ADQUISICIONES RECIENTES EN BIOQUIMICA
DE LAS HORMONAS!

INTRODUCCION

Dr. GUILLERMO SOBERON?

Dusnn principics de este siglo fue

establecido que ciertos drganos de
la economia, connotados como glandu-
las de secrecién interna, producian sus-
tancias que efectuaban su accién en
territorios distintos.

Mucho se ha avanzado desde enton-
ces para conocer la naturaleza de tales
mensajercs quimicos, los que, junto con
el sistema nervioso central, constituyen
los mecanismos que han side desarro-
llados en los organismos diferenciados
para ejercer una accién regulatoria al
nivel del animal integro. El ctmulo de
trabajo que se ha realizado sobre las
hormenas presenta quizd el mas claro
ejemplo del fruto que puede rendir la
investigacién bésica bioldgica para el
mejor conocimiento del ser humano vy
para la aplicacién de las implicaciones
surgidas en heneficio de la humanidad,

Ha sido posible aclarar la estructura
quimica de la mayor parte de las hor-
monas; algunas de ellas son relativa-
mente simples como las catecolaminas,
otras son de una complejidad creciente

1 Trabajo de seccién, presentado en la
sesién ordinaria del 4 de octubre de 1967.

# Académico numerario, Instituto de In-

vestigaciones Biomédicas, Universidad Na-
cional Auténoma de México.

como las hormonas esteroides y algunas
mas son bien complicadas como sucede
en el caso de las hormonas protéicas. En
Io que toca a las hormonas esteroides
ha podido establecerse que la variacién
en la posicién de grupes funcionales
schre el nacleo fundamental produce
cambios radicales en sus efectos fisio-
légicos, asimismo su relacién espacial es
de fundamental importancia. El escla-
recimiento de la ordenacion de los
amincécidos en la molécula de insulina
ha constituido una contribucién de
gran trascendencia para el estudio
de las proteinas en general.

Hemos aprendido acerca de la hio-
sintesis de las hormonas y sobre las
mecléculas que les son precursoras. En
algunos cases son aminodcidos como la
tirosina que da lugar a la epinefrina y
a la norepinefrina, o bien se unen unos
a otros en un orden especifico para la
formacién de péptidos (ACTH, oxitoci-
na, vasopresina) y de proteinas (insu-
lina, hormona de crecimiento, parathor-
mena). El colesterol es el precursor de
las hormoenas esteroides. Se han defi-

nido las enzimas participantes en las
distintas vias biosintéticas y hay infor-
macién sobre diversos mecanismos re-
gulatorios a los que estin sujetas.
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Asimismo, se nos ha revelado Ia for-
ma en que las hormonas son transpor-
tadas desde el sitio de su produccién
hasta el territorio en el que van a ejer-
cer su accién. Sabemos las transforma-
ciones que suceden para convertirles en
metabolitos que son excretades y a este
respecto es importante destacar la sul-
fatacién y la conjugacién con Acido
glucurénico, en relacién a las hormonas
esteroides; recientemente se ha aclarado
que la sulfatacién tiene trascendencia
no sélo para colocar el compuesto en
situacion de ser excretado sino para su
manejo a través del proceso biosinté.
tico,

Hemos avanzado bastante con res-
pecto al conocimiento del mecanismo
de accién de las hormonas. Vale men-
cionar la accién de la insulina, de la
hormona antidiurética y de la aldoste-
rena sobre la membrana celular o de
la hormona de crecimiento sobre la
biosintesis de Acido ribonucléico.

La serie de conocimientos anteriores
han hecho surgir procedimientos para
la valoracién cuantitativa de las hormo-
nas y asi ha sido posible brindar al
médico medios para el diagnéstico de
endocrinopatias. Los métodos de dosi-
ficacién se basan en la medicién de los
metabolitos de excrecién de las hormo-
nas, en la apreciacién de los efectos
bioldgicos que causan y en la medicién
directa de su concentracién principal-
mente por métodos de dilucién isots-
pica. El orden de magnitud de estas
cantidades que es de centésimos de mi-
crogama nos lleva va a terreno de Ia
ultramicroquimica.

El talento del hombre ha vencido
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barreras hasta hace pocos afios consi-
deradas insuperables, y ha sido posible
la sintesis de algunas hormonas en el
laboratorio. Cabe mencionar a este res-
pecto la biosintesis de hormonas esteroi-
des utilizando precursores adecuados
extraidos de Dioscareas, por ser un
trabajo que en gran parte fue realizado
N nuestro pais; la sintesis de oligopép-
tidos, oxitocina y vasopresina, la sintesis
de una proteina, la insulina, colocando
uno al lado del otro en el mismo orden
que lo hace la célula, los 51 aminoaci-
dos que forman la molécula,

En los dltimos afios se ha adelantado
en ¢l conocimiento de las relaciones
que rigen los dos grandes sistemas de
control “in toto” de los organismos su-
periores, el sistema nervioso y el sistema
endécrino. Es ast que, a guisa de ejemn-
plo ilustrativo, podemos sefialar a Jos
recientemente descritos “factores inhibi-
torios” que, producides en el hipotala-
mo, condicionan la liberacién y la sin-
tesis de hormonas en la adenohipéfisis.

