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ABREVIATURAS

ACTH Hormona adrenocorticotropa

CRF Factor liberador de la corticotrofina

FSH Hormona foliculoestimulante

GIF Factor de inhibicién de la hormona de crecimiento

LH Hormona luteinizante

LH-RH Hormona liberadora de la hormona luteinizante

mIU/ml mili-unidades internacionales por mililitro

AMxA Incremento miximo absoluto
N Mx% Incremento mdximo porcentual

MSH Hormona estimulante de los melanocitos

MSH-RH Factor liberador de la Hormona estimulante de 1los
melanocitos

ng nanogramos

PIF Factor inhibidor de la prolactina

PRL Prolactina

SNC Sistema nervioso central

T Testosterona

TSH Tirotrofina

TRH Hormona liberadora de tirotrofina

Kg microgramos

AT Area total
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PINTOS (4) los cuales en un herido de la guerra de Africa, que
tenifa alojada una bala en el tallo hipofisario, advirtieron el
desarrollo de un sindrome de hipogonadismo masculino secunda--

rio, obesidad y diabetes insipida.

Actualmente sabemos que la hip&6fisis no funciona en forma
autbnoma, sino que estd regulada por un grupo de hormonas gue
proceden del Hipot&lamo (5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,11352);
De &sto puede deducirse que el Hipotdlamo y la Hip6fisis, cons
tituyen una unidad funcional-endocrina. El comportamiento de
la unidad Hipot&lamo-hipofisaria es de extraordinario interés,
porque explica las Intimas relaciones de los dos sistemas in-
tegradores de los mamiferos superiores: el Nervioso Central vy
el Endocrino. La secrecibn de las hormonas adenohipofisarias
depende del Hipot&lamo por medio de la neurosecrecidn de zonas

intimamente 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 estfmulo del coito, la corticotrofina puede ser liberada
en respuesta al stress. Y, asi pueden enumerarse ejemplos muy
variados, que explican claramente la conexidn que tiene la ade
nohip6fisis con las estructuras del SNC, a través del Hipot&la
mo. Es muy importante tambi&n, saber que 1la interrelacién ~--
existente entre el Hipotdlamo y la Hip&fisis anterior se efec-
tGa a través de un influjo humoral especifico, de acuerdo con
los postulados de GREEN Y HARRIS (18). Los quimiotransmisores
originados en el Hipot&lamo llegan a la Hip6fisis anterior por
el sistema Porta-Hipofisario (19) donde ejercen su accibn de -

liberadores: "releasing".



I. 1. ASPECTOS HISTORICOS

Resulta interesante realizar un pequefo resumen cronol6égi
co de los diversos experimentos fundamentales que han conduci
do a los conocimientos que actualmente se tienen de la Neuro-

endocrinologia.

En contraste con la Neurohip6fisis o 1l8bulo posterior, --
que recibe abundantes fibras nerviosas a través del tracto Hi
poté&lamo-Hipofisario, el 1l6bulo anterior posee escasa inerva-
cibn como lo afirmara ACHUCARRO en 1912 (20). Inmediatamente
después de esta constatacibn, se formulS la hip6Stesis de que
el Sistema Nervioso Central podria influir en la adenohip6fi-
sis por medio de un particular sistema vascular denominado --
"Sistema Porta-Hipofisario", descubierto por POPA y FIELDING
(19) y que luego HARRIS (21) constat8 en casi todos los verte
brados. Estos vasos gue se originan en capilares situados en
la Eminencia Media e Infundibulum, descienden a lo largo del
pedfinculo hipofisario y se introducen en los sinusoides del -
16bulo anterior de la hip6fisis. El que la sangre en dicho -
sistema progresa en forma descendente fué& demostrado por -
HOUSSAY en 1935 (22) y confirmado por WISLOCKI y KING un ano
mids tarde (23); posteriormente, GREEN y HARRIS en 1949, lo co
rroboraron en la rata (24). Afos mds tarde se ‘desarrolld un
conocimiento anatémico m&s completo de los vasos del sistema
Porta-hipofisario al describirse los llamados vasos largos vy
cortos, que se originan en el plexo capilar primario de la --
eminencia media y terminan en los sinusoides de la hip6fisis
anterior (25). De lo expuesto resulta claro que ya sea de la
Neurohipb6fisis o de la eminencia media, la sangre puede pene-
trar directamente en la Adenohip6fisis, como se puede ver en

la Figura 1.
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Figura l.-  yotter (63).




El descubrimiento de esta particular estructura vascular,
gue permite la irrigacifén de la Hip6fisis y, la estrecha rela
cibn que se establece entre el lecho capilar primario del sis
tema Porta-Hipofisario con las terminaciones nerviosas de la
eminencia hipotal&mica, desencaden6 toda una serie de investi
gaciones tendentes a esclarecer el significado funcional de -
esta entidad Hipot&lamo-Hipofisaria. Y, asf en 1950, los tra
bajos de HARRIS (26) demostraron que los vasos portales des-
pués de la seccibdn del ped@nculo hipofisario, se regeneraban
ripidamente. Con la regeneracién de los vasos portales se --
instalaba nuevamente la relacibn anatémica normal entre Hipo-
t8lamo e Hipbfisis y el retorno de la funcibdn hipofisaria. -
Esta fué una prueba a la tesis de regulacibén humoral de la Hi
p6fisis 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 hip6fisis en un lugar
distante de la silla turca es seguido de trastornos en la fun
ci6n hipofisaria, sobre todo en lo concerniente a la sintesis
y liberacibén de gonadotrofinas (Foliculo-estimulante (FSH) vy
Luteinizante (LH)) y, en forma menos pronunciada, respecto a
la de adrenocorticotrofina (ACTH) y a la de Tirotrofina (TSH)
(27) . Anos después el mismo HARRIS (21) demostr6 que aunque
la mayorfa de las hormonas hipofisarias, disminuian o anula--
ban su produccibén cuando eran transplantadas a otro lugar, ha
bia una excepcibn a la regla, la excepcibn estaba representa-
da por la PRL, que en tales condiciones no s6lo continuaba =--
sintetiz&ndose, sino que se segregaba en cantidades superio--

res a las normales.



El retorno a un funcionamiento normal solamente se conse
gufa cuando la gl&ndula era reimplantada bajo el Hipot&lamo,
ya sea inmediatamente después de haberla sacado de la silla
turca o bien después de un tiempo m&s o menos prolongado de

haberla transplantado en un lugar lejano de la silla turca -

(27) .



II. LOCALIZACION ANATOMICA DEL HIPOTALAMO

El Hipot&lamo, como su nombre lo indica est& debajo del
T4lamo, en una zona central del cerebro. Su limite anterior
estd formado por un plano que pasa por la l&mina terminalis,
la comisura blanca anterior por arriba y el quiasma Optico -
por abajo. E1l limite posterior lo constituye un plano que -
va de la comisura blanca posterior al borde posterior de los
cuerpos mamilares. Dorsalmente el surco hipotaldmico delimi
ta el Hipot&lamo y el T&lamo. El tuber cinereum constituye
el 1limite ventral. El limite lateral del hipot&lamo estd --
presentado por un plano imaginario anteroposterior que pasa
por fuera de los pilares anteriores del férnix. Siguiendo a
Le Gros Clark (11I4) los nficleos y 8reas del Hipot&lamo puve-

den agruparse en tres zonas de delante atrés:

ZONA PREOPTICA:

Area prebptica: medial y lateral

- Area hipotal8@mica anterior

- NfGcleo supradptico

- NGcleo paraventricular

- Nfcleo supragquiasmdtico

- Nficleo parvocelular periventricular

ZONA TUBERALIS: - Nficleo dorsomediano
- Nfcleo ventromediano

- Nlcleo infundibularis o subventricu-
lar o arcuato.

- Area hipotalémica lateral
- Area hipotalémica dorsal

ZONA MAMILARIS: - Cuerpo mamilar
- Nficleo premamilar
- Nflcleo supramamilar
- NlGcleo intercalado

- Area hipotal&mica posterior



El Hipotdlamo est§ ademds en conexibn directa con la Hi-
p6fisis por medio del Tallo Hipofisario, como se ilustra en

las Figuras 1,2, y 3.
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Schiaffini (78).
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III. HORMONAS Y FACTORES HIPOTALAMICOS HIPOFISIOTROPOS

(Liberadores e Inhibidores)

Las hormonas hipofisiotropas del Hipot&lamo afectan la
secrecibn adenohipofisaria estimulando la liberacifn y pro-
bablemente también la sIntesis hormonal; en otros casos, la
influencia sobre el proceso de secrecidn puede ser de tipo

inhibitorio.

En estos momentos la existencia de nueve reguladores -
hipotaldmicos de la pituitaria est&8 razonablemente bien es-
tablecido. La nomenclatura de estos compuestos todavia no
estd 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 m&s 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 quimica y se han sintetizado, quedando el té&rmino de "re-

leasing factors" para los demés.

Los conocimientos sobre estructura quimica, sintesis y
aplicacibn clinica de las hormonas hipotaldmicas son los si-

guiente:

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

La TSH est§ regulada por la TRH hipotalémica (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 sustancia,
glutdmico-histidina-prolina, la cu8dl m&s 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 difi
cil ya que es muy 18bil a los &cidos y 8lcalis (44,46). Sien
do su vida media de unos 4 minutos (47). Su sintesis al pa-

recer depende del ATP (48).

Actualmente sabemos que la TRH no solamente es una hor-
mona liberadora, sino que estimula la sintesis de TSH (49) y
tambi&n que es capaz de estimular la liberacién de PRL (50,-

51,52).

Se ha podido sintetizar un andlogo mis potente (53) el

N3 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 podria utilizar en cuadros que cursan con depresién end6-

gena (57,58).

IIX1.2. 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 hipotalé&mi
cas (66,67,68,69,70). Las evidencias mis absolutas han sido
realizadas en cultivos "In vitro" de células hipofisarias --
(60,61,71,72). Sin embargo su estructura quimica y siﬁtesis,

est&n por dilucidarse.



III. 3. FACTOR LIBERADOR DE LA PROLACTINA (PRF)

Desde que KRAGT y MEITES (73) observaron que el Hipot&la
mo de la paloma ejerce un efecto estimulante en la secrecibn
del PRL, se han ido acumulando experiencias (74,75), que ha-
cen pensar que en los mamiferos la secrecibn de PRL estarfa -
regulada por dos hormonas. En un principio se pensb6 que la -
TRH podria ser la hormona estimulante de la PRL, pero hay tra

bajos que niegan que &sta sea la hormona fisiolbgica (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 pensb6 que la CRF podrifa origi-
narse de la vasopresina o ser la misma substancia (28,82,83,-
84,85). Sin embargo hoy en difa, la diferencia entre vasopre-

sina y CRF estd8 perfectamente aclarada (86,87,88,89).

Los intentos por demostrar la secuencia de amino&cidos -
de esta hormona (90,91) se han visto seriamente frenados por
la existencia de una enzima proteolitica que destruye el CRF

(30,399).

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

La liberacib6n de la hormona de crecimiento estd regulada

por el hipot&lamo (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 Hipot&lamo a pituitarias aisladas (97,98,99,100) .-



LT

Estos mismos extractos inyectados en animales (101,102,103)

producen un incremento de GH.

Los estudios conducentes a la determinacibén de la es-
tructura quimica, estdn en un grado muy avanzado y se ha pro
puesto ya una estructura quimica, la cudl es un decapéptido
(104,105,106) . Sin embargo, su total confirmacibén est& to-

davia 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 Hipotal&mica, inhi
bidora de la Somatotrofina. Cinco afios m&s tarde BRAZEAU y
sus colaboradores (108) caracterizaron y sintetizaron este -
compuesto, que es un tetradecapéptido, y, al cudl ellos lo -

denominaron "somatostatina". E1 cu8l ha sido localizado en otras
areas del cerebro (322).

Este compuesto ademds de inhibir GH (109), disminuye la
liberacién de FSH, insulina, glucag6n, gastrina, renina, pep

sina, &cido g&strico (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 secrecién de la MSH, estd regu-
lada por un control ténico inhibidor del Hipot&lamo (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
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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 divisibén de la oxitocina.

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

Segin CELIS y colaboradores (120) de la escisibn de la oxito-
cina, se producirfan dos péptidos 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 capitulo he querido darle el verdadero interés -
que se merece en el contexto de este trabajo, ya que el suje
to de esta Tesis es la Fisiofarmacologfa y Aplicacién Clini-
ca de un andlogo del LH-RH, el D—Trps—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 produccibén de trabajos que tienen o

pueden tener muchisima 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 €ste tema la extensibén que se merece.

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

Este compuesto se produce en el Hipotdlamo (Figs. 2 y 3),
zona del cerebro que bordea el tercer ventriculo y se encuen-

tra por debajo del T&lamo.



i"igura 3.-2onas relacionadas con la Secreci6n de LH-RH:

CA. comisura anterior; PO. &rea prebptica; SQ. -
drea supraquiasm&tica; AHA. &rea hipotalfmica an
terior; SO. nficleo supradptico; QO. quiasma O6pti
co; PV. nGcleo paraventricular; DM. nficleo dorso-
mediano; VM. nGcleo ventromediano; AC, nficleo ar-
cuato; PH. &rea hipotal8mica posterior; NM. nG--
cleos mamilares; AM. eminencia media; Hp. hip6fi-
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 hipotdlamo anterior
(4rea prebptica, nlcleos suprabptico y supraquiasmdtico) y --
otra en el hipot&lamo medio (nficleos arcuato y centromediano)
(122,123,124,39Mientras que el FSH-RH se producé en el nidcleo
paraventricular y su inmediata periferia (124) (Fig. 3). En
este aspecto, una de las experiencias m&s interesantes y defi
. nitorias de que realmente es el ndcleo paraventricular el si-
tio de produccibén de FSH-RH, es la implantacidn de ciclohexi-
mide (un compuesto que inhibe la sfintesis protéica), la cudl
localizada en el nficleo paraventricular inhibe exclusivamente

la produccibén de FSH-RH, pero no la de LH-RH (124).

Trabajos muy recientes de WEINER y colaboradores (125) ,-
sugieren que el sitio exacto de produccifn del LH-RH, serlfa -
el 8rgano vascullosum de la l&mina terminalis. Por otro lado
KALRA y colaboradores (286) deducen de su interesantisimo tra
bajo que el &rea pre-6ptica es el lugar de mayor produccibn -
de LH-RH pero que también el Hipot&lamo Medio Basal lo es, --

aunque en cantidades mucho menores.

Los trabajos de WHITE y colaboradores (126) sugieren la
posibilidad de que la gl&ndula Pineal sea un sitio excelente
de produccién de LH-RH, aunque estos trabajos'no han podido -
ser reproducidos exactamente; es decir, que senalando la gran
produccién de LH-RH (127) han abierto un camino para nuevas =
investigaciones (como el grupo de WILBER (287), en la que par
ticipan tres instituciones), las cufles concluyen que el LH73H
no solamente se encuentra en el Hipot&lamo sino también en --
otras dreas del encéfalo, y en algunos sitios en mayor canti—

dad que en el mismo Hipot&lamo 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 filtimo 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 DE LA EXISTENCIA DE UNA HORMONA HIPO-
TALAMICA LIBERADORA DE LH Y FSH: AISLAMIENTO, ES-
TRUCTURA Y SINTESIS.

HARRIS Y GREEN(1,21)basados en sus estudios anatbmicos y
fisiolbgicos, llegaron a la hipb6tesis de que la Hip6fisis era
controlada por el Hipot&lamo. Su confirmacién fué realizada
por SCHALLY y su grupo, en una serie de experimentos muy ele-
gantes que culminaron en 1971 con la sintesis del LH-RH (150,

151,152,153,154).

En el quinquenio que va de 1960 a 1965, se demostr6 la -
existencia de un material especifico neurohumoral capaz de --
producir la estimulacién de LH y FSH en estructuras hipotal&-
micas de ratas, animales domésticos y humanos (9,145,146,147,

148,149).

Por ejemplo IGARASHI y sus colaboradores (9), veian que
después de 10 minutos de la inyeccién IV de extractos &cidos
de eminencias medias habia un significativo incremento de la
FSH en ratas ovariectomizadas y tratadas con estrbfgenos (50ug
de benzoato de estradiol) y progesterona (25mg), mientras con
extractos de corteza cerebral no tuvieron ningGn efecto. Ade
mds, cuando se inyectaban estas sustancias en ratas hipofisec

tomizadas previamente, no habia elevacibn de FSH en plasma, -




lo cu8l demostraba claramente la existencia de un factor FSH-

RH en la eminencia media.

Al principio se pens® que habfan dos substancias respon-
sables de la liberacién de LH y FSH a las cudles se les llamd
"Factores Liberadores". Sin embargo, trabajos posteriores =-
con material hipotal&mico de cerdo bastante purificado, demos
traban que estas substancias en animales y humanos tenfan una

actividad liberadora de LH y FSH (155,156,157).

Posteriormente SCHALLY y sus colaboradores (150,151)
empleando dos mé&todos diferentes de purificacibn aislaron un -
homogeneizado de cerdos que, con dosis tan pequefias como 0,2 =~
ug LH-RH/rata, causaba un significativo aumento de LH (150,151,
152) 1o cu&l fué& medido por un radioinmunoensayo especifico de
LH para rata (158). Cuando se aumentaba la dosis, la elevacibn
de LH duraba entre 20 y 40 minutos. Las dos preparaciones ex-
trafdas por los dos métodos anteriores, demostraron tener una
idéntica actividad especifica (151). Midiendo por métodos bio
1l6gicos y por RIA (159) la FSH, se demostr® que con estas subs
tancias se obtenia un incremento significativo de FSH. La com
probacién de que la LH-RH act@ia directamente sobre la Pituita-
ria se realiz6 en cultivos de Pituitarias de rata a las que se
anadfa LH-RH y se median LH y FSH. Dosis tan'pequeﬁas como 1
nanogramo por mililitro, fueron efectivas (150,151). La inac-
tivacién quimica o enzimidtica de la LH~RH, se acompand siempre
de una pérdida en la actividad para liberar LH y FSH (150,152,

160,161) .

Al mismo tiempo que se realizaron los estudios senalados,

juimicamente se establecfa que la LH-RH, que en un principio -
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se le denomin6 LH-RH/FSH-RH, era un decapéptido, compuesto de
10 aminodcidos y que contenia dos amino&cidos de glicina, uno
de histidina, arginina, tripté6fano, serina, glutémico, proli-
na, leucina y tirosina (150,151,152). Como resultado de &s--
tas y posteriores investigaciones que se han realizado y se -
siguen realizando, se ha llegado a la conclusibn de que &sta
es la Gnica substancia natural, con capacidad de liberar LH Yy
FSH,lo cudl no quiere decir que pueda existir otra substancia
especifica, posiblemente otro decapéptido, que estimule la 1i
beracién de FSH. En apoyo de esta teorfa existen pruebas ana

témicas y fisiol6gicas (124,162).

La secuencia de los amino8cidos de la LH-RH, fué realiza
da por un proceso de ultramicroescala, combinando el Edman- -
Dansyl y acoplando métodos de tritiacifn en carbones termina-
les. Estos procedimientos fueron usados directamente después
de la digestibn con quimitripsina y termolisina y sin separar
los fragmentos. Basados en estos resultados se propuso la si
guiente secuencia de aminodcidos: (pyro) Glu-His-Trp-Ser-Tyr-
Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-amida (152). Posteriormente esta estruc-
tura fué confirmada con andlisis secuenciales convencionales
(153) y por espectroscopia de masa(380)a estructura de la LH-RH

se muestra en la Fig. 4.

Inmediatamente después de descubierta la estructura qui-
mica de la LH-RH, se procedi6 a su sintesjis, la cufl confirmb
que la estructura propuesta era la correcta (154,163,164).

La sintesis se realiz6 por el método de fase sblida (165,344).

Se pudo comprobar entonces que las propiedades fisico-qui

micas de la LH-RH natural de cerdo eran exactamente iguales a




pGLU-HIS-TRP-SER-TYR-GLY-LEU -ARG-PRO~-GLY-NH

Estructura Quimica de la LH-RH.

Firqura 4.-




a la sintética y, adem8s, que la secuencia de los amino&cidos -
era exactamente esa y no otra. Los Laboratorios Abbot,Hoeschst,
Yanaihara, Merck Sharp & Dohme, Ayerst y Sankyo han reproducido
la LH-RH propuesta por SCHALLY y sus colaboradores (166). Otras
instituciones cientificas tambi&n 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 sintesis en hipot&lamos de cerdo, comprobd exactamen-

te la estructura propuesta en hipot&lamos de oveja.

Cabe senalar aqui, a titulo de curiosidad, que para los prime--
ros 200 nanomoles de LH-RH se necesitaron 165.000 hipotdlamos -

de cerdo (29).

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

Hasta el momento presente, no disponemos de datos gque nos
indiquen de una manera feaciente la biosIntesis de la LH-RH. -
MOGUILEVSKY y sus colaboradores (129) senalan que ciertos frag
mentos de hipot&lamos de ratas pueden incorporar tirosina tri--
tiada (H3—tirosina) dentro de la LH-RH y que su incorporacibn -
aumenta con la castracifén. Por otro lado JOHANSON y sus colabo
radores (130) afirman que en la fraccibén que ellos denominan mi
tocondrial, de hipot4lamos, puede incorporarse el &cido glutdmi

14 dentro del LH-RH.-

co al cudl previamente se ha marcado con C
Lo dicho indica que el esclarecimiento del mecanismo de biosin-

tesis del LH-RH estd por demostrarse.

