero cuando se administran 5 pg IV en un sôlo pulso, el - 

AMxA es dos veces superior al encontrado tras el estimulo con 100 
pg de LH-RH. A medida que aumentamos la dosis, las respuestas, - 
tanto de LH como de FSH, van aumentando. Los mâximos incrementos 
los encontramos con 50 pg por via IV en un sôlo pulso, y las âreas 
totales obtenidas con esta dosis, son dos veces superiores a las 
obtenidas con 10 p g .

La respuesta de la LH y FSH, en mujeres normales en fase foli- 
cular, después de la administraciôn de 10 y 50 pg de D-Trp^-LH-RH
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mlU /m l LH
D-TRP*-LH RH "

B 30€0 I20 B0 240 360 480

FSH
D-TRP* LH-RH

B'3060120 BO 240 360 480
M I N U T O S

Figura 25.- Cinética de producciôn de LH y FSH en Mujeres - 
Normales en ffse Folicular, tras la administra­
ciôn de D-Trp°-LH-RH IV en un sôlo pulso 10 pg
(#...#) y 50 pg (o o) M + SE (n=3). El ârea -
rayada corresponde a 100 pg de LH-RH. Las barras 
indican M + SE (n=7) . x p <,0.05.



y después de lOO pg de LH-RH vîa IV en un sôlo pulso. Los valo­
res de la LH, después de la inyecciôn del anâlogo, en ambos ca-- 
sos, son muy similares, excepto a los 480 minutos, en el cuâl —  

los valores de la LH tras la administraciôn de 50 pg son signifi 
cativamente superiores (p<0.05) a los encontrados con 10 pg. En 
los dos casos los valores de LH, a loa 60 y 120 minutos, son sig­
nif icativamente superiores ( pc0.05) a los obtenidos con 100 pg 
de LH-RH. En relaciôn a la FSH, podemos observar aue a partir - 
de los 15 minutos y hasta los 60 minutos, los valores obtenidos 
tras la administraciôn de 50 pg son significativamente superiores 
(p <0,05) a los obtenidos con 10 pg del anâlogo. En comparaciôn 
a lo que se obtiene con 100 pg, podemos ver que a los 60 minutos 
tanto los valores obtenidos con 50 pg son significativamente su­
periores (p <0,05) y a los 120 minutos, los valores de FSH luego 
del estimulo con 10 y 50 pg, son significativamente superiores a 
los obtenidos con 100 pg de LH-RH.

En los dos casos, cespués de la administraciôn del anâlogo - 
los valores de la LH y FSH son, a las 8 horas, significativamen­
te superiores (p<0,05) a los valores basales.

En la Figura 25, podemos observar los resultados obtenidos - 
cuando, utilizando una misma dosis (10 pg), damos el anâlogo por 
diferentes vîas: IV en un sôlo pulso, IV en infusiôn continua de 
8 horas, e IM. Cuando se administra por vîa IM, tanto la cinéti 
ca de respuesta de la LH como la de la FSH, son muy similares, - 
siendo unos valores, (en el caso de la vîa IM), mucho mâs bajos 
que los obtenidos por vîa IV en un sôlo pulso, pero sin llegar a 
ser significativamente diferentes. La respuesta mâs baja es ob­
tenida cuando se administra el anâlogo por vîa IV en infusiôn -- 
continua. Los valores son significativamente mâs bajos, en rela



mlU /ml LH
0-TRP*-LH RH

B 3060120160 240 360 480

FSH

D-TRP*- L H - RH

B3060I20I80 240 360 480
M I N U T Q S

Figura 26.-Niveles Séricos de LH y FSH, en respuesta a la 
administraciôn de 10 ng de D-Trp^-LH-RH, por -
diferentes vîas: IV en un s61o pulso (o o);-
IM ( A  A ) e IV en infusiôn continua (#...#)
Las barras indican M + SE (n=3) . x p<0.05. xx
p <0.02 . XXX p < 0 .01.



ciôn a los obtenidos con la administraciôn IV en un s61o pulso, 
a los 120 minutes con una P < 0,02 y a los 240 minutes, con una 
p <(0,01. For le nue respecta a los valores de FSH, sucede un - 
fenômeno parecido, pero en comparaciôn con los de LH siempre —  

son menores. Unicamente hemos encontrado, que los valores de - 
FSH son significativamente diferentes (p <0,05) a los 120 minu­
tes, cuando se compara la via IV en un s61o pulso con la via IV 
en infusiôn continua.

La respuesta de LH y 11/3 estradiol en suero, tras la adminis 
traciôn de 10 pg del anâlogo por via IV en un s61o pulso, pode- 
mos verla en la Figura 27. El pico de la LH se obtiene a los —  

180 minutos después de la inyecciôn del anâlogo y el pico del 17
estradiol se alcanza a los 360 minutos, de comenzar la prue- 

ba, o sea 3 horas mâs tarde que el pico de la LH. A los 480 mi­
nutos los valores del 17-/3 estraciol, son significativamente mâs
altos que los valores basales (p^0,05).

Los valores de LH y FSH, obtenidos tras la administraciôn IV 
de infusiôn continua de 8 horas (lO pg) en las diferentes fases 
del diclo menstrual. Figura 28. En la fase ovulatoria el incre- 
mento mâximo de la LH y FSH, es mucho mâs râpido que en las otras 
fases y en segundo lugar, el ârea total en la fase ovulatoria es 
dos veces superior a las otras dos fases.

En la Figura 29, se ilustra la respuesta de LH y FSH obteni-
da en fase lutelnica después del estimulo con 10 y 5 pg del D-Trp 
-LH-RH via IV en un sôlo pulso. Como se puede observer no exis- 
ten diferencias de los valores obtenidos con estas dos dosis y - 
ademâs, con muy similares a los obtenidos en fase folicular.
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' "igura 27.- Niveles de LH (o o) y 17/3 -Estradiol(o...o)
f en Muieres tras la administraciôn de 10 pg de
■- D-TrpG-LH-RH. Las barras indican M + SE (n=3) .
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Figura 28.- Comportamiento de la LH y FSH, tras la adminis­
traciôn IV en infusiôn continua de 10 pg de D- 
Trp^-LH-RH en las diferentes fases del ciclo -■ 
menstrual. M + SE (n=3).
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Figura 29.- Niveles de LH y FSH en fase lutelnica, tras la 
administraciôn IV en un sôlo pulso de 5 pg 
(-- ) y 10 jag (---) del anâlogo.
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: ' igura  3 0 . - Comparaciôn de los niveles de LH y FSH, obteni­
dos tras la administraciôn IV en un sôlo pulso 
de 50 pg de D-Trp^-LH-RH, en hombres (0 ...0) y
en mujeres (o o) normales. Las barras indican
M + SE (n=3) . X p=<0.05; xx p=<0,02; xxx 
p= <0,01; xxxx p= <0,001.
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Comparamos la respuesta de LH y FSH, obtenida con la adminis­
traciôn de 50 ^g, en mujeres en fase folicular y en hombres, por 
via IV en un sôlo pulso. Figura 30. En las mujeres, el anâlogo - 
libera una gran cantidad de gonadotropinas, siendo los valores de 
LH, significativamente superiores (p ( 0,05) a partir de los 120 - 
minutos y los de la FSH (p(0,02) a partir de los 15 minutos.

3.- Pacientes masculinos con Hipogonadismo Hipogonadotrôpico

3. 1.- Datos de laboratorio

Los valores basales de LH y FSH en plasma fueron Indétectables 
en nuestro RIA, en los très pacientes, y la prueba del Clomifeno,- 
en cada caso, fué negativa.

En la Figura 31, podemos ver la respuesta de la LH y FSH, en - 
los très pacientes y en hombres normales, tras la administraciôn - 
de 10 pg de D-Trp^-LH-RH. En los très pacientes hubo respuesta de 
ambas gonadotropinas siempre mâs baja que lo normal, excepto en —  
uno (G.S.P.), en el cuâl la respuesta de FSH fué superior.

En la Tabla III, hemos resumido los datos clinicos y hormona­
les de los très pacientes hipogonadales, antes y después del trata 
miento con 10 pg IM 3 veces al dia. Las gonadotropinas, fueron - 
siempre detectadas por nuestro RIA (Tabla III) y los valores de - 
la Testosterone, que basalmente uvo unos niveles de 60 y 70 ng/100 
ml, se duplicaron durante el tratamiento en términos de media, y - 
en algtan caso, este valor, se quintuplicô.

3. 2.- Resultados clinicos

Paciente 1 (E.R.S.): tras el tratamiento, este paciente habia 
crecido 3 cms. de talla, habia aumentado 4 kilos de peso y habia -

r.
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LH
K)pg D-TRP*-LH-RH

mlU/ml.

FSH

10pg D-TRP*-LH-RH

B 30 60 120 laO 240 960 480 B 3060 120 160 240 960 480

igura 31.- Respuesta de la LH y FSH, tras la administra—  
ciôn de 10 jag IV en un sôlo pulso, en très pa­
cientes varones hipogonadales-hipogonadotrôpi-
cos. Paciente 1 (E.R.S.) (•---•); Paciente 2 -
(R.H.F. ) (o o) y Paciente 3 (G.S.P.)( A...A)
El ârea sombreada es la respuesta en hombres - 
normales. M + SD (n=3).
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desarrollado los siguientes caractères sexuales; vello axilar y 
pûbico, bigote, la libido apareciô a las 4 6 5 semanas de comen­
zar el tratamiento, tuvo varias poluciones nocturnas. El pene - 
le creciô 3 cms. En la escala de Tanner, pas6 al grado 4 y los 
testîculos en la escala de Waaler, después del tratamiento, co- 
rrespondiân el derecho a un grado 8 y el izquierdo a un grado 10, 
lo cuâl équivale en la misma escala a unos 13 anos para el dere­
cho y 15 para el izquierdo.

Paciente 2 (R.H.F.): este paciente desarrollô el vello axilar, 
el vello pübico, bigote y vello en brazos y piernas. En la esca­
la de Tanner alcanzô un grado 2-3 y los testîculos en la escala - 
de Waaler alcanzaron un tamaho équivalente a 10 para el derecho y 
6 para el izquierdo, lo que correspondîa a unas edades de 14 y 12 
anos respectivamente.

Paciente 3 (G.S.P.): este paciente después del tratamiento de- 
sarrollô el vello axilar y pûbico y, discretamente, el bigote. En 
la escala de Tanner pas6 al grado 2 y sus testîculos tuvieron un - 
valor de 6 para el derecho y 4 para el izquierdo, en la escala de 
Waaler, lo que correspondîa a edades de 12 y 11 anos respectivamen 
te.

3. 3.- Biopsias

En las Figuras: 32,33,36,37,40 y 41, se muestran las fotogra- 
fîas de las biopsias testiculares de los très pacientes antes del 
tratamiento y, en las Figuras: 34,35,38,39,42 y 43, las de las biog 
sias testiculares post-tratamiento. El compendio de las biopsias 
lo hemos hecho en la Tabla IV, en la cuâl de una manera convencio- 
nal hemos indicado NORMAL, con cuatro cruces. Como resumen de to- 
do lo expuesto en estas figuras y en la tabla, podemos decir que -
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Figura 32.- Biopsia testicular pre-tratamiento, correspon- 
diente al Paciente (E.R.S.). Aumento lOX. Tübu- 
los seminiferos disminuîdos, escasas células -• 
germinales y de Sertoli.

$
m ,

»
m4

W

figura 33.- La biopsia anterior a 25X
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m

Figura 34.- Biopsia testicular post-tratamiento del Pacien­
te 1 (E.R.S.). Aumento lOX. Se aprecia un aumen 
to de células germinales, de Leydig y de Serto­
li, con respecte a las anteriores (32-33). Lige 
ro edema Intersticial.

4

i

Figura 35.- Microfotografla de la Biopsia post-tratamiento 
del Paciente 1 (E.R.S.), en la que se ven cla- 
ramente varias espermâtides.
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1

Figura 36.- Biopsia testicular pre-tratamiento del Paciente 
2 (R.H.F.). Aumento lOX. Tûbulos seminiferos —  
disminuîdos Células germinales de Leydig y de - 
Sertoli en nûmero menor que lo normal.

Figura 37.- La Biopsia anterior a 25X
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g

Figura 38.- Biopsia-Testicular post-tratamiento del Pacien­
te 2. Aumento lOX. Tûbulos con basal engrosada.- 
En relaciôn a las anteriores se ve un aumento - 
de las Células de Leydig. Las células germinales 
aunque ligeramente aumentadas, se mantienen in- 
diferenciadas.

Z

Figura 39.- Detalle de la Biopsia anterior.
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W
%

Figura 40.- Biopsia testicular pre-tratamiento del Paciente 
3 (G.S.P.). Aumento de lOX. Tûbulos con basai - 
engrosada y muy escaso intersticio. Células de 
lieydig escacisimas.