Todo ha llevado a contar con valio-
sas armas terapéuticas, sea que se ad-
ministren las hormenas mismas o algu-
nos andlogos en las que se introducen
modificaciones para incrementar cierto
tipo de efectos disminuyenda otros ; por
ejemplo, la intreduccién del F en el
nicleo esteroide logra en la molécula
de triamcinolona una potenciacién de
los efectos glucocorticoides. El  uso
de progestigenos para inhibir la ovula-
cién introduce potentes recursos que
pueden ser empleados desde el nivel fa-
miliar hasta el nacional, a fin de con-
tender con uno de los méis grandes pro-
blemas que afligen 2 la humanidad: la
explosién demografica. g
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INHIBICION DEL EFECTO GLUCONEOGENICO DEL CORTISOL
POR MEDIO DEL ACIDO RIBONUCLEICO Y SUS DERIVADOS!

Dres. Jost Lacuna2 ¢ Avserto Hamapata® y Victoria Cracovat

Se ha demostrado, en ciertos sistemas, que los nucleétidos
libres pueden afectar la velocidad de las reacciones metabolicas
quizds actuando sobre enzimas determinadas; como la concen-
tracién de nucledtidos en la célula es elevada, se sugiere su po-
sible participacién en los sistemas reguladores del netabolismo.

Por otra parte, los nucledtidos o los propios acidos nucle
pueden ayudar a entender la accién hormenal en vista de
que pueden interferir con algunas de las acciones de hormonas
como las glucocorticoides. En efecto, los estudios realizados in vivo
sobre ciertos aspectos del metabolismo de los carbohidrates en
ratas adrenalectomizadas, tal como se modifican con los nucled-
tidos o sustancias conexas, demostraren que: 1) la inyeccibn de
4cido ribonucleico, nucledtidos libres y especialmente una mezela
de acido adenilico mas 4cido guanilico produce una disminucién
del glucégeno hepatico y de la glucosa sanguinea; 2) se observa
una inhibicién de la accién gluconeogénica del cortisol en anima-
les tratados con nucledtidos libres, asf como un efecto de blogqueo
en la incorporacién de glucosa y de amincicides al glucégeno;
3) la transaminasa tiresina-alfa cetoglutirica, la glucosa-6-fosfa-
tasa, la fructosa-1, 6-difosfatasa, la piruvato carboxilasa y la fos-
forilasa en el higado de los animales experimentales no mostraron
ningtin cambio en su actividad; 4) la glucdgeno sintetasa aumen-
t6 su actividad varias veces después de la inyeccién de dcido ri-
bonucleico o de nucledtidos libres.

Se sugiere que los nucledtidos producen una utilizacién pre-
ferente de la glucosa hacia la formacién de glucégeno mientras
que los sustratos gluconeogénicos no se utilizan para la forma-
cién de glucdgeno sino que son llevados a su oxidacién total en
el ciclo de los Acidos tricarboxilices. (Gac. Mép. Mfx, 98: 634,
1968).

1 Trabajo de seccién, presentade en la
sesién ordinaria del 4 de octubre de 1967.

2 Académico numerario.

% Instituto Nacional de la Nutricidn,

+ Departamento de Bioquimica, Facultad
de Medicina, Universidad Nacional Auto-
noma de México.

5 Se emplean las siguientes abreviaturas:
ARN, 4cido ribonucleico; AMP, 4cide ade-
nilico; CMP, 4cido citidilico; UMP, é4cido
uridilico; GMP, &cide guanilinico; ATP,
adencsin-trifosfato.

E SABE que diversos nucledtidos, so-

bre todo aquellos formados por
adenina, participan activamente cn la
regulacién de la actividad enzimditica
de diversos sisternas. En ocasiones ac-
than como agentes de retroalimenta-
¢ién, bloqueande la enzima primera de
un camino metabdlico del cual consti-
tuyen el producto final, como es el caso



Broguiarca

del trifosfato de citidina (CTP) que
inhibe la actividad de la transcarbami-
lasa aspartica tal como Io describié
Pardeel Otras veces los nucledtidos
modifican los sistemas relacionados con
la produccién y la liberacién de ener-
gia; tal es el caso del AMP que actia
como estimulador de la fosfofructocina-
sa# al mismo tiempo que es un inhibidor
de la fructusa—l_.6-di1'osl"atasa; esto pro-
duce cambios en la formacién ¥ consu-
mo de ATP que se reflejan en el meta-
belismo general de los tejidos. Por fin,
¢n otras ocasiones, los nucleétidos pa-
recen actuar por medio de la produc-
cién de cambios conformacionales en
las enzimas, cormo sucede con la deshi-
drogenasa glutédmica que es inhibida
por el GTP y estimulada por AMP.3

Los nucleétidos sefialados y ademsds,
los dcidos nucleicos formados por nu-
cledtidos, producen algunas acciones
metabélicas notables; asi, Dole* encon-
tré que el ARN, el AMP v la adenosina
tenian accién antilipolitica en el tejido
adiposo in vitro, parecida a la provoca-
da por la insulina, lo que causaba
una mayor utilizacion de la glucosa
exégena por medio de un franco au-
mento en la sintesis de diglicéridos.

En el presente trabajo, se presentan
los resultados ohtenidos in vive por la
inyeccién de ARN y nucledtides en
animales adrenalectomizados, por lo
que se refiere a sus efectos sobre el
metabolismo de los carbohidratos.