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

SCHALLY y colaboradores(76,172,265)han demostrado gque la LH-

RH es capaz de producir anticuerpos y han logrado posteriormen-
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te establecer métodos de radioinmunoensayo para LH-RH bastan
te especificos (173). En conejos en que se han desarrollado
anticuerpos anti-LH-RH, se produce posteriormente atrofia go
nadal, debido a la neutralizacién de la LH-RH end6geno por -
los anticuerpos (174). Adem&s de esto, la administracién de
antisueros anti-LH-RH en ratas, la manana del proestro, blo-
guea la liberacibtn de LH y FSH en la tarde y por tanto se --
produce la anovulacién como lo han demostrado ARIMURA y sus
colaboradores (175). Este hecho sugiere que el anticuerpo -
anti-LH-RH bloquearfa no solamente la LH~RH sino también 1la
FSH-RH, y serfa otra de las pruebas a favor de que la LH-RH

es la liberadora de LH y FSH. Una de las posibles aplicacio
nes pricticas de este descubrimiento serfa el control de 1la
6vulac16n en la especie humana, evitando por otra parte, 1la

serie de inconvenientes que tienen los otros mé&todos.

Con los métodos de RIA desarrollados a partir de los es
tudios inmunolbgicos se ha podido detectar la elevacifén de -
la LH-RH en plasma periférico a mitad del ciclo en mujeres -
normales (173) tambi&n en la tarde del proestro de las ratas

(176) y en el estro de la oveja (177,263,264).

Por otra parte con la obtencibn de sueros anti-LH-RH se
han podido realizar estudios inmunolégicos e.inmunohistoqui—
micos. PELLETIER y sus colaboradores (178), usando el micros
copio electrbnico, han podido observar que la LH-RH estd lo-
calizada en los gr&nulos 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 &rea
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retro-quiasmidtica y en el nGcleo arcuato, pero en estos dos
dltimos en cantidad mucho menor. KIZER (180) basado en los
estudios inmunolégicos e histoquimicos en ratas machos adul
tos, ha podido demostrar que las neuronas conteniendo LH-RH

no son de origen catecolaminérgico.

WINTERS y sus colaboradores (18l1) han encontrado canti

dades significativas en cerebros humanos.

Muy posiblemente este capitulo tan interesante de la -
inmunologfa, en los prbéximos afios nos aclaren mecanismos --

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

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

GRIFFITH, KOCH y KUHL con sus colaboradores (131,132,-
133) han demostrado muy claramente gue los' homogenizados de hi
potdlamos de rata y de cerdo degradan el LH-RH. Segln Gri-
ffith esto querria decir que las peptidasas hipotaldmicas -
degradan la LH-RH y jugarian un papel muy importante en 1la
regulacibn de la secrecibn de esta hormona. SeglGn 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 degrada--
cién de la LH-RH a los polipéptidos -Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-
NH y probablemente Leu-Arg-Pro-Gli-NHz, lo que indica que -

la disyuncibn ocurre entre los amino8cidos 6 y 7.

Los estudios preliminares (127) indican que las cé&lulas
del higado, pituitaria y rinén r&pidamente rompen la molécu-
la de LH-RH, y resultados similares se ha obtenido incubando

LH-RH en plasma.
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Usando un RIA especifico 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 r&pidamente degradada, en sangre (182,358).

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

Las caracteristicas quimicas y biol6gicas de la LH-RH, -
gque a continuacibén 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 m8s 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 molé&culas 1li-
neales determina que la estructura resultante retenga

actividad LH-RH.

- Al quitar el OH en SER-TYR se determina una actividad

LH-RH entre 50-60% en relacifn al LH-RH original.

- La desaparicibén de la ARG, no determina pérdida de ac-

tividad de la molécula.

- Al quitar la LEU-GLY, disminuyen moderadamente en la

actividad LH-RH.

- La pérdida de PRO determina un descenso marcado de la

actividad LH-RH por alteracibén 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 cé&lulas hipofisarias, 1lo
debemos fundamentalmente a BORGEAT y sus colaboradores (139)
lo cull, después ha sido ampliamente confirmado por otros -
estudios (135,136,137,138,140), que indican que el mediador
quimico de la LH-RH en su accifn de liberacibn tanto de LH
como de FSH, es el AMP-ciclico. Hay un estrecho paralelis-
mo entre los controles de AMPc y de las gonadotropinas, de-
pendiendo del tiempo de incubacibn y de las concentraciones
de LH-RH. Al parecer, el Calcio juega un papel muy impor--
tante para que se realice la estimulacién del LH y FSH por
parte de la LH-RH y también para la acumulacién y estimulo

del AMP-ciclico. (405,407,425).

ITII. 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 las 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 separa
cién de una gonadotropina distinta a la LH-RH, basindose es-
tos autores en estudios por métodos biolégicos "In vitro", y
por RIA de LH y de LH-RH. Sin embargo la actividad biolbgi-
ca e inmunol6gica de este compuesto tan cercano a la LH-RH -

no es distinta de la propia LH-RH.




En el momento presente, 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 hipot&lamos de --
cerdo es, fundamentalmente, también FSH-RH y, posiblemente -
-hip6tesis mantenida por Schally- esta substancia sea la Gni
ca que fisiol6gicamente tenga capacidad para liberar LH y --
FSH. Este punto de vista estd afianzado en las investigacio
nes que demuestran que hay un blogqueo 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 interaccif6n de los esteroides con la LH-RH posible-
mente sea quienes regulen de una forma directa la produccibn
de LH y FSH por parte de la Hip6fisis. Estos hechos se fu-
dan en numerosos estudios en animales y humanos. Sin embargo
la explicacibén de todos los fenbmenos de liberacibn, asi como
los de feed-back correspondientes a estas hormonas, todavia -

no est&n muy bien establecidos.

I11.9.9.1. Efecto de los esteroides sexuales en la respuesta a

la LH-RH en animales

La influencia que ejercen los esteroides sexuales, tanto
para la estimulacibn como para la inhibicién de la LH y FSH di
rectamente sobre la Hip6fisis, estd 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 hip6fisis el dnico lugar en que actdan. -
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Los trabajos de SMITH y DAVIDSON (189), implantando esteroi-
des en el Hipot&lamo de ratas, sugieren que el "feed-tack" -
negativo se ejercia en el Hipot&lamo, mientras que el efecto
positivo de los esteroides se producirfa a nivel de lé¢ pitui
taria. En el mismo trabajo se sefiala que la dehidrotestoste
rona (DHT) suprime la LH por efecto directo tanto a nivel hi
potdlamico como pituitario. JONES y BOYUS (190) administran
do en perros estradiol, progesterona y testosterona, ! horas
antes que la LH-RH inhibe la liberacién de LH, siendo el es-
tradiol el m&s potente inhibidor de los tres esteroides. --
Después de 24 horas de la aplicacién 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 b.oquean

te en la liberaci6n de LH tras el estimulo con LH-RH.

VILCHEZ-MARTINEZ y colaboradores (192,193) han podido -
observar en ratas, que los esteroides sexuales ejerceir un =--
efecto bif8sico en la respuesta al LH-RH. Después de la ad-
ministracién 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 relacifn a los coitroles.
Lo cudl indica que hay un efecto positivo por parte de los es

tr6genos.

Estos resultados también se han encontrado eén terneras -
ovariectomizadas (127) a las cuales se les ha inyectado estra

diol. Si la estimulaci®én con LH-RH era 3 horas después de 1la
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inyeccibn de estradiol, los niveles de LH quedaban deprimi-

dos, mientras que si se realizaban 18 horas después habifa -

una mayor estimulacién de LH.

En las ratas, la mayor estimulacién de LH-RH ocurre en
el proestro, y el mdximo pico como lo han demostrado AIYER
y colaboradores (193) est8 entre las 17 y 18 horas. También
hay una buena respuesta en el estro. La respuesta mds baja
es en la tarde del diestro I y II teniendo su nadir a las 14
horas (193). La administracién de un anti-estrb6geno (ICI -
46474) a las 17 horas del diestro reduce la respuesta de 1la
LH-RH inyectado en la tarde del proestro. Esto indica gque -
la fase inicial del incremento de la sensibilidad a la LH-RH
depende de la marcada concentracién del l7(3—estradiol en la
fase precedente a la liberacibén de la LH preovulatoria. En
conexion con estos resultados resulta interesante senalar --
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 estimulo de se
crecibn contfinua de FSH durante el estro (127). Los niveles
de testosterona son mayores en la tarde del proestro durante
la liberacién de LH preovulatoria. La administracif6n de un
antisuero, antitestosterona previene el incremento continuo
de FSH durante la mafnana del estro. Esto podria indicar que
la testosterona ejerce un efecto positivo en la sintesis de

la LH-RH a nivel Hipotal&mico.
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Los estudios "In vitro" (195) con pituitarias aisladas
de rata, sugieren que el efecto de la LH-RH estarfa modula-
do por los estrf8genos, la progesterona y la testosterona. Y
también los estudios "In vivo" (325,371).

I11.9.9.2. Efecto de los esteroides sexuales en la respues-

ta a la LH-RH en humanos

Actualmente podemos afirmar sin ninguna duda que, en -

el hombre, los esteroides sexuales juegan un papel muy im-
portante en la regulacién 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
ci6én de la respuesta a la LH-RH (76,166,171,172,197,204,205,~
206,207,208,209,211,212), pero luego se ha descubierto que --
tienen las dos caracteristicas 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 estrb6genos a nivel del ova-
rio en el ciclo menstrual son responsables de la diferente res
puesta a la LH-RH. NILLIUS y WIDE (201l) y YEN y sus colabora-
dores (142) y, en nuestro laboratorio PEREZ-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 --
mis suceptible de inhibierse por efecto de los estrfgenos que
la LH. En presencia de dosis elevadas de estrbgenos, la res--

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

TAYMOR y colaboradores (197) asi como THOMPSON y colabo

radores (205) han demostrado que la administracifén de 25-30
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png 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 hip6fisis a una dosis de 150

ug de LH-RH.

KEYE y JAFFE (206) utilizando una infusifn IV de es--
tradiol a 0.05-0.1 ng/Kg por hora, en mujeres en el dfa 2
del ciclo menstrual, al inyectarle 50 ng de LH-RH IV en sb
lo pulso, encuentran una disminucibén o bloqueo de la res--

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

SILER y YEN (207) observan que, en mujeres con fallo
ovdrico, la respuesta a la LH-RH est8 incrementada, lo que
se explicaria 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 fenfmeno dosis-depen-

diente.

ITI. 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 liberacién de LH y FSH en

ratas y otra serie de animales. Posteriormente, numerosisi

mos estudios han confirmado estas primeras observaciones.

(216,217,218,219,220,256) .
HUMPREY y colaboradores (216) inducen la liberacidn de

LH, y adem&s ovulacién, con LH-RH, cuando lo administran a
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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 mdxima en el proestro y estro (194,217,
218) . E1l incremento de la sensibilidad puede ser debida

al incremento de los estrbgenos circulantes.

KANEMATSU y colaboradores (219) demuestran que, en -
conejos, una dosis de 2 ng de LH-RH hace que los niveles
de LH se incrementen 250 veces. La ovulacién segtin estos
mismos autores podria inducirse con una dosis de 250 ng/

LH-RH/Kg.

Se ha demostrado que la LH-RH es activa por diferen-
tes rutas de administracibn. En ratas la LH se eleva, --
cuando el decapéptido se inyecta por via intracarotidea,-
subcutdnea, intravaginal, intravenosa, intramuscular, por
via oral, aunque por esta Gltima la dosis tiene que ser -

al menos 100.000 veces superior a la intracarotfdea (216).

Otros autores han demostrado que por el liquido cefa
lorraquideo (la inyeccibn se realiza en el 3e; ventriculo)
la LH-RH puede ser transportada a la sangre de la parts -
hip6fisis eh canﬁidades significativas, y, adem8s la LH-RH
administrada intraventricularmente estimula y prolonga més
la liberacibén de LH que cuando se da intravenosamente (220).
ONDO y colaboradores (221) han demostrado también que la -
infusi6én de LH-RH en los vasos portales estimula significa-

tivamente la LH.
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La FSH, también aumenta significativamente después de

la administracién 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 m&s alta respuesta a la LH~-RH se en-
cuentra a mitad del diclo menstrual de las monas. Sin em-
bargo otros autores (76,166,172,226) han visto una relati-
va insensibilidad de la hip6fisis en respuesta a la admi--
nistracitn de LH-RH, esto, posiblemente debido a problemas
de ambientacifn que sufren estos animales cuando son tras-

ladados fuera de su habitat normal (227).

Numerosas publicaciones demuestran que la LH-RH eleva
la LH plasm&tica 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
via IV y subcutfnea (SC). Demuestran también que la inyec
ciones prolongadas o una infusifén 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 ovulacibn y

adem&s que es posible adelantar el momento de la ovulacibn.

POMERANZ y colaboradores (231) han demostrado que 1la
respuesta a la LH-RH en cerdos puberales y en cerdos adul-

tos castrados est& aumentada.
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En terneras utilizando dosis entre 0,25 y 1 mg de LH-
RH administradas intracarotideamente, intramuscularmente o
subcut&neamente, se produce un incremento de la LH y FSH,-
y, ademis se puede conseguir la ovulacifén. La mejor res--

puesta de las gonadotropinas se encuentra el ‘dia del estro

(127) .

MONGKONPUYA y colaboradores (232) han demostrado que
después de la castracibén a los toros, la respuesta de las

gonadotropinas a la LH-RH se incrementa.

CUNNINGHAN y FURR y sus colaboradores (233,234) demues
tran que la LH-RH, administrada IV a pollos entre los 14 y
20 semanas, incrementé la LH entre los 5 y 10 minutos des-
pués de la inyeccibén. 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 inyeccibn subsiguiente de LH-RH, dos horas

después, no altera la respuesta hipofisaria.

En resumen, podriamos decir que los estudios en anima
les nos llevan a afirmar que la LH-RH no tiene especifici-
dad de especies, lo cuil, l16gicamente, abre posibilidades
enormes para su utilizacién y también nos hace pensar que
también los otros péptidos hipotaldmicos participarian de

estas cualidades.

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

Hasta el momento presente, la ayuda que puede brindar
la LH-RH, en la diferenciacibén exacta entre varios tipos -

de hipogonadismos no est& muy bien precisada. (141,143,318).




Se ha demostrado que en pacientes con Sindrome 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 est& disminuida.

En general la FSH responde en mucha menor cantidad que -
la LH, en individuos normales, excepto en los siguientes ca-
sos: fase folicular muy temprana, menopausia, ninos, especial
mente en los prepuberales. También existen casos patolbgicos
en los que la FSH se eleva mucho més éor ejemplo en las azoos
permias. Nos interesa en este capitulo revisar los resulta--
dos que diferentes autores han obtenido hasta el momento, en

mujeres, hombres y nihos.

I1IT.9.11.1. Diagn6stico Clinico de la LH-RH en mujeres

Para realizar el test de la LH-RH, la mayor parte de -
los autores prefieren la v1a1Iv(247)En general no existen dife
rencias significativas cuando se utiliza la via IV, IM o SC.
Sin embargo RANNEVICK y THORELL (249) senalan que cuando --
ellos administran 100 ug de LH-RH por via IM-a mujeres ameno
rreicas, las gonadotropinas se elevan mds, y se mantienen du
rante m8s 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 liberacién de LH y FSH
en mujeres; sin embargo, a dosis de 4 mg, sublingualmente, -

no se produce dicho efecto.
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VAITUKAITIS y colaboradores (235), usan clomifeno y -
una dosis de 10 ng 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, estariamos en estos casos ante una amenorrea
de causa hipotaldmica por dé&ficit de produccién de LH~RH en

db6geno.

Entre nosotros, BOTELLA y CHARRO y sus colaboradores -
(251,252) dan tambi&n 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 sf al LH-RH,

el problema sea de fallo hipotalémico.

GINSBURG y sus colaboradores (236) son otro dé 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 1in-
crementa después de la administracibn de clomifeno. Las pa
cientes que tienen una respuesta ausente o baja a la LH~RH
tampoco responden al clomifeno. En la casuistica que pre--
sentan, 7 de las 13 mujeres amenorreicas responden al clomi
feno. Esta observacibn 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 anovulacién est& a nivel -

Hipotalé&mico.

YEN y colaboradores (237) encuentranp que, en pacientes

anovulatorias, las fluctuaciones episbdicas de la LH estén



ausentes, Yy en estos casos, presumiblemente, el diagn6stico

sea amenorrea hipotal8mica.

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

hipotalémica es normal.

Las mujeres con fallo primitivamente ov&rico tienen in-
crementada tanto la LH como la FSH al estimulo con LH-RH. -
Los primeros estudios en pacientes con Sindrome 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 comparacifén con sujetos normales.

Los pacientes con anorexia nervosa muestran una pobre -
respuesta de la LH tras el estfmulo con LH-RH (238,239,240).
La causa de que no exista una buena respuesta de la LH podria
deberse a una prolongada deficiencia de la LH-RH, lo cudl a
su vez condicionarifa una falta de respuesta pituitaria. La
ausa original de este sindrome no est8 perfectamente defini-

da.

VANDERKERCKHOVEN y sus colaboradores (238), sugieren --
que el Test de la LH-RH podria ser de utilidad para distin--
guir entre casos de amenorrea psicbtica 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 estd bastante

reducida.
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WARREN y sus colaboradores (241) han visto que en muje-
res que tienen una severa pérdida de peso, la respuesta a la
LH-RH est8 bastante disminufda. Las pacientes con amenorrea
secundaria que ademis habfan 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 pesoO la respues

ta se normaliza.

Trabajos de AONO y su grupo (242), y mds recientemente
de CHARRO y colaboradores (253), demuestran que en el Sindro
me de Sheehan o hipopituitarismo, la mayorfa 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 poliquisticos tipicos, 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 100 ug de LH-RH IV, en 155 pacientes con gran variedad -
de enfermedades en el eje Hipot&lamo-hipofisario-gonadal. -
137 de estas pacientes, o sea el 88%, eran hipogonadales. A
mi juicio, el punto critico de este estudio fué demostrar que
la LH-RH es incapaz de distinguir entre hipogonadismos de --

causa hipotaldmica 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 -

1755- estradiol en 339 mujeres amenorreicas y 74 pacientes -
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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 informacifn m&s adecuada para la
posible diferenciacibén entre la disfuncibén hipotal&mica y la hi

pofisaria.

KATZ y CARR (248), observan la respuesta de los esteroides
gonadales, especialmente estré8genos, después de la administra--
cibén de la LH-RH. En mujeres con amenorrrea hipotaldmica, des
pués de la administracién de la LH-RH aumentan los niveles de -
estrbgenos, mientras que en los pacientes que adolecen de un --

problema ovdrico este fenfmeno no sucede asi.

Resumiento lo expuesto podriamos decir:

l.- El fallo ovédrico, se caracteriza por tener niveles eleva--
dos de LH y FSH basales, acompanados de una exagerada res-
puesta al LH-RH.

2.~ El sindrome tipico del ovario poliquistico, se caracteriza
por presentar niveles altos de LH y bajos de FSH, acompaina
dos de una respuesta elevada de LH y baja de FSH, tras el
estimulo con LH-RH.

3.- Ausencia o disminucibén de la respuesta del LH tras LH-RH -
nos podrfa indicar:

- Fallo Hipotalémico
- Amenorrea hipotaldmica por anorexia nervosa y/o pérdida

exagerada de peso.
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4.- En una amenorrea primaria podermos tener:

- Ausencia de respuesta al LIH-RH, lo que nos indicarfa le-
sibén hipofisaria.

- Respuesta normal o deficiente: patologfa hipotal&mica
- Respuesta exagerada: disgenesia gonadal

5.- Combinando el LH-RH y el Clomifeno podrfamos acercarnos --
con mayor seguridad al diagn6stico de la lesifén. Si la al
teracibn es a nivel hipotalémico, no hay respuesta al clo-
mifeno pero hay una respuesta al LH-RH.

6.- E1 ver la respuesta de los esteroides sexuales, también --
nos ayudarfa a diferenciar si la causa es Hipotaldmica u -
ovdrica. Si al dar LH-RH los esteroides sexuales aumentan,

la lesibn posiblemente es de causa hipotalé&mica.

II1.9.11.2. Diagnbstico Clfinico del LH-RH en hombres

GONZALEZ-BARCENA y sus colaboradores (254) administrando -
LH-RH a hombres normales por diferentes vfas encuentran gque la
mixima respuesta para LH y FSH se produce cuando administran -
250 png en infusién IV continua durante 4 horas. Encontrando -
un doble pulso que BREMMER (255) nuevamente lo ha visto en un

trabajo més reciente.