Figura 41.- La Biopsia anterior a 25X.
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I
t

1 »
%

Figura 42.- Biopsia post-tratamiento, aumento 25X. Destaca 
sobre todo el aumento de las Células de Leydig 
y en menor grado las de Sertoli. No se aprecian 
cambios de las células germinales.

m

•igura 43.- Detalle de la Biopsia anterior en la que se a- 
precian un incremento discrete de las células 
germinales.
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las membranas basales aumentaron su espesor después del tratamien­
to. En el Paciente 1 (E.R.S.), después del tratamiento hay un au­
mento de las espermatogonias y se pueden observer varias espermâti 
des Figuras 34 y 35. En el Paciente 3 (G.S.P.) después del trata­
miento Figuras 42 y 43, se puede considérer que las células de Ley 
dig son normales. Los otros dos pacientes mostraron un crecimien- 
to menor de estas células. Las células de Sertoli, en todos los - 
pacientes, después del tratamiento, muestran un incremento, siendo 
mâs évidente en el paciente 1, Figuras 34 y 35. Por ûltimo, hemos 
podido observer un ligero edema en todos los pacientes después del 
tratamiento.

4. Mujeres anovulatories

En la Tabla V y en las Figuras 44 a la 52, se muestran las va- 
riaciones de la LH, FSH, Temperature Basal y del Pregnandiol, des­
pués del tratamiento con el anâlogo. En la Tabla VI, se muestra,- 
el nûmero y porcentaje de ovulaciones y embarazos.

En el ciclo de estudio, ninguna de las pacientes tuvo un pico 
ovulatorio de gonadotropinas, el Pregnandiol siempre fué menor a - 
0.8 mg/24 hrs y todas elles presentaron una Temperature Basal —  

(T.B.) monofâsica. La citologîa vaginal fué monofâsica, hipoestro 
génica y en las mujeres casadas la biopsia endometrial, indicaba 
un endometrio estrogénico proliferativo.

Los resultados obtenidos en cada pciente, se describen a con- 
tinuaciôn:

4, 1.- Resultados clinicos y de laboratorio

Paciente 1 (M.G.B.): Tabla V y Figura 44. Durante la infusiôn 
del anâlogo, los niveles de LH aumentan considerablemente, pasando
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Figura 44.- Ciclos de estudio y de tratamiento de la Pacien 
te 1 (M.G.V.) 0= Citologîa seriada hipoestrogé- 
nica. =Biopsia endometrial en proliferaciôn 
persistence.



nutos pasaron a tener unos niveles por encima de 120 mlU/ml; venti 
cuatro hora mâs tarde de haber comenzado la infusiôn con D-Trp^-LH 
-RH, los niveles de LH, se mantenîan en 120 mlU/ml. Los valores - 
basales de la FSH, fueron de 40 miu/ml, los cuâles inmediatamente 
alcanzaron valores superiores y se mantuvieron asî hasta las 24 ho 
ras. El ârea total de LH liberada, fué superior de 59725 y el de 
la FSH, superior a 21600. El pregnandiol, de un valor basal de 0,5 
mg/dia, pas6 a 1,8 mg/dîa. La temperatura después del tratamiento 
se mantuvo bifâsica y la paciente se quedô embarazada. Después de 
10 semanas, la paciente tuvo un aborto.

de unos niveles basales de 4 mlU/ml a 42 mlU/ml a las 4 horas.- 
A las 24 horas, los niveles de gonadotropinas se encuentran muy 
elevados, siendo de 24 mlU/ml. Los valores basales de FSH fue­
ron de 1.6 mlU/ml y alcanzan su pico mâximo a las 4 horas con - 
14 miu/ml. A las 24 horas los valores de FSH, estaban en 3.2 -

imlU/ml. El Area Total de LH fué de 15664 y el de la FSH fué de 
4644. Las cifras de pregnandiol antes del tratamiento alcanza­
ron un valor de o,5 mg/dîa y, luego del tratamiento, llegaron a ?
ser de 1,9 mg/dîa. La T.B. post-tratamiento. Se hizo bifâsica^ <
La paciente se quedô embarazada al mes siguiente y hoy es madré 
de un niho sano. |

Paciente 2 (P.A.V.): Tabla V y Figura 45. Esta paciente pre- 
viamente al tratamiento con el anâlogo, recibiô Clomifeno. En - 
éste ciclo, con clomifeno, los valores de FSH, pasaron de una ba 
sal de 10 miu/ml a valores superiores a 40 mlU/ml, mientras que 
la LH se incrementaba de unos valores basales de 5 mlU/ml a 21 mlU/ 
ml. Se presentô la menstruaciôn al mes siguiente. Posteriormen- 
te, fué tratada con el anâlogo. Antes del tratamiento los valo­
res de la LH fueron de 18,5 mlU/ml, los cuâles luego de los 15 mi-
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Figura 45.- Ciclos de estudio y tratamiento de la Paciente 2 
(P.A.V.) 0= Citologîa seriada hipoestrogénica0 = 
Biopsia endometrial en proliferaciôn persistante.



-147-
Paciente 3 (M.J.V.): Tabla V y Figura 46. En el primer ci­

clo de tratamiento con D-Trp^-LH-RH, los valores basales de la - 
LH de 0.9 mlU/ml, pasaron a ser de 48 mlU/ml a las 4 horas. A - 
las 24 horas de haber comenzado la infusiôn del anâlogo los valo 
res de LH en plasma se mantenîan muy elevados, en 23 mlU/ml. Los 
valores basales de FSH fueron de 3.2 mlU/ml y el pico fué de 17 
mlü/ml a las 6 horas. Después de 24 horas los valores de FSH se 
mantenîan en 16 mlU/ml. El Area Total incrementada fué de 13053 
para LH y de 5947 para FSH. El pregnandiol urinario, de un valor 
basal casi indétectable, pasô a 0.85 mg/dîa. La temperatura ba­
sai se mantuvo monofâsica. El segundo ciclo de tratamiento con - 
D-Trp^-LH-RH lo realizamos 3 meses después de la anterior. En 
este ciclo, antes de la infusiôn, la paciente recibiô durante 10 
dîas 10 pg IM del anâlogo. En este perîodo de tiempo las gonado­
tropinas aumentaron discretamente, (la LH de unos valores de 1,6 
pasô a 4,4 mlU/ml y la FSH de 3 a 5 mlU/ml). Inmediatamente des 
pués del ûltimo dîa de este tratamiento, a la paciente se le in- 
fundiô el anâlogo en la forma indicada anteriormente. Al comien 
zo de la infusiôn, los valores de LH fueron de 4,4 mlU/ml, a las 
cuatro horas fué el pico con un valor de 40 mlU/ml y a las venti 
cuatro horas se mantenîan muy elevados, en 15 mlU/ml. La FSH pa 
sô de unos niveles basales de 5 mlU/ml a 18,5 mlU/ml a las 8 ho­
ras, y después de veinticuatro horas los valores se mantenîan en 
13 mlU/ml. El ârea total de LH liberada fué de 13010 y la de —  

FSH de 0,5 y luego de 1,8 mg. La temperatura se volviô bifâsica^ 
Después de un mes, la paciente quedô embarazada y actualmente es 
madré de un niho normal.

Paciente 4 (M.C.D.); Tabla V y Figura 47. Inmediatamente - 
después del ciclo de estudio, fué sometida a una infusiôn de 40
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jjg de D-Trp^-LH-RH. Los valores basales de la LH fueron de 2mIU/ 
ml y el pico de 7,8 mlU/ml a las 8 horas; venticuatro horas mâs - 
tarde, los valores de LH habîan descendido a 0,9 mlü/ml. Los va­
lores basales de FSH de 0,6 mlU/ml pasaron a unos valores mâximos 
de 2,2 a las 8 horas, y a las venticuatro horas estaban en 0,6 -- 
mlU/ml. El Area Total incrementada fué de 2934 para LH y 375 para 
FSH. Los valores basales de pregnandiol antes de la infusiôn fue

i
ron de 0,3 mg/dîa y después de la infusiôn de 0,5 mg/dîa. La tem 
peratura se mantuvo monofâsica.

. I’
Paciente 5 (L.R.V.) Tabla V y Figura 48. En esta paciente, -

!debido a que habîa sido estudiada con anterioridad, no se realizô i
iel ciclo previo habituai. Su pauta de tratamiento consistiô, en >

lo siguiente: antes de la infusiôn, recibiô durante 6 dîas lO pg 't
j;IM del anâlogo, y al 7°. dîa de la infusiôn. Durante las prime- 

ras inyecciones del anâlogo, los valores de gonadotropinas pasa- |
ron de unas cifras basales menores de 0,8 a 4 para la LH, y para |
la FSH, de unos valores basales de 0,8 pasô a 2,4 mlU/ml. Antes J
de la infusiôn los valores de la LH fueron de 2 mlU/ml y alcanza |

'iron el pico mâximo a las 8 horas, con una cifra de 7,8 mlU/ml ; - 
venticuatro horas mâs tarde los niveles habîan descendico a 0,9 
mlU/ml. La cinética de la FSH fué la siguiente: valores basales 
menores de 0,6 mlU/mo, pico mâximo a las 8 horas con un valor de 
2,2 miu/ml y, a las 24 horas, éstos niveles habîan descendido por 
debajo de 0,6 mlU/mo. El pregnandiol urinario, que antes del tra 
tamiento, era de 0,3 mg/dîa, y después del tratamiento pasô a ser 
de 0,5 mg/dîa. La temperatura permaneciô monofâsica.

Paciente 6 (V.W.L.) Tabla V y Figura 49. Durante el primer 
ciclo de tratamiento con D-Trp^-LH-RH, la LH se incrementô de -- 
unos valores basales de 1 mlU/ml, a 8,2 mlU/ml a las 4 horas y - '
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después de 24 horas de haber comenzado la infusiôn, los valores - 
se mantenîan en 3,2 miu/ml. Los niveles de FSH basales fueron de 
1,3 mlU/ml y tuvieron un incremento mâximo de 6,5 mlU/ml a las 6 
horas. Después de venticuatro horas, éstos niveles se mantenîan 
en 3,7 mlU/ml. El Area Total para LH fué de 2931 y para FSH de - 
2544, El pregnandiol urinario de unos valores basales de o ,5 mg 
pas6, después de la infusién, a 0,7 mg/dîa. La temperatura se - 
mantuvo monofâsica. En el segundo ciclo de tratamiento, recibié 
10 pg del anâlogo IM cada /8 horas durante un perîodo de 13 dîas 
e inmediatamente después la infusién de los 40 pg del anâlogo se 
guido de 40 pg SC. Curiosamente, los valores de FSH que eran de 
6 mlU/ml, disminuyeron mientras recibîa la inyeccién IM, llegan- 
do a tener un valor de 1 mlU/ml. En cambio la LH mantuvo sus va 
lores alrededor de 4 miu/ml durante este perîodo. En el dîa de 
la Infusién, los valores de LH eran de 1,85 miu/ml y alcanzaron 
un pico de 5,7 5 mlU/ml a las 6 horas; a las 24 horas estos valo­
res eran de 2 mlU/ml. El area total alcanzada de la LH fué de - 
2088 y de la FSH de 514. Los valores de pregnandiol pasaron de 
0,5 mg/dîa a 1.2 mg/dîa y la temperatura se mantuvo monofâsica.

Paciente 7 (P.F.C.) Tabla V y Figura 50). Los valores basa­
les antes del tratamiento IV en infusién continua del anâlogo, - 
fueron de 3,6 para la LH, la cuâl alcanzé unos valores superiores 
a las 120 miu/ml entre las très y cuatro horas, y veinticuatro - 
horas mâs tarde se mantenîan muy elevados, en 24 miu/ml. Los ni­
veles basales de FSH fueron de 0,7 5 miu/ml y el mâximo valor se 
alcanzé a las 3 horas con 10,5 mlU/ml. Después de 24 horas, es- 
taban en 4 mlU/ml. El Area Total de LH y FSH fué de 46888 y —  

3847 respectivamente. El valor de pregnandiol basal fué de 0,5 
mg/dîa y, tras el tratamiento, de 1,9 mg/dîa. La temperatura se 
hizo bifâsica y la ovulacién fué évidente, teniendo posteriormen 
te esta mujer una raenstruacién normal.
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Paciente 8 (M.T.S.) Tabla V y Figura 51. Tuvo unos valores 
basales de LH de 2,1 mlU/ml y alcanzô el mâximo valor a las 4 ho 
ras con 29 miu/ml. La FSH de unos valores basales de 1,7 llegô 
a un mâximo de 7,6 mlU/ml a las 6 horas. Después de 24 horas, - 
tanto los valores de la LH coma de la FSH, fueron iguales (2,3 - 
mlü/ml). El Area Total alcanzada por la LH fué de 7317 y el de 
la FSH de 2859. El pregnandiol urinario fué de 0,5 mg/dîa, pa- 
sando tras el tratamiento a 1,1 mg/dîa. La temperatura, sin em­
bargo, se mantuvo monofâsica.

Paciente 9 (S.D.Q.) Tabla V y Figura 52). En el ciclo de 
tratamiento, esta paciente recibié Clomifeno (100 mg/dîa) duran­
te 5 dîas y, a los 8 dîas de la ûltima dosis de Clomifeno, se - 
procediô a la infusién del anâlogo con el fin de provocar la —  

ovulacién. Los valores basales de la LH, antes de la infusién 
IV, fueron de 7,5 alcanzando un pico mâximo a las 6 horas con 6 
mlU/ml. Venticuatro horas mâs tarde estos valores se mantenîan 
muy elevados, (28 mlU/ml). FSH tenîa unos valores basales de 5,5 
mlU/ml y el pico mâximo (26 miu/ml) ocurrié a las 4 horas de la 
infusién, siendo a las 24 horas los valores relativamente altos 
(16 mlU/ml). El Area Total de LH fué de 24505 y el de la FSH - 
9285. El pre iiandiol, de unos valores de 0,7 mg/dîa pasé a 7,4 
mg/dîa. La temperatura basai se hizo monofâsica y la ovulacién 
fué évidente. Posteriormente esta paciente tuvo una menstruacién 
normal.
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E.- DISCUSION

En todo nuestro trabajo hemos realizado una serie de experien 
cias farmadinâmicas y clînicas con el fin de poder observer los - 
efectos que el nuevo anâlogo de sîntesis de la hormona hipotalâmi 
ca liberadora de gonadotropinas D-Trp^-LH-RH, provoca cuando era 
administrado tanto a hombres como mujeres normales, en diferentes 
dosis y por varias vîas de administraciôn.