RESULTADOS ¥ DISQUSIGN

En nuestro laboratorio 'ebservamos
que la inyeccién de ARN y: de mezclas
de nucledtidos a ratas les producia

HORMONAL 63L
cambios en la distribucién de los car
bohidratos; los efectos fueron mas no-
torios cuando se usaban animales adre-
nalectomizados y consistian sobre todo
en una disminucién del glucégeno he-
pético y un bloqueo de Ia acumulacién
de glucdgeno que se observa en las ratas
inyectadas con cortisol. Los efectos 50-
bre otros pardmetros, como la glucemia,
ast como Ia incorporacién de Ia glucosa
marcada y de un aminodcido marcado,
la alanina, en el glucégeno hepdtico,
también fueron estudiados. De Ia mis-
ma manera, se analizaron ciertos siste-
mas enzimiticos relacionados con el
fenémeno general de la gluconeogé-
nesis.

En la Tabla I se muestran los resul-
tados de la administracién de ARN o
de una mezcla de nuclebtidos a ratas
adrenalectomizadas. Como puede ob-
servarse, el ARN produce una disminy.
cién significativa de la concentracién
de glucégeno, aunque debe sefialarse
que el descenso es relativamente discre-
to por las cifras originalmente muy ba-
Jas que se encuentran en los animales
adrenalectomizados. La clasica Tespues-
ta al cortisol se nota con claridad, asi
como su inhibicién absoluta si simulté-
neamente a la inyeccién de cortisol se
administra ARN. Cuando se usaron
mezclas de nucleétidos sélo se encuen-
fra un descenso moderado del nivel de
glucbgeno, pero aparece con toda cla-
ridad el efecto blogueador del aumento
de glucégeno habitualmente encontrado
con el cortisel. Es de interés sefialar que
el efecto inhibidor contra el cortisol
puede relacionarse: con la administra-
cién.de una mezcla de AMP mds GMP
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Tasra 1

EFECTO DEL ARN Y SUS DERIVADOS SOBRE EL GLUCOGENO HEPATICO
Y LA GLUCOSA EN RATAS ADRENALECTOMIZADAS

Glucigeno hepdtico

Glucosa sanguinea

Substancia inyectada (Mg./100 mi. (Mz./u. broteing)
Solucién salina 6.3 = 1.3
ARN 1.6=%= 03
Mezcla de ribonucledtidos 33+ 10
Cortisol 94.7 + 10.1
Cortisol + ARN bl
Cortisol + mezcla de ribonucledtides 5.8 £ 1.4
Cortisol + AMP + GMP 9.3 = 45
Cortisol + UMP + CMP 64.8 = 31.2

Disefio experimental; Ratas de 120 g., adrenalectomizadas 60 horas antes, en ayunas
desde 5 horas antes del sacrificio, ARN de levadura y nucledtidos puros suspendides en
solucién salina a pH 7.3 para inyeccién intraperitoneal, a dosis de 20 mg. por 100 g. de
rata. La mezcla de ribonucledtidos en forma equimolecular de GMP, AMP, CMP y UMP.
El cortisol sc inyectd por separado a dosis de 2.5 mg. por 100 g de rata. Las inyec-
ciones se hicieron 3.5 horas antes del sacrificio. El ntmero de animales por grupo
oscilé entre & y 23, Se sefialan los promedios * error estindar,

y cuando se reemplaza esta mezcla por
UMP més CMP no aparece ningin
efecto.

La concentracién de la glucosa san-
guinea se encontré moderadamente
baja en los animales adrenalectomiza-
dos; la inyeccién de cortisol a éstos les
causé un aumento en la glucosa sangui-
nea; se llegd a alcanzar valores norma-
les. La administracién de ARN, o de
una mezcla de nucleétidos, o de la mez-
cla de AMP mis GMP causé disminu-
cién clara de la glucemia, pero no pro-
vocd el menor cambio en el aumento de
la glucosa sanguinea debido a la admi-
nistracién de cortisol. Sin embargo, se
chservé un aumento significativo en la
glucemia cuando se administraron cor-
tisol y la mezcla de UMP y CMP.

En la Tabla 2 se muestran los efectos
de ARN y sus derivados sobre la in-
corporacién de la glucosa y la alanina
radiactivas al glucégeno hepético. En
los diversos grupos puede verse una no-

table diferencia en la radiactividad
total incorporada en el glucégeno hepa-
tico después de la administracién de
glucosa uniformemente marcada con
carbono radiactivo. Las cifras mas altas
scn las de las ratas tratadas con cor-
tisol y las mencres, las encontradas en
los animales de control.

La administracién de ARN produce
un aumento de cuatro veces en la ra-
diactividad total incorperada al higado,
cuando se le compara con las ratas
normales. El ARN inyectado en ratas
tratadas con cortisol impide el aumento
en la incorporacién radiactiva total y
se acerca a la encontrada en animales
invectados exclusivamente con ARN.

En relacién con la incorporacién del
carbono radiactive de la alanina DL
al gluchgeno, puede decirse que los
resultados son muy parecidos a los ob-
tenidos cuando se administré glucosa
marcada; la captacion de alanina y su
incorporacién al glucégeno fue incre-
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TaprLa 2

EFECTO DEL ARN Y SUS DERIVADOS SOBRE LA INCORPORACION DE LA
GLUCOSA. Y LA ALANINA AL GLUCOGENO HEPATICO

Incorfioracién de
Glucosa-U-Cry
(CPM/Higado total)

Substancia inyectada

Incorporacidn de DL
Atanina-1-Cy4
(CPM/ Higado total)

Solucién salina 75 = 10.3 48 £ 10.6
ARN 208 = B87.6 55+ 7.2
Clortisol 1367 = 204.2 2050 £ 469

Cortisol + ARN 240 = 96 103 £ 34.7

Disefio experimental. El mismo que en la Tabla 1. La glucosa radiactiva (1 gc por 100 g.

de rata), se inyecté 30 minutos antes del sacrificio:

la alanina radiactiva (1 pc por

100 g. de rata) se administré 2 heras antes del sacrificio.

mentada con la inyeccion de cortisol
e impedida cuando ademds del corti-
sol se administr6 ARN. El ARN, por
si mismo, no medific la incorporacién
observada en las ratas de control.