Una sola inyeccién de 100 ug de LH-RH dada por via IV, IM
0o SC libera pricticamente las mismas cantidades de LH y FSH -
con tiempos similares independientemente de la via de adminis-
tracién. Esto fué confirmado por MORTIMER (267) que observd -
también liberacibn pulsdtil asincrénica de LH y FSH, después -
de la administracién de LH-RH. La administracién intranasal -
de 2 mg de LH-RH es menos efectiva que la parenteral (267,268,

269,170) aunque las estimaciones de la absorcibn por ruta in-



tranasal varian desde solo 1,25% a un 2% de la dosis. Esta via
puede tener una aplicacibn prdctica enorme en el futuro. (373).-
varios investigadores han encontrado aumentos de la testostero-
na plasmética en algunos j6venes tras LH-RH (271,272,278). -
SCHWARSTEIN y sus colbaradores (271) han podido demostrar que -
con una dosis de 50 pg de LH-RH, la LH, FSH y T, sufren varia-
ciones a diferentes horas del dfa en hombres normales. La méxi

ma respuesta la obtuvieron a las 6 y 18 horas del dia.

El uso diagnf8stico 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 diagnosticar las enfermedades hipotal&mi-
cas y las pituitarias, en el caso de los hipogonadismos masculi
nos, no esti todavia 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 afiade el test del clomifeno, el diagnfsti
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 lesi6n de origen hipotal&mico o -

de una estructura superior (275,276,277).

Las medidas de la respuesta de T, a la LH-RH pueden ofre-
cer también informacién mayor para el diagn6stico (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 hipogonadotrépico (273), hay otros estudios que han encon
trado que la mayoria de los pacientes (274) o todos los pacien-
tes (275) afectados, respondian, especialmente después de inyec
ciones repetidas de LH-RH (134). Hombres con aplasia germinal

que tienen niveles basales de LH y FSH m&s altos, muestran una
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mayor respuesta a la LH-RH, cuando se comparan a los controles
(280). Los hombres con oligospermias tambié&n responden al es-
timulo con LH-RH (177,277). Scharztein ha encontrado gue en -
los hombres oligospérmicos normogonadotrédpicos la respuesta de
la FSH era normal, pero la de la LH, era menor que los contro-
les y los niveles de T subfan mds despacio que en los normales.
Sin embargo FRANCHIMONT y sus colaboradores han hallado que en
pacientes oligospérmicos idiop&ticos y azoospérmicos, la LH-RH
ocacionalmente causa una elevacibn exagerada en la FSH plasméi-
tico, indicando una mayor reserva pituitaria de FSH, que en --

los normales. (285).

En resumen, el Test de la LH-RH, para el uso diagnéstico
en hombres todavia no esti bien estudiado, y sin embargo en --
combinacifn con la prueba del clomifeno puede ser de gran uti-
lidad en el diagn6stico de los hipogonadismos de causa hipota-

l8mica o pituitaria.

II1.9.11.3. Diagnbstico Clinico de la LH-RH en nifos

KASTIN, SCHALLY y colaboradores (288) en el afno 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 liberacibn
de gonadotropinas en relacién con la pubertad (199,281,282,283,
284,285,286). ROTH y sus colaboradores (28l1) observan una 1i-
beracibén sorprendente de LH, después de la inyeccibn de la LH-
RH en la pubertad; pero con los nifios prepuberales la respues-
ta es minima. Tambi&n han observado que la respuesta de la T,
¢s diferente tras del estimulo con LH-RH; los hombres adultos
responden mucho mejor que los varones prepuberales y la respues

ta mds pequefa se encuentra en nifios prepuberales (282).
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JOB y colaboradores (283) describen una elevacién altamen
te significativa de los niveles de la LH plasmitica en nihos -
de ambos sexos y una mayor liberacifén de FSH, en ninas como --

respuesta a la LH-RH.

FRANCHIMONT y sus colaboradores (199) encontraron mis tar
de que, después de instaurada la pubertad, el cociente FSH/LH
est8 invertido, y que el aumento de LH es mayor que el de FSH,

en respuesta a la administracibn de 25 ng de LH-RH.

En un estudio de BERMUDEZ y colaboradores (289), la LH-RH
fué administrada a nihos prepuberales y hombres adultos en una
infusién IV de 4 horas de duraci6én con una dosis de 100 pg/m2
de superficie corporal. Los niveles plasmé&ticos de LH, FSH vy
T y androstenediona fueron medidos por RIA. Se encontraron --
con que la liberacibén 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 plasmética.

La interpretacibn exacta de los datos depende de si los
resultados son expresados en cantidades absolutas: mIU/ml, como
un incremento m&ximo porcentual ( A Mx%) o como cantidad total
de hormona liberada. Pero, independientemente de la manera de
expresar los datos, &stos apoyan la idea origiﬁal (288) de que
tanto 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 evaluacibn de la reserva hipofisaria de gonadotropinas

en pacientes prepuberales con varios desbrdenes hipotalémicos,
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pituitarios 0 gonadales. Posteriormente mostraron (282) que -
en ninos hipopituitarios la hip6fisis no respondfa a la LH-RH
y que los ninos con hipogonadismos-hipofonadotrbpicos respon--

dfan menos que los controles normales prepuberales.

El test de la LH-RH podrfa tener utilidad para demostrar
una deficiencia hipotaldmica y/o pituitaria antes del tiempo -
fisiol6gico de la pubertad(284). Los pacientes agonadales con
12 afios 0 mds mostraban respuestas'elevadas al LH-RH, pero los
nifios 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 regulacién de la LH y FSH, que ocu-
rren al principio de la adolescencia (285). ILLIG y sus cola-
boradores (358) sugieren que en la pubertad el Test de la LH-
RH, puede ser (Gtil en el diagn6stico para distinguir entre un
fallo gonadal primario y pituitario primario; los nifios con fa

llo testicular muestran una elevada respuesta a la LH~RH y los

que tienen hipopituitarismo idiop&tico, respuestas disminuidas.

IIT1.9.12. 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 acromeg&licos (166) se vif que, en tres pacientes con es
te sindrome, la respuesta a la LH-RH y TRH fué diferente. Uno
de los pacientes, tras el estimulo con LH-RH, liber6 LH; pero
luego de la TRH no hubo liberacién de TSH. El segundo pacien-
te, con acromegalia activa, liber6 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 liberacibn de



hormona de crecimiento y también de LH y FSH (335,290). Esto
quiz8s podria indicar que en esta enfermedad los receptores -
de la memebrana de las c8lulas hipofisarias est&n afectadas y
han perdido su especificidad para cada una de las hormonas 1li
beradoras. Hasta el momento presente no se ha investigado la
respuesta de la LH-RH en nifos recibiendo hormona de crecimien

to.

En la enfermedad de Cushing, BOCCUZZI y sus colaboradores
(214) piensan que la depresidn de la respuesta a la administra
ci6én de LH-RH, se podrfa deber a los niveles elevados de corti
sol. Entre nosotros, CHARRO y colaboradores (253) han visto -
gque en pacientes tratados crénicamente con hidrocortisona, no
hay variaciones significativas de la LH y la FSH en respuesta
al LH-RH. Tampoco con la administracifn aguda de 250 pg IV en
2 horas. §Sin embargo, estos autores, han demostrado que la ad

ministracién de ACTH, produce una significativa disminucién de

la respuesta de la LH y FSH. Estos resultados les llevan a --
pensar que la respuesta disminufda en el Cushing no se deba a-

un exceso de cortisol, ya que en sujetos tratados aguda o crb6-

T At g e+ e

nicamente con dosis elevadas de hidrocortisona la respuesta al
LH-RH no se modifica. Por lo tanto, piensan ellos, que posi--
blemente los andr8genos producidos por la estimulacidn con ACTH
son los que frenarfan la respuesta al LH-RH. Sin embargo, es-
te punto est§ todavia muy discutido y merece profundizarse en

; €1, ya que por ejemplo, SAKAKURA y sus colaboradores (213), tra
d 1/2

tando con prednisona durante 1 meses, encuentra una disminu-

cibn de la respuesta al LH-RH. Otros aspectos en Patologia se am
plian en diversos estudios.(215,303,376). ‘
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III. 9. 13. USO TERAPEUTICO DE LA LH-~RH




IIT1.9.13.1. Uso terap€utico 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 maduracifén y luego ovula--
ci6én. Este hecho ha sido confirmado posteriormente por varios

autores, (297,375,386,390,294,360,363,400,414).

Al menos tres 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 ovulacibn
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 ovulacibn --

mds tempranamente que con el uso del LH-RH s6lo.

Es también de interé&s sefialar que la administracibén de LH
-RH, como lo han demostrado ZARARTU y sus colaboradorés (433),
puede producir ovulacibn 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 tres se encontraron foliculos preovulatorios. Sin
embargo, sobre el total, el porcentage 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 induccién de la ovulacibn ha sido escuetamen
te revisado por LUNFELD e INSLER (438). Ellos concluyen que el
esquema 6ptimo de la térapia con esta hormona (LH-RH) es insufi
ciente. Sin embargo, se puntualiza una adecuada informacibn so
bre los esquemas de tratamiento, dosis de LH-RH,etc. La LH-RH,
en su opinibn la cudl compartimos, podrfa resultar el agente de

eleccibn en el tratamiento de las amenorreas hipotalémicas.

Otro aspecto a destacar es que la administraci6n 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 org&nicas hipot&lamo-hipofisarias-
incluyendo los craneofaringiomas (134). COMARU y sus colaborado
res (331) han observado al restablecimiento de ciclos menstrua-
les normales en mujeres que sufrfan amenorrea secundaria después

de un s6lo tratamiento con LH-RH.

I11.9.13.2. 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 terap&utico Gtil tambi&n en

los hombres.

En pacientes masculinos con hipogonadisﬁo—hipogonadotrépico,'
el tratamiento prolongado con 500 pg de LH-RH tres veces al dia
da como resultado una iniciacibén y mantenimiento de la secrecibn
de LH y FSH, existiendo una elevacibn de la testosterona plasméti
ca y restauracibn de la potencia,asf como una induccibn de la es
permatogenésis (291) . YASHIMOTO y colaboradores(134), dieron a -

conocer la restauracibdn de la respuesta a la LH-RH en hombres -
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con deficiencia aislada de gonadotropinas y lesiones hipot&la-
mo-hipofisarias. BESSER (420) también ha encontrado que, en -
pacientes con craneofaringioma, la administracibn repetida de
LH-RH, puede restaurar la respuesta pituitaria. MEDEIROS~NETO
y colaboradores (292) en 1973 describian que la infusibn pro--
longada de LH-RH a dos hermanos con deficiencias mdltiples de
hormona tr6fica y enanismo, restauraba la respuesta de gonado-

tropinas al estimulo con 200 P9 de LH-RH.

Actualmente sabemos, que la ausencia de respuesta a una -
sola inyeccifn de LH-RH, puede ser el resultado de una depriva
cibn crénica de LH-RH, debida a desbrdenes hipotal&micos 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 restaurar la sinte-
sis y secrecibn de la LH y FSH y en algunos casos restablecer

una funcibén normal hipot&lamo-hipofisaria-gonadal.

El estudio de SCHWARSTEIN y colaboradores (299) sugiere -
que el tratamiento prolongado con LH-RH (500 pg/dia) aumenta -
las cantidades de esperma a niveles normales y puede establecer
una fertilidad normal en algunos hombres oligospé&rmicos. Estos
estudios estén siendo confirmados y extendiéndose al uso de and
logos de larga accibn. Los resultados preliminares de un aumen
to de la 1libido 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
estidn 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 andlogos, no ha sido adecuadamente inves
tigado. El tratamiento en hombres normales con 250 ng de LH-RH
de 2 a 7 dias no produce formacibn de anticuerpos (408). Sin -
embargo un paciente con hipogonadismo-hipogonadotr&pico, trata-
do varios meses con LH-RH, para curarle la impotencia, respon-
di6 al LH-RH y fueron detectados en su suero anticuerpos anti-
LH-RH. Este es el finico caso estudiado en el que se haya pro-
ducido anticuerpos, por lo cufl nosotros pensamos que el uso -~

prolongado, sobre todo en ninos debe ser cuidadoso.

ITT. 9. 14. BNALOGOS CON POTENCIA SUPERIOR A LA LH-RH

I1T.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 andlogos 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 andlogos superactivos y con mayor potencia biold

gica que la LH-RH, que tiene una vida muy corta. (165,321,357).

Las bases iniciales para la sintesis de estos compuestos, -
fueron los estudios entre estructura quimiéa y actividad biol6-
gica (77,166,172). Parece ser que el &cido piroglutémico, la -
histidina y el tript6fano juegan un papel funcional en la acti-
vidad biol8gica 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 sustitucibén de estos amino&cidos

por estructuras semejantes, o su aromatizacibn o la formacibn -
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de puentes de hidrb6geno o el cambio de orientacién condicionan
cambios en la actividad. Asi tenemos que el D—piroGlul—LH—RH

tiene un 8% de actividad LH-RH; el Trpz-LH—RH un 40%; el (~pi-

razolil-3—alanina)2-LH-RH un 19%; el D-Hisz—LH—RH un 10%; el 2

—naftil—Ala3-LH-RH un 52% y el penta-metil—fenil-A1a3-LH—RH de
un 34 a un 70% de actividad LH-RH. Las posiciones 2 y 3 son -
también sustituidas y en general han producido andlogos inhibi
dores. Sin embargo el tripeptido piro-glutémico-His-Trp o su
amida son inactivos (76). Las substituciones en las posiciones
4 y 10 han demostrado que producen anilogos 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 an8logos del LH-RH con sustituciones en las posicio--
nes 4,5,7 vy 8 que poseen una relativa mayor actividad que la LH
-RH, estén: la A1a4-LH-RH con un 9%; 1la Treo4—LH—RH un 19%; 1la
Phe’-LH-RH un 64%; la vVal -LH-RH de un 16 a un 35%; la Ile’ -LH-
RH de un 33-44% y la LysB-LH-RH de un 11 a 28%. No han sido --

sintetizados muchos anflogos con sustituciones en la posicibn -

9, pero la Alag-LH-RH, sb6lo tiene 1% de actividad.

IT1.9.14.2. Estudios b8sicos con an8logos superactivos

Algunos andlogos con sustituciones en 6, en 10 o en ambos
son m&s potentes que la LH-RH y poseen una actividad m&s prolon

gada (300,305,306,307,313,328,329,340,341,423).

El primer an8logo superactivo de la LH-RH, el des—Glle—LH

RH ethilamida, fué& sintetizado por FUJINO y sus colaboradores -
(341). En unas 3 a 5 veces m&s potente que la LH-RH (341,423) y

también parece terner una actividad més prolongada (307,423). -



otros andlogos modificando el carbono terminal, tienen también

10

una actividad considerable, y la des-Gly ~~LH-RH-propilamida -

10_3,2,2-

es de 2 a 5 veces m8s activa mientras que la des-Gly
trifluroetilamida-LH-RH es 9 veces més activa que la LH~RH --

(307,341) .

MONAHAN y sus colaboradores (432) fueron los primeros en
demostrar que la D-AlaG-LH—RH, era mucho m&s potente que la LH-
RH. La actividad de este andlogo es de 6 a 7 veces superior a
la de la LH-RH (329,339). M&s tarde VILCHEZ-MARTINEZ y colabo-
radores sintetizaron la D-LeuG-LH~RH que tenfa una actividad 5
a 9 veces superior (431) y posteriormente COY y colaboradores -
(328) descubren otros andlogos, haciendo sustituciones en posi-
cién 6 con D-amino&cidos, con capacidad superior al LH-RH, uno

de los cuales es el D-TrpG-LH~RH, sujeto de esta tesis, y, del

cudl hablaremos detenidamente, m&s 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
andlogos 30 a 60 veces m&s potentes que el LH-RH. Asf se ha -

10_;H-RHet1lamida (EA)

visto, por ejemplo, que la D—Alas—desGly
era de 30 a 40 veces m8s potente que la LH-RH en la liberacidn
de la LH, cuando se inyectaba a ratas machos inmaduras, usando
los niveles integrados de LH por espacio de 6 horas (313,431).-
Siguiendo la misma met6dica se comprobd que la potencia de libe
racién de FSH era 15 veces mayor que la de la LH-RH; la activi-

dad de induccibén de la ovulacién de este andlogo en ratas se es

tima que fué& de 50 a 80 veces m&s alta que la LH-RH (339,340).



Después de una inyeccifn subcuténea en ratas machos inma-

lO-LH—RH—EA liberada 53 veces mds LH Yy

duras, la D-Leu-des-Gly
15 veces m&s FSH que la LH~RH, por un perfodo 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 mds que la de la LH-RH, pero, sorprendentemente, la liberg
ci6én "In vitro" de FSH y LH s6lo era de unas 200 a 400% de 1la
de la LH-RH. La D—AlaG-Des—Glle-LH-RH-(EA) y la D-Leue-deg -
Glylo—LH—RH-(EA) producen también ﬁna prolongada liberacibn 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 elevacifn comparable
por via subcuténea. "In vitro" las actividades liberadoras de

LH y FSH dela D-Leu®-desGly!C-LH-RH-(EA), dé la D-Phe®-LH-RH-9-

1O-LH—RH-—(EA) y del D~Trp6-LH-RH—(EA),

(EA), de la D-AlaG-desGly
usando células de pituitaria anterior, en cultivos de una sola
linea celular (clona), fueron respectivamente: 3000,1500,3000 y

1500 % de la de la LH-RH (330).

Tanto 1la D—Leu6— como la D-Ala6—(EA), se probaron en inyec
cibén IM en ovejas (300), siendo la primera 50 y la segunda 42 -

veces mis potente que la LH-RH. La Des-—Glylo

~LH-RH(EA) fué tam
bién valorada en ovejas en anestro, en las cuales liberaba més
LH e inducia m&s constantemente la ovulacibn que dosis compara-

bles de LH-RH.

El incremento de la actividad biolb8gica de los andlogos su
peractivos del LH-RH con sustituciones en las posiciones 6 y 10
Se &ribuy8 en principio a una mayor unidn de los receptores pi-

tuitarios, a una inactivaci6én m&s lenta o a una combinacifn de



los dos factores (77,34l). Se ha podido comprobar que la D--Ala6

-desGlle-LH—RH(EA) se rompe menos répidamente por las enzimas -
cerebrales que la LH~RH, y 8sto posiblemente se deba a las men-

cionadas sustituciones en 6 y 1lO.

MONAHAN y colaboradores (439) sugirieron inicialmente que -
la mayor actividad de la D-AlaG-LH—RH puede ser explicada por --
cambios de configuracibn espacial de este andlogo, 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—Alas—N—Me-Leu7—LHfRH en la cudl el -aminohi
drbégeno estd reemplazado por un grupo metilo (Me: metilo), es la
misma que la D-AlaG—LH-RH, ya que este compuesto puede formar un
puente de hidrb6geno entre la leucina y la serina, que pensaron -
podria ser el estabilizador de la molécula; por lo tanto la hipé
tesis de que un cambio de estereoisomerfa configuracional darfa
m&s o menos afinidad ha quedado casi descartada. Los estudios -

de COY y sus colaboradores (328) demuestran que la N-metil-D—Ala6

-LH~RH es 70 veces m8s activa que la D-AlaG-LH-RH, lo cu8l nos -
sugiere que algo referido a la unibn con el receptor puede expli
car la actividad biolbgica aumentada de los andlogos con sustitu
ciones en posicién 6, con D-amino&cidos. El car&cter hidrof6hi-
co (lipfidico) de la cadena lateral del aminofacido en posicibn 6
y también su tamano y aromaticidad, pueden confribuir también a

darle dicha actividad. Se ha encontrado también que la introduc
cién de grupos butil-terciarios, dentro de las cadenas laterales
en posiciones 6 y 7 aumentan la actividad biolbgica de la LH-RH.

Por lo tanto, el,D--Ser-(but)6 desGlylo-LH-RH—(EA), podria ser -

tan activo o més que el D-Leu6-desG1y-LH-RH-(EA).
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Hay un paralelismo entre actividad biol6gica de los andlo-
gos de la LH-RH y su habilidad de estimular la acumulacibén "In-
vitro" del 3-5AMPc pituitario. Esto anade m&s informacién al -

papel del AMPc como mediador de la reacci®én de la LH-RH.

En conclusién podemos decir que estd claro que muchos anéd-
logos poseen la propiedad deseable de liberar de forma prolonga
da y aumentada la LH y FSH y esto les hace mds interesantes des
de el punto de vista terapé&utico clinico que la propia LH-RH. -
Existe ademds la posibilidad de prolongar estos efectos, con --
productos depot adecuados, u acoplando la molécula del andlogo
con un polimero adecuado. Por ejemplo se han comprobado que el
D-Lyse-LH-RH, unido al poliglutamato s86dico, tuvo una actividad

biolégica mucho mds prolongada (312).

II1.9.14.3. Estudios Clinicos

Siendo los an8logos superactivos de larga accién mds apre-
ciados clinicamente que la propia LH-RH en situaciones en las -
que se requiere una prolongada elevacifn de la LH y de la FSH,-
como por ejemplo para la ovulacibdn o para el tratamiento de las
oligospermias, vamos a preocuparnos en las siguientes lineas de

describir la experiencia cumulada en la clinica humana.