El estudio no s6lo se limitô a la estimacidn de los efectos - 
producidos en personas sanas, sino que también abordamos el difi- 
cil terreno de la terapéutica en personas afectadas de patologîa - 
hipogonadal, al objeto de evaluar las raismas y ver sus consecuen- 
cias.

Hemos seguido una rigurosa pauta para la observaciôn de lo an- 
teriormente expuesto, consistiendo ésta en la evaluaciôn de las do 
sis minimas farmacolôgicamente activas, o dosis-umbral, asi como 
de las respuestas evocadas con dosis progresivamente crecientes y, 
por consiguiente intentando establecer la dosis-llmite, con la que 
parece entrarse en "plateau" de respuesta.

En las mujeres, tratamos de determiner exactamente el dia del ■ 
ciclo menstrual, a fin de poder evaluar lo mejor posible las dife­
rentes respuestas que dependan de las variaciones, en las diferen­
tes fases que constituyen el ciclo fisiolôgico de la mujer normal.

Como consecuencia de todo ello hemos configurado cuatro capitu 
los, independientes pero complementarios, que analizaremos a conti 
nuaciôn y que son: 1) Hombres normales, 2) Mujeres normales, 3) Pa 
cientes masculinos con Hipogonadismo Hipogonadotrôpico y 4) Muje­
res anovulatorias.
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1.- Hombres normales

Sigulendo la metôdica antes expuesta, comenzamos por investi 
gar la dosificaciôn de administraciôn del nuevo preparado, y asî 
la primera parte de nuestro estudio consistiô en probar, cuâl —  

era la dosis mâs pequena, capaz de estimular adecuadamente las - 
células hipofisarias y a partir de ella ir aumentando la dosis,- 
hasta llegar a tener la mâs idônea para nuestros intereses, los 
cuales fundamentalmente buscaban el establecer, a posteriori, —  

cual era la terapia mâs ûtil para tratar hombres que padecîan Hi 
pogonadismo Hipogonadotrôpico.

Los trabajos anteriores de SCHALLY y su grupo (150,151,152), 
habîan demostrado que incluso dosis tan pequenas como 0,2 pg LH- 
RH/rata o 1 nanogramo por mililîtro, eran ya capaces de producir 
un incremento de la LH y FSH cuando se median en las pituitarias 
de las ratas estimuladas. Al disponer nosotros de un anâlogo, - 
del que COY y sus colaboradores (329) habian demostrado en ratas 
que ténia una potencia 13 y 21 veces mayor que el LH-RH para li- 
berar LH y FSH respectivamente, lo Idgico era que empezasemos —  

nuestro estudio con dosis bastante bajas.

Asi, probamos 1 ug por via IV en un s6lo pulso, y ésta dosis 
no fué capaz de modificar los niveles de la LH y FSH, a lo largo 
de las ocho horas que duré la experiencia. Pasamos entonces a - 
una dosis de 2,5 ug y con ella, ya encontramos un aumento signi­
ficative en la respuesta de la LH. GONZALEZ-BARCENA y sus colabora 
dores (421) en sus experiencias con D-Ala^-LH-RH-9-(EA) (otro -- 
anâlogo superactivo de la LH-RH) encuentran también que con esta 
misma dosis de 2.5 pg ya hay un incremento significative en la -
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respuesta de la LH. Estos autores no han coinunicado nada sobre 
lo que ocurre con FSH, por lo cual presumimos que los resultados 
suyos sean iguales a los nuestros, es decir, que ellos al igual 
que nosotros no encuentran variaciones de la FSH, con este est! 
mulo.

Al ir incrementando la dosis del D-Trp^-LH-RH, la respuesta 
de la LH también iba en aumento. Con 10 pg IV en un sélo pulso, 
pudimos observer que el incremento de la LH, era ligeramente su 
perior a la encontrada con 100 pg de LH-RH, es decir, nos encon 
trabamos con una dosis del anâlogo 10 veces menor que la de LH- 
RH no sélo producia una respuesta mayor, sino que ademâs podîa 
mantener los niveles de la LH elevados, por un tiempo no menor 
a las ocho horas, mientras que el preparado original de LH-RH - 
sélo era capaz de mantener sus efectos por un tiempo de 2 horas^ 
En otras palabras, podîamos decir que el D-Trp^-LH-RH es 10 ve­
ces mâs potente que el LH-RH, en hombres normales, para incre—  

mentar la LH y cuatro veces mâs potente en prolongar su tiempo 
de accién.

Si comparamos los diferentes modos de administracién, (IV,-
IM, SC e IV en infusién continua) con una misma dosis de 10 ug, 
vemos que entre las vias IV en un sélo pulso, IM y SC, no exis- 
ten prâcticamente diferencias, como fué también demostrado en - 
su dia para la LH-RH por diferentes autores (171,254,294). Sin 
embargo nosotros hemos podido comprobar con esta dosis, que la 
cinética de respuesta de la LH, es totalmente diferente cuando 
se utiliza la via IV en infusién continua que cuando se utiliza 
la via IV en un sélo pulso. Por ejemplo, el Incremento Mâximo 
Absolute (^MxA) , por via IV en un sélo pulso se alcanza a los



15', mientras que por via IV en infusién continua se alcanza a 
los 480'.

Si comparamos estas dos vias, ya no con 10 )ig, sino con - 
una dosis mayor de 50 pg, apreciamos también que la cinética - 
de respuesta de la LH en uno y otro caso son diferentes. Lo - 
primero que observâmes con esta dosis, es que los (^MxA), cuan 
do se utiliza la via IV en un sélo pulso, aparecen alos 30', —  

mientras que por la via IV en infusién continua, este valor mâ­
ximo se alcanza a los 240', para luego descender a los 480'.
Esto también difiere con los resultados obtenidos con una dosis 
de 10 pg. Estos hechos tal vez los podriamos explicar, pensan- 
do que las células hipofisarias, tienen un umbral de saturacién 
para su capacidad de respuesta, por encima del cual ya no se lo 
gra un incremento de la LH, y esta séria la razén del "plateau" 
entre los 240 y 360 minutos. Estos fenémenos han sido también 
encontrados cuando se inyecta el LH-RH (369).

Otro dato muy interesante de comentar y que nosotros no he­
mos podido observer, es el doble pulso de la LH. Los primeros - 
en describir esta observacién fueron GONZALEZ-BARCENA y sus cola 
boradores (254), los cuales vieron que cuando administraban una 
dosis de 250 pg por via IV en infusién continua, habia un doble 
pulso de la LH; uno râpido, posiblemente de liberacién, y un se­
gundo mâs tardio, posiblemente de sintesis. Posteriormente esta 
observacién ha sido confirmada por los trabajos de BREMMER y —  

PAULSEN (255) y por el mismo GONZALEZ-BARCENA y sus colaboradores 
(364) después de la administracién de un anâlogo de la LH-RH, el 
D-Leu^-LH-RH(EA), por via nasal. El hecho de no haber encontra- 
do estos fenémenos en nuestras experiencias, posiblemente se deba
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al esquema de extracciones qua hemos seguido, el cual no nos ha 
permitido ver el primer pico y/o en segundo lugar, quizâs al he 
cho de que las dosis utilizadas han sido muy bajas.

Es importante también comentar que los/lMxA y las AT, obteni 
dos cuando se utiliza la via IV en infusién continua tanto con 
10 ug como con 50 ug, son superiores a los alcanzados utilizan- 
do las otras dos vias de administracién y, ademâs, que con do—  

sis de 50 ug los valores alcanzados son el doble que los otros^ 
Esta forma particular de comportamiento de la LH, que por otro 
lado pensamos que somos los primeros en verlo, creemos se pueda 
explicar de la siguiente manera; La substancia inyectada por —  

via IV en un sélo pulso instantâneamente, se expone en su tota- 
lidad a la accién de las enzimas dégradantes, no llegando a la 
hipéfisis mâs que una pequena parte de la misma, que a su vez - 
es depurada râpidamente del torrente circulatorio y tejidos ner 
viosos. Si por el contrario se inyecta por via IV en infusién 
continua, el tiempo de actuacién serâ mâs prolongado ya que so- 
lamente una pequena parte de la hormona se estâ poniendo en con 
tacto con los sistemas depuradores (la otra, permanece en el —  

frasco de la perfusién), consiguiéndose con ello un mayor efec- 
to sobre las células hipofisarias.

En lo que se refiere a la FSH, ya ha sido comunicado por --
otros autores la cpacidad que tiene el LH-RH (155) y otvros anâ- 
logos (370,387,421) para liberar FSH en hombres normales, y to- 
dos estos estudios coinciden en que dicha propiedad es marcada- 
mente inferior a la de la LH. Y, en nuestro criterio, los que 
realmente tienen una mayor capacidad que la LH-RH para producir 
una estimulacién de la FSH en humanos son el D-Ala-Gly-LH-RH(EA)
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y el Des-Gly-NH^^^-Pro(EA^)-LH-RH. Nuestros resultados nos mues 
tran que las variaciones que tiene la FSH, con dosis menores a - 
50 ug, son similares a las que hemos obtenido con 100 ug de LH- 
RH por via IV en un sélo pulso. Pero, cuando nosotros utiliza—  

mos 50 ug por via IV en infusién continua, la FSH alcanza valo—  

res significativamente superiores a los basales a partir de los 
120' (p-^0,05) manteniéndolos hasta los 480', por lo menos. Es­
te fenémeno tan interesante, ha sido visto por ARIMURA y sus co­
laboradores (314) In vitro, utilizando LH-RH. Nuestra explica-- 
cién a este fenémeno, es que posiblemente la FSH para su libera­
cién requiere de una dosis mâs elevada y de un periodo de estimu 
lacién mâs prolongado que la LH. La otra hipôtesis posible que 
queda, es pensar que en los hombres el efecto FSH-RH es tan sélo 
un fenémeno colateral y por dicho motivo requiere dosis mâs po- 
tentes.

En nuestro estudio, uno de los aspectos mâs dificiles es el 
interprear los resultados referentes a la Testosterona, evaluân- 
dolos y comparândolos con otros autores. Actualmente conocemos, 
por muchisimos estudios, que en el hombre normal la Testosterona, 
no se sécréta de forma continua, sino que sufre oscilaciones en 
plasma del orden de 50 a 300 ng/100 ml y esto en cortos periodos 
de tiempo como puede ser una hora (315,394,401). Ademâs, que la 
Testosterona, durante el dia tiene un ritmo de produccién que se 
incrementa por la noche (368,404,413). Por otra parte hay auto­
res que han podido comprobar (271,272,278) que después de la ad­
ministracién de la LH-RH, los niveles de la Testosterona en plas 
ma se incrementan. Estos mismos autores, bajo nuestro punto de 
vista, no nos muestran cuales serian los valores de Testosterona
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en sujetos normales a los cuales no se les ha administrado LH-RH, 
para realmente poder afirmar que ha habido un incremento de la -- 
Testosterona. Por lo dicho, nosotros medimos la testosterona, pri 
mero en sujetos normales, a los cuales dnicamente se les infundié 
soluciôn salina durante 8 horas, al objeto de saber si cuando no­
sotros administrabamos el anâlogo, podîamos o no afirmar de una - 
forma mâs categérica, la existencia de posibles variaciones de la 
testosterona.

Cuando medimos la Testosterona, después del estîmulo con D- 
Trp^-LH-RH, nos encontramos que los valores eran siempre mâs altos 
que los contrôles, y en algün momento fueron significativamente - 
superiores (p ^  0,05) a los 240 minutos. Esto quizâs, se expli­
que pensando que el incremento de la testosterona, no es un fenô- 
meno que exclusivamente dependa del aumento de la LH, sino que muy 
posiblemente se deba a la accién comjunta de varias hormonas, (co­
mo pueden ser la FSH, PRL) y de otros factores que en este momento 
escapan a nuestros conocimientos.

2.- Mujeres normales

Uno de los objetivos fundamentalLes que nos propusimos en este 
grupo de estudio fué ver cuâl era la cinética de la LH, FSH y 17 
-estradiol, en las diferentes fases del ciclo menstrual; Fase Fo- 
licular (8°.-10°. dîas del ciclo); Fase Pre-ovulatoria (11°.-13°. 
dîas del ciclo); Fase ovulatoria (14-. dîa del ciclo)y Fase Luteî- 
nica (23°.-24°. dîas del ciclo).