La inhibicién producida por el ARN
del depésito del glucégeno dependiente
de cortisol puede ser causada por un
bloqueo de camino biosintético del ghu-
cégeno o por un aumento de la degra-
dacién del misme. En vista de que el
ARN o los nucleétidos no son agentes
glucogenoliticos, ¥ como el aumento de
la incorporacién de glucosa y alanina
al glucégzeno por el cortisol es inhibido
por el ARN, lo miés prcbable es que
estos agentes actiien sobre las medifica-
ciones metabélicas iniciales que condu-
cen a la sintesis de glucGgeno. Con es-
te fin, se hicieron las determinaciones
de la actividad de una serie de enzimas,
tal como lo muestra la tabla 3, en la
que se aprecia que no hubo cambios
en la actividad de la fructosa-1,6-di-
fosfatasa ni en la glucosa-6-fosfatasa;
este dato es curioso, pues Weber® ha
encontrado que después de la admi-
nistracién repetida de cortisol en ratas

se registra un aumento de estas dos en-
zimas. En todo caso, los resultados de
nuestros experimentos sugieren que no
estin participando como factores pri-
marios las modificaciones de estas enzi-
mas. De la misma manera, no se encon-
traron cambios en la transaminasa de la
tirosina-dcido alfa cetoglutérico cuando
se compararon los efectos de la admi-
nistracién simultinea del cortisol con
el ARN; se confirman asi los hallazgos
de Litwack® en el sentido de que es una
enzima inducida por el cortisol, pero
se advierte que el ARN que bloquea
el efecto gluconeogénico del cortisol no
impide la elevacion de la actividad de
la enzima; esto implica, por lo tanto,
que el cambio en la concentracién de
glucégeno no se deriva directamente
de la modificacién de esta enzima. Es
de interés sefialar que algunos autores’
han logrado medir el efecto gluconeo-
génico del cortisol por medio del blo-
queo de induccién enzimética a
través del uso de los inhibidores habi.
tuales de la sintesis de proteinas.

La piruvato carboxilasa no mostré
modificaciones en ningune de los cua-

la
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Tarra 3

EFECTO DEL ARN Y EL CORTISOL SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA, EN
EL HIGADO, DE RATAS ADRENALECTOMIZADAS

Enzimas Solucion salina

Substancia inyectada

RNA Cortisol RNA + cortisol
Glucosa-6-fosfatasa® 2.81 * 0.26 2.68 == 0.06 3.02x 0.15 290+ 0.17
Fructosa-1,6-disfosfa-
tasa® 0.59 = 0.01 0.58 = 0.02 0.60 = 0.01 0.61 £ 0.01
Piruvato carboxilasa® 2.2 =% 0.65 1.86 = 0.17 1.60 £ 0.11 1.67 = 0,13
Transaminasa tirosi-
na-alfa-ceto-gluté-
rica” 0.32 £ 0.01 0.31 = 0.01 0.75 = 0.01 0.75 = 0.01
Fosforilasa® 0.13 = 0.02 0.18 += 0.01 0.18 = (.05 0.15 £ 0.01
Glicégeno sintetasa 224 =70 185.5 £ 6.3 159.5 =% 125 219.3 =+ 511

* Unidades:
® Unidades:
° Unidades:
4 Unidades:
* Unidades:
f Unidades:

O.D./mg. proteina/min. Ref16
pmoles/mg. proteina/hr. Ref.17

tro grupos experimentales, hecho im-
portante en vista de su lugar crucial
en la regulacién de la glucdlisis.®

La fosforilasa no se modificé en el
grupo que recibié ARN, pero si la glu.
cégeno sintetasa que se elevd 7 veces,
en forma parecida como lo hizo en el
grupo de cortisol; el aumento no fue
impedido por la administracién simul-
tinea de ARN y cortisol. El aumento
de la actividad de la glucbgeno sn-
tetasa debe interpretarse en funcién de
la incorporacién de la glucosa radiac-
tiva al glucégeno; en efecto, hay una
estimulacién de la sintesis del glucé-
geno a partir de la glucosa, a pesar de
que la cantidad de glucdgeno total sea
méas baja. Esto sélo puede explicarse
aceptande que existe un bloqueo de la
sintesis de glucdgeno a partir de otras
sustancias distinias de glucosa, es decir
de las gluconeogenéticas. A este res-
pecto conviene citar los hallazgos re-
cientes de Krebs® en el sentido de que

#smoles P/mg. proteina/hr. Ref.14
uamoles P/mg. protelna/hr. Ref.18

umoles P/mg. proteina/hr, Refl8
smoles UDP/g, tejido himedo/hr. Ref.19

el AMP es un inhibidor de la gluco-
genogénesis a partir del lactato y del
GMP que, segtin Chang!® inhibe la for-
macién de glucosa a partir del oxaloa-
cetato,

No hay problema por lo que se re-
fiere a la utilizacién de sustratos de
carbohidrates facilmente oxidables; al-
gunos experimentos preliminares de
nuestro laboratorio muestran que el
ARN aumenta el consumo de oxigeno
exbgeno, lo que sefiala un consuma
normal o elevado de sustratos en el ci-
clo de Krebs. Esto se parece a lo ob-
servado por Dole* en el tejido adiposo,
donde el ARN causa un aumento en
la utilizacién de la glucosa por des-
carboxilacién en la via colateral o por
una elevacién en la sintesis de glicerol
y diglicérido. Por lo tanto, es posible
que los nucledtidos, especialmente el
AMP y el GMP causen una utilizacién
preferente de las moléculas intactas de
glucosa para la formacién de gluct-
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geno asi como para la sintesis de Aci-
dos grasos, mientras que los sustratos
potencialmente  gluconeogénicos  son
oxidados de preferencia en el ciclo de
Krebs y no se usan como materiales
formadores de carbohidrato.