El primer andlogo que se estudib fué el desGlle—LH—RH. -

KASTIN y NAKANO y sus colaboradores (369,388), vieron que este
andlogo posefa una actividad dos veces superior a la LH-RH en -
hombres normales y ademds el pico maximo de la LH se alcanzaba
mis tardfamente que con la LH-RH. Otro andlogo, el D-Ala-desGlylo
-LH-RH-(EA), en dosis de 25 pg 1V, eleva los niveles de LH y FSH

en sangre periférica de hombres normales, durante més de cuatro



noras, €n contraste con un efecto mucho m&s débil y banal de la
LH-RH (370). Otros estudios han demostrado que este compuesto

es activo por diferentes vias (IV, IM y SC), y que dosis tan ba
jas COMmO 2,5 ng son capaces de liberar LH y FSH, en hombres nor
nales (421). En estos mismos trabajos se ha determinado en ba-
se a estudios matemdticos que la capacidad del andlogo en libe-

rar gonadotropinas es 10 a 20 veces superior a la LH-RH.

En mujeres se ha podido demostrar que el D-Alae-desGlylo—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 fnica de 100 ng 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 ensayb Clinicamente este compues
to en mujeres amenorreicas (422), se pudo comprobar que la admi-
nistracidn repetida IM de dosis entre 150 y 1500 ng tres veces -
por semana durante 3 semanas, producfa una elevacibén de LH y FSH
plasmdticos y condicionaba ciclos normales en el 40% de las muje
res tratadas. No se produjo ningin efecto colateral o secundario
detectable y, ademés no se agot8 la produccién de gonadotropinas
pituitarias.

Estudios clinicos muy extensos con el D-Leus—desGlylo—LH—RH
estin realiz&ndose. Este anilogo eleva los niveles plasméticos
de la LH y FSH en hombres normales cuando se administra por via
IV (en un s8lo pulso o en infusibn continua), SC e IM, en dosis
de 20 a 500 pg. Las elevaciones de los niveles de gonadotropi-
nas duran m&s de 24 horas en el caso de utilizar dosis elevadas.
N¢ se ha podido comprobar un agotamiento hipofisario de la pro-
duccibn de las gonadotropinas en hombres normales, después de -

48 horas de una infusién IV de 500 ug de este an&logo. Los hom-



bres normales también responden a la'administracién de 10 mg -pe

ro no de 2 mg- de este andlogo con una_elevacién de los niveles

plasmiticos de LH y FSH (421). Aunque esta via de administracibn
es Gtil terapé&uticamente, 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 ug, com-
probdndose que por esta via también es activo. En mujeres norma
les este andlogo 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.

lO—LH—RH-(EA), admi-

En mujeres amenorreicas el D—Leu6—desGly
nistrado IM eleva los niveles plasmdticos de LH y FSH, por un --
tiempo mayor de 24 horas (422), lo que estd de acuerdo con lo ha-
llado en hombres normales (421). La elevacién midxima 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 inyeccibn.

Esta observacibn, de gue solamente una inyeccidn de D—Leu6—

desGlylO

~-LH-RH- (EA), condiciona una elevacibfn 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 mds trabajos en este sentido. En --
cambio, se han intentado provocar ovulaciones en mujeres normales,
tratadas previamente con 0.05 de etinil estradiol: en el dia 13%.
del ciclo se administraron 0.5-0.8 mg de este andlogo en una sola
inyeccibén. De las 10 mujeres tratadas estos fueron los resulta-
dos encontrados: en el dia 15°., 7 de ellas ténian signos de ovu-

laci6én muy temprana y en el dia 16°, en dos més (430). Esto po-

drfa tener dos aplicaciones pr&cticas inmediatas, seg(n nuestro
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criterio. La primera, utilizarlo en mujeres que necesitan inse-
minacién artificial y en seqgundo lugar, potencialmente, en muje-
res normales se podria fijar la fecha de la ovulacibn, con lo --
cudl el método dei ritmo alcanzarifa un valor muy real con miras

a un control de la natalidad, llamémoslo natural. Sin embargo,
creemos que todavia es prematuro, y qhe se requieren mis estudios

para profundizar en dicho tema.

El D—LeuG—desGlylO

-LH-RH-(EA) , fué también estudiado en 7 pa-
cientes misculinos, con oligospermia idiop&tica normogonadotr&pi
ca (366). Con dosis de 2,5, 5, 10 y 20 ug se producian aumentos
significativos en los niveles de LH y FSH durante 6 y 12 horas.-
Los picos de las gonadotropinas se alcanzaron entre la 4a. Yy 6.
horas. Habla relacibn dosis respuesta en ambas gonadotropinas.-
Los mayores niveles medios de gonadotropinas se obtuvieron tras
la administracifén de 20 ng del and&logo. Todos estos datos hacen

factible pensar que este an&logo podria ser otro de los tantos -

para su utilizacibén en la clinica.

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

Los primeros intentos de sintetizar un péptido con caracte-
risticas 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
bar la existencia de un antagonista de la LH-RH, el Hisz-LH—RH,
el cuil no blogquea totalmente la liberacién de LH "In vivo" o --

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



La informacién obtenida con los estudios de los andlogos es-
timulatorios de la LH-RH, ha sido utilizada para guiar el inten-
to de crear potentes antagonistas sintéticos de la LH-RH. Uno -

lO—LH—RH-(EA) fué el primer

de estos compuestos el D—Hisz—desGly
inhibidor de la LH-RH que se encontrd activo "In vivo" (423,428).
posteriormente a estos estudios de Coy y colaboradores, se han -
realizado la sintesis de cantidades ingentes de andlogos, los --
cuales han sido preparados y evaluados biol8gicamente (301,410,-
439). Algunos de estos inhibidores contienen D-amino&cidos en -

6

la posicibébn 6. Asi, el Des-His-D-Ala -LH-RH (439) y el desHisZ—

10

D-Ala®-desGly'C-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 (426) comunicaron -
que la D—Phez-LH—RH, posefa propiedades inhibitorias, el grupo -
de SCHALLY, produjo nuevos compuestos con D-Phe en posici6n 2, -
acompafiados de sustituciones D-amino en posicifn 6, todos los cua
les fueron excelentes competidores de la LH-RH, tanto "In vivo"
como "In vitro" (362). E1l test utilizado para comprobar que di-
chas substancias producian realmente un efecto inhibidor fué el
siguiente: por via SC se inyectaba una dosis del anilogo de 200
ug/rata y al mismo tiempo se inyectaban 100 6 200 pg/rata de la
LH-~RH. Se utilizaron ratas machos inmaduras y se determind LH
Yy FSH por RIA. Los resultados obtenidos indicéron que el desHisz-
D-LeuG—LH—RH producfia una inhibicién porcentual de LH del 79%; -

®_LH-RH un 61% y un 77.3% el D-Phe’-p-Phe®-LH-RH.

el D—Phez—D-Leu
El porcentaje de inhibici6n de este Gltimo compuesto sube a 91%
cuando se administra 30 minutos antes de la LH-RH. La FSH pre-

Senta también una inhibicibn paralela a la de la LH (362). Cuan

do efectos inhibidores de estos an&logos fueron ensayados por un
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periodo prolongado de tiempo en ratas machos inmaduras, en dosis

de 500 ng/rata, el D-Phe?-D-Phe®-LH-RH y el D—Phez--D-Leu6

-LH-RH
mostraron efectos inhibidores més potentes que el desHis—D—LeuG-
LH-RH. La méximé inhibici6én con los dos pé&ptidos, se lbgra en--
tre los 30 y 60 minutos. El porcentaje de inhibicién en relacibn

2 6

a la LH era de un 81% para el D-Phe“-D-Leu -LH-RH y de un 88% pa-

ra el D—Phez-D-PheG-LH—RH. El efecto terminaba después de cuatro

horas.

DE LA CRUZ y sus colaboradores (427) han ensayado los efectos
inhibitorios del D-PheZ-Phe3-D—Phe6-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 mé&xima inhibicifn aparece a la

hora, con un 92,6% para la LH y un 94,4% para la FSH.

Estos compuestos han sido probados tambi&n en ratas con ci-
clos normales, a las cuales se les inyectaba el producto el cuar
to dfa del diclo la tarde del proestro, y siendo previamente anes

tesiadas. E1 desHisz—D-Alas-LH-RH, el desHisz—D—AlaG-deSGlylo-

LH~RH-(EA), el desHisz-D-LeuG—LH—RH y el D-Phez-D—LeuG-LH—RH pro-
dujeron una inhibicibn casi completa de la respuesta de LH a la

administracifén de la LH-RH, en una relacifn 300 veces menor.

FERLAND y colaboradores (302) han demostrado que la sustitu-
cién etilamida en el C terminal, del desHisz— Yy D-AlaG-LH-RH no
aumenta significativamente la actividad inhibitoria de la molécu

la.

CORBIN y BEATTIE (326) en su estudio, demostraron que el D-
Phez-D—AlaG—LH~RH, inhibe la aparicifn del pico ovulatorio de la’
LH y FSH de las ratas y conejos. Los mismos autores dicen que -
si este andlogo 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 andlogos inhibidores de la
LH-RH, son capaces de impedir la acumulaci6n de AMPc en las célu
las adenohipofisarias, paralelamente a la inhibicifn de LH y FSH.
Este es otro de los datos que favorecen la hipbtesis de que el -

AMPc es el mediador quimico de la LH-RH.

SPONA (406) ha demostrado que el desHisz-desGlylo-LH—RH(EA).
compite, en los receptores de membrana de la Hip6fisis, con la -
LH-RH, aungque el mecanismo exacto de la interaccién biol&gica a

este nivel todavia no est8 bien estudiado.

En resumen de este capitulo, podemos decir que se han sinte
tizado o se puede sintetizar un compuesto inhibidor total de 1la
LH-RH (coﬁpetitivo 0 no competitivo) m&s potente que los descri-
tos anterijiormente, lo cu8l abrirfa un nuevo camino, quizds el --
mds fisiolb6bgico de los conocidos hasta ahora, para el control de
la natalidad. En este momento se estin empezando a realizar los

primeros estudios en este sentido. (319,365).
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B. OBJETO DE LA TESIS

Una vez que tenemos una idea global de los fundamentos anat&-
micos y fisiol6gicos del Hipot&lamo y que hemos profundizado en el
capitulo de la LH-RH, indicaremos cu8les son los objetivos que nos

planteamos con el D-Trps-LH-RH, andlogo mds potente que la LH-RH.

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

-~ Comprobando lo anterior, pensamos que debiamos buscar la do-
sis minima capaz de estimular las cé&lulas hipofisarias, a fin
de que nos sirviera de base en la bfisqueda de la dosis més -
adecuada, para su estudio fisiofarmacol8gico y, para poder te
ner alguna base en una posible terapéutica clinica.

- Como el objetivo fundamental de nuestro protocolo de trabajo
era estudiar la fisiologfa y aplicacidn clinica de este andlo
go, tenfamos que comprobar si, por las distintas vias de admi
nistracibn, este compuesto era idbéneo y por esta razfn proba-
mos si era eficaz por las siguientes vias:

IV (en un s6lo pulso y en infusién contfinua), IM y SC.

- En las mujeres era muy importante saber el comportamiento del
andlogo a lo largo del ciclo menstrual, por lo cudl las estu-
diamos en fase folicular tardifa (8°.-10°. del ciclo), fase pre
ovulatoria (1l1°.-13°.del ciclo), fase ovulatéria (14°. del ci-
clo) y fase luteinica (23°.-25°. del ciclo).

- Si es verdad que, para que haya ovulacibn, se necesita al me-
nos que los dinteles de LH y FSH estén elevados durante 8 ho-
ras. Lb6gicamente en los hombres, teniamos que controlar el -
mismo perfiodo de tiempo, con el fin de comparar las dos pobla

ciones.
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- Al mismo tiempo que controlabamos la respuesta de la LH y FSH,
controlariamos el comportamiento de la Testosterona en los hom

bres y el 175 -estradiol en las mujeres.

- Si todo lo anterior era positivo, el paso (ltimo que nos que-
daba era seleccionar un nfimero adecuado de pacientes, femeni-
nos y masculinos, con deficiencia gonadotr6pica, y en la que
presumiblemente su fallo era de origen hipotal@mico y tratar-

los con el D-Trp6-LH-RH.

- w L me e e —— i A e S = - e et s — —~——ea.
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C.- MATERIALES Y METODOS

1.- Materiales:

1.1.- E1 D—Trp6—LH—RH

La hormona utilizada en este estudio en un "factor libera-

dor" de gonadotropinas, andlogo del LH-RH, cuya denominacibn es:

D—TrpG—LH—RH y que tiene la siguiente f&rmula desarrollada: Glu-

His--Trp—Ser--Tyr-D—Trp—Leu—Arg—Pro—Gly—NH2 y cuya estructura qui-

mica se ve en la Figura 5. COY y sus colaboradores (336) a fines
de 1974 la sintetiz6 utilizando el método de fase s6lida mediante
el cudl sustituyd el aminodcido 6-glycina- del LH-RH por el amino
dcido D-Trp (tript6fano). 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 Canad&, 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 Farmacologfa (Prof. Cadorniga),

antes de su utilizacibn clinica:

A.- Disolucibn en suero fisiolbgico est&ril con ph(5,4).

B.- Esterilizacibn a 120°C, con calor hGimedo, durante treinta mi-
nutos.

C.- Fracccionamiento en ampollas de 2 ml conteniendo 10 pg del and
logo cada una.

D.- Realizacibn de cultivos de muestras recogidas al azar en subs-
tancias apropiadas para la germinaci6n de bacterias y hongos,-
durante quince dias. Al cabo de este tiempo todos los culti--
vos fueron negativos, con lo cudl estuvimos seguros de que al
inyectar esta substancia por cualquier vfa no tendriamos nin-

gGn peligro de infeccibn.



H2
A | | | A
oc Ygwa wug (" wuo " wang ["wnochow wuo
N—C—C-N-C-C-N-C—C-N-C-C-N-C—C-N-C-C-N-C-C-N-C-C-N——C —C-N-C-C
nonw o I hh o L Ak o w Ano | H O MW NH
(I:Hz (I:Hz 9“2 2
HC=C_ OH g:z
| i
N=(': '
H nﬂ‘c‘nnz

pGLU-HIS-TRP-SER-TYR-TRP-LEU-ARG-PRO-GLY-NH;

6
Figura 5.- Estructura Qufmica del D-Trp -LH-RH.
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PREPARACION DEL D- TRP® -LH - RH

PIODUCTO X ()O 3°6 mgs = 3.600 mcyg.

4

Rectentemente bidestilada
despirogenada y eafriada.

Cl Na 9%
purfsimo

+

1 % de gehtina DIFCO

325 ampollas de 2 c.c. topacio
70 mg

‘rmao

35 ampolias de 2 c.c. topacio

Esterilizar » 30'» 120° ¢
CONTROL -

Sembrar Tiggygg!5p9~ (10 dfas con testigos de
medios y crecimiento)

6.- Preparacién del D—Trps-LH—RH, para uso Clinico.
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1.2.- Material Clinico

Para nuestro estudio y por razones obvias, nuestro material
clinico lo dividimos en cuatro grupos; los dos primeros hombres y
mujeres normales y los segundos hombres y mujeres con patologia -
hipotal&mica. E1l estudio fisiolbgico lo realizaﬁos en los dos --
primeros grupos, los cudles los hemos agrupado en el Cuadro 1, pa

ra una mejor y rdpida comprensién.

1.2.1.- Hombres normales:

Treinta y tres 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 dgrupos:

I.- 23 sujetos recibieron el D-TrpG-LH-RH de la siguiente
manera:
a) A 4 sujetos se les administr8 dosis crecientes de 1

a 7,5 ng via IV en un sélo pulso.

b) 13 sujetos recibieron 10 ng de la siguiente manera:
bl.— 4 en inyeccifn IV en un s6lo pulso
b2.- 3 en inyeccibn IM
b3.— 3 en inyeccifn SC
b4.- 3 en infusibn IV continua durante 8 horas
c) 6 sujetos recibieron una inyeccibn de 50 ug del ané-

logo de la siguiente manera:

.= 3 en inyeccibn IV en un sb6lo pﬁlso

c
1
Cye- 3 en infusibn IV contfnua durante 8 horas
II.- 7 sujetos recibieron 100 ng de LH-RH via IV en un sblo
pulso.

ITI.- 3 sujetos recibieron suero fisiol6gico via IV en infusibn

contfnua 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 habfan sufrido ninguna enfermedad endocrina o metabblica, te-

niendo todas ellas sus ciclos normales (28-32 dias) y siendo su -

peso de 56,39+10,01(M+SD). Se las clasific6 de la siguiente mane

ra:

IT.-

Iv.-

Mujeres en fase folicular (8°.-10°.), las cufles fueron

subdivididas de la siguiente manera:

a) 3, recibieron solamente solucibén salina, via IV en =-
infusibn continua durante 8 horas.
b) 9, recibieron 100 pg de LH-RH IV en un s6lo pulso.
c) 16, recibieron el D-Trp6—LH—RH de la forma siguiente:
c,.- Dosis crecientes de 1 a 7,5 pg, via IV en un
s6lo pulso, en 4 mujeres.

Cye- 10 ng IV en un sblo pulso, en 3 mujeres
10 ng IM, en 3 mujeres y
10 ng IV en infusibén continua en 3 mujeres

C3.- 50 ng IV en un s6lo pulso, en 3 mujeres.

Mujeres en fase pre-ovulatoria (11°.-13°. del ciclo). -
Se administré 10 pg via IV en infusién contfinua durante

8 horas, en 3 mujeres.

-Mujeres en fase ovulatoria (14°. dfa del ciclo). Se ad

ministré 10 pg via IV en infusién contfnua durante 8 ho

ras, en 3 mujeres.

Mujeres en fase luteinica (23°.-24°, dias del ciclo) 2
mujeres recibieron, una dosis de 5 ylOpgrespectiviamen-

te, via IV en un sblo pulso.
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Tanto en los hombres como en las mujeres, una vez extraidas,
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 minutos después de la inyeccibn.

Los pacientes permanecieron recostados durante toda la prueba-
que comenz6 entre 9 y 9,30 de la manana y a mediodfa (2 de la tar-
de) tomaron un pequeno aperitivo (un bocadillo y una bebida no al-
coh6lica). La prueba finalizaba a las cinco de la tarde aproxima-
damente. Ningln paciente tuvo la m&s minima molestia durante el de

sarrollo de la prueba 6 después de ella.

1.2.3.- Pacientes con Hipogonadismo Hipogonadotr6pico masculino.

Tres pacientes gen&ticamente XY, con una silla Turca normal y
un E.E.G. normal, clfinicamente hipogonadales, uno de ellos con --
anasmia, fueron enviados a la unidad metabblica para su posible es
tudio y terapéutica con el D—Trps—LH—RH. Ellos fueron debidamente
informados del estudio que les ibamos hacer y todos dieron su &asen

timiento.

La determinacibn basal de las gonadotropinas en los tres pa-
cientes fué indetectable. A todos ellos les hicimos una prueba de
Clomifeno la cu8l fué negativa para los tres pacientes y por fGlti-
mo les sometimos a una prueba con 10 pg de D—Trps—LH-RH, IV en un
s6lo pulso. A dicha prueba todos los pacientes respondieron con -
una respuesta de gonadotropinas inferior a la normal, excepto en -
el paciente 3 (G.S.P.) cuya FSH, tuvo una hiper-respuesta a partir
de los 120 minutos como podermos ver en la Figura 7. Paciente 1 -

(E.R.S.).- De 19 anos de edad, con apariencia de un nifio de 12 a -
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anos. Su estatura era de 154cms. y su peso de 44Kg. Aspecto

eunucoide. Ausencia de caracteres sexuales (barba, bigote, vello

axilar, vello pGbico, libido, erecciones, poluciones). Segtn la

escala de Tanner (451) se encontraba en grado 1. E1l tamano testi

cular en la escala de Waller (452) era para el testiIculo derecho

de

<2 y para el testiculo izquierdo de 2, correspondiendo con -

una edad de<2 para el derecho y 2 para el izquierdo en la misma -

escala. Este paciente habfa recibido un ano antes un tratamiento

previo con HCG, durante 6 meses.

Durante 15 semanas cada 8 horas se le administr6 en inyeccibn

IM 10 ng de D-TrpG—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

caracteres sexuales (barba, bigote, vello exilar, vello ptbico,

erecciones y poluciones). Segfin la escala de Tanner se encontraba

en

el

do

en

to

Grado 1. E1l tamano testicular en la escala de Waller, era para
testiculo derecho de <2 y para el izquierdo de <2, correspondien
con una edad de <2 anos para el derecho y <2 para el izquierdo

la misma escala. Este paciente recibid hace 3 afios un tratamien

de HCG durante 2 anos.

Se le administr6 el anidlogo cada B horas 10 jug IM durante 13

semanas.

Paciente 3 (G.S.P.).- De 22 afios de edad con una apariencia de 15

anos. Talla 163cms y peso 64Kg. Aspecto eunucoide. Ausencia de

las siguientes caracteristicas sexuales (barba, bigote, vello. axi

las y pGbico, falta de libido, erecciones y poluciones. En la es-

cala de Waller tenia los siguientes datos: derecho 2 e izquierdo
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2, correspondiendo con una edad de 2 para ambos testiculos. Este
paciente recibif durante 6 meses HCG, un afio antes que nosotros

lo viésemos.