Ademâs de probar cuales eran lass dosis mînimas que estimula- 
ban, las gonadotropinas hipofisarias, al igual que en los hombres, 
el estudio de la dinâmica durante l<as diferentes fases del ciclo -
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menstrual, bajo nuestro punto de vista, tenia enorme iraportancia 
ya que como sabemos en este periodo se producen profundos cambios 
que modifican el comportamiento hipotalâmico-hipofisario y que - 
han sido perfectamente demostrados (76, 142, 166, 171, 172, 197,- 
199, 201, 210, y 392) al igual que en el puerperio (389). De la 
respuesta a estas dos preguntas, posiblemente podîamos sacar al- 
gûn criterio que nos sirviese para intentar tener una dosis apro- 
piada en una mujer anovulatoria, por causa hipotalâmica.

Lo que primero pudimos observer, fué que en fase Folicular, - 
con una dosis de 1 pg, no modificamos la respuesta de la LH y FSH^ 
Pero a partir de 5 pg el grado de estimulacién de la LH y FSH, era 
superior al que obteniamos con 100 pg de LH-RH y ademâs los nive­
les de las gonadotropinas, se mantenîan elevados por lo menos du­
rante 8 horas. Este fenémeno en nuestra opinién y en la de AMOS - 
y colaboradores (312), podîa, deberse a que estos compuestos, tie­
nen una vida mayor, y/o a que la aparicién del pico mâximo de esti 
mulacién se encuentra retrasado, como opinan KASTIN y colaborado—  

res (370).

En la fase folicular, pudimos comparar la potencia de estimula 
cién con relacién a la LH-RH, y asî comprobamos que el D-Trp^-LH- 
RH era 40 y 21 veces mâs potente en liberar LH y FSH respectivamen 
te. Desgraciadamente la potencia real total, tanto en capacidad - 
de liberacién como en duracién de tiempo, (area total), no pudimos 
determinarla ya que en nuestro protocolo la medicién de las gonado 
tropinas se restringîa a un tiempo de 8 horas solamente, y durante 
este tiempo las gonadotropinas se mantenîan elevadas. Lo que sî - 
estaba claro, es que el anâlogo estimulaba en las mujeres la LH y 
FSH con una potencia muy superior que en los hombres, y esto qui­
zâs podrîa explicarse porque los estrégenos tienen un efecto posi- 
tivo a nivel hipofisario. También, por lo dicho, o quizâs porpue



-168-
el D-Trp^-LH-RH tiene una afinidad especial por los receptores hi 
pofisarios, pudimos comprobar que este anâlogo actüa con una po—  

tencia superior en la especie humana a lo que se ha observado en 
animales (328) .

Curiosamente, al ir incrementando la dosis del anâlogo, y al 
pasar de 10 pg a 50 pg, pudimos observar que la LH no se incremen 
taba mientras que, en cambio, la FSH iba en aumento. Es decir —  

que en este caso particular, de mujeres en fase folicular, la LH 
no guarda una relacién dosis respuesta, pero sî la FSH. Nuestra 
observacién no ha sido vista con otros anâlogos (76,166,172,300,- 
302,305,307,312,313,326,328,330,339,,342,345,410, y 423), y creemos 
que este hecho, hipotéticamente, puede deberse o explicarse pensan 
do que el nivel de estimulacién de FSH requiere una mayor dosis de 
D-Trp^-LH-RH, lo cual significa posiblemente que éste fenémeno, - 
mâs que de una accién cualitativa, depende de un efecto cuantita- 
tivo.

Habîamos dicho que tanto GONZALEZ-BARCENA y colaboradores con 
el LH-RH (262), como nosotros con eU D-Trp^-LH-RH, hemos podido - 
observar que cuando administrâmes estas hormonas en hombres norma 
les, por vîa IV en infusién continua, obtenemos los mâs altos va­
lores tanto en incremento como en âirea total. Curiosamente, este 
fenémeno no fué igual en las mujeres, en ellas la mejor respuesta 
la obtenemos por vîa IV en un sélo pulso, mientras que los valores 
mâs bajos los obtenemos por vîa IV en infusién continua.

Cuando comparamos las diferentes respuestas de las gonadotro­
pinas en las très fases del ciclo menstrual, con una misma dosis - 
del anâlogo (10 qg) y por una misma vîa (IV en infusién continua), 
nos llamé la atencién varias cosas: la primera fué el observar que
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los incrementos mâximos, tanto absoluttos como porcentuales, de - 
la LH y FSH en fase ovulatoria, eran imâs altos y aparecîan mâs - 
tempranamente que en las otras dos fases -pre-ovulatoria y foli­
cular-, ocurriendo esto cuando apenas habîan pasado 2,5 pg del - 
anâlogo, o sea los 120 minutos; mientras que en las otras dos fa 
ses, los mâximos incrementos aparecîan a los 360 minutos. La se 
gunda observacién évidente, fué que las AT de la fase ovulatoria 
eran el doble que en las otras dos f aises. De las otras dos fa­
ses -pre-ovulatoria y folicular- los valores mâs altos correspon 
dîan a la primera, pero con muy poca diferencia sobre la segunda^

La ûltima observacién interesante, fué constatar que, al térmi 
no de las 8 horas de infusién, las gonadotropinas se mantenîan - 
muy elevadas, con valores significatûvamente superiores a las ba­
sales (p<0.05) y que los de la fase ovulatoria tenîan los valo­
res mâs altos en relacién a las otra:s dos fases. i D e  qué manera 
podîamos explicarnos estos resultado s?. El reciente hallazgo de - 
ARIMURA y sus colaboradores (173) de; un RIA especîfico para LH-RH 
y la medicién del mismo a mitad del ciclo en mujeres normales, de 
muestra que hay una liberacién agudai de la LH-RH, debido a una —  

progresiva sensibilidad de las céluLas pituitarias a la LH-RH (en 
nuestro caso se vié claramente este fenémeno, por la inmediata - 
respuesta de las gonadotropinas al D-Trp^-LH-RH) y a una aumenta- 
da cantidad de LH-RH. Estos datos hian sido confirmados por YEN y 
sus colaboradores (148 y 212). Por lo tanto en nuestra observa­
cién habîa una sumacién de fenémenos; por una parte los explica- 
dos por ARIMURA, mayor sensibilizaciién y mayor cantidad de LH-RH 
y, si a todo esto le ahadimos un lilberador mâs potente, lo légico 
era que observâsemos una mâs râpida y mayor liberacién de gonado­
tropinas en la fase ovulatoria, comio ya hemos anotado.
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Este hecho podrîa constituir un punto de partida para estu- 
diar o asegurar la fecha de ovulacién en mujeres normales, méto 
do ideal en el control de la natalidad ya que si esto sucede, - 
lo ünico que se necesitarîa serîa un perîodo de abstinencia de 
48 a 72 horas, quedando el resto del perîodo menstrual para ser 
utilizado sin peligro y, con ello, se obviarîan todos los efec­
tos secuandarios que producen los otros métodos de control de - 
la natalidad conocidos hasta ahora. Por otra parte, los incre- f
mentos mâximos, asî como las âreas totales, obtenidas con esta 
dosis en fase ovulatoria, nos podrîan servir como indices de - 
evaluacién en mujeres anovulatorias a las que intentâsemos pro­
vocar la ovulacién.

Existen estudios con LH-RH, que abordan el problema de la - 
estereidogenesis (355) pero nos ha llamado la atencién, el que 
numerosos trabajos con anâlogos (321,337,338,347,348,377,378,396, 
y 410), no hayan puesto atencién a este fenémeno, por lo cual en 
nuestro estudio medimos, por RIA, el 17^ -estradiol.

Los resultados nos indican que después de la administracién 
de 10 ug de D-Trp^-LH-RH IV en un sélo pulso, se produce un pico 
de LH aproximadamente a los 180 minutos, y el pico del 1713 estra 
diol aparece très horas mâs tarde, siendo los valores significa­
tivamente mâs altos que los basales a los 480 minutos (p < 0.05).

Nos ha llamado profundamente la atencién ver que las respues 
tas de las gonadotropinas, tanto en los hombres como en las muje 
res, sean tan significativamente distintas. Esta diferencia es, 
en cantidad durante las 8 horas y en todos los tiempos evaluados, 
en que los valores en las mujeres fueron significativamente mâs
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altos (p<0.05) que en los hombres, sino que cualitativamente - 
eran distintos. Basados en otras experiencias con LH-RH reali- 
zadas en nuestro Laboratorio (449) y en estas que acabamos de - 
enumerar, esto nos hace pensar que existe una diferencia sexual 
Hipotâlamo-Hipofisaria, que imprime estas caracterîsticas y en 
segundo lugar, y como consecuencia de lo primero, que los recep 
tores femeninos, a este nivel, tienen una mayor especificidad - 
por el D-Trp^-LH-RH y/o porque, los estrégenos permiten una sen 
sibilidad mayor.

Estos dos estudios anteriores, nos habîan demostrado perfec 
tamente que el D-Trp^-LH-RH, era un potente liberador de LH y - 
FSH y uqe ademâs su tiempo de estimulacién, y por lo tanto de - 
niveles elevados de gonadotropinas, se mantenîan al menos duran 
te 8 horas. Se ahadîa el hecho de que en ninguno de los casos 
estudiados habîamos sido capaces de detectar el mâs mînimo efec 
to secuandario, y por lo tanto pensamos que estâbamos ante una 
substancia idénea para ser utilizada en la clînica, y que por - 
otra parte nadie hasta ahora lo habîa estudiado en la especie - 
humana.

Esto por una parte era desventajoso, en el sentido de no te­
ner ningûn criterio distinto al nuestro, pero pese a ello creîa- 
mos estar fundamentados en nuestros propios estudios de fisiofar 
macologîa en sujetos normales. Desconocîamos cuâl iba a ser la 
accién del anâlogo en pacientes con patologîa hipotalâmica pero 
en teorîa, todo parecîa indicarnos que en el peor de los casos - 
no habrîan efectos secundarios de que lamentarnos, por lo cual - 
procedimos a buscar un grupo de pacientes masculinos y femeninos, 
los cuales su alteracién gonadal, se pensase que fuese producida
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por un fallo hipotalSmico. A continuacién y separadamente, co- V'.
rnentaremos los resultados obtenidos en pacientes masculinos y -

6 Vfemeninos, a los cuales hemos tratado con D-Trp -LH-RH.

'I3.- PACIENTES MASCULINOS CON HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROPICO

Los estudios hormonales en pacientes masculinos con patolo­
gîa hipogonadal (361,381,384 y 416), asî como el uso del LH-RH, 
son numerosos, pero no demostrativos de un efecto positivo abso 
luto, no por ello dejan de ser interesantes (170,310,354,367,374 
y 385) .

Nuestros estudios en hombres normales habîan demostrado que 
el D-Trp^-LH-RH era efectivo en liberar gonadotropinas y estimu­
lar la testosterona.

Para el tratamiento en sujetos hipogonadales, nos decidimos 
por una dosis de 10 pg c/8 horas IM, ya que sabîamos que con di­
cha dosis los niveles de LH y FSH se mantenîan elevados al menos 
durante 8 horas, como lo demostramos en el test de 10 pg IV en - 
un solo pulso que realizamos a los tres sujetos con hipogonadis­
mo hipogonadotréfico. La duracién del tratamiento, no tenîa que 
ser menor a los 90 dîas, ya que el ciclo espermâtico es de 74-4- 
5 dîas, segûn lo han demostrado los estudios de HELLER y CLERMONT 
(403 y 419).

Usando esta dosis de D-Trp^-LH-RH, 50 veces menor que la uti­
lizada por MORTIMER y colaboradores (291) con el LH-RH, pudimos - 
comprobar que los niveles de gonadotropinas a lo largo del trata­
miento (13-17 semanas) fueron detectadas por nuestro RIA de gona­
dotropinas, sin que hibiesen variaciones significativas. Esto —
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nos demostraba dos cosas: primero, que con esta dosis no agotaba 
mos las células hipofisarias y, segundo, que no habîa formacién 
de anticuerpos anti-D-Trp^-LH-RH, lo que estaba de acuerdo con - 
los estudios de STONE y colaboradores con el LH-RH (408).

Los niveles de Testosterona, en los tres pacientes motivo de 
este protocolo, medidos a lo largo de todo el tratamiento en tér 
minos de media, duplicaron los obtenidos basalmente, aunque en - 
algunos casos este valor se quintuplicé. Quisiera llamar la aten 
cién, sobre un aspecto, es el que la recogida de las muestras de 
sangre la hacîamos a las 9 de la manana, es decir a las 8 horas - 
de la ûltima inyeccién del anâlogo, lo cuâl, al menos en teorîa, 
nos debîa hacer pensar que los valores de LH, FSH y Testosterona, 
posiblemente estarîan muy bajos por lo que creemos que los datos 
de nuestra casuîstica, tienen intrinsicamente mâs valor.

La correlacién entre incrementos de testosterona y cambios en 
los caractères sexuales de los sujetos estudiados fué clara. Asî, 
hubo un incremento del vello axilar y pûbico, en todos ellos, au­
mento de la barba y el bigote, con crecimiento testicular y, en -
uno de ellos, el pene crecié 3 centîmetros.