Con los datos disponibles no se pue-
de establecer de manera definitiva el
mecanismo de accién de este grupo de
sustancias, Es importante que el re-
cambio de los nucledtidos en la célula
es muy clvado y que una modifica-
cién en la “porza” de los nuclebtidos
podria cambiar la velocidad de algu-
nos sistemas o desviar ciertos caminos
metabblicos por medio de la activa-
cién o la inhibicién de las enzimas rec
lacionadas con ellos.
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ALGUNOS ASPECTOS DE LA REGULACION
HORMONAL DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA?

Dr. RogerTo Liamas, 2 2 Bidn. Hicror GonziLez-Crrezo®
v GuiLrermo Lacuna®

Los mecanismos de la accién hormenal no han sido comple-
tamente establecidos. Algunos efectos hormonales solamente son
posibles cuando los elementos celulares conservan su integridad
y al parecer se explican por aumento en la permeabilidad celular.

A nivel molecular, la accidn de las hormonas se relaciona
intimamente con las actividades enziméticas. Un grupo impor-
tante de hormonas, integrado por el cortisel, somatotrofina, an-
drégencs, estrégenos e insulina fundamentalmente, poseen como
denominador comin, el estimulo que ejerce sobre la sintesis de
Proteinas con ¢l eorrespondiente aumento de actividades enziméi-
ticas por sintesis de novo de moléculas de las enzimas respectivas
Pero en forma al parecer paraddjica, estas hormenas son capa-
ces de abatir la actividad de algunas de ellas, probablemente por
inhibicién especifica de su sintesis, opuesta al efectc genérico de
estimulacién de la sintesis de proteinas. Estos hechos ameritan
el estudio orientado acerca de la significacién biolégica de cada
cambio de actividad enzimdtica producide por las hormonas
bien sea como aumento o come disminucién de la misma. En el
presente trabajo se han estudiado las consccuencias de aumento
de actividad de la triptofan peroxidasa hepatica producida por
el cortiscl, sobre la sintesis, en este érgano, de diversos piridin
nucledtidos entre los que se encuentran el difosfo y el trifosfo
piridin nucledtidos en sus fermas oxidadas (NAD y NADP). Se
concluye que el aumento de actividad enzimética no representa
un factor de Impertancia en dicha sintesis.

Se encontrd, en otra investigacién, que el beta estradiol eleva
la actividad de la ribonucleasa 4cida del fitero de Ia rata y qu
la ooferectomia la deprime. Tos hechos observados permiten acep-
tar el hecho de que el aumento de actividad de la enzima se
relacicna con el aumento en la sintesis de proteinas inducido en
el Gitero por el estrégeno. La actividad de la ribonucleasa dcida
no se eleva en el higado, lo que pone de manifiesto la especifici-
dad de accién de la hormona. (Gac. MEp, Mex. 98, 640, 1968).

1 Trabajo de seccién presentado en la sesién ordinaria del 4 de octubre de 1967.
2 Académico numerario, g 1 e
3 Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México,
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A accion y el efecto de las hormo-

L desde

hace mas de 50 afios y muchas de Jas

nas han sido estudiados
modalidades peculiares de dichos efec-
tos han sido puntualizadas. Sin embar-
go, ¢l mecanisme o los mecanismos
propiamente dichos de la accién hor-
menal no han side completamente
establecidos. Cierto es que diversos
cfectos hormonales solamente son posi-
bles cuando se conservan integras las
estructuras celulares y si éstas se dafian
o se destruyen, la accién hormonal no
se manifiesta. Por lo tanto, algunas
hormonas ejercen su accién sobre agru-
pamientos celulares integros y diferen-
ciados desde los puntos de vista de so
estructura y de su funcién y que cons-
tituyen verdaderos “blancos” de tirc
especificos para cada una de los hor-
monas cemprendidas en estos procesos.

Estos efectos se producen en las agru-
paciones celulares o en los organismos
intactos a concentraciones extraordina-
riamente pequeias, o sea a elevadas di-
luciones, tanto en la sangre como en
el seno de los tejidos formados por cé
lulas que pudieran llamarse reactoras.