Durante 17 semanas se le administrd anflogo, cada 8 horas 10
pg IM. Estos pacientes fueron estudiados de la siguiente manera:
a) Determinacibn basal de gonadotropinas y una vez por semana

durante su tratamiento, a las 9 a.m. y antes de la inyeccibn
del anélogo.

b) Determinacibn basal de Testosterona y una vez por semana.
c) Prueba del Clomifeno, antes del tratamiento.
d) Prueba del D-TrpG-Lh—Rh (10 ng 1IV)

e) Biopsia pre y post-tratamiento

1.2.4.- Mujeres anovulatorias

Ocho mujeres aparentemente sanas, las culles previamente habian
recibido tratamiento con Clomifeno, HCG, HMG, y gque nunca se habifan
quedado embarazadas, fueron enviadas desde el Departamento de Este-
rilidad de la 11, C&tedra de Obstetricia y Ginecologla, (Prof. Bo-
tella Llusid), para tratarlas con el andlogo. Ademds 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 asentimiento.

La causa principal de su anovulacifn y consiguientemente de -
su esterilidad era una amenorrea secundaria. Todas las pacientes
eran normales fisicamente y sus pelvis eran también normales. En
las mujeres casadas, la histerosalpingografia fué normal, no hallén
dose patologia en la cavidad uterina. Todas tenian un cuello uteri

no normal.



El diagnbéstico de la anovulacibn fué& realizado en el ciclo
de estudio, en el cu&l nosotros artificialmente, ya que todas -
tenian amenorrea, las estudiamos por un perfiodo no inferior a -
24 dias. Durante este tiempo las pacientes se tomaron la tempe
ratura basal, cinco minutos antes de levantarse por la manana,-
la citologia vaginal seriada en todas ellas eran hipoestrogéni-
cas, monofisicas y la extraccibdn 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 practicd una biopsia endometrial, la cudl indicaba
un endometrio en proliferacibn persistente. Las historias cli-

nicas de las pacientes son las siguientes:

Paciente 1l.- (M.G.B.).- Tenia 32 anos de edad, casada hace 5,
presentaba amenorrea secundaria y esterilidad primaria. Ella -
previamente habia sido tratada con HCG, HMG y Clomifeno. Esta
paciente fué& sometida al siguiente protocolo:

l.- Ciclo de estudio (28 dias) y 2.~ Ciclo de tratamiento: admi-
nistramos 40 ng de D-TrpG—LH—RH via IV en infusi6én contfnua du-
rante 8 horas, e inmediatamente después de la infusibn le inyec

tamos 40 ng SC.

Paciente 2.- (P.A.V.).- De 37 anhos de edad, casada desde hace 7,
tiene esterilidad primaria y amenorrea secundaria. Habia sido -
tratada con HCG, HMG y Clomifeno. Esta paciente fué sometida al
siguiente protocolo:

l.- Ciclo de estudio (24 dias), 2.- Ciclo con tratamiento de -

Clomifeno 100 mg/dia por 5 dias y 3.- Ciclo de tratamiento con

D—TrpG-LH—RH: 40 ng via IV en infusibn continua durante 8 horas,
seguido inmediatamente después de una inyeccifn SC. de 40ug del

an&logo.
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paciente 3 (M.J.V.).- De 28 anos de edad, casada desde hace 6.~
pDespués de dos anos de tomar oralmente 0,5 mg de norgestrel, mas
0,05 de etinil estradiol (Eugynon), presenta amenorrea secundaria.
Antes de acudir a nuestra consulta, fué tratada con HCG, HMG. Esta
paciente fué sometida al siguiente protocolo: l.- Ciclo de estudio
(24 dias), 2.- tratamiento con D-Trp6-LH-RH, 40 pg via IV en infu
si6n continua durante 8 horas e inmediatamente después 40 ng SC, y
3.- segundo ciclo de tratamiento con el andlogo, en el cudl duran-
te 10 dfas seguidos recibi6 una inyeccibn diaria IM del andlogo y

al 11°. dia se le inyect® una infusibén IV continua de 8 horas con

40 pg del andlogo seguida inmediatamente después por 40 ng SC.

Paciente 4 (M.C.D.).- De 29 afios de edad casada desde hace 4, siem
pre present6 irreqularidades menstruales, alternando con episodios
de amenorrea. Fué tratada previamente con HCG, HMG y Clomifeno.-
Esta paciente fué sometida al siguiente protocolo: l.- Ciclo de -
estudio (24 dfas) y 2.- Ciclo con D—Trp6—LH-RH, en el cudl ella re
cibi6 una infusibn IV continua de 40 pg del andlogo durante 8 ho-

ras e inmediatamente despu&s 40 ug SC.

Paciente 5 (L.R.V.).- De 30 afios de edad, casada desde hace 6, tie
ne amenorrea secuandaria y esterilidad primaria. Tratada previa-
mente con HCG y HMG. Esta paciente recibib solamente 40 ng de D-
Trp6-LH—RH en infusibn IV continua durante 8 hofas, seguida de una

inyeccibn de 40 ng 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 recibi® tratamientos con -
HCG, HMG. Esta paciente fué sometida al siguiente protocolo: l.-

Ciclo de estudio (26 dias) y 2.- Ciclo con D—TIPG-LH-RH, 40 pg en

e - —— e e e e



infusibn IV continua durante 8 horas, seguido de 40 pug SC y 3.- -
Segundo ciclo de tratamiento con D-Trp6-LH—RH, en el cull recibib
10 ng/cada 8 horas IM (30 Pg/dia) durante 13 dias y al 14 dia del
ciclo se le realiz6 una infusifén IV de 40 png del andlogo durante

8 horas seguido de una inyeccib6n de 40 ng SC.

paciente 7 (P.F.C.).- De 20 anos de edad, soltera, con amenorrea
secundaria desde hace cuatro anos, la cull coincidié con una exa-
gerada pérdida de peso. Se le diagnostic6 de anorexia nervosa Yy
se le sometib al siguiente protocolo: 1l.- Ciclo de estudio (24 --
dias) y 2.- Ciclo de tratamiento con D-TrpG-LH-RH, 10 ng/dfa IM
durante 10 dfas, al dfa 11°. ella recibif en infusibén IV contfinua

de 40 ng del andlogo, sequida inmediatamente por una inyeccién de

40 ng SC.

Paciente 8 (M.T.S.).- De 32 anos de edad, casada hace 4, con este
rilidad primaria e irregularidad menstrual gque comenz6 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 periodo

de dos anos, tom6 ininterrumpidamente, 0,25 de norgestrel con 0,05
de etinil estradiol (Neogynon) y posteriormente fué tratada con -
HICG y HMG. Esta paciente se sometif al siguiente protocolo: 1l.-

Ciclo de estudio (24 dfas) y 2.- Ciclo de tratamiento con D—TrpG-
LH-RH. Antes de la infusibn y durante 10 dias se le administr§ -
una ampolla diaria de Pergonal y en el dia 11°., recibib una infu

316n IV contfnua durante 8 horas de 40 pg de D-Trp6—LH-RH, seguida

inmed iatamente de 40 pug SC del andlogo.

tuciente 9 (S.D.Q.).- De 29 afios de edad, casada hace 5, esterili-

+id primaria e irregularidades menstruales. Durante los afios 1971
- 1973, la menstruacién le fué inducida con 3 mg de benzoato de es
‘radiol m&s 50 mg de progesterona (Duogynon). Habfa sido tratada

oon

» IMG, HCG y Clomifeno v se le estudio de la siguiente forma: --
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1.- Ciclo de estudio (24 dias) y 2.- Ciclo con D—TrpG—LH-RH, con
infusi6bn IV de 40 ng del andlogo seguida de 40 ug SC. Trece dias

antes del tratamiento, recibié, Clomifeno durante 5 dias, en una

dosis de 100 mg/dia.



2.- METODOS

2. 1. Generalidades de RIA

Para poder medir la respuesta del D—Trp6-LH—RH en las célu-
las hipofisarias hemos utilizado el m&todo de RIA para LH y FSH,
basados en los trabajos de Midgley (412), Greenwood, Hunter y --
Clover (417) y fundamentalmente en los trabajos de Fern&ndez-Du-

rango (415) quien monté la técnica en nuestro laboratorio.

Como sabemos, el radioinmunoensayo (RIA) es un método de va

loracibn especialmente utilizado en Endocrinologfa, cue nos per-

mite medir exactamente cantidades muy peauetas (ng y pg).

Se basa principalmente en medir substancias con cardcter an
tigénico. Para lo cu8l se utiliza anticuerpos especificos con--
tra la substancia que queremos medir (en el caso gue nos ocupa,-
LH, FSH T y 17Bestradiol). Para ello se le hace competir con la
misma hormona marcada con un is6topo radioactivo. Una vez esta-
bilizada la reaccién se puede saber la cantidad de hormona, mi--

diendo la radiocactividad del complejo antigeno anticuerpo. (382).

La reaccién se puede esquematizar de la siguiente manera:

Ag* Ag¥® ab -

(F)\\\>+_ (B)
N
Ag ’//;+‘ ‘;:::::::qu Ab

en donde: Ag® es el antigeno marcado (F)
Ag el antifigeno no marcado
Ag®Ab es el complejo marcado (B)
Ag Ab es el complejo no marcado

Ab es el anticuerpo especifico
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Si la reaccidn Ag® + Ab y Ag+Ab, se realiza manteniendo cons
tante la concentracién del anticuerpo y la del antigeno no marca-
do determinar8n una progresiva inhibicién de la reaccibén entre el
antigeno marcado y el anticuerpo. La cantidad de antigeno marca
do y por tanto la radioactividad ligada al anticuerpo en eaquili--
prio conocida como B (Ag®¥Ab), ird decreciendo al crecer la concen
traci6én de antigeno y en correspondencia aumentari la cuota de an
tigeno marcado libre F (Ag¥. A cada valor por tanto corresponde-
r& valores decrecientes del cociente B/F. Este signo por tanto -
correlativo a la concentracibn de antigeno standard presente en -
la reaccibn. De este modo, usando concentraciones conocidas del
antigeno, en forma de solucibn standard se podrd& construir una --
curva patién conocida como curva standard. Si nosotros cueremos
medir una substancia X, &sta povocari una inhibicién o reduccibn
del B/F, proporcional a la concentracibn del antigeno end6égeno --
contenido en ese volmen. La medicifn exacta la tendremos con =--

una simple integracibn en la curva standard.

2. 2.- Radioinmunoensayo de LH y FSH, con material donado por NIH

(National Institute of Health)

Por lo dicho en la introduccibn de este capitulo, es eviden-
te, entonces, que en la ejecucién del RIA de LH y FSH son impor--

tantes los siguientes pasos:

- Marcaje de las hormonas (LH v FSH) con isbtopos radioactivos

1125.

- Anticuerpos especificos
- Curva standany para usarla como referencia
- Separacibén del antigeno marcado libre de aauel ligado al an-

ticuerpo.




2. 2. 1.- Marcaje de las Hormonas

Las técnicas de marcaje, hoy dfia numerosas, utilizan la ioda
cibén basada en la introduccibén de &dtomos de iodo radioactivo en los
grupos tirosfnicos. Se incluye un primer paso para oxidar el ion
jioduro a iodo molecular, forma en la aque reaccionari con la hormo
na a marcar. Las condiciones de la reaccibn serédn tales que se -
favorezca la iodaci6bn, lo que se consigue con un pH alcalino pré-

ximo a la neutralidad.

Este m&todo de Greenwood y Hunter publicado en 1962 (424) pa
ra el marcaje especifico de la hormona de crecimiento es el cue -
hemos tomado nosotros como base, junto con otro trabajo publicado
por ellos mismos diez afios m&s tarde (417) para el marcaje de LH
y FSH. Como medio de reaccibén 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 sustituir8 en los grupos tirosinicos a &tomos de hi--
drégeno. Una vez que la reaccibén se ha completado, se para, aha-
diendo al medio metabisulfito s6dico que reduce el exceso de oxi-

dante. (349).

2. 2. 2.- Anticuerpos

Los anticuerpos aue hemos utilizado fueron:

a) Anti-LH: preparado en conejos invectados o inmunizados con
LH hipofisaria.
b) Anti-FSH: preparado en conejos invectados o inmunizados con

FSH hipofisaria.

Ambos anticuerpos donados por el National Institute of Health

los EE.UU. (NIH), los recibimos en una fraccién de 1 ml en una di-

P



lucibdn 1:2; una vez dilufdos en tampén 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, representamos la radioactividad de los precipitados en %
y témamos como 100 x 100 la radioactividad de los tubos "blanco",
es decir los que carecen de hormona "frfa" y solamente contienen

la hormona marcada y el 1°y 2°anticuerpos.

El célculo se realiza de la siguiente forma:
Tanto por % de hormona ligada C-RI x 100_ B x 100
CO-RI Bo
donde ¢ representa la radioactividad de los tubos standard o -
de los sueros a valorar, C0 la radiocactividad de los tubos "blan-

co" y RI la radioactividad inespecifica.

Los resultados asi obtenidos los llevamos a un eje de ordena-
das, representando en las abscisas la concentracién de la hormona
standard y en las ordenadas el tanto por ciento de hormona ligada.
Sobre el papel semilogaritmico unimos todos estos puntos y de esta

forma obtenemos la curva standard.

Para hallar las concentraciones de la hormona en los sueros -
problema, los valores que obtenemos con la aplicacién de la formu-
la resefiada anteriormente los llevamos al eje de ordenadas de la
curva standard, y el punto de interseccidn, entre la curva standard
Y una recta horizontal trazada desde el eje de ordenadas, nos va a

dar la concentracién.
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2. 2. 4.- Separacibn del antfgeno 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 radiacibn gamma (NfGclear Chicago de 2
canales) obteniéndose dos curvas. En la 12. en su porcibn 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. Fernidndez-Durango y para una

mayor informacién 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 biolbgica es de 20 IU LH por miligramo.
Todas las muestras fueron medidas por duplicado.

La dosis minima detectable fué de 0.8 mIU/ml para LH y 0.6

mIU/ml para FSH.

El coeficiente de variacibn intra-ensayo fué menor del 5% y

el inter-ensayo menor del 15% tanto para LH como para FSH.

El coeficiente de regresibn al linealizar la curva standard
fué 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.- Radioinmunoensayo del 178 -Estradiol

Las determinaciones del 17[3 -estradiol se han hecho por RIA

con Kits comerciales CIS-SORIN-Italia.




e A Yok o o ¢4 VB R

o eaor e

P

S T

Yo ¢ - ar

oY S U

‘igura 9.-

160- H-LH®

Cuentas x 10° /0,im (101 )

Ty v v 7 T v T

2 4 6 8 10 12 14

Marcaje de LH con 1125.

(segundo pico).

B A T T T T T

18 20 22 24 26 28 3
TUBO N°

La curva muestra la se-
paracién de I125-LH (primer pico) del 1125 libre

P



e e o S WA T30 sinag

‘igura 10.-

200+ H-FSH"

3

o 180
3

[or S 1601
o
~
°

1401
»
8

§ 120 4
($]

1001

80+

()]

60 1

4

40

201

2 4 [ )

I e e e S e o
8 10 ® 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 38

Tubo n*

Marcaje de FSH con I125, La curva muestra la se-
paracién del 1125-FsH, (primer pico), del 1125 -
libre (segundo pico).




+3
=
”,':o.zl
¥
1 Y=-251 X+ 270
r- 0998
04
-1
‘ J
, I
1% 312 65 s % 5
LH mi)/ml. 2nd. IRP-HMG  (Serono
‘igura 11.- Representacibén en Escala Logit-Log de la Curva

Standard de LH de la Fig. 7.

-97 -~



B
kgf Bolmza
/

e y=-217x + 25189

01' \\ Eo.m

0f \

\\\\
24
31
0.625 125 25 5 10 F L
FSH mity/ml. 2nd. IRP-HMG (LER-907.
“igura 12.- Representacibn en Escala Logit-Log de la Curva

Standard de FSH de la Fig. 8.




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 especifico (Tiroglobulina humana)

- Tampbn fosfato, pH 7,4

- Carbon-Dextrano

2. 3. 2.- Metodologfia del RIA de 173 -Estradiol

Debido a que la especificidad del anticuerpo es lo suficien-
temente elevada, es posible evitar el procedimiento cromatogr&fi-

co y hacer una determinacibdn directa en los extractos secos de --

suero o plasma. Los porcentajes de reaccibén 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 5mCi/tubo (12

pg/tubo). Durante un periodo de incubacién de 2-3 horas, el es--

tradiol standard o plasmético compiten con el esteroide marcado
por los sitios de Binding en el anticuerpo. Al cabo de ese tiem-
po el mismo complejo se separa del estradiol libre por la adicibn
de carbdn charcoal dextrano (1 mg/tubo). Luego se centrifugan y
se cuentan 0.5 ml del sobrenadante en un contador de radioactivi-
dad, utilizando un liquido 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 residuo seco igual a la del disolvente empleado en la ex-

tracidén del suero o plasma.




—x 1
Box 0]0]

40;

——

301

21
10

65255 100 200 300 400

“igura 13.- Curva Standard del 17/3 -Estradiol. Las barras re
presentan la M + SD (n=4).

-100-



“lgura 14.-

ngr ESTRADIOL /mi. PLASMA

N) x
4

)

21 »

|

TR 7

pgr. PLASMA EXTRAIDOS

Curva de Dilucibn de un Suero de Mujer Embaraza-
da.

-101-



-102-
De esta manera el m&ximo"binding" (relacibén 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 dilucifn de un suero de mu
jer embarazada, lo cu8l nos da una idea de la exactitud del méto

do.

La radioactividad inespecifica (radioactividad no absorbida
por 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-ensayvo, medida en cuatro ¢casiones -
diferentes en un suero de mujer embarazada, nos da un coeficien-

te de variacibén del 16,3%.

Para la extraccidn de las muestras, con dietil-eter, se han
utilizado sueros, estando los limites de la recuperacibn de la -

extraccibn entre un 75% el m8s bajo y un 91% el m&s 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

- Testosterona-3-TME-1125, obtenida al marcar la Testosterona

-3-0 carboximetiloscina-Tirosina-metil ester por el 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 concentracifn de 400 ng/100 ml y por dilucio
nes sucesivas a l1:2 se obtienen los demds puntos de la cur-
va standard.

- Antitestosterona: se obtiene de conejo

- Anti RGG: son antigammaglobulinas de conejo obtenidas en --
oveja.

- Tampbn: fosfato 0.01 M a un pH: 7,5 que contiene BSA (albG-
mina bovina) y EDTA—Na4,

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 conveniente usar unos
tubos de cristal con 1o que se reduce el binding inespecifico. -
Los tubos deben lavarse con mezcla crfmica para eliminacifn de to~

das las substancias orgénicas.

Previamente hay cue extraer la T de las muestras (suero) con
eter etilico. Los volGmenes empleados fueron 0.5 ml de suero de -
mujer o 0.2 ml de suero de hombre, utilizando para ambos casos 3 -
ml de é&ter etilico (altamente purificado). Una vez las dos subs-
tancias puestas en contacto en los tubos, se llevan a centrifugar
a baja velocidad, menos de 4000 Gpm e inmediatamente se dejan los
tubos a -20°C, con lo que, al quedar congelada la.fase acuosa, se
separa muy f&cilmente la fase org&nica, la cu8l es transferida, 6
trasladada por pipetas Pasteur, a otros tubos que, conectados a -
una corriente de nitr6geno y en bano Maria, se secan. Al residuo
seco de le anade 1 ml de tampbn, con lo que se realiza una dilu--
cién 1:2, en el caso de las mujeres y 1:5 en el de los hombres. -

Esto debe tenerse en cuenta en el c8lculo final de los resultados.
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Adem8s de lo anotado, deben secarse tambié&n, en un tubo 3 ml
de éter etilico para ver la interferencia del &ter en el RIA. Al
residuo seco le anadiremos 1 ml de tampén y a esta dilucién le =--

llamaremos "control buffer".

2. 4. 3.- Fiabilidad del método

Para ello hemos realizado,varias curvas standard, en primer
lugar, como muestra la Figura 15, la cufl tiene un rango de 400 -
ng/100 ml a 12,5 ng/100 ml. Podemos ver que en 10 curvas, que la

SD tiene en ninguno de los puntos una variaci®n superior al 20%.

Ademds de ello se realizb6 una curva de dilucibén de suero, Fi
gura 16, obteniéndose al representarla en papel milimitrado, una
recta que pasa por el origen, probando de esta manera la validez

del método.

2. 5.- Determinacifn de Pregnandiol

El Pregnandiol urinario, se midi6 en el Laboratorio Central -
(Prof. Oriol Bosch), del Hospital Clinico. Se empleb el mé&todo de
Cromatografia de Gas liquido y en el cu8l seqgquimos las siguientes

etapas. (393):

- Hidr6lis: La orina total de 24 horas, que 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 &cido clorhidrico 5N y ha continuacibén se dejan 20
minutos en Baifio Maria a 100°C, una vez enfriados se pasa a,

- Extraccibn y acetilacibn: se agrega a cada tubo 10 ml de clo-
ruro de metilo y, bien cerrados, se agitan (30 revoluciones/
minuto) durante doce minutos, se succiona la parte superior y

la inferior se la lava sucesivamente con 3 ml de una solucibn

de carbonato sb6dico y cloruro s6dico; seguidamente se adiciona
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0,5 ml de la solucibn standard y se lava dos veces

m&s con 3 ml de cloruro s6dico, se le anade sulfa-

to s6dico anhidro se deja secar unos cinco minutos,
se traspasa a tubos secos y se procede 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 reactivo de acetilacibn y se lleva nueva-

mente a un Bano Maria a 50°C por treinta minutos.