El incremento de la lîbido, experimentada por todos los pacien 
tes, podrîa ser explicado por los cambios hormonales, pero quizâs 
esto también podrîa deberse a una accién directa del anâlogo en - 
el SNC. Esta hipétesis la basamos por un lado, en el hecho de —  

que la aparicién de la lîbido acontecié ya en el primer mes del - 
tratamiento, cuando los cambios sexuales no estaban muy claros, - 
ni tampoco el incremento testicular y por otra parte, por lo des-
crito por Van Loon a quien cita SCHALLY en su trabajo (127) , quién
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refiere que los niveles de testosterona sérica por encima de 200 
ng/lOOml pueden ser suficientes para mantener la libido y ereccio 
nes, poluciones nocturnas, nos indica que esta pequena dosis no - 
solamente fué capaz de provocar cambios hormonales, sino que se - 
produjeron cambios importantes en la conducta del indivlduo, con 
pérdida en todos ellos de su acentuada timidez.

El estudio de las biopsias testiculares, realizadas, antes y 
después del tratamiento, nos hacen ver que los cambios hormonales 
producidos por el anâlogo y mantenidos durante qn periodo de tiem 
po entre 13 a 17 semanas, son capaces de inducir un desarrollo —  

testicular importante.

Antes del tratamiento, el estudio histopatolégico de las mues 
tras testiculares de los pacientes indicaba que todos ellos tenlan 
escasas células germinales en estado de espermatogonia. Después 
del tratamiento se pudo apreciar claramente que hubo un incremen­
to notable del nûmero de espermatogonias, del nûmero de câlulas - 
germinales y ademâs, esto era lo mâs importante, se pudo consta­
ter que habîa espemâtides, es decir células germinales que habîan 
madurado, lo que querîa decir que se habîan producido cambios eua 
litativamente muy importantes. En este sentido creemos que hubie 
sensido conveniente dos cosas: primero, prolongar el tratamiento 
con el fin de que estos cambios cualitativoç prosiguiesen y de - 
esta manera podîamos llegar a una maduracién compléta del esperma 
tozoide. En segundo lugar, aumentando un poco la dosis, quizâs - 
una s61a inyeccién de 50 qg, serîa lo indicado, ya que esta dosis 
como hemos podido estudiar, produce un incremento significativo -
de la FSH. En todo caso nosotros creemos que estos resultados ---
demuestran que el D-Trp^-LH-RH, son una nueva terapéutica en el - 
tratamiento de los Hipogonadismos Hipogonadotrépicos.
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4.- Mujeres anovulatorias

Lo primero que realizamos en las mujeres anovulatorias fué - 
un ciclo de estudio muy extenso, al menos 24 dîas, en el cuâl de 
mostramos la no existencia de un pico ovulatorio, es decir cons­
tatâmes la sospecha de que estas pacientes tenîan algûn fallo —  

ovârico y que previamente ya habîan sido estudiadas con varios - 
métodos (323 y 372).

Por otra parte FIGüEROA-CASAS y colaboradores (298) obtuvie- 
ron una proporcién relativamente alta de ovulaciones y embarazos 
en 15 mujeres con esterilidad anovulatoria con LH-RH, después - 
de inducir la maduracién folicular con LH-RH, Clomifeno y Pergo­
nal. 25 ciclos de tratamiento dieron como resultado 10 ovulacio 
nes y 5 embarazos. Dos de estos embarazos ocurrieron durante el

ZARATE y sus colaboradores (296) trataron 42 mujeres en las 
que sospechaban una anovulacién de causa Hipotalâmica. Incluye- 
ron 24 casos de Stein-Leventhal. Después del tratamiento 10 ovu 
laron y 7 se quedaron embarazadas. La dosis de 500 pg de LH-RH 
dada tres veces al dîa, por perîodos que variaron entre 5 y 20 - 
dîas produjo el mayor nûmero de ovulaciones. 24 pacientes mostra 
ron signes de crecimiento folicular évidente, lo que se comprobé 
por el incremento de los estrégenos en orina, pero no hubo ovula 
cién évidente. El tratamiento de 15 mujeres con anovulacién y - 
esterilidad, probablemente debidas a una deficiencia hipotalâmi­
ca idiopâtica con LH-RH durante 28 ciclos, indujo signos clîni- 
cos de ovulacién en 13, pero el embarazo solamente se consigié - 
en 3 ciclos durante la terapia y 2 mujeres mâs quedaron embaraza 
das en 2 ciclos subsiguientes (304). Estos resultados hacen ver 
que pequenas y frecuentes dosis de LH-RH son mâs efectivas que - 
grandes dosis con menos frecuencia.
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primer ciclo, después del tratamiento con LH-RH s61o. Resulta- 
dos muy convicentes han sido obtenidos por NILLIUS y sus colabo 
radores (390). Elles trataron 4 mujeres con "anorexia nervosa" 
administrando 500 jug de LH-RH, très veces diarias durante apro^ 
ximadamente 4 semanas y obtuvieron maduraciôn folicular y ovula 
ciôn en todas las pacientes.

Todos estes estudios y muchos otros (76,166,171,172,297,298, 
312,324,327,375,386,422,445 y 447) nos derauestran que la LH-RH - 
por sî sola o en combinaciôn con otros compuestos (Clomifeno, —  

Pergonal) es capaz de inducir ovulaciôn en la mujer.

Por otra parte, COMARU y POVOA y sus colaboradores (331 y —  
332) y ZARATE y sus colaboradores (398) han probado dos anâlogos 
superactivos del LH-RH, muy semejantes al compuesto utilizado por 
nosotors, que son el D-Ala^-LH-RH(EA) y el D-Leu^-LH-RH(EA). Zâ- 
rate y sus colaboradores encontraron 2 ovulaciones en 14 pacien­
tes, y ninguna de ellas se quedd embarazada. De Medeiros-Comaru 
y sus colaboradores, trataron a 7 mujeres anovulatorias con D-Ala^ 
-LH-RH(EA), y de estas 3 ovularon y ademâs, por un période de 17 
meses, mantenlan unas menstruaciones normales, quedando una de - 
ellas embarazada. Cuando empleô el D-Leu^-LH-RH(EA) no encontrô 
signes de ovulaciôn.

Nuestros estudios fisiofarmacolÔgicos en mujeres normales con 
el D-Trp^-LH-RH, nos indicaban que este compuesto era significa- 
tivamente mâs potente que el LH-RH en liberar LH y FSH (p<0.05) , 
sin que en ningün memento hubiêsemos podido detectar efecto cola 
teral alguno. Por le tante, nosotros contâbamos con très crite- 
rios lôgicos para aplicar el D-Trp^-LH-RH en mujeres anovulatorias^
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El primero, que el LH-RH era capaz de inducir ovulaciôn, por si 
s61o o en combinacidn con otros estimulantes, siendo la mejor - 
forma de obtener resultados positives con dosis relativamente - 
pequenas. Segundo, que dosis altas de anâlogos muy semejantes 
al nuestro no habian sido capaces de producir los efectos bané- 
ficos que en teorla se pensaba y, en tercer lugar, hablamos de- 
mostrado nosotros que con dosis bajas podlamos mantener las go- 
nadotropinas elevadas por un tiempo no mener de echo boras.

Se nos planteaba entonces un dificil problema icuâl era la 
dosis apropiada para la induccidn de la ovulaciôn en mujeres —  

anovulatorias?. Ningün trabajo de los que nosotros hemos podi­
do leer en la literatura mundial, nos daba criterio alguno para 
buscar la dosis adecuada. Por elle, tuvimos que remitirnos a - 
nuestros propios resultados. Habla un dato que nos llamaba -- 
profundamente la atenciôn, nosotros hablamos visto que con 5 ^g 
IV en un s61o pulse, se lograba un incremento de la FSH y LH —  

mantenido y superior al que se obtenla con 100 pg de LH-RH; era 
evidente entonces que si nosotros pensabamos continuar una infu 
si6n durante 8 boras, tuviésemos que pasar, cada bora, 5 pg.
En conclusiôn, la dosis total a infundirle en echo boras a una 
paciente era de 40 pg, y para asegurarnos una duraciôn mâs pro- 
longada de las gonadotropinas elevadas podlamos anadir una dosis 
similar via SC al término de la infusiôn. Este criterio fué - 
cumplido en todas las pacientes estudiadas, y le que variâmes - 
fué la manera de madurar el follculo.

Nuestros resultados indican que la terapêutica utilizada fué 
efectiva para inducir la ovulaciôn en el 55% de los cases estudia 
dos, anadiéndose un 33% de embarazos. Este dato cobra su verda- 
dero significado, sabiendo que las pacientes, con antelaciôn a -
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nuestro estudio, fueron tratadas con HCG, HMG y Clomifeno sin que ;[

f
c o n  ninguno de esos tratamientos se obtuviesen resultados positi- '

I
V O S .  I

Al objeto de obtener una maduraciôn folicular tres mujeres —  

fueron tratadas con dosis entre 10 y 30 pg diarias, previas a la 
infusiôn. De las tres dos ovularon y una se quedô embarazada; la 
otra paciente que ovulô era la anorexia nervosa, que tuvo una mag 
nifica respuesta de LH y FSH, con LH-RH al contrario de lo obser- 
vado por Vigersky y colaboradores (409) en esta enfermedad.

Una paciente tomô Clomifeno durante 5 dias a dosis de 100 mg/ 
dia con el fin de madurar el foliculo, y ocho dias mâs tarde de - 
la ûltima dosis del Clomifeno, se le practicô la infusiôn del anâ 
logo. Posteriormente las cifras del Pregnandiol fueron las mâs - 
altas que hemos podido ver de todas las pacientes, y la ovulaciôn 
fué evidente.

Curiosamente, la paciente a la que tratamos con Pergonal, el 
dia de la infusiôn no tuvo un incremento considerable de las go­
nadotropinas, lo que estâ de acuerdo con lo estudiado por BRECK- 
WOLD y sus colaboradores (397) y MIYAKE y sus colaboradores (383) .

Un dato que es muy interesante bajo nuestro punto de vista, - 
es que todas las pacientes anovulatorias que ovularon, tenian un 
Area Total, igual o superior a aquellas pacientes normales que - 
nosotros habiamos estudiado en fase ovulatoria y a las cuales —  

les inyectamos 10 pg IV en infusiôn continua. Este podria ser en 
nuestro criterio otro parâmetro a tener en cuenta en la ovulaciôn, 
sobre todo en pacientes anovulatorias en las que se sospecha que 
la causa de su alteraciôn estâ a nivel Hipotalâmico.



C O N C L U S I O N  E S
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E.- CONCLUSIONES

1.- El D-Trp^-LH-RH, es un anâlogo mâs potente para estimular las 
gonadotropinas hipofisarias que el LH-RH, en la especie Huma­
na.

2.- El D-Trp^-LH-RH, es 10 veces mâs potente que el LH-RH en los 
hombres normales.

3.- Este anâlogo en las mujeres normales y fase folicular tiene - 
una potencia 40 y 21 veces mayor que el LH-RH para estimular 
LH y FSH.

4.- En hombres, la via IV en infusiôn continua, es la que produce 
una mayor y mâs prolongada liberaciôn de las gonadotropinas 
hipofisarias, cuando se utiliza este anâlogo.

5.- La via ôptima para estimular la LH y FSH, en mujeres normales 
en todas las fases del ciclo menstrual, con el D-Trp^-LH-RH,- 
es la IV en un sôlo pulso.

6.- En hombres, cuando se inyectan 50 ug de este anâlogo via IV - 
en infusiôn continua se obtiene un incremento significativo - 
de la FSH (p<;0.05).

7.- Este anâlogo, en las mujeres normales, produce un incremento 
significativamente superior (p<0.O5) de la LH y FSH, si se - 
compara con lo obtenido en hombres normales.

8.- En pacientes masculines con Hipogonadismo Hipogonadotrôpico, 
este anâlogo es capaz de:
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- Mantener niveles adecuados de LH y FSH por largos perîodos 
de tiempo (13-17 semanas).

- Incrementar los niveles de Testosterona en sangre periféri 
ca.

- Producir cambios cualitativos en los caractères sexuales.

- Producir cambios cuantitativos y cualitativos de las célu- 
las germinales testiculares.

- Producir un aumento del tamano testicular. 1
9.- En las mujeres anovulatorias, este anâlogo es capaz de produ 

cir ;

- Maduraciôn folicular.

- Ovulaciôn en un 55% de los casos.

- Embarazos en un 33%.

10.- Creemos que este nuevo compuesto, anâlogo de la LH-RH, el D- 
Trp^-LH-RH, puede ser un nuevo camino en el tratamiento de - 
la Esterilidad ya que en las mujeres anovulatorias es capaz 
de producir ovulaciôn y embarazo sin complicaciones secunda- 
rias y en los hombres que padecen de hipogonadismo hipogona­
dotrôpico, cambios cualitativos en las células germinales y 
en las células intersticiales.
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RH Ethylamide on Serum LH Levels in Ovariectomized, Steroid -f•r
-Blocked Rats. Pro Soc Exp Biol Med 148: 1009, 1975,

306.- RIPPEL, R.H., JOHNSON, E.S., WHITE, W.F., FUJINO, M., FU- 
KUDA, M. and KOBAYASHI, S.: Ovulation and Gonadotropin Re­
leasing Activity of (D-Leu^, des Gly NHg^^, pro-E thylami- 
de^) -GNRH. Proc Soc Exp Biol Med 148; 1193, 1975.

307.- ARIMURA, A., VILCHEZ-MARTINEZ, J.A. and SCHALLY, A.V.: In 
Vivo Comparison of LH-RH and FSH-RH Activities of (Des- 
Gly^^) (Pro^-Ethylamide) -LH-RH, (Des-Gly^^) (Pro^-Propyla- 
mide) - LH-RH, and LH-RH Using Immature Male Rats. Proc 
Soc EuxpBiol Med 146: 17, 1974.