:Cémo actan las hormonas a este
nivel de organizacién? La respuesta a
la interrogante ng es facil: se han invo-
cado modificaciones en la permeabili-
dad celular, cuyo awmento permitiria
que la célula recibiera mas facil y abun-
dantemente los nutrientes necesarios
para sus procesos metabdlicos. Dada la
estructura lipeproteinica de la membra-
na celular, es aceptable el hecho de que
su permeabilidad para clertas substan-
cias como los dcidos grasos, sea satis-
factoria y satisfaga los requerimientos
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celulares, pero moléculas de otras con-
figuraciones como las de los hidratos
de carbono, o sea de la glucosa y a(n
de les amincécidos, si parecen necesitar
que se produzcan aumentos en la per-
meabilidad para que su penetracion
alcance niveles adecuados. Lo antericr
se refiere a modificaciones en la per-
meabilidad no tan solo de la membrana
celular propiamente dicha, sino tam-
bién de las membranas nuclear, mito-
condrial y ribosemal, cuya existencia
estd duda desde el adve-
nimiento de las investigaciones que
acerca de la morfologia de las cé-
lulas han sido hechas con la ayuda de
la microscopia electrénica. Ejemplo de

fuera de

lo anterior es la influencia de la insuli-
na sobre la permeabilidad celular frente
a la glucosa, que aumenta por efecto
de la misma y que no se limita a este
sliicido, sino que también se manifiesta
frente a otros menosacaridos que tienen
determinadas  analogias  estructurales
con la glucosa.b 2

El contenido intracelular de Cis pro-
cedente de los glicidos marcados t¢
cleva en el seno del protoplasma por
efecto de la hormona. Los efectos de
las hormonas scbre el animal integro
se conccen por las modificaciones os-
tensibles que la ausencia, la presencia
o el exceso de las mismas ejercen sobre
la morfologia, caracteristicas biotipold-
gicas y aspectos mis salientes del com-
portamiento, que hacen presumir la
existencia de cambios metabolicos im-
portantes.

Se han alcanzado notables progresos
en el estudio de los mecanismos de la
accién hormenal cuando se censiderd
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que las hormonas pudieran ser regula-
dores de procesos metabélicos. Lste
pensamiento, que condujo a una orien-
tacién peculiar en los métodos de in-
vestigacién, tomé en cuenta, necesaria-
mente, a las enzimas, que representan
los factores primarios que regulan la
ncrmalidad de las vias metabdlicas y
tratd de establecer las interrelaciones
entre ambos agentes hiolégicos, o dicho
més exactamente, de aclarar las in-
fluencias hormonales sobre las activi-
dades enziméticas. Desde el punto de
vista de la metodologia se produjo ne-
cesariamente una modificacién impor-
tante, en el sentido de iniciar las inves-
tigaciones en los sistemas solubles exis-
tentes en los homogenados de tejidos e
incluso en las particulas subcelulares, o
sea de abandonar a la célula como uni-
dad funcional y considerar los posibles
comportamientos metabdlicos a  nivel
molecular. Esto ha traido consigo un
ya abrumador niimero de investigacio-
nes acerca del efecto de las hormonas
sobre diversos sistemas enziméticos, cu-
vos resultados en muchos casos, han
permitido comprender en forma sufi-
cientemente satisfactoria el mecanismo
hermonal puesto en juego.

Para un grupo importante de hormo-
nas integrado por el cortisol, somato-
trofina, andrégenos, estrégenos e insu-
lina, existe un denominador comin, o
sea su capacidad para estimular la sin-
tesis de proteinas.

El cortisol la estimula, en el tejido
hepitico, la somatotrofina en todos los
tejidos, los andrégenos en las estruc-
turas genitales masculinas y en otros
sitios, los estrégenos sobre todo en ol
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utero y la insulina en tejidos diversos
entre los que se incluye el hepatico.
Esta estimulacién de la sintesis de pro-
teinas es precedida por el aumento tn
la formacién de la polimerasa del dcido
ribonucleico, que conduce a la sintesis
mayor de 4cido ribonucleico en sus
variedades “mensajero” y ribosomal
neeesaria para la estimulacién ulterior
de la sintesis de proteinas. El cortisol
ejerce un cfecto antianabélico y cata-
bélico sobre las proteinas en tejidos
extrahepaticos lo que produce aumen-
tos en la cantidad de 4cidos aminados
en el higado; en este érgano favorece
la formacién de la polimerasa del acido
ribenucleico, de los dcidos ribonuclei-
cos “mensajero” y ribosomal v la sinte-
sis de proteinas, utilizando les amino-
acidos acumulados en el higado por la
movilizacién procedente de los tejidos
extrahepiticos. Estas modalidades de
accién se demuestran por el hecho de
que este efecto del esteroide es impe-
dide, si conjuntamente el animal recibe
una hormona anabélica como la soma-
totrofina.

La somatotrofina estimula la sintesis
de la polimerasa del 4cido ribonucleico,
la sintesis de los dcidos ribenucleicos
de las variedades “mensajere” y riboso-
mal® y la incorporacién de dcidos ami-
nados a proteinas? lo que explica la in-
tervencién de la hormena en la sintesis
de los protidos y sus caracteristicas ana-
bélicas.

Los estrogencs, y en particular el g
estradiol, elevan la actividad de la poli-
merasa del é4cido ribonucleico en el
atero de ratas inmaduras® y aumentan
el peso del érgano por estimulacién en
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la sintesis de proteinas.® Estudios re-
cientes demuestran que el dcido ribo-
nucleico extraido del titero de ratas
estimuladas por los estrégenos, produ-
ce cambios morfolégicos idénticos a los
originados por estas hormonas, cuando
se aplica localmente en el ttero de ra-
tas ooforectomizadas.” 8 El mecanismo
de accién de la hormona, por lo tanto,
se explicaria no por su efecto directo
schre el érgano, sino a través de la pro-
duccién de un dcido ribonucleico con
caracteristicas muy peculiares en cuanto
a su especificidad de accion.