- Cromatografia: de la mezcla anterior se toman 10-15 ul con -

- C8lculo:

pipetas Hamilton y se las seca en corriente aire a
unos 40-50°C, se tapa cada c8psula y se pasan por -
el cromatégrafo.

se aplica la f6rmula siguiente:

mg/dfa _Area de pregnandiol x 20 x diuresis
g Area de standard x 1000 x alicuota tomada

2. 6.- C4lculo de resultados

Hemos utilizado la T de Student y para las &reas la f6rmula

de Simpson, con una Hewlett-Packard, modelo 65.
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D.-RESULTADOS

1.- Hombres normales

En la Tabla I, podemos ver el Incremento M&ximo Absoluto --
( A MxA), el Incremento Maximo Porcentual (A Mx%) y el Area To-
tal (AT) de la LH y FSH, en pacientes normales masculinos a los
cufles se les inyectaron diferentes dosis de D-TrpG-LH-RH, un -
grupo de 7 pacientes a los cufles se les inyect8 100 ng de LH-RH
1v y, por fin, otro grupo de pacientes a los cudles solamente se
les inyect6 solucibn salina fisiol6gica por via IV en infusibn -
contfnua durante 8 horas. Hemos podido comprobar que cuando ad-
ministramos 1 pg del D—Trp6-LH—RH por via IV en un sblo pulso, -
no encontramos modificaciones en los valores de LH y FSH. Pero
yva con 2,5 ng, 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 midxima respuesta cuando se administra el andlogo por via IV -

en infusibn contfnua durante 8 horas.

La respuesta de FSH con dosis comprendidas entre 2.5 pg y 7.5
ng del D—Trp6—LH—RH es muy similar a la gque hemos obtenido con -
una dosis a 50 pg, y la administramos por via IV en infusibn con-

tinua, vemos que la FSH tiene una respuesta significativa(p ¢0.05).

Se puede ver en la Figura 17, el resultado obtenido tras la -
administracién de 10 y 50 ng de D—Trp6—LH-RH por via IV en un s6-
lo pulso y de 100 pg de LH-RH por via IV. El miximo incremento -
de LH es alcanzado a los 15 minutos, con dosis de 10 pg del andlo
go y 100 pg de la LH-RH; sin embargo con dosis de 50 mg del andlo
go el m&ximo incremento aparece un poco méas tarde, a los 30 minu-

tos. Los niveles de LH alcanzados con dosis de 50 pg del anélogo,




TABLA I.- NIVELES DE LH Y FSH EN SUERO DE HOMBRES NORMALES DESPUES DEL

ESTIMULO CON DIFERENTES DOSIS DE Ulewvmtbmlwm
LE (M I sp) FSH (M ¥ sp)
Incremento Incremento Area Incremento Incremento Area
M&ximo Maximo Total Ma&ximo M&ximo Total
Absoluto Porcentual (8 hrs) Absoluto Porcentual (8 hrs)
(mIU/ml) (Mx O &) (mIU/m1) (Mx A %)
1fusidn salina (8hrs) (n=3) 1,17 + 75,37 + 823,3 + 0 0 1161
0,59 25,01 547,2
-RH (100 pg 1V) (n=7) 6,7 + 320, + 628,5 + 0,98 + 50,14 + 391,9 +
2,79 168,9 61,47 (x) 0,65 47,85 129,63 (x)
.ewwmlﬁmlwm
1 png IV 1,3 68,4 1168 0,9 20 1112
2,5 ng 1Iv 5,5 311,7 1869 0,7 10 1357
5 12,8 1066,6 3739 2,9 193,3 1680
7,5 pg IV 7,1 373,6 3600 1,3 65,0 1344,4
LO g IV (n=3) 9,23 506,23 + 2756,2 + 0,83 + 135,43 + 1416,6 +
3,53 309,42 1868,6 0,83 96,87 484,9
1O ug IV (=3) 8,00 + 333,6 + 3931,7 + 0,27 + 66,5 + 1276,7 +
4,91 204,41 1596,2 0,71 11,03 606,1
0 jug IV (n=3) 7,5 + 439 + 3643,1 + 0,6 + 35,67 + 1064,6 +
1,45 158,04 1105,04 0,26 12,6 313,7
LO pg 8hrs infusibn(n=3) 11,37 + 382 + 4255,7 + 1,17 + 50,17 + 1563,7 +
5,9 220 1951,8 0,85 44,38 719,7
50 ng IV (n=3) 18 + 1106 + 7992,7 + 0,76 + 26,87 + 1049,8 +
1,31 530,5 704,5 0,05 12,08 186,7
50 pg 8hrs infusibn(n=3) 34,7 + 2046 + 13505,9 + 7,6 + 543 + 2622,5 +
28,15 1159,5 10760,3 9,9 619 1442,3

(x) Area total en 2 horas
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Niveles de LH y FSH en Hombres Normales tras la

administracién IV en un s6lo pulso de D-Trp®-LH-
RH. 100 pg LH-RH )n=7) (e...e); 10 mg D-Trpb-LH-
RH (n=4) (o---0) y 50 pg de D-Trp6—LH-RH (n=3) -
( aA— A). Las lineas verticales indican el Error

Standard. Las barras indican M + SE. x= P 0.05,
Xx= p 0.02, xxx= p 0.0l.
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a partir de los 30 minutos son significativamente superiores a
los obtenidos con 10 pg del anélogo 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-
timulacibdn con una misma dosis de D—TrpG—LH—RH (10 pg), pero -
comparando dos vias, la IV en un s6lo pulso y la de la infusién
continua en 8 horas, la podemos ver en la Figura 18. En ella -
podemos observar que el m&ximo incremento de la LH por via IV -
en un sélo pulso la obtenemos a los 15 minutos, y en cambio por
via IV en infusibn continua, los m&ximos valores se alcanzan a
las 8 horas. Los valores por via IV en un s6lo pulso son signi
ficativamente diferentes (p <0.05) a los valores encontrados -
con la infusifn continua a los 15 y 30 minutos, mientras que al
final de la prueba, los valores de LH alcanzados por infusibn -
continua son significativamente superiores a los obtenidos por
via IV en un s6lo pulso. Los valores de FSH, no sufren modifi-

caciones con las dosis vias de administradién del andlogo.

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 méximos 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 aque hemos
obtenido con 100 pg. No existen diferencias significativas en-

tre estas dos vias de administracién.

Podemos ver la respuesta de LH y FSH, obtenida tras el esti-
mulo con 50 upg de D—TrpG—LH—RH, por via IV en un sblo pulso y --

por via IV en infusidn continua de 8 horas, Figura 20. En el --
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flyura 18.- Respuesta de LH y FSH tras la administracién de
D-Trp6-LH-RH (10 ug) IV en un s6lo pulso (o—o)
y IV en infusifén continua (e...e). Las barras in
dican la SE. (x)=p 0.05; (xxx)= p{0,001.
1.as barras indican M + SE (n=3).
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Figura 19.- Niveles de LH y FSH en Hombres Normales tras la
administracién IM (o—o0) y SC: (e...e) de 10 -
ng del Andlogo. Las barras indican M t+ SE (n=3).
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Cinética de la respuesta de LH y FSH en Hombres
Normales tras la administracibn de 50 ug del --
Andlogo. (e...e) IV en un sb6lo pulso y (o—o0)
IV en infusibn contfinua. (x)=<0,05. (xxx)=
p<0O,001. Las barras indican M + SE (n=3).
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primer caso, el incremento mdximo se alcanza a los 30 minutos, -
mientras que con la infusibdn el maximo 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 administracién es IV en infusién continua, empiezan a
tener valores significativamente superiores a los basales (p<0.05)
y esta significancia dura hasta las 8 horas. Y comparando los -
valores obtenidos por esta via, con los obtenidos por via IV en -
un s6lo pulso podemos ver que a los 240 minutos son significativa

mente diferentes con una p € 0.05.

Si comparamos una misma via de administracibén, IV en infusién
continua, pero con diferentes dosis del andlogo, (ver Figura 21),
podemos observar que los valores de LH y FSH, tras la estimulacibn
con 50 pg, alcanzan su miximo incremento a los 240 minutos, mien-
tras que con 10 ng, estos valores m&ximos son alcanzados a los --
480 minutos. Los valores de LH y FSH, tras el estimulo con 50 ug
son mucho m&s altos que los obtenidos con 10 ng, pero sin llegar

a ser significativamente diferentes.

Las variaciones fisiolbgicas de la LH y Testosterona, en un -
grupo de hombres normales, a los cufles se les inyectd solamente
suero fisiolégico Figura 22. Durante este periodo hemos podido -
comprobar, que la LH sufre variaciones entre 1 y 3 mIU/ml, mien-
tras que la Testosterona, en términos de media, tiene variaciones

entre 300 y 800 ng/l100 ml.

Podemos ver la cinética de respuesta de la LH y Testosterona,

6

después de la administracibén de 10 pg de D-Trp -LH-RH por via IV

en un s6lo pulso. El pico de la LH se obtiene a los 15 minutos,
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ura 21.- Comparacidén de la Cinética de LH y FSH, utilizan

do una misma via (IV en insuibn contfinua) tras -
la administracifn de 10 ug (e...e®) y 50 ug(o—o0)
del Andlogo. Las barras indican M + SE (n=3).
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Figura 22.- Niveles Sé&ricos en Hombres Normales de LH(e—e)

y Testosterona (x——x). Las barras indican M +
SE (n=3).
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figura 23.- Niveles de LH (0o—o0) y Testosterona (e...e) tras
la administraci6én de 10 pg de D—Trp6—Lg—RH, IV en
Infusibn contfnua. Las barras indican M + SE(n=3)



TESTOSTERONR
Ng /100 ml.

| _
2o0] 1

1000
800+ ’

8001 /[\_‘ /
My

4001

L

2001

&

B30 120180240 360 480 wmuros
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barras indican M + SE (n=3). x=(p < 0.05).
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bl A
mientras gque el de la Testosterona se obtiene a los 180 minutos,

a partir del cudl, 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-TrpG-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 administrar el

andlogo 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-
lacibn al Incremento Maximo Absoluto ( AMxA), al Incremento Maxi

mo Porcentual ( AMx%) y al Area Total (AT) en mujeres en fase fo

licular (8-10 dias del diclo) después de: 1.- Infusibn IV contfinua

de 8 horas de una solucibn salina; 2.~ Administracién de 100 pg -

de LH-RH por via IV en un s6lo pulso y 3.- Administracifn de D-Trp

-LH-RH, por diferentes vias y con distintas dosis. Al igual que
en los hombres, las dosis de 1 ng, no modifican los valores de LH
y FSH. Pero cuando se administran 5 ug IV en un s6lo pulso, el -
AMxA es dos veces superior al encontrado tras el estfmulo con 100
pg de LH-RH. A medida que aumentamos la dosis, las respuestas, -
tanto de LH como de FSH, van aumentando. Los m8ximos incrementos
los encontramos con 50 pg por via IV en un sb6lo pulso, y las 8&reas

totales obtenidas con esta dosis, son dos veces superiores a las

obtenidas con 10 pug.

La respuesta de la LH y FSH, en mujeres normales en fase foli-

cular, después de la administracib6n de 10 y 50 ug de D—Trp6-LH-RH

S e e e e s o . e
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Figura 25.- Cinética de produccibn de LH y FSH en Mujeres -
Normales en f%se Folicular, tras la administra-
cibén de D-Trp°-LH-RH IV en un s6lo pulso 10 ng
(0...8) y 50 ng (o—o0) M + SE (n=3). El drea -
rayada corresponde a 100 ng de LH-RH. las barras
indican M + SE (n=7). % p <0.05.



y después de 100 ng de LH-RH via IV en un sb6lo pulso. Los valo-
res de la LH, después de la inyecci6n del an&logo, en ambos ca--
sos, son muy similares, excepto a los 480 minutos, en el cufl --
los valores de la LH tras la administracibén 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-
nificativamente superiores ( p<0.05) a los obtenidos con 100 ug
de LH-RH. En relacibn a la FSH, podemos observar cue a partir -
de los 15 minutos y hasta los 60 minutos, los valores obtenidos
tras la administraci6n de 50 ng son significativamente superiores
(p <0,05) a los obtenidos con 10 pg del andlogo. En comparacibn
a lo que se obtiene con 100 pg, podemos ver que a los 60 minutos
tanto los valores obtenidos con 50 jug 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 ug de LH-RH.

En los dos casos, cespués de la administracibén del andlogo -
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 andlogo por
diferentes vias: IV en un s6lo pulso, IV en infusién contfnua de
8 horas, e IM. Cuando se administra por via IM, tanto la cinétli
ca de respuesta de la LH como la de la FSH, son muy similares, -
siendo unos valores, (en el caso de la via IM), mucho m&s bajos
que los obtenidos por via IV en un s6lo pulso, pero sin llegar a
ser significativamente diferentes. La respuesta m8s baja es ob-
tenida cuando se administra el andlogo por via IV en infusibn --

continua. Los valores son significativamente més bajos, en rela
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Figura 26.-Niveles Sé&ricos de LH y FSH, en respuesta a la
administraci6n de 10 ng de D-Trp®-LH-RH, por -
diferentes vfas: IV en un s6lo pulso (o—o0) ;-
IM ( A---A) e IV en infusibn continua (e...e)
Las barras indican M + SE (n=3). x p <0.05. xx
p<0.02, xxx p<0.01.
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cién a los obtenidos con la administracién IV en un s6lo pulso,
a los 120 minutos con una P 0,02 y a los 240 minutos, con una

p<0,01. Por lo aue respecta a los valores de FSH, sucede un -
fenbmeno parecido, pero en comparacifén 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-
tos, cuando se compara la via IV en un s6lo pulso con la via IV

en infusibn contfnua.

La respuesta de LH y 17/3 estradiol en suero, tras la adminis
traci6n de 10 ug del andlogo por via IV en un sblo pulso, pode-
mos verla en la Figura 27. El pico de la LH se obtiene a los --
180 minutos después de la inyeccibdn del an8logo y el pico del 17
-13- estradiol se alcanza a los 360 minutos, de comenzar la prue-
ba, o sea 3 horas m&s tarde que el pico de la LH. A los 480 mi-
nutos los valores del 17-(3estraciol, son significativamente mé&s

altos que los valores basales (p{0,05).

Los valores de LH y FSH, obtenidos tras la administracién IV
de infusibn continua de 8 horas (10 ng) en las diferentes fases
del diclo menstrual, Figura 28. FEn la fase ovulatoria el incre-
mento mdximo de la LH y FSH, es mucho m8s ripido que en las otras’
fases y en segundo lugar, el &8rea 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 luteinica después del estimulo con 10 y 5 pg del D-Trp
~-LH~-RH via IV en un sb6lo pulso. Como se puede observar no exis-
ten diferencias de los valores obtenidos con estas dos dosis y -

ademds, con muy similares a los obtenidos en fase folicular.
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Figura 28.- Comportamiento de la LH y FSH, tras la adminis-~

tracibn IV en infusién continua de 10 pg de D-
Trp6-LH-RH en las diferentes fases del ciclo --
menstrual. M + SE (n=3).
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Comparacién de los niveles de LH y FSH, obteni-
dos tras la administracibén IV en un s6lo pulso
de 50 npg de D-Trp6-LH-RH, en hombres (o0...0) vy
en mujeres (o—o0) normales. Las barras indican
M+ SE (n=3). ® p=<0.05; =xx p=<0,02; xxx

p= <0,01; xxxx p= <0,001l.
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Comparamos la respuesta de LH y FSH, obtenida con la adminis-
tracibn de 50 pg, en mujeres en fase folicular y en hombres, por
via IV en un s6lo pulso, Figura 30. Fn las mujeres, el anflogo -
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 Hipogonadotr®pico

3. 1.- Datos de laboratorio

Los valores basales de LH y FSH en plasma fueron indetectables
en nuestro RIA, en los tres 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 tres pacientes y en hombres normales, tras la administracién -

de 10 pg de D-Trp6

-LH-RH. En los tres pacientes hubo respuesta de
ambas gonadotropinas siempre m&s baja que lo normal, excepto en --

uno (G.S.P.), en el cudl la respuesta de FSH fué superior.

i

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

en algln caso, este valor, se quintuplicé.

3. 2.- Resultados clinicos

Paciente 1 (E.R.S.): tras el tratamiento, este paciente habia

crecido 3 cms. de talla, habfia aumentado 4 kilos de peso y habifa -
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LH
10 ug D-TRPB-LH-RH
mlU/mi. l
] FSH
"
]
2 10 pg D- TRPS-LH-RH

N vou,
}H / o onsen,
: .
H ’
} Wﬂ
7
v =

BSO;;KO Qoa;o 380 480 8 3060 l&) IW;O 360 4;;
igura 31.- Respuesta de la LH y FSH, tras la administra--

cidén de 10 ug IV en un s6lo pulso, en tres pa-
cientes varones hipogonadales-hipogonadotr6pi-
cos. Paciente 1 (E.R.S.) (e---e); Paciente 2 -
(R.H.F.) (o—o0) y Paciente 3 (G.S.P.)(a...a).
El &rea sombreada es la respuesta en hombres -
normales. M + SD (n=3).
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desarrollado los siguientes caracteres sexuales: vello axilar y
pGbico, bigote, la libido aparecib a las 4 6§ 5 semanas de comen-
zar el tratamiento, tuvo varias poluciones nocturnas. El pene -
le crecid 3 cms. En la escala de Tanner, pasb al grado 4 y los

testiculos en la escala de Waaler, después del tratamiento, co-
rrespondidn el derecho a un grado 8 y el izquierdo a un grado 10,
lo cué8l equivale en la misma escala a unos 13 afios para el dere-

cho y 15 para el izquierdo.

Paciente 2 (R.H.F.): este paciente desarrolld el vello axilar,
el vello pGbico, bigote y vello en brazos y piernas. En la esca-
la de Tanner alcanz® un grado 2-3 y los testfculos en la escala -
de Waaler alcanzaron un tamano equivalente a 10 para el derecho y
6 para el izguierdo, lo que correspondia a unas edades de 14 y 12

anos respectivamente.

Paciente 3 (G.S5.P.): este paciente despu&s del tratamiento de-
sarrollb el vello axilar y pGbico y, discretamente, el bigote. En
la escala de Tanner pasb al grado 2 y sus testiculos tuvieron un -
valor de 6 para el derecho y 4 para el izauierdo, en la escala de
Waaler, lo que correspondia a edades de 12 y 11 afios respectivamen

te.

3. 3.- Biopsias

En las Figuras: 32,33,36,37,40 y 41, se muestran las fotogra-
fias de las biopsias testiculares de los tres pacientes antes del
tratamiento y, en las Figuras: 34,35,38,39,42y 43, las de las biop
sias testiculares post-tratamiento. El compendio de las biopsias
lo hemos hecho en la Tabla IV, en la cuidl de una manera convencio-
nal hemos indicado NORMAL, con cuatro cruces. Como resumen de to-

do lo expuesto en estas figuras vy en la tabla, podemos decir que -
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Figura 32.- Biopsia testicular pre-tratamiento, correspon-
diente al Paciente (E.R.S.). Aumento 10X. Tdbu-
los seminiferos disminufdos, escasas células --
germinales y de Sertolij.
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Figura 33.- La biopsia anterior a 25X.
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Figura 34.- Biopsia testicular post-tratamiento del Pacien-
te 1 (E.R.S.). Aumento 10X. Se aprecia un aumen
to de células germinales, de Leydig y de Serto-

11, con respecto a las anteriores (32-33). Lige
ro edema intersticial.

T A

P

Figura 35.- Microfotograffa de la Biopsia post-tratamiento i
del Paciente 1 (E.R.S.), en la aue se ven cla-
ramente varias espermiatides.
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Figura 36.- Biopsia testicular pre-tratamiento del Paciente
2 (R.H.F.). Aumento 10X. Tdbulos seminfferos --
disminufdos C&lulas germinales de Leydig y de -
Sertoli en nlimero menor gque lo normal.

Figura 37.- La Biopsia anterior a 25X.
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Figura 38.-

Biopsia-Testicular post-tratamiento del Pacien-
te 2. Aumento 10X. Tdbulos con basal engrosada.-
En relacifn a las anteriores se ve un aumento -
de las Células de Leydig. Las células germinales
aunque ligeramente aumentadas, se mantienen in-
diferenciadas.

Figura 39.-

Detalle de la Biopsia anterior.

-139-
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Figura 40.- Biopsia testicular pre-tratamiento del Paciente
3 (G.S.P.). Aumento de 10X. Tdbulos con basal -
engrosada y muy escaso intersticio. C&lulas de
Leydig escacisimas.

Figura 41.- La Biopsia anterior a 25X.
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Figura 42.- Biopsia post-tratamiento, aumento 25X. Destaca
sobre todo el aumento de las Cé&lulas de Leydig
Yy en menor grado las de Sertoli. No se aprecian
cambios de las cé&lulas germinales.

‘igura 43.- Detalle de la Biopsia anterior en la que se a-
precian un incremento discreto 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 observar varias espermiti
des Figuras 34 y 35. Fn el Paciente 3 (G.S.P.) despué&s del trata-
miento Figuras 42 y 43, se puede considerar que las células de Ley
dig son normales. Los otros dos pacientes mostraron un crecimien-
to menor de estas células. Las cé&lulas de Sertoli, en todos los -
pacientes, después del tratamiento, muestran un incremento, siendo
mds evidente en el paciente 1, Figuras 34 y 35. Por Gltimo, hemos
podido observar un ligero edema en todos los pacientes después del

tratamiento.