308.- VILCHEZ-MARTINEZ, J.A., ARIMURA, A. and SCHALLY, A.V.: In­
fluence of Estradiol Benzoate on Pituitary Responsiveness 
to LH-RH at Different Stages of the Estrous Cycle in Rats. 
Proc Soc Exp Biol Med 146: 859, 1974.

309.- ROOT, A.W. and DUCKETT, G.E.: In Vivo and In Vitro Effects 
of Synthetic Luteinizing Hormone-Releasing Hormone (LH-RH) 
Upon the Secretion of Luteinizing Hormone (LH) and Folli­
cle Stimulating Hormone (FSH) in Intact and Castrated, Fed 
and Starved Adult Male Rats. Proc Soc Eup Biol Med 144:
30, 1973.



-223-

310.- JOB, J.C., GARNIER, P.E., CHAUSSAIN, J.L., SOCHOLLER, R., 
TOUBLANC, J.E. and CANLORBE, P.: Effect of Synthetic LH- 
RH on the Release of Gonadotropins in Hypophysealgonadal 
Disorders of Children and Adolescents. V. Agonadism. a 
Clin Endocr 38: 1009-114, 1974.

311.- COOPER, K.J., FAWCETT, C.P. and Me CANN, S.M.; Inhibito­
ry and Facilitory Effects of Estradiol 17^ on Pituitary 
Responsiveness to a Luteinizing Hormone-Follicle Stimula­
ting Hormone Releasing Factor (LH-RF/FSH-RF) Preparation 
in the Ovariectomized Rat. Proc Soc Dcp Biol Med 145: —  

1422, 1974.

312.- AMOSS, M.S.Jr., MONAHAN, M.W. and VERLANDER, M.S.; A Long- 
acting Polymer-Coupled LRF Analog. J Clin Endocrinol Metab 
39: 187, 1974.

313.- ARIMURA, A., VILCHEZ-MARTINEZ, J.A., COY, D.H., COY, E.J., 
HIROTSU, Y. and SCHALLY, A.V.; (D-Ala^, des Gly-NHg^^)- 
LH-RH-E thylamide: A New Analogue with Unusually High LH- 
RH/FSH-RH Activity. Endocrinology 95: 1174, 1974.

314.- ARIMURA, A., DEBELJUK, L. and SCHALLY. A.V.: Stimulation 
of FSH Release In Vitro by Prolonged Infusion of Synthetic 
LH-RH. Endocrinology, 91: 529, 1972.

315.- BAIER, H., BIRO, G. and WEINGES, K.F.: Serum Levels of - 
FSH, LH and Testosterone in Human Males. Horm Metab Res - 
6: 514, 1974.

316.- BEATTIE, C.W., CORBIN, A., FOELL, T.J., GARSKY, V., Mc ^ 
KINLEY, W.A., REES, R.WA., SARANTAKIS, D. and YARDLEY, J. 
P.: Luteinizing-Hormone Releasing Hormone. Antiovulatory 
Activity of Analogs Substituted in Positions 2 and 6. J 
Med Chem 18: 1247 , 1975.



-224-

317.- BEATTIE, C.W., CORBIN, A., FOELL, T.J., GARSKY, V., REES,
R.W.A., REES, R.W.A., SARANTAKIS, D. and YAROLLEY, J.; —

2Anti-Ovulatory/Anti— Pre ^lancy Effects of (D-Phe -)-LRH - 
Analogs Administered Early in the Rat Estrous Cycle. Con­
traception 13: 3.41, 1976.

318.- JEQUIER, A.M., VANTHUYNE, C. and JACOBS, H.S.: Gonadotro­
phin Secretion in Lactating Women: Response to Luteinizing 
Hormone Releasing Hormone/Follicle-Stimulating Hormone Re­
leasing Hormone in the Puerperium. Proc Soc Endocrinol 
(England) 59: XIV, 1973.

319.- VILCHEZ-MARTINEZ, J.A., COY, D.H., COY, E.J., DE LA CRUZ,
A., NISHI, N. and SCHALLY, A.V.: Prolonged Inhibition of - 
Gonadotropin Release and Supression of Ovulation by Synthe 
tic Antagonists of LH-RH. Abstract Program of the 57th 
Meeting of The Endocrine Society, pâg. 354, 1975.

320.- BEUMONT, P.J.V., GEORGE, G.C.W., PIMSTONE, B.L. and VINIK, 
A.I.: Body Weight and the Pituitary Response to Hypothala­
mic Releasing Hormone in Patients with Anorexia Nervosa.
J Clin Endocrinol Metab 43: 487, 1976.

321.- BOWERS, C.Y., CHANG, J.K. and FOLKERS, K.: Studies on the 
LH and FSH Releasing Activity of the Hypothalamic Hormone, 
pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NHg (Decapeptide) 
its Analogs and Other Small Peptides, in: Hypothalamic Hy- 
pophysiotoropic Hormones (Physiological and Clinical Stu­
dies). pâg. 68-88. Bxcerpta Medica, 1972.

322.- GROWNSTEIN, M., ARIMURA, A., SATO, H., SCHALLY, A.V. and - 
KIZER, J.S.: The Regional Distribution of Somatostatin in 
the Rat Bosiû. Endocrinology 96: 1456, 1975.



-225-

323.- BOTELLA LLUSIA, J., CHARRO SALGADO, A. FERNANDEZ DURANGO,
R. and GUADALIX, F.J.; The Pituitary Reserve in FSH and LH 
in Amenorrheic and Anovulatory Women. Acta Eur Fertil 6; - 
117, 1975.

324.- BRECKWOLDT, M ., CZYGAN, P.J., LEHMANN, F . and BETTENDORF,
G .: Synthetic LH-RH as a Therapeutic Agent. Acta Endocrino 
logica 75: <209, 1974.

325.- COOPER, K.J., FAWCETT, C.P. and Me CANN, S.M.: Variations 
in Pituitary Responsiveness to a Luteinizing Hormone/Folli­
cle Stimulating Hormone Releasing Factor (LH-RF/FSH-RF) Pre 
paration During the Rat Estrois Cycle. Endocrinology 95: - 
1293, 1974.

326.- CORBIN, A. and BEATTIE, C.W.: Inhibition of the Pre-Ovula- 
tory Proestrous Gonadotropin Surge, Ovulation and Pregnan­
cy with a Peptide Analogue of Luteinizing Hormone Releasing 
Hormone. Endocr Res Commun 2: 1, 1975.

327.- COUTINHO, E.M., MARA, H.S. and SCHALLY, A.V.: Changes in - 
Intra-Ovarina Pressure in Woman Following the Administration 
of Luteinizing Hormone-Releasing Hormone (lyH-RH) Int J Fer­
til 19: 89, 1974.

328.- COY, D.H., VILCHEZ-MARTINEZ, J.A., COY, E.J. and SCHALLY, A. 
V.: Analogs of Luteinizing Hormone Releasing Hormone (LH-RH) 
with Increased Biological Activity Produced by D-Amino Acid 
Substitutions in Position 6. J Med Chem 19: 4 23, 1976.

329.- COY, D.H., COY, E.J., SCHALLY, A.V., VILCHEZ-MARTINEZ, J., 
HIROTSU, Y . and ARIMURA, A.: Synthesis and Biological pro­
perties of (D-Ala-6, Des-Gly-NHg^^)-LH-RH Ethylamide, a —  

Peptide with Greatly Enhanced LH- and FSH-Releasing Aciti- 
vity. Biochem Biophys Res Commun 57: 335, 1974.



—226 —
330.- COY, D.H., LABRIE, F., SAVARY, M., COY, E.J. and SCHALLY, 

A.V.; LH-Releasing Activity of Potent LH-RH Analogs In Vi­
tro. Biochem Biophys Res Commun 67: 576, 1975.

331.- COMARU DE MEDEIROS, A.M., RODRIGUEZ, J., POVOA, L. C., FRAN 
CO, S., DIMETZ, T., COY, D.H., KASTIN, D.J. and SCHALLY, A. 
V.: Clinical Studies with Long-Acting Superactive Analogs 
of LH-RH in Women with Secondary Amenorrhea. Int J Fertil - 
21: 239, 1976.

332.- POVOA, L.C., MEIRELLES, R., LEMBRUBER, I., COMARU, A.M. and 
SCHALLY, A.V.: Induction of Ovulation with Luteinizing Hor­
mone-Releasing Hormone (LH-RH) and D-Ala^-LH-RH Ethylamide. 
Proceedings of The First Congress on Human Reproduccion, - 
Rio de Janeiro, S3«rerpta Medica, 1974.

333.- DUFAU, M.L. BAITINS, I.Z., Me ARTHUR, J.W. and CATT, K.J.: 
Effects of Luteinizing Hormone Releasing Hormone (LH-RH) - 
Upon Bioactive and Immunoreactive Serum LH Levels in Normal 
Subjects. J Clin Endocrinol Metab 43: 658, 1976.

334.- ENRIQUEZ, T., DIAZ-RUZIO, L., GARCIA, M., ZAMARRON, A., 
GONZALEZ PARAMO, I. y NISTAL, M.: Hipogonadismo Hipogona-
dotropico con Anosmia. . Revista Clinica Espanola 131: 383,
1973.

335.- FAGLIA, G., BECK-PECCOZ, P., TRAVAGLINI, P., PARACCHI, A., 
SPADA, A. and LEWIN, A.: Elevations in Plasma Growth Hormo­
ne Concentration After Luteinizing Hormone-Releasing Hormo­
ne (LRH) in Patients with Active Acromegaly. J Clin Endocri­
nol Metab 37: ?338, 1973.

336.- FRANCHIMONT, P., BECKER, H., ERNOULD, Ch., THYS, Ch., DEMOU- 
LIN, A., BOURGUIGNON, J.P., LE^ROS, J.J. and VALCKE, J.C.: 
The Effects of Hypothalamic Luteinizing Hormone Releasing - 
Hormone (LH-RH) on Plasma Gonadotrophin Levels in Normal - 
Subjects. Clin Endocrinol 3: 27, 1974.



-227-

337.- FRASER, H.M., GUNN, A., JEFFCOATE, S.L. and HOLLAND, D.: 
Effect of Active Immunization to Luteinizing Hormone Relea 
sing Hormone on Serum and Pituitary Gonadotrophins Testes 
and Accesory Sex Organs in the Male Rat. J Endocr 63: J3’99, 
1974.

338.- FRASER, H.M.: Effects of Antibodies to Luteinizing Hormone 
Releasing on Reproductive Functions in Rodents. In: Immuni­
zation with Hormones in Reproduction Research (Ed.) E.Nies- 
chlag. North-Holland Publishing Company, Amsterdam, 1975.

339.- FUJINO, M., YAMAZAKI, I., KOBAYASHI, S., FUKUDA, T., SHINA- 
GAWA, S., NAKAYAMAf R., WHITE, W.F. and RIPPEL, R.H.: Some 
Analogs of Luteinizing Hormone Releasing Hormone (LH-RH) - 
Having Intense Ovulation-Inducting Activity. Biochem Biophys 
Res Commun 57: 1248, 1974.

340.- FUJINO, M., FUKUDA, T., SHINAGAWA, S., KOBAYASHI, S., YAMA­
SAKI, I., NAKAYAMA, R., SEELY, J.H., WHITE, W.F. and RIPPEL, 
R.H.: Synthetic Analogs of Luteinzing Hormone Releasing - 
Hormone (LH-RH) Substituted in Position 6 and 10. Biochem 
Biophys Res Commun 60: 406, 197 4. ,

341.- FUJINO, M., KOBAYASHI, S., OBAYASHI, M., SHINAGAWA, S., - 
FUKUDA, T., KITADA, C., NAKARAMA, R., YAMAZAKI, I., WHITE, 
W.F. and RIPPEL, R.H. Structure-Activity Relationships in 
the C-Terminal Part o Luteinizing Hormone Releasing Hormo­
ne (LH-RH). Biochem Biophys Res Commun 49: 863, 1972.

342.- FUJINO, M., KOBAYASHI, S., OBAYASHI, M., FUKUDA, T., SHINA­
GAWA, S., YAMAZAKI, I., NAKAYAMA, R., WHITE, W.F. and RIPPEL, 
R.H.: Synthesis and Biological Activities of Analogs of Lu­
teinizing Hormone Releasing Hormone (LH-RH). Biochem Biophys 
Res Commun 49: 698, 1972.



-228-

343.- FARUYAMA, S., MAYES, D.M. and NUGENT, C.A.: Radioimmunoassay 
for Plasma Testosterone. Steroids 16: 415, 1970.

344.- GEIGER, R., KONIG, Y., PELLETIER, J. and TERQUI, M.: Circula 
ting Luteinizing Hormone and Testosterone Response in Rams - 
After Luteinizing Hormone Releasing Hormone Treatment. Acta 
Endocrinolôgica 77: 1, 1974.

345.- GEIGER, R., WISSMANN, H., KONIG, W., GEISEN, K. and ENZMANN,
F .: Synthetis and Biological Evaluation of 4-Alanine-Luteini- 
zing Hormone-Releasing Hormone (Ala* -LH-RH), Biochem Biophys 
Res Commun 49: 1467, 1972.