El estimulo en la sintesis de proteinas,
ejercido por los estrégenos, parece faci-
litarse o ser posible debido al hecho de
que la penetracién de acidos animadss
al itero de la coneja aumenta hasta un
1359 in wivo cuando los animales son
tratados con estas hormonas.? Indepen-
dientemente de lo anterior, la sintesis
de lipides en el tero de la rata, tanto
in vive como in vitro, es estimulada por
el B estradiol y se observa aumento en
la concentracién de etanolamina, coli-
na e inositol; se eleva la incorporacisn
de ortefosfato inorgénico Pgp en fosfo-
lipidos y también de acetato Ciy en
acidos grasos y colesterol, todo lo cual
es debido, probablemente, a aumento
en la sintesis de las enzimas relaciona-
das con la lipogénesis.t?

Los andrégenos y en particular la
tetosterona, aumentan el contenido de
acido ribonucleico probablemente en
sus variedades nucleica y ribosomal, en
nicleos v en citoplasma de células de
la vesicula seminal de la rata macho.ll
En ratas machos castradas, disminuye
el contenido de Acido ribonucleico, tan-
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to nuclear, mitocondrial, microsomal
asi como el existente en la fraccién so-
brenadante de los homogenados de ri-
fion.!2 En el cuy adulto castrado se
produce, en la vesicula seminal, dismi-
nucién de actividad de las enzimas ac-
tivadoras de los aminoacidos y en forma
paralela disminuye el contenido de aci-
do ribonucleico y de proteinas. La tes-
tosterona normaliza los cambios ante-
riores.3

Los andrégenos estimulan la sintesis
de acidos ribonucleicos ricos en gua-
nina y citosina en la préstata de la rata
v los ribosomas aislados de este érgano
incorperan mas los aminoécidos cuan-
do el animal es tratado con testoste-
rona. Esta incorporaciéon disminuye
sensiblemente en los castrados.'®

La insulina, independientemente del
efecto que ejerce sobre el metabolismo
y aprovechamiento de la glucosa, parti-
cipa en forma clara en los procesos de
biesintesis. Esta hormona estimula la
incerperacién de acidos aminados en
proteinas en diversos tejidosit® 18 Dicha
incorporacion y en particular la de la
leucina Cyy no se afecta por la presen-
cia o ausencia de glucosa, sin embargo,
es inhibida por la 2 desoxiglucosa. La
adicién de glucesa o de manosa la nor-
maliza. Por lo anterior se ha concluido
¢que la biosintesis de proteinas mediada
por la insulina, depende de la norma-
lidad de las reacciones del ciclo gluco-
litico.t?

Establecido este denominador comiin
de las hormonas anteriormente sefiala-
das como agentes estimulantes de la sin-
tesis de proteinas, es particularmente
interesante censiderar la influencia de
las mismas sobre la actividad de algu-
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nos sistemas enzimdticos. Siendo las
enzimas substancias de naturaleza pro-
teinica, debiera esperarse, a priori, au-
mento en la sintesis de novo de todas
ellas y por lo tanto élevaciones de su
actividad como resultado del efecto que
pudiéramos considerar como genérico
de estas hormonas sobre la sintesis de
preteinas. Efectivamente, diversos siste-
mas enzimiticos aumentan su actividad
pero en otros cascs ésta no se modifica
y en otres mas, lo que es afin mas im-
portante, la actividad disminuye por
probables inhibiciones en la sintesis de
la enzima. Este comportamiento pecu-
liar confiere caracteristicas especificas a
los procesos de bicsintesis de proteinas
y establece claras diferencias en los as-
pectos funcionales de unas hermonas
frente a otras.

Como ejemplos de lo anteriormente
dicho sefialaremos que el cortisol es-
timula la actividad, por aumento en la
sintesis de novo, de la triptofan peroxi-
dasa,’® de la transaminasa tirosina alfa
ceto glutarato!® y de las ribonucleasas
y desoxiribonucleasas acidas v alealinas
en el higado de la rata.2 21 22 Por In
contrario, la somatotrofina reduce la
actividad de la triptefan peroxidasa® ¢
impide parcialmente el estimulo que so-
bre esta enzima ejerce el cortisol.24 La
actividad de la transaminasa glutimico
piriivica en el higado disminuye por
efecto de Ta sematotrofina.®s Disminuye
también la actividad de arginasa®é 27 y
de la deshidrogenasa del 4cido glutimi-
co en el higado8

La testosterona reduce la actividad

de Ia alanina transaminasa en el testicu-
lo e higado de la rata v la eleva en el
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rifibn y en el \tero e inhibe a la aspar-
tato transaminasa hepdtica. Los andré-
genos no disminuyen la actividad de la
arginasa hepitica en la rata y en el
ratén como lo hace la hormona de cre-
cimiento. La insulina aumenta la acti-
vidad de la triptofan peroxidasa.®®

Basten los anteriores ejemplos para
que quede sefialado el hallazgo impor-
tante de que si bien estas hormonas
cstimulan genéricamente la biosintesis
de proteinas y como consecuencia de
este estimulo elevan la actividad de al-
gunes sisternas enzimdticos por aumento
cn la sintesis de novo de los mismos, son
capaces, per lo contrario, de inhibir
especificamente la actividad de otras
enzimas.