4. Mujeres anovulatorias

En la Tabla V y en las Figuras 44 a la 52, se muestran las va-
riaciones de la LH, FSH, Temperatura Basal y del Pregnandiol, des-
pués del tratamiento con el andlogo. En la Tabla VI, se muestra,-

el nGmero 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 ellas presentaron una Temperatura Basal --
(T.B.) monof&sica. La citologia vaginal fué& monofésica, hipoestro
génica y en las mujeres casadas la biopsia endométrial, indicaba

un endometrio estrogénico proliferativo.

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

tinuacién:

4. 1.~ Resultados clinicos y de laboratorio

Paciente 1 (M.G.B.): Tabla V y Figura 44. Durante la infusién

del anflogo, los niveles de LH aumentan considerablemente, pasando

e
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de unos niveles basales de 4 mIU/ml a 42 mIU/ml a las 4 horas.-
A las 24 horas, los niveles de gonadotropinas se encuentran muy
elevados, siendo de 24 mIU/ml. Los valores basales de FSH fue-
ron de 1.6 mIU/ml y alcanzan su pico mdximo a las 4 horas con -
14 mIU/ml. A las 24 horas los valores de FSH, estaban en 3.2 -
mlIU/ml. El1 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/dfia y, luego del tratamiento, llegaron a
ser de 1,9 mg/dfa. La T.B. post-tratamiento, se hizo bifédsica.
La paciente se qued®§ embarazada al mes siguiente y hoy es madre

de un nino sano.

Paciente 2 (P.A.V.): Tabla V y Figura 45. Esta paciente pre-
viamente al tratamiento con el anflogo, recibi6 Clomifeno. En -
éste ciclo, con clomifeno, los valores de FSH, pasaron de una ba
sal de 10 mIU/ml a valores superiores a 40 mIU/ml, mientras que
la LH se incrementaba de unos valores basales de 5 mIU/ml a 21 mIU/
ml. Se present6 la menstruacibn al mes siguiente. Posteriormen-
te, fué tratada con el andlogo. Antes del tratamiento los valo-
res de la LH fueron de 18,5 mIU/ml, los cudles luego de los 15 mi-
nutos pasaron a tener unos niveles por encima de 120 mIU/ml; venti
cuatro hora mis tarde de haber comenzado la infusibfn con D-Trp6—LH
-RH, los niveles de LH, se mantenfan en 120 mIU/ml. Los valores -
basales de la FSH, fueron de 40 mIU/ml, los cuéles‘inmediatamente
alcanzaron valores superiores y se mantuvieron asi hasta las 24 ho
ras. El &rea total de LH liberada, fué superior de 59725 v el de
la FSH, superior a 21600. El pregnandiol, de un valor basal de 0,5
mg/dia, pasd a 1,8 mg/dfa. La temperatura después del tratamiento
se mantuvo bifdsica y la paciente se cqued6 embarazada. Después de

10 semanas, la paciente tuvo un aborto.
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Paciente 3 (M.J.V.): Tabla V y Figura 46. En el primer ci-
clo de tratamiento con D—TrpG-LH—RH, los valores basales de la -
LH de 0.9 mIU/ml, pasaron a ser de 48 mIU/ml a las 4 horas. A -
las 24 horas de haber comenzado la infusibn del andlogo los valo
res de LH en plasma se mantenfan muy elevados, en 23 mIU/ml. Los
valores basales de FSH fueron de 3.2 mIU/ml y el pico fué de 17
mIU/ml a las 6 horas. Después de 24 horas los valores de FSH se
mantenfan en 16 miU/ml. El1 Area Total incrementada fué de 13053
para LH y de 5947 para FSH. El pregnandiol urinario, de un valor
basal casi indetectable, pas6 a 0.85 mg/dfa. La temperatura ba-
sal se mantuvo monof&sica. El segundo ciclo de tratamiento con =~
D—Trps-LH-RH lo realizamos 3 meses después de la anterior. En
este ciclo, antes de la infusién, la paciente recibi® durante 1O
difas 10 pg IM del andlogo. En este perfodo de tiempo las gonado-
tropinas aumentaron discretamente, (la LH de unos valores de 1,6
pas6 a 4,4 mIU/ml y la FSH de 3 a 5 mIU/ml). Inmediatamente des
pués del Gltimo dia de este tratamiento, a la paciente se le in-
fundibé el andlogo en la forma indicada anteriormente. Al comien
2o de la infusibn, los valores de LH fueron de 4,4 mIU/ml, a las
cuatro horas fué el pico con un valor de 40 mIU/ml y a las venti
cuatro horas se mantenfan muy elevados, en 15 mIU/ml. La FSH pa
s6 de unos niveles basales de 5 mIU/ml a 18,5 mIU/ml a las 8 ho-
ras, y después de veinticuatro horas los valores se mantenian en
13 mIU/ml. El1 &rea total de LH liberada fué de iBOlO y la de --
FSH de 0,5 y luego de 1,8 mg. La temperatura se volvib bifésica_
Después de un mes, la paciente qued6 embarazada y actualmente es

madre de un nino normal.

Paciente 4 (M.C.D.): Tabla V y Figura 47. Inmediatamente -

después del ciclo de estudio, fué sometida a una infusibn de 40

e e —— - o — o —— s
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pg de D~Trp6-LH~RH. Los valores basales de la LH fueron de 2milU/
ml v el pico de 7,8 mIU/ml a las 8 horas; venticuatro horas mds -
tarde, los valores de LH habian descendido a 0,9 mIU/ml. Los va-
lores basales de FSH de 0,6 mIU/ml pasaron a unos valores miximos
de 2,2 a las 8 horas, y a las venticuatro horas estaban en 0,6 --
mIU/ml. El Area Total incrementada fué de 2934 para LH y 375 para
FSH. Los valores basales de pregnandiol antes de la infusibén fue
ron de 0,3 mg/dia y después de la infusibn de 0,5 mg/dfia. La tem

peratura se mantuvo monofésica.

Paciente 5 (L.R.V.) Tabla V y Figura 48. En esta paciente, -
debido a que habia sido estudiada con anterioridad, no se realizb
el ciclo previo habitual. Su pauta de tratamiento consisti6, en
lo siguiente: antes de la infusibn, recibif durante 6 dias 10 pg
IM del anflogo, y al 7°. dia de la infusién. Durante las prime-
ras inyecciones del an8logo, 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 pas6 a 2,4 mIU/ml. Antes
de la infusibn los valores de la LH fueron de 2 mIU/ml y alcanza
ron el pico mdximo a las 8 horas, con una cifra de 7,8 mIU/ml; -
venticuatro horas m&s tarde los niveles habian descendico a 0,9
mIU/ml. La cinética de la FSH fué la siguiente: valores basales
menores de 0,6 mIU/mo, pico m&ximo a las 8 horas con un valor de
2,2 mIU/ml y, a las 24 horas, éstos niveles habian descendido por
debajo de 0,6 mIU/mo. El pregnandiol urinario, que antes del tra
tamiento, era de 0,3 mg/dia, y después del tratamiento pasd a ser

de 0,5 mg/dia. La temperatura permanecié monofédsica.

Paciente 6 (V.W.L.) Tabla V y Figura 49. Durante el primer
ciclo de tratamiento con D-TrpG—LH—RH, la LH se incrementd de --

unos valores basales de 1 mIU/ml, a 8,2 mIU/m]l a las 4 horas y -
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después de 24 horas de haber comenzado la infusibn, los valores -
se mantenian en 3,2 mIU/ml. Los niveles de FSH basales fueron de
1,3 mIU/ml y tuvieron un incremento miximo de 6,5 mIU/ml a las 6
horas. Después de venticuatro horas, &stos niveles se mantenian
en 3,7 mIU/ml. El Area Total para LH fué de 2931 y para FSH de -
2544. E1 pregnandiol urinario de unos valores basales de 0,5 mg
pas6, después de la infusibén, a 0,7 mg/dia. La temperatura se -
mantuvo monofdsica. En el segundo ciclo de tratamiento, recibid
10 pg del andlogo IM cada /8 horas durante un periodo de 13 dias
e inmediatamente después la infusifn de los 40 pg del andlogo se
guido de 40 pg SC. Curiosamente, los valores de FSH que eran de
6 mIU/ml, disminuyeron mientres recibfa la inyeccién IM, llegan-
do a tener un valor de 1 mIU/ml. En cambio la LH mantuvo sus va
lores alrededor de 4 mIU/ml durante este periodo. En el difa de
la infusibn, los valores de LH eran de 1,85 mIU/ml y alcanzaron
un pico de 5,75 mIU/ml a las 6 horas; a las 24 horas estos valo-
res eran de 2 mIU/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/dia a 1.2 mg/dia y la temperatura se mantuvo monofésica.

Paciente 7 (P.F.C.) Tabla V y Figura 50). Los valores basa-
les antes del tratamiento IV en infusifén continua del andlogo, -
fueron de 3,6 para la LH, la cu8l alcanz6 unos ?aiores superiores
a las 120 mIU/ml entre las tres y cuatro horas, y veinticuatro -
horas m&s tarde se mantenian muy elevados, en 24 mIU/ml. Los ni-
veles basales de FSH fueron de 0,75 mIU/ml y el m&ximo valor se
alcanzbé a las 3 horas con 10,5 mIU/ml. Después de 24 horas, es-
taban en 4 mIU/ml. El1 Area Total de LH y FSH fué de 46888 y --
3847 respectivamente. E1l valor de pregnandiol basal fué de 0,5
mg/dia y, tras el tratamiento, de 1,9 mg/dia. La temperatura se
hizo bifésica y la ovulacibén fué evidente, teniendo posteriormen

te esta mujer una menstruacibn normal.
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Paciente 8 (M.T.S.) Tabla V y Figura 51. Tuvo unos valores
basales de LH de 2,1 mIU/ml y alcanz6 el mdximo valor a las 4 ho
ras con 29 mIU/ml. La FSH de unos valores basales de 1,7 llegb
a un miximo de 7,6 mIU/ml a las 6 horas. Después de 24 horas, -
tanto los valores de la LH comad de la FSH, fueron iguales (2,3 -
mIU/ml). El Area Total alcanzada por la LH fué de 7317 y el de
la FSH de 2859. Fl pregnandiol urinario fué de 0,5 mg/dia, pa-
sando tras el tratamiento a 1,1 mg/dfa. La temperatura, sin em-

bargo, se mantuvo monofésica.

Paciente 9 (S.D.Q.) Tabla V y Figura 52). En el ciclo de
tratamiento, esta paciente recibibé Clomifeno (100 mg/dfa) duran-
te 5 difas y, a los 8 dfias de la fltima dosis de Clomifeno, se -
procedid a la infusi6n del andlogo con el fin de provocar la --
ovulacién. Los valores basales de la LH, antes de la infusibn
IV, fueron de 7,5 alcanzando un pico midximo a las 6 horas con 6
mIU/ml. Venticuatro horas m8s tarde estos valores se mantenian
muy elevados, (28 mIU/ml). FSH tenfa unos valores basales de 5,5
mIU/ml y el pico m&ximo (26 mIU/ml) ocurribd a las 4 horas de la
infusibén, siendo a las 24 horas los valores reiativamente altos
(16 mIU/ml). El1 Area Total de LH fué& de 24505 y el de la FSH -
9285. E1 pre handiol, de unos valores de 0,7 mg/dia pas6 a 7,4
mg/dia. La temperatura basal se hizo monofésica y 'la ovulacidbn
fué evidente. Posteriormente esta paciente tuvo una menstruacibn

normal.
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E.- DISCUSION

En todo nuestro trabajo hemos realizado una serie de experien
cias farmadin@micas y clfinicas con el fin de poder observar los -
efectos que el nuevo anilogo de sintesis de la hormona hipotaldmi
ca liberadora de gonadotropinas D-Trp6—LH-RH, provoca cuando era
administrado tanto a hombres como mujeres normales, en diferentes

dosis y por varias vias de administracién.

El estudio no s6lo se 1limit6 a la estimaci6én de los efectos -
producidos en personas sanas, sino que también abordamos el difi-
cil terreno de la terapéutica en personas afectadas de patologia -

hipogonadal, al objeto de evaluar las mismas y ver sus consecuen-

cias.

Hemos seguido una rigurosa pauta para la observacibn de lo an-
teriormente expuesto, consistiendo &sta en la evaluacibn de las do
sis minimas farmacolbégicamente activas, o dosis-umbral, asi como
de las respuestas evocadas con dosis progresivamente crecientes vy,
por consiguiente intentando establecer la dosis-limite, con la gue

parece entrarse en "plateau" de respuesta.

En las mujeres, tratamos de determinar 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 fisiol6gico de la mujer normal.

Como consecuencia de todo ello hemos configurado cuatro capitu
los, independientes pero complementarios, que analizaremos a conti
nuacién y que son: 1) Hombres normales, 2) Mujeres normales, 3) Pa
cientes masculinos con Hipogonadismo Hipogonadotré6pico y 4) Muje-

res anovulatorias.
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l1.- Hombres normales

Siguiendo la met6dica antes expuesta, comenzamos por investi
gar la dosificacibn de administracién del nuevo preparado, y asi
la primera parte de nuestro estudio consistié en probar, cudl --
era la dosis m&is pequena, capaz de estimular adecuadamente las -
células hipofisarias y a partir de ella ir aumentando la dosis,-
hasta llegar a tener la m8s idbnea para nuestros intereses, los
cuales fundamentalmente buscaban el establecer, a posteriori, --
cual era la terapia m&s Gtil para tratar hombres que padecfan Hi

pogonadismo Hipogonadotr&pico.

Los trabajos anteriores de SCHALLY y su grupo (150,151,152),
habfan demostrado que incluso dosis tan pequefias como 0,2 pg LH-
RH/rata o 1 nanogramo por mililftro, 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 andlogo, -
del que COY y sus colaboradores (329) habfan demostrado en ratas
que tenfa una potencia 13 y 21 veces mayor que el LH-RH para li-
berar LH y FSH respectivamente, lo 16gico era gue 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 experiencig. Pasamos entonces a -
una dosis de 2,5 ug y con ella, ya encontramos un aumento signi-

ficativo en la respuestade la LH. GONZALEZ-BARCENA y sus colabora

‘dores (421) en sus experiencias con D—A1a6-LH—RH—9-(EA) (otro --

andlogo superactivo de la LH-RH) encuentran tambi&n que con esta

misma dosis de 2.5 pg ya hay un incremento significativo en la -
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respuesta de la LH. Estos autores no han comunicado nada sobre
lo que ocurre con FSH, por lo cual presumimos gue los resultados
suyos sean iguales a los nuestros, es decir, que ellos al igual
que nosotros no encuentran variaciones de la FSH, con este estl
mulo.

Al ir incrementando la dosis del D—Trps—LH-RH, la respuesta
de la LH también iba en aumento. Con 10 ug IV en un s6lo pulso,
pudimos observar que el incremento de la LH, era ligeramente su
perior a la encontrada con 100 ng de LH-RH, es decir, nos encon
trabamos con una dosis del andlogo 10 veces menor que la de LH-
RH no s6lo producia una respuesta mayor, sino que ademds podia
mantener los niveles de la LH elevados, por un tiempo no menor
a las ocho horas, mientras que el preparado original de LH-RH -
s6lo era capaz de mantener sus efectos por un tiempo de 2 horas.
En otras palabras, podiamos decir que el D—TrpG—LH—RH es 10 ve-
ces mis potente que el LH-RH, en hombres normales, para incre--
mentar la LH y cuatro veces m&s potente en prolongar su tiempo

de accibn.

Si comparamos los diferentes modos de administracién, (1IV,-
IM, SC e IV en infusibén continua) con una misma dosis de 10 ug,
vemos que entre las vias IV en un s6lo pulso, IM 'y SC, no exis-
ten précticamente diferencias, como fué también demostrado en -
su dfia 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 infusibn continua que cuando se utiliza
la via IV en un sblo pulso. Por ejemplo, el Incremento M&ximo

absoluto (AMxA), por via IV en un s8lo pulso se alcanza a los
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15', mientras que por via IV en infusién continua se alcanza a

los 480°'.

Si comparamos estas dos vias, ya no con 10 pg, 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 observamos con esta dosis, es que los ([}MxA), cuag'
do se utiliza la via IV en un s8lo pulso, aparecen alos 30', --
mientras que por la vfa IV en infusi6n contfnua, este valor m&-
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 podrfamos explicar, pensan-
do que las c8lulas hipofisarias, tienen un umbral de saturacifn
para su capacidad de respuesta, por encima del cual ya no se lo
gra un incremento de la LH, y esta serfa la razén del "plateau"
entre los 240 y 360 minutos. Estos fen6menos han sido también

encontrados cuando se inyecta el LH~RH (369).

Otro dato muy interesante de comentar y que nosotros no he-
mos podido observar, es el doble pulso de la LH. Los primeros -
en describir esta observacifn fueron GONZALEZ-BARCENA y sus cola
boradores (254), los cuales vieron que cuando administraban una
dosis de 250 ug por via IV en infusibn continua; habfa un doble
pulso de la LH; uno r4pido, posiblemente de liberacibn, y un se-
gundo m&s tardio, posiblemente de sintesis. Posteriormente esta
observaci6tn ha sido confirmada por los trabajos de BREMMER y ~-
PAULSEN (255) y por el mismo GONZALEZ-BARCENA y sus colaboradores
(364) después de la administraci6dn de un andlogo de la LH-RH, el

6

D-Leu -LH-RH(EA), por via nasal. E1 hecho de no haber encontra-

do estos fenbmenos en nuestras experiencias, posiblemente se deba
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al esquema de extracciones que hemos seqguido, el cual no nos ha
permitido ver el primer pico y/o en segundo lugar, quizds al he

cho de que las dosis utilizadas han sido muy bajas.

Es importante también comentar que losdMxA y las AT, obteni
dos cuando se utiliza la via IV en infusibén continua tanto con
10 ug como con 50 ug, son superiores a los alcanzados utilizan-
do las otras dos vias de administraci6bn y, ademds, 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 s6lo pulso instantineamente, se expone en su tota-
lidad a la accién de las enzimas degradantes, no llegando a 1la
hip6fisis mds gue una pequena parte de la misma, que a su vez -
es depurada répidamente del torrente circulatorio y tejidos ner
viosos. Si por el contrario se inyecta por via IV en infusibn
continua, el tiempo de actuacibn serd mis prolongado ya que so-
lamente una pequena parte de la hormona se estd poniendo en con
tacto con los sistemas depuradores (la otra, permanece en el --
frasco de la perfusibn), 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 otros and-
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 estimulaci6én de la FSH en humanos son el D-Ala-Gly-LH-RH (EA)
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tran que las variaciones que tiene la FSH, con dosis menores a -

y el Des-Gly-NH -Pro(EAg)-LH—RH. Nuestros resultados nos mues
50 ug, son similares a las gque hemos obtenido con 100 ug de LH-
RH por via IV en un s6lo pulso. Pero, cuando nosotros utiliza--
mos 50 ug por via IV en infusién contfnua, 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 fen6meno tan interesante, ha sido visto por ARIMURA y sus co-
laboradores (314) In vitro, utilizando LH-RH. Nuestra explica--
cibn a este fenbmeno, es que posiblemente la FSH para su libera-
cibn requiere de una dosis m&s elevada y de un perfiodo de estimu
lacibn més prolongado que la LH. La otra hip6tesis posible qué
queda, es pensar que en los hombresel efecto FSH~RH es tan s6lo

un fenbmeno colateral y por dicho motivo requiere dosis mds po-

tentes.

En nuestro estudio, uno de los aspectos m&s dificiles es el
interprear los resultados referentes a la Testosterona, evalu&n-
dolos y compar&ndolos con otros autores. Actualmente conocemos,
por muchisimos estudios, que en el hombre normal la Testosterona
no se secreta de forma continua, sino que sufre oscilaciones en
plasma del orden de 50 a 300 ng/l00 ml y esto en cortos periodos
de tiempo como puede ser una hora (315,394,401). Adem4s, que la
Testosterona, durante el dfa tiene un ritmo de produccibn 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

[N SN
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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 Gnicamente se les infundif
solucibn salina durante 8 horas, al objeto de saber si cuando no-
sotros administrabamos el an&logo, podfamos o no afirmar de una -
forma mis categ6rica, la existencia de posibles variaciones de la

testosterona.

Cuando medimos la Testosterona, después del estimulo con D-
TrpG—LH-RH, nos encontramos que los valores eran siempre m8s altos
que los controles, y en algdn momento fueron significativamente -
superiores (p £ 0,05) a los 240 minutos. Esto cuizis, se expli-
que pensando que el incremento de la testosterona, no es un fen6-
meno que exclusivamente dependa del aumento de la LH, sino que muy
posiblemente se deba a la accifén conjunta de varias hormonas,.(co-
mo pueden ser la FSH, PRL) y de otros factores gue 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 cudl era la cinética de la LH, FSH y 17
~estradiol, en las diferentes fases del ciclo menstrual; Fase Fo-
licular (8°.-10°. dias del ciclo); Fase Pre-ovulatoria (11°.-13°.
dias del c¢iclo); Fase ovulatoria (laé.»dia del ciclo)y Fase Lutef-

nica (23°.-24°, dias del ciclo).