346.- GENNSER, G., LIEDHOLM, P. and THORELL, J.: Pituitary Hormone 
Levels in Plasma of the Human Fetus After Administration of - 
LRH. J Clin Endocrinol Metab 43: 470, 1976.

3 47.- GONZALEZ-BARCENA, D., KASTIN, A.J., MILLER, M.C., SCHALCH,D .S ., 
COY, D.H., SCHALLY, A.V. and ESCALANTE HERRERA, A.: Stimula­
tion of an Analogue of L.H. Releasing Hormone. The Lancet 6; 
1126, 1975.

348.- GONZALEZ-BARCENA, D., KASTIN, A.J., SCHALCH, D.S., MILLER, M.
C., HENRIQUEZ-ESPINOZA, R. and SCHALLY,A.V.: Response to LH-RH 
in Men Infused with Theophylline. Int J Fertil 19: 207, 1974.

3 49.- GREENWOOD, F.C. and HUNTER, W.M.: The Preparation of ^^^I-Labe- 
lled Human Growth Hormone of High Specific Radioactivity. Bio­
chem J 89: 114, 1963.

3 50.- GREELEY, E.H., ALLEN, M.B. and MAHESH, V.B.: Potentation of - 
Luteinizing Hormone Release by Estradiol at the Levels of the 
Pituitary. Neuroendocrinology 18: 233, 1975.



-229-

3 51.- HALAZ, B., FLORSHEIM, H., CORCORRAN, N.L. and GORSKI, R.A.:
Thyrotrophic Hormone Secretion in Rats After Partial or Total 
Interription of Neural Afferents to the Medial Basal Hypothala 
mus. Endocrinology 80; 1075, 1967.

352.- HALAZ, B. and POPP, L.; Hormone Secretion of the Anterior Pi­
tuitary Gland After Physical Interruption of an Nervous Path­
ways to the Hypophysiotrophic Area. Endocrinology 77; 553, - 
1965,

353.- HANSEN, P., 0RSKOV, H., SEYER-HANSEN, K., LÜNDBAK, K.: Some - 
Actions of Growth Hormone Release Inhibiting Factor. Br Med J, 
3; 523, 1973.

354.- KELCH, R.P., CONTE, F.A., KAPLAN, S.L. and GRUMBACH, M.M.; Epi 
sodic Secretion of Luteinizing Hormone (LH) in Adolescent Pa­
tients with the Syndrome of Gonadal Dysgenesis. J Ch Endocri­
nol Metab 36; 424, 1973.

355.- HAWKINS, R.A. and OAKEY, R.E.: Estimation of Oestrope Sulphate,
O e s t r a d i o l - 1 7 ^ 8  and Oestrone in Peripheral Plasma: Concentra­
t i o n  During the Menstrual Cycle and in Men. J Endocri 60: 3, - 
1974.

3 56.- ILLIG, R., BAMBACH, M., PLÜZNIK, S., ZACHMANN, M. and PRADER,
A.: Die Wirkung von Synthetischem LH-RH auf die Freisetzung von 
LH and FSH bei Kindern und Jugendlichen. Schweiz Med Wschr 103: 
840, 1973.

357.- IMMER, H., NELSON, V.R., REVESZ, C., SESTANJ, K. and GOTZ, M.: 
Luteinizing Hormone-Releasing Hormone and Analogs. Synthesis - 
and Biological Activity. J Med Chem 17: 1060, 1974.

358.-ISIDORI, A., SPERA, G., COSTA, T., D'ALESSION, A. and FRAIOLI,
125f .: Distribution of Radioactivity After Administration of I- 

Labelled Luteinizing. EKperientia 30: 1211, 1974.



-230-

3 59.- ISMAIL, A.A.A., NISWENDER, G.D. and MIDGLEY Jr. A.R.: Radioimmu i 
noassay of Testosterone Without Chromatography. J Clin Endocr -, 
34: 177, 1972.

360.- JEWELEWICS, R., DYRENFURTH, I., WARREN, M., FERIN, M., ANS, R., 
KHALAF, S. and VANDE WIELE, R.: Effect of Single Injections and 
Continuous I.V. Infusions of Synthetic Gonadotropin Releasing - 
Hormone in Normal Women and Patients with Primary and Secondary 
Amenorrhea. Europ J Obstet Gynec Reprod Biol 1974,4/1 Supple­
ment S175-S183.

361.- JOHNSEN, S.G.; Evaluation of Gonadotrophin Analyses in Male - 
Hypogonadism, Acta Endocrinol (Copenhagen) 67: 7 56, 1971.

362.- VILCHEZ-MARTINEZ, J.A. COY, D,H., COY, E.J., ARIMURA, A. and - 
SCHALLY, A.V.: Prolonged anti-LH/FSH Activities of Some Synthe 
tic Antagonists of LH-RH. Fertil Steril 27: 628, 1976.

363.- ZARATE, A., CANALES, E., SORIA, J., FORSBACH, G., KASTIN, A.J. 
and SCHALLY, A.V.: Therapeutic Use of Gonadoliberin (Follicle- 
Stimulating Hormone/Luteinizing Hormone-Releasing Hormone) in 
Women. Fertil Steril 27: 1233, 1976.

364.- GONZALEZ BARCENA, D., KASTIN, A.J., SCHALCH, D.S., COY, D.H. 
and SCHALLY, A.V.: Prolonged Elevation of Luteinizing Hormone 
(LH) After Intranasal Administration of an Analog of LH-Relea­
sing Hormone. Fertil Steril 27: 1246, 1976.

3 65,- JOHNOSON, E.S., GENDRICH, R.L. and WHITE, W.F.: Delay of Puber 
ty and Inhibition of Reproductive Processes in the Rat by a - 
Gonadotropin-Releasing Hormone Agonist Analog. Fertil Steril - 
27: 853, 1976.

366.- TURNER, D., TURNER, E.A., de, APARICIO, N.J., SCHAWARZSTEIN, L 
COY, D.H. and SCHALLY, A.V.: Response of Luteinizing Hormone t 
Different Doses of D-Leucine-6-LH-RH Ethylamide in Oligospermi 
Patients. Fertil Steril 27: 543, 1976.



-231-

3 67.- APARICIO, N.J., SCHWARZSTEIN, L., TURNER, E.A., TURNER, D.,
MANCINI, R. and SCHALLY, A.V.: Treatment of Idiopathic Normo- 
gonadotropic Oligoasthenospermia with Synthetic LH-RH. Fertil 
Steril 27: 549, 1976.

368.- JUDD, H.L., PARKER, D.C., RAKOFF, J.S., HOPPER, B.R. and YEN, 
S.S.C.: Elucidation of Mechanism(s) of Nocturnal Rise of Tes­
tosterone in Men. J Clin Endocrinol Metab 38: 134, 1973. '

369.- KASTIN, A.J., SCHALLY, A.V., GONZALEZ-BARCENA, D., COY, D.H., 
MILLER, M.C., PORIAS, H. and SCHALCH, D.S.: Clinical Compari­
son of Natural LH-RH, Synhtetic LH-RH, and Two Analogues of - 
LH-RH. J Clin Endocrinol Metab 38: 801, 1974.

370.- KASTIN, A.J., ARIMURA, A., GONZALEZ-BARCENA, D., COY, D.H., - 
MILLER, M.C. NISHI, N., LEE, L., DURON-HUERTA, H., SCHALCH, D. 
S. and SCHALLY, A.V.: Increased Potency of Four Analogues of 
LH-Releasing Hormone in Man. Int J Fertil 19; 202, 1974.

371.- KANEMZTOSO, S. and SAWYER, C.H.: Effects of Hypothalamic and - 
Hypophysial Estrogen Inplants an Pituitary and Plasma LH in - 
Ovariectomized Rabbits. Endocrinology 75: 57 9, 1964.

372.- KELLER, P.J.: A Pituitary Function Test with Synthetic LH-Relea 
sing Hormone. J Obst & Gyn Brit Comm 80: 72-74, 1973.

3 73.- KATZ, M., PIMSTONE, B.L., CARR, P.J. and HENDRICKS, S.: Plasma 
Gonadotropin and Gonadotropin-Releasing Hormone Levels After - 
Intranasal Administration of Gonadotropin Releasing Hormone. J 
Clin Endocrinol Metab 43: 215, 1976.

374.- KELCH, R.P., CLEMENS, L.E., MARKOVS, M., WESTHOFF, M.H. and - 
HAWKINDS, D.W.: Metabolism and Effects of Synthetic Gonadotro­
pin-Releasing Hormone (Gn RH) in Children and Adults. J Clin - 
Endocrinol Metab 40: 53, 1975.



375.- KELLER, P.: Treatment of Anovulation with Synthetic LH-RH. - 
Amer J Obst & Gynec 116: 698-705, 1973.

376.- KLINGENSMITH, G.J., WENTZ, A.C., MEYER, W.J. and MIGEON, C.J.:
Gonadotropin Output in Congenital Adrenal Hyperplasia Before - 
and After Adrenal Suppression. J Clin Endocrinol Metab 43: 933, 
1976.

377.- LEYENDECKER, G., WARDLAW, S. and NOCKE, W . : Experimental Studief 
on the Endocrine Regulations During the Periovulatory Phase of 
the Human Menstrual Cycle. Acta Endocrinologies 71; 160, 1972.

378.- MALES, J.L. and SCH EIDER, S.A,: Hypergonadotrophic Hypogonadism 
with Anosmia. Acta Endocrinologies 71: 7, 1972.

379.- MASKEN, J.F., KRAGT, G.L., GALLO, R.V. and GARONG. N.F.; Relea­
se of Luteinizing Hormone by Electrical Stimulation of the Me­
dial Preoptic Area and Arcuate Nucleus in the Male Rat. Neuro­
endocrinology 15: 249, 1974.

380.- MATSUO, H., BABA, Y., NAIR, R.M.G., ARIMURA, A. and SCHALLY, A. 
V.: Structure of the Porcine LH- and FSH-Releasing Hormone. I. 
The Proposed Amino Acid Sequence. Biochem Biophys Res Commun - 
43: 1334, 1971.

381.- MILLET, D., FRANCHIMONT, P., NETTER, J.P., THEVENET, M., THIEB- 
LOT, P., VENDRELY, E. et NETTER, A.: Corrélations Histo-Hormo- 
nales (FSH, LH, Stéroids) Dans les Stériles Masculines Sécre- 
toires. Ann Endocrinol (Paris) 34: 377, 1973.

382.- MIDGLEY, A.R.: Radioimmunoassay for Human Follicle-Stimulating 
Hormone. J Clin Endocrinol Metab 27: 295, 1967.

383.- MIYAKE, A., TANIZAWA, 0., AONO, T., YASUDA, M. and KURACHI, K.: 
Suppression of Luteinizing Hormone in Castrated Women by the 
Administration of Humans Chorionic Gonadotropin. J Clin Endocri 
nol Metab 43: 928, 1976.



-233-

384.- NAJJAR, S.S., TAKLA, R.J. and NASSAR, V.H.; The Syndrome of 
Rudimentary Testes: Occurrence in Five Siblings. J Pediatric 
84: 119, 1974.

385.- NAFTOLIN, F. and HARRIS, G.W.: Effect Luteinizing Hormone Re­
leasing Factor on Normal and Hypogonadotrophic Anosmic Men Na­
ture 232: 496, 1971.

386.- NAKANO, R., MIZUNO, T., KOTSUJI, F., KATAYAMA, K., WASH10, M. 
and TOJO, S.: Tiggering of Ovulation After Infusion of Synthe­
tic LH-RH. Acta Obst & Gynecol Scand 52; 269-272, 1973.

3 87.- NAKANO, R., TAKEKIDA, H., KOTSUJI, F, MIYAZAKI, Y. and TOJO, S.:
Gonadotropin Response to a New Analogue of Luteinizing Hormone-

1 n QReleasing Factor ( Des-Gly-NHg , Pro-Ethylamide )-LRF in Men.
J Clin Endocrinol Metab 39; 802, 1974.

388.- NAKANO, R., TAKEKIDA, H., KOTSUJI, F. and TOJO, S.: Pituitary 
Response to a New Analog of Luteinizing Hormone Releasing Fac­
tor During the Menstrual Cycle. Obstet & Gynecol 45: 263, 1975.

389.- NAKANO, R., KAYASHIMA, F., KATAYAMA, K., MIZUNO, T., WASH10, M. 
and TOJO, S.: The Radio-Immunoassay of Follicle-Stimulating - 
Hormone (FSH) During Human Pregnancy: Serum Concentration and 
Response to Luteinizing Hormone Releasing Factor (LRF). Acta - 
Obstet & Gynecol Scand 53: 259, 1974.

390.- NILLIUS, S.J., FRIES, H. and WIDE, L.: Successful Induction of 
Follicular Maturation and Ovulation by Prolonges Treatment wiht 
LH-RH in Women with Anorexia Nervosa. Amer J Obst and Gynec - 
122: 921-928, 1975.

391.- PAREDES-SUAREZ, M., VAREA, J., ARROYO, E., GARCES, G., AVILA,
C. y SCHALLY, A.V.: Respuesta Hipofisaria a la Administraciôn 
del LH-RH Sintética y a un Anâlogo de la LH-RH en Sujetos Nor­
males de Nivel del Mar y de la Altura. Conferencia en el X Curso 
Internacional de Endocrinologîa Clinica. Madrid, 1977.