Adem8s de probar cuales eran las dosis minimas gue estimula-
ban, las gonadotropinas hipofisarias, al igual que en los hombres,

el estudio de la diné@mica durante las diferentes fases del ciclo -

B
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menstrual, bajo nuestro punto de vista, tenifia enorme importancia
ya que como sabemos en este periodo se producen profundos cambios
que modifican el comportamiento hipotalémico-hipofisario v 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 podiamos sacar al-
gln criterio que nos sirviese para intentar tener una dosis apro-

piada en una mujer anovulatoria, por causa hipotalémica.

Lo que primero pudimos observar, 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 ng el grado de estimulacién de la LH y FSH, era
superior al que obtenfamos con 100 pg de LH-RH y adem&s los nive-
les de las gonadotropinas, se mantenfan elevados por 1lo menos du-
rante 8 horas. Este fenfmeno en nuestra opinién y en la de AMOS -
y colaboradores (312), podia, deberse a que estos compuestos, tie-
nen una vida mayor, y/o a que la aparicibén del pico m&ximo de esti
mulacién se encuentra retrasado, como opinan KASTIN y colaborado--

res (370).

En la fase folicular, pudimos comparar la potencia de estimula
cibn con relacibn a la LH-RH, y asi comprobamos que el D-Trp6-LH—
RH era 40 y 21 veces m&s potente en liberar LH y FSH respectivamen
te. Desgraciadamente la potencia real total, tanto en capacidad -
de "l1iberacibfn como en duracibn de tiempo, (area total), no pudimos
determinarla ya que en nuestro protocolo la medicibén de las gonado
tropinas se restringia a un tiempo de 8 horas solamente, y durante
este tiempo las gonadotropinas se mantenfan elevadas. Lo que si -
estaba claro, es que el anflogo estimulaba en las mujeres la LH y
FSH con una potencia muy superior que en los hombres, y esto qui-
z4s podrfa explicarse porque los estré6genos tienen un efecto posi-

tivo a nivel hipofisario. También, por lo dicho, o quiz8s poreue
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el D—Trp6—LH—RH tiene una afinidad especial por los receptores hi
pofisarios, pudimos comprobar gue este andlogo actda con una po--
tencia superior en la especie humana a lo cgue se ha observado en

animales (328).

Curiosamente, al ir incrementando la dosis del andlogo, y al
pasar de 10 png a 50 ng, 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 sf la FSH. Nuestra
observacién no ha sido vista con otros andlogos (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 estimulacifn de FSH requiere una mayor dosis de
D-Trpe—LH—RH, lo cual significa posiblemente que éste fenfmeno, -
mds que de una accibén cualitativa, depende de un efecto cuantita-

tivo.

Habifiamos dicho que tanto GONZALEZ-BARCENA y colaboradores con
el LH-RH (262), como nosotros con el D-Trp6-LH—RH, hemos podido -
observar que cuando administramos estas hormonas en hombres norma
les, por via IV en infusifn contfnua, obtenemos los md&s altos va-
lores tanto en incremento como en drea total. Curiosamente, este
fen6meno no fué igual en las mujeres, en ellas la mejor respuesta
la obtenemos por via IV en un s6lo pulso, mientras que los valores

mds bajos los obtenemos por via IV en infusién contfnua.

Cuando comparamos las diferentes respuestas de las gonadotro-
pinas en las tres fases del ciclo menstrual, con una misma dosis -
del andlogo (10 ug) y por una misma via (IV en infusibén continua),

nos llambé la atencibn varias cosas: la primera fué el observar que

o TR R N
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los incrementos méximos, tanto absolutos como porcentuales, de -
la LH y FSH en fase ovulatoria, eran mis altos y aparecfan mis -
tempranamente cgue en las otras dos fasses -pre-ovulatoria y foli-
cular-, ocurriendo esto cuando apenas habian pasado 2,5 ng del -
andlogo, o sea los 120 minutos; mientras que en las otras dos fa
ses, los mdximos incrementos aparecfan a los 360 minutos. La se
gunda observacién evidente, fué& que las AT de la fase ovulatoria
eran el doble que en las otras dos fases. De las otras dos fa-

ses -pre-ovulatoria y folicular- los valores mis altos correspon

dian a la primera, pero con muy poca diferencia sobre la segunda.

La Gltima observacién interesante, fu8 mnstatar que, al térmi
no de las 8 horas de infusibn, las gonadotropinas se mantenian -
muy elevadas, con valores significat:ivamente superiores a las ba-
sales (p<0.05) y que los de la fase ovulatoria tenfan los valo-
res mids altos en relacidn a las otrais dos fases. ¢De cué& manera
podiamos explicarnos estos resultado:s?. El reciente hallazgo de -
ARIMURA y sus colaboradores (173) de: un RIA especifico para LH-RH
y la medicibn del mismo a mitad del ciclo en mujeres normales, de
muestra que hay una liberaci6n agudar de la LH-RH, debido a una --
progresiva sensibilidad de las cé&lul.as pituitarias a la LH-RH (en
nuestro caso se vid claramente este fenbmeno, por la inmediata -
respuesta de las gonadotropinas allD—TrpG—LH—RH)‘y a una aumenta-
da cantidad de LH-RH. Estos datos tan sido confirmados por YEN y
sus colaboradores (148 y 212). Por lo tanto en nuestra observa-
cién habfa una sumacibén de fenlmenoss; por una parte los explica-
dos por ARIMURA, mayor sensibilizac:ién y mayor cantidad de LH-RH
Yy, si a todo esto le anadimos un lilberador mis potente, lo 16gico
era que observdsemos una mis rédpida y mayor liberacibén de gonado-

tropinas en la fase ovulatoria, como ya hemos anotado.
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Este hecho podria constituir un punto de partida para estu-
diar o asegurar la fecha de ovulacibn en mujeres normales, méto
do ideal en el control de la natalidad ya que si esto sucede, -
lo ﬁhico que se neceéitaria seria un perfodo de abstinéncia de
48 a 72 horas, quedando el resto del perfodo menstrual para ser
utilizado sin peligro y, con ello, se obviarlan todos los efec-
tos secuandarios que producen los otrcs métodos de control de -
la natalidad conocidos hasta ahora. Por otra parte, los incre-
mentos méximos, asi como las dreas totales, obtenidas con esta
dosis en fase ovulatoria, nos podrian servir como Iindices de -
evaluacién en mujeres anovulatorias a las que intent&semos pro-

vocar la ovulacidn.

Existen estudios con LH-RH, que abordan el problema de la -
estereidogenesis (355) pero nos ha llamado la atencibn, el que
numerosos trabajos con an&logos (321,337,338,347,348,377,378,396,
v 410), no hayan puesto atencifén a este fenfmeno, por lo cual en

nuestro estudio medimos, por RIA, el l7(3-estradiol.

Los resultados nos indican gue después de la administracibn
de 10 ug de D—TrpG—LH-RH IV en un s6lo pulso, se produce un pico
de LH aproximadamente a los 180 minutos, y el pico del 17’3estr§
diol aparece tres horas mis tarde, siendo los valores significa-

tivamente m&s altos que los basales a los 480 minutos (p € 0.05).

Nos ha llamado profundamente la atencibn ver que las respues
tas de las gonadotropinas, tanto en los hombres como en las mujg.
res, sean tan significativamente distintés. Esta diferencia es,
en cantidad durante las 8 horas y en todos los tiempos evaluados,

en que los valores en las mujeres fueron significativamente més
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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
Hipot&lamo-Hipofisaria, gque imprime estas caracteristicas 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—TrpG—LH—RH y/o porque, los estr6genos permiten una sen

sibilidad mayor.

Estos dos estudios anteriores, nos habfan demostrado perfec
tamente que el D—TrpG—LH—RH, era un potente liberador de LH y -
FSH y uge adem8s su tiempo de estimulacién, y por lo tanto de -
niveles elevados de gonadotropinas, se mantenfan al menos duran
te 8 horas. Se anadfa el hecho de que en ninguno de los casos
estudiados habfamos sido capaces de detectar el mds minimo efec
to secuandario, y por lo tanto pensamos que est8bamos ante una
substancia idbfnea para ser utilizada en la clinica, y que por -
otra parte nadie hasta ahora lo habia estudiado en la especie -

humana.

Esto por una parte era desventajoso, en el sentido de no te-
ner ningdn criterio distinto al nuestro, pero pese a ello creifa-
mos estar fundamentados en nuestros propios estudios de fisiofar
macologia en sujetos normales. Desconociamos cudl iba a ser 1la
accibn del andlogo en pacientes con patologia hipotal&mica pero
en teorfa, todo parecia indicarnos que en el peor de los casos -
no habrfan efectos secundarios de que lamentarnos, por lo cual -
procedimos a buscar un grupo de pacientes masculinos y femeninos,

los cuales su alteracibn gonadal, se pensase aue fuese producida
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por un fallo hipotal&mico. A continuacién y separadamente, co-
mentaremos los resultados obtenidos en pacientes masculinos y -

femeninos, a los cuales hemos tratado con D-Trp6—LH—RH.

3.- PACIENTES MASCULINOS CON HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROPICO

Los estudios hormonales en pacientes masculinos con patolo-
gfia hipogonadal (361,381,384 y 416), asf 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 habfan demostrado que
el D-TrpG-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 sabfamos que con di-
cha dosis los niveles de LH y FSH se mantenian 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 hipogonadotr6fico. La duracién del tratamiento, no tenia que
ser menor a los 90 dias, ya que el ciclo espermético es de 74-4-
5 dias, segln lo han demostrado los estudios de HELLER y CLERMONT

(403 y 419).

Usando esta dosis de D—Trp6—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 tréta—
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 cé&lulas hipofisarias y, segundo, que no habfa formacibn
de anticuerpos anti—D—Trp6—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 quintuplic6. Quisiera llamar la aten
cibn, sobre un aspecto, es el que la recogida de las muestras de
sangre la hacfamos a las 9 de la manana, es decir a las 8 horas -
de la Gltima inyeccibn del an&logo, lo cudl, al menos en teoria,
nos debfia hacer pensar que los valores de LH, FSH y Testosterona,
posiblemente estarian muy bajos por lo que creemos que los datos

de nuestra casuistica, tienen intrinsicamente mds valor.

La correlacibn entre incrementos de testosterona y cambios en
los caracteres sexuales de los sujetos estudiados fué clara. Asf{,
hubo un incremento del vello axilar y pGbico, en todos ellos, au-
mento de la barba y el bigote, con crecimiento testicular y, en -

uno de ellos, el pene crecif 3 centimetros.

El incremento de la lfbido, experimentada por todos los pacien

tes, podria ser explicado por los cambios hormonales, pero quizds
esto también podria deberse a una accibn directa del an&logo en -
el SNC. Esta hip6tesis la basamos por un lado, en el hecho de --
que la aparicibn de la 1libido acontecif 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

e E ¥t

oy =



-174-

refiere que los niveles de testosterona sérica por encima de 200
ng/100ml pueden ser suficientes para mantener la lfbido 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 individuo, 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 anflogo y mantenidos durante uyn perfodo de tiem
po entre 13 a 17 semanas, son capaces de inducir un desarrollo --

testicular importante.

Antes del tratamiento, el estudio histopatolbgico de las mues
tras testiculares de los pacientes indicaba que todos ellos tenian
escasas células germinales en estado de espermatogonia. Después
del tratamiento se pudo apreciar claramente que hubo un incremen-
to notable del nGmero de espermatogonias, del nGimero de c&lulas -
germinales y ademds, esto era lo mis importante, se pudo consta-
tar que habia espem&tides, es decir cé&lulas germinales que habian
madurado, lo que queria decir que se habifan producido cambios cua
litativamente muy importantes. En este sentido creemos que hubie
sen sido conveniente dos cosas: primero, prolongar el tratamiento
con el fin de que estos cambios cualitativos prosiguiesen y de -
esta manera podiamos llegar a una maduracifn completa del esperma
tozoide. En segundo lugar, aumentando un poco la dosis, quiz8s -
una s6la inyeccibn de 50 pg, serfa 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—TrpG-LH—RH, son una nueva terapéutica en el -

tratamiento de los Hipogonadismos Hipogonadotrbpicos.
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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 difas, en el cudl de
mostramos la no existencia de un pico ovulatorio, es decir cons-
tatamos la sospecha de que estas pacientes tenfan algdn fallo --

~ovdrico y que previamente ya hablan sido estudiadas con varios -

métodos (323 y 372).

ZARATE y sus colaboradores (296) trataron 42 mujeres en 1las
que sospechaban una anovulacicn de causa Hipotaldmica. 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 dfa, por periodos qgue variaron entre 5 y 20 -
dias produjo el mayor nfimero de ovulaciones. 24 pacientes mostra
ron signos de crecimiento folicular evidente, lo que se comprobd
por el incremento de los estrfgenos en orina, pero no hubo ovula
cibn evidente. El tratamiento de 15 mujeres con anovulacibn y -
esterilidad, probablemente debidas a una deficiencia hipotal&mi-
ca idiopatica con LH-RH durante 28 ciclos, indujo signos clini-
cos de ovulacibn en 13, pero el embarazo solamente se consigif -
en 3 ciclos durante la terapia y 2 mujeres m&s quedaron embaraza
das en 2 ciclos subsiguientes (304). Estos resultados hacen ver
que pequenas y frecuentes dosis de LH-RH son m&s efectivas que -

grandes dosis con menos frecuencia.

Por otra parte FIGUEROA-CASAS y colaboradores (298) obtuvie-
ron una proporcibn 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 ovulacig

nes y 5 embarazos. Dos de estos embarazos ocurrieron durante el

R
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primer ciclo, después del tratamiento con LH-~RH s6lo. Resulta-
dos muy convicentes han sido obtenidos por NILLIUS y sus colabo
radores (390). Ellos trataron 4 mujeres con "anorexia nervosa"
administrando 500 pg de LH-RH, tres veces diarias durante apro-
ximadamente 4 semanas y obtuvieron maduracidn folicular y ovula

cibén en todas las pacientes.

Todos estos estudios y muchos otros (76,166,171,172,297,298,
312,324,327,375,386,422,445 y 447) nos demuestran que la LH-RH -
por sf sola o en combinaci®n con otros compuestos (Clomifeno, --

Pergonal) es capaz de inducir ovulacibén en la mujer.

Por otra parte, COMARU y POVOA y sus colaboradores (331 y --
332) y ZARATE y sus colaboradores (398) han probado dos anflogos
superactivos del LH-RH, muy semejantes al compuesto utilizado por
nosotors, gque son el D—Alas-LH-RH(EA) y el D—Leus-LH—RH(EA). Z28-
rate y sus colaboradores encontraron 2 ovulaciones en 14 pacien-
tes, y ninguna de ellas se qued6 embarazada. De Medeirosg-Comaru
Yy sus colaboradores, trataron a 7 mujeres anovulatorias con D—Ala6
-LH-RH (EA) , y de estas 3 ovularon y ademis, por un periodo de 17
meses, mantenian unas menstruaciones normales, quedando una de -

6

ellas embarazada. Cuando empleb el D-Leu -LH-RH(EA) no encontrb

signos de ovulacibn.

Nuestros estudios fisiofarmacol6gicos en mujeres normales con
el D—Trp6-LH—RH, nos indicaban que este compuesto era significa-
tivamente mds potente que el LH-RH en liberar LH y FSH (p £0.05),
sin que en ningfin momento hubiésemos podido detectar efecto cola
teral alguno. Por lo tanto, nosotros contdbamos con tres crite-

rios 1l6gicos para aplicar el D—Trp6—LH-RH en mujeres anovulatorias.

o
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El primero, que el LH-RH era capaz de inducir ovulacibn, por si
s6lo o en combinaci6én con otros estimulantes, siendo la mejor -
forma de obtener resultados positivos con dosis relativamente -
pequenas. Segundo, que dosis altas de andlogos muy semejantes
al nuestro no habfan sido capaces de producir los efectos bané-
ficos que en teoria se pensaba y, en tercer lugar, habiamos de-
.mostrado nosotros que con dosis bajas podfamos mantener las go-

nadotropinas elevadas por un tiempo no menor de ocho horas.

Se nos planteaba entonces un diffcil problema ¢cudl era 1la
dosis apropiada para la induccibn de la ovulacifn en mujeres --
anovulatorias?. Ningdn trabajo de los que nosotros hemos podi-
do leer en la literatura mundial, nos daba criterio alguno para
buscar la dosis adecuada. Por ello, tuvimos que remitirnos a -
nuestros propios resultados. Habia un dato que nos llamaba --
profundamente la atencibn, nosotros habliamos visto que con 5 pg
IV en un s6lo pulso, se lograba un incremento de la FSH y LH --
mantenido y superior al que se obtenifa con 100 pg de LH-RH; era
evidente entonces que si nosotros pensabamos continuar una infu
si6én durante 8 horas, tuviésemos que pasar, cada hora, 5 pg. -
En conclusibn, la dosis total a infundirle en ocho horas a una
paciente era de 40 ug, y para asegurarnos una duracibn més pro-
longada de las gonadotropinas elevadas podfamos anadir una dosis
similar via SC al término de la infusibn. Este criterio fué -
cumplido en todas las pacientes estudiadas, y lo que variamos -

fué la manera de madurar el foliculo.

Nuestros resultados indican que la terap&utica utilizada fué

efectiva para inducir la ovulacibén en el 55% de los casos estudia

dos, anadiéndose un 33% de embarazos. Este dato cobra su verda-

dero significado, sabiendo que las pacientes, con antelacifn a
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nuestro estudio, fueron tratadas con HCG, HMG y Clomifeno sin que

e~

con ninguno de esos tratamientos se obtuviesen resultados positi-

vVOSs.

P e - T

Al objeto de obtener una maduracién folicular tres mujeres --
fueron tratadas con dosis entre 10 y 30 pg diarias, previas a 1la
~infusibén. De las tres dos ovularon y una se qued§ embarazada; la

otra paciente que ovuld era la anorexia nervosa, que tuvo una mag

G e

nifica respuesta de LH y FSH, can LH-RH al contrario de lo obser-

vado por Vigersky y colaboradores (409) en esta enfermedad.

Una paciente tomé Clomifeno durante 5 dias a dosis de 100 mg/ j
dfa con el fin de madurar el foliculo, y ocho dias m&s tarde de -
la Gltima dosis del Clomifeno, se le practicé la infusibn del ani
logo. Posteriormente las cifras del Pregnandiol fueron las m&s -
altas que hemos podido ver de todas las pacientes, y la ovulacifn

fué evidente.

Curiosamente, la paciente a la que tratamos con Pergonal, el
dfia de la infusién no tuvo un incremento considerable de las go-
nadotropinas, lo cque est8 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 nuestrc punto de vista, -
es que todas las pacientes anovulatorias que ovularon, tenfan un
Area Total, igual o superior a aquellas pacientes normales que -
nosotros habliamos estudiado en fase ovulatoria y a las cuales --
les inyectamos 10 pg IV en infusibn contfnua. Este podria ser en
nuestro criterio otro par@metro a tener en cuenta en la ovulacibn,
sobre todo en pacientes anovulatorias en las que se sospecha que

la causa de su alteracibn estd a nivel Hipotal&mico.
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CONCLUSIONES

El D—Trp6—LH~RH, es un andlogo mAs potente para estimular las
gonadotropinas hipofisarias que el LH-RH, en la especie huma-

na.

El D-Trp6—LH-RH, es 10 veces m&s potente que el LH-RH en los

hombres normales.

Este anilogo en las mujeres normales y fase folicular tiene -
una potencia 40 y 21 veces mayor acgue el LH-RH para estimular

LH y FSH.

En hombres, la via IV en infusi6n continua, es la que produce
una mayor y méds prolongada liberacién de las gonadotropinas

hipofisarias, cuando se utiliza este an&logo.

La via 6ptima para estimular la LH y FSH, en mujeres normales
en todas las fases del ciclo menstrual, con el D-Trps-LH—RH,—

es la IV en un s6lo pulso.

En hombres, cuando se inyectan 50 ug de este andlogo via 1V

en infusibn continua se obtiene un incremento significativo

de la FSH (p<c0.05).

Este anfdlogo, en las mujeres normales, produce un incremento
significativamente superior (p<0.05) de la LH y FSH, si se -

compara con lo obtenido en hombres normales.

En pacientes masculinos con Hipogonadismo Hipogonadotr&pico,

este andlogo es capaz de:

e
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- Mantener niveles adecuados de LH y FSH por largos periodos

de tiempo (13-17 semanas).

- Incrementar los niveles de Testosterona en sangre periféri

ca.
- Producir cambios cualitativos en los caracteres sexuales.

- Producir cambios cuantitativos y cualitativos de las célu-

las germinales testiculares.
~ Producir un aumento del tamano testicular.

En las mujeres anovulatorias, este anflogo es capaz de produ

cir:

- Maduracibn folicular.
- Ovulaci6bn en un 55% de los casos.

- Embarazos en un 33%.

Creemos gque este nuevo compuesto, andlogo de la LH-RH, el D-
Trp6—LH—RH, puede ser un nuevo camino en el t;atamiento de -
la Esterilidad va que en las mujeres anovulatorias es capaz
de producir ovulacifn y embarazo sin complicaciones secunda-
rias y en los hombres que padecen de hipogonadismo hipogona-
dotrbpico, cambios cualitativos en las células germinales y

en las células intersticiales.
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