-234-

392.- PEREZ-PALACIOS, G., IRAMAIN, C.A., CASTANEDA, E., ROJO, B., - 
LONG, D.W., SCAGLIA, H. and GOAL, C .: Plasma Profile of Pitui­
tary Gonadotropins and Ovarian Steroides in the Normal Menstrual 
Cycle. Rev Invest Clin 25: 305, 1973.

393.- RUIZ-GONZALEZ, M.C.: Determinaciôn Semicuantitatizada de Preg­
nandiol Urinario por Cromatografia Gas Liquido. Rev Clin Esp 
134: 17, 1974.

394.- ROWE, P.H., RACEY, P.A., LINCOLN, G.A., ELLWOOD, M., LEHANE, J. 
and SHENTON, J.C.: The Temporal Relationship Between the Secre­
tion of Luteinizing Hormone and Testosterone in Man. J Endocr 
64: 17, 1975.

395.- SANBORN, B.M., ELKINGTON, J.S.H., CHOWDHURY, M., TCHOLAKIAN, R. 
K. and STEINBERGER, E.: Hormonal Influences on the Level of Tes­
ticular Androgen Binding Activity: Effect of FSH Following Hy- 
pophysectomy. Endocrinology 96: 304, 1975.

3 96.- SERRA, G.B., MUSCATELLO, P., MENINI, E., LAFUENTI, G. and CANI- 
GLIA, R.: Enhancement of Deficient Pituitary Response to LH-RH 
in Patients with Primary Amenorrhea After Treatment with LH-RH. 
Obst & Gynec 45: 523-526, 1975.

39 7.- BRECKWOLDT, M., CZYGAM, P.J., LEHMANN, F. and BETTENDORF, G.:
Synthetic LH-RH as a Therapeutic Agent. Acta Endocrinol 75: 209,
1974.

398.- ZARATE, A., CANALES, E.S., AYALA, A., SORIA, J., SCHALLY, A.V., 
KASTIN, A.J., COY, D.H. and COY, E.J.: Use of Long-Acting LH-RH 
Analogs in the Treatment Female Infertility. In: Basic Applica­
tions and Clinical Uses of Hypothalamic Hormones (Eds) A.L.Cha- 
rro-Salgado, R. Fernândez-Durango and J.G. Lôpez del Campo. pp. 
288-290. Excerpta Medica, Amsterdam, 1976.



-235-
399.- SCHALLY, A.V., ANDERSEN, R.N., LIPSCOMB, H.S., LONG, J.M. GUI- 

LLEMIN, R.: Evidence for the Existente of Two Corticotrophin-Re 
leasing Factors, and . Nature 188; 1192, 1960.

400.- SCHALLY, A.V.; Hypothalamic Regulatory Hormones: Experimental 
and Clinical Studies. In Basic Aplications and Clinical Uses -
of Hypothalamic Hormones (Eds). Charro Salgado, A.L., Fernân- ( 
dez-Durango, R., and Lôpez del Campo, J.G. pp. 3-16, 1976, Ex­
cerpta Medica, Amsterdam.

401.- SMITH, K.D., RCHOLAKIAN, R.K., CHOWDHURY, M. and STEINBERGER,
. 1-

E .: Rapid Oscillations in Plasma Levels of Testosterone, Lutei- ■
nizing Hormone and Follicle-Stimulating Hormone in Men. Ferti- |
lity and Sterility, 26: 965, 1974. ^

402.- SORIA, J., ZARATE, A., CANALES, E.S., AYALA, A., SCHALLY, A.V.,
COY, D.H., COY, E.J. and KASTIN, A.J.; Increased and Prolonged

6 :LH-RH/FSH-RH Activity of Synthetic (D-Ala , des Gly NHgl-LH-RH ;
Ethylamide in Normal Women. Am J Obstet Gynecol 123: 145, 1975. ^

?'

403.- SORIA, J., ZARATE, A., CANALES, E.S., VELAZQUEZ, N. y CARBALLO,
0.: Activacion Prematura Hipotalâmica Liberadora de Gonadotro- !
pinas (LH-RH) y del y del Clomifeno sobre la Secreciôn de FSH

}■y LH. Rev Invest Clin (Mex) 26: 35-40, 1974. i

404.- SOUTHREN, A.L. and GORDON, G.G.: Rhythms and Testosterone Meta- j 
bolism. J Steroid Biochem 6: 809, 19745.

405.- SPONA, J.: LH-RH-Sensitive Adenylate Qyglage in Isolated Plas^
ma Membranes of Rat Adenohypophyses. Endocrinol Exp (Bratial) '
9: 27, 1975.

405.- SPONA, J.: LH-RH Receptor Interaction is Inhibited by Des-His- 
2-Des-Gly-lO-LH-RH Ethylamide. FEBS Lett 48: 88, 1974.



-236“»

407.- SPONA, J.: LH-RH Interaction with the Pituitary Plasma Membra 
na. FEBS Lett 34: 24, 1973.

408.- STONE, S.C., JARAMILLO, F., KASTIN, A.J., ARIMURA, A., VARG^S, 
J.R., SCHALLY, A.V. and DICKEY, R.P.: Effect of LH-RH on Anti­
body Formation, Sperm Count and Plasma Levels of Gonadotropins 
and Testosterone in Normal Men. Int J Fertil 19: 192, 1974.

409.- VIGERSKY, R.A., LORIAUX, L.D., ANDERSEN, A.E., MECKLENBURG, R. 
S. and VAITUKAITIS, L.J.: Delayed Pituitary Hormone Response - 
to LRF and TRF in Patients with Anorexia Nervosa and with Se­
condary Amenorrhea Associated with Simple Weight Loes. J Clin 
Endocrinol Metab 43: 893, 1976.

410.- VILCHEZ-MARTINEZ, J.A., SCHALLY, A.V., COY, D.H., COY, E.J., 
MILLER, C.M. Ill, and ARIMURA, A.: An In Vivo Assay for Anti- 
LH-RH and Anti-FSH-RH Activity of Inhibitory Analogues of LH- 
RH. Endocrinology 96: 1130, 1975.

411.- TANNER, J.M.: Growth at Adolescense. Blacwell Scientific Pu­
blications, Osford 1962. end Edition.

412.- MIDEGLEY, A.R.: Radioimmunoassay: A Method for Human Chorionic 
Gonadotropin and Human Luteinizing Hormone. Endocrinology 79: 
10, 1966.

413.- WIELAND, R.G., MARVIN, C., HALLBERG, B.S., KEITH, R., KOEOKE, 
M.D. and ZORN, M.E.: Pituitary-Gonadal Rhytmus in the E-ugona- 
dal Adult Male. Fertil Steril 24: 644, 1973.

414.- ZANARTU, J., DABANCENS, A., RODRIGUEZ, B.R., BRAVO, R., BARSBY,
F . and SCHALLY, A.V.: Ovulation Induction: Ovarian Response to 
Human Gonadotropins and Synthetic LH-RH. Obst and Gynec 45: - 
443-450, 1975.

415.- FERNANDEZ-DURANGO, R.: Radioinmunoensayo de Gonadotropinas Hu- 
manas y su Aplicaciôn en la Clinica. Tesis Doctoral. Universi- 
dad Complutense de Madrid, Facultad de Ciencias Quimicas. Ma­
drid 1975.



-237-
416.- ZARATE, A., GARRIDO, J., CANALES, E.S., SORIA, J. and SCHALLY, 

A.V.: Disparity in the Negative Gonadal Feedback Control for - 
LH and FSH Secretion in Cases of Germinal Aplasia or Sertoli- 
Cell-Only Syndrome. J Clin Endocrinol Metab 38: 1125, 1974.

417.- GREENWOOD, F.C., HUNTER, W.M. and GLOVER, J.S.: The Preparation
131of I Labelled Human Growth Hormone of High Specific Radioac-f

, ftivity. Biochem j 89: 114, 1972. ;

418.- ZARATE, A., CANALES, E.G. DE LA CRUZ, A., SORIA, J. and SCHALLY, 
A.V.: Pituitary Response to Synthetic LH-RH in Steln-Leventhal I 
Syndrome and Functional Amenorrhea. Obst & Gynec 41: 803-808, - 
1973.

. 1
419.- CLERMONT., Y. : The Cycle of the Seminiferous Epithelium in Man.

Am J Anat 112: 35, 1963.

420.- BESSER, G.M.: Hypothalamus as an Endocrine Organ, I. Brit Med 
3: 560, 1974.

421.- GONZALEZ-BARCENA, D., KASTIN, A.J., ESCALANTE-HERRERA, A., GON­
ZALEZ -MARTINE Z , A., COY, D.H. and SCHALLY, A.V.: Long Acting - 
Analogues of Luteinizing Hormone-Releasing Hormone. In: Basic 
Applications and Clinical Uses of Hypothalamic Hormones. (Eds)
A. L. Charro Salgado, E. Fernândez-Durango and J.G. Lôpez del - 
Campo. pp. 300-306. Excerpta Medica, Amsterdam, 1976.

422.- COMARU DE MEDEIROS, A.M., RODRIGUEZ, J., POVOA, L.C., FRANCO,
S., DIMETZ, T., COY, D.H. and SCHALLY, A.V.: Clinical Studies 
with D-Ala-6-LH-RH Ethylamide and D-Leu-6-LH-RH Ethylamide in 
Women with Secondary Amenorrhea. In: Basic Applications and - 
Clinical Uses of Hypothalamic Hormones (Eds) A.L. Charro Salga­
do, R. Fernândez-Duranto and J.G. Lôpez del Campo. pp. 307-312. 
Excerpta Medica, Amsterdam, 1976.



-238-

423.- COY, D.H., COY, E.J., SCHALLY, A.V., VILCHEZ-MARTINEZ, J.A., 
BELJUK, L., CARTER, W.H. and ARIMURA, A.: Stimulatory and In­
hibitory Analogs of Luteinizing Hormone Releasing Hormone. —  

Biochemistry, 13; 323, 1974.

424.- HUNTER, W.M. and GREENWOOD, F.C.; Preparation of I^^^ Labelled 
Growth Hormone of High Specific Activity. Nature (London) 194: 
495, 1962.

425.- BEAULIEU, M., LABRIE, F., COY, D.H., COY, E.J. and SCHALLY, A.
V.: Parallel Inhibition of LH-RH Induced Cyclic AMP Accumulatio 
and LH and FSH Release by LH-RH Antagonists In Vitro. J Cyclic 
Nucl Res 1: 243, 1975. I

426.- REES, R.W.A., FOELL, T.J., CHAI, S.Y. and GRANT, N.: Synthe­
sis and Biological Activities of Analogs of the Luteinizing - 
Hormone__Releasing Hormone (LH-RH) Modified in Position 2. J - 
Med Chem 17: 1016, 1974.

427.- DE LA CRUZ, A., COY, D.H., VILCHEZ-MARTINEZ, J.A., ARIMURA, A., 
and SCHALLY, A.V.: Blockade of Ovulation in Rats by Inhibitory 
Analogs of Luteinizing Hormone-Releasing Hormone. Science 191: 
195, 1976.

428.- VILCHEZ-MARTINEZ, J.A., SCHALLY, A.V., COY, D.H., COY, E.J., 
BELJUK, L. and ARIMURA, A.: In Vivo Inhibition of LH Release 
by a Synthetic Antagonist of LH-RH Release by a Synthetic Anta 
gonist of LH Releasing Hormone (LH-RH). Endocrinology 95: 213,
1974.

429.- VALE, W., GRANT, G., RIVIER, J., MONAHAM, M., AMOSS, M., BLACK- 
WELL, R., BURGUS, R. and GUILLEMIN, R.: Synthetic Polipeptide 
Antagonists of the Hypothalamic Luteinizing Hormone Releasing
■Factor. Science 176: 933, 1972.



-239-
430.- ZANARTU, j ., ROSNER, J.M., GUILOFF, E., IBARRA-POLO, A.A., - 

CROXATTO, H.D., CROXATTO, H.B., AGUILERA, E., COY, D.H. and 
SCHALLY, A.V.: Attempts to Program Ovulation in Women Treated 
with Exogenous Estrogens and LH-RH Analog. Br Med J 2; 527,
1975.

431.- VILCHEZ-MARTINEZ, J.A., COY, D.H., ARIMURA, A., COY, E.J., - 
HIROTSU, Y. and SCHALLY, A.V.; Synthesis and Biological Pro­
perties of ( D-Leu^ )-LH-RH- and ( D_Leu^ des Gly-NHg^^ ) 
-LH-RH Ethylamide. Biochem Biophys Res Commun 59: 1226, 1974,

432.- MONAHAN, M.W., AMOSS, M.S., ANDERSON, H.A. and VALE, W.: Syn , 
thetic Analogs of the Hypothalamic LH-RH with Increassed ‘ . r
Agonist of Antagonist Properties. Biochemistry 12: 4616, --
1973.

433.- LUNENFELD, B. and their Treatment by Ovulation Iduction. Clin 
Endocr 3: 223, 1974.

434.- ZANARTU, J., DABANCENS, A., RODRIGUEZ-BRAVO, R. and SCHALLY, 
A.V.: Induction of Ovulation with Synthetic Gonadotrophin-Re­
leasing Hormone in Women with Constant Anovulation Induced
by Contraceptive Steroids. Br Med J 1: 605, 1974.