Establecidas estas modalidades de la
accién hormonal, el esfuerzo de los in-
vestigadores se ha orientado a tratar
de aclarar el significade bioldgico de
las mismas. El cfecto estimulante del
cortisol sobre la actividad de la trans-
aminasa tirosina alfa cetoglutarato, por
cjemplo, ha sido estudiado por Feigel-
son y Feigelson, quienes encuentran
que el acide glutdmico, producido
cemo consecuencia de la actividad de
csta enzima, es capaz de estimular la
biosintesis de nucledtidos piricos nece-
sarios para la sintesis ulterior de protei-
nas. La concentracién de 4cido glu-
timico aumenta en la sangre por efecto
de la hcrmona y su administracién, a
animales adrenalectomizados, provoca
cfectos semejantes a los de la cortisona
sobre la biosintesis de proteinas en el
higado, de acuerdo con el esquema si-
guiente:
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Transaminasa
Cortisol — tirosina alfa — glutarato
ceto glutarato

Biosintesis de nucleétidos pliricos — Biosintesis de protidos.

El posible significado biolégico del
aumento de actividad de la triptofan
peroxicdasa producide per el cortisol y
el triptofano, asi como el abatimiento
originado por la adrenalectomia, ha
sido explorado por nesctros en reciente
trabajo.®! Este aminoacido experimenta
la siguiente transformacién metabdlica:

Triptofano — Formilquinurenina —
xiantranilico — semialdehido ¢ amino

sefialarse €l hecho de que la adminis-
tracion de niacinamida a ratas, a la
dosis éptima de 500 mg. por kilo de
peso, eleva el contenido de difosfopi-
ridin nucledtido a cifras 10 veces supe-
riores a las encontradas en los animales
testigos. 32 Como la transformacion del
triptofano en niacina y posteriormente

3 hidroxiquinurenina — #4cide 3 hidro-
B carbomucénico —

A acido glutrico

4cido quinelinico

N, decido nicotinico — niacinamida

La triptofan peroxidasa cataliza la
transformacién del triptofano a formil-
quinurenina e inicia los cambios estruc-
turales de la molécula del aminoécido
que lo pueden llevar a la formacién de
dcido nicotinico o sea de niacina y pos-
tericrmente a la amida del mismo o sea
a la niacinamida. Por otra parte, debe

en niacinamida es un hecho estableci-
do, hemos investigado la influencia del
certisol, del triptofano, del cortisol mas
triptefano y de la adrenalectomia, so-
bre ¢l contenido hepatico de piridin
nucledtidos, entre ellos el difosfopiridin
nucleétido y el trifesfopiridin nucles-
tido en sus formas oxidadas. (Tabla 1.)
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Tasra 1

CONTENIDO HEPATICO DE NAD, NADP, MONONUGLEOTIDO DE

NICOTINAMIDA Y

RIBOSIDO DE NICOTINAMIDA EN RATAS

NORMALES Y EN LAS TRATADAS CON CORTISOL, TRIPTOFANOQ
O CON AMBAS SUBSTANCIAS CONJUNTAMENTE, CAMBIOS
PRODUCIDOS POR LA ADRENALECTOMIA

Actividad
Animales normales Promedio  621% Desv. Std.  64.00
' Error Std. 22,60 100%

Cortisol 813* Desv, Std.  41.26

(8) Error Std,  15.62 131
Triptofano 766 Desv. Std. 44,88

8 Error Std. 17.00 122
Cortisol mds triptofano 1 057% Desv. Std.  105.00

9 Error Std.  35.26
Adrenalectomia 564 Desv, Std.  44.88

(9 Error Std.  35.96

* Microgramos de piridin nucledtidos por gramo de tejido himedo.

Entre paréntesis niimero de animales utilizados.

Para correlacionar los cambios en el
contenido hepético de piridin nucledti-
dos y la actividad enzimatica se deter-
miné ésta en los mismos grupos de ani-
males. (Tabla 2.}

tofano y la comparacién entre ¢l des-
censo de dicha actividad y la disminu-
cién de los nucledtidos producidos por
la adrenalectomia.

Aunque las elevaciones de actividad

Tapra 2

CORRELACION DE CONTENIDO DE PIRIDIN NUCLEOTIDOS
Y ACTIVIDAD ENZIMATICA EN HIGADO

Actividad
Normales Promedio 5.28% Desv. Std. 1.20
(8) Frror Std. 0.38 100%
Clortisol 13.55% Desv. Std. 1,28
(8) Error Std. 0.56 257
Triptofano 11.66% Desv. Std. 1.56
9 Error 8td. 0.56 221
Cortisol mas triptofano 20.32% Desv. Std.  2.62
9 Error Std. 1.07 387
Adrenalectomia 3.27% Desv. Std. 0.40
(11) Error Std. 0.15 62

* Micromolas de quinurenina formadas por gramo de tejido seco por hora.
Entre paréntesis nimero de animales utilizados.

En la figura 1 se sefiala Ja compa-
racién entre el aumento de actividad de
la triptofan peroxidasa y el aumento de
piridin nucleétidos en el higado de la
rata producidos por el cortisol y el trip-

enzimética corresponden proporcional-
mente, en cada uno de Ios grupos de
animales, con aumentos en el contenido
hepiético de piridin nucleétidos y el des-
censo de actividad de la enzima con
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Figura 1

disminucién de los mismos en los ani-
males adrenalectormnizados, los cambios
en las concentraciones de éstos no pa-
recen ser de magnitud importante si
s¢ comparan cen los aumentos de di-
fosfopiridin nucleétido obtenidos cuan-
do los animales reciben nicotinamida
y que llegan a cifras 10 veces superio-
res a las encontradas en los animales
normales. Por otra parte, es importante
sefialar que si bien la adrenalectomia
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reduce hasta el 629 la actividad enzi-
mitica, el descenso en el contenido de
piridin nucleétido es minimo si se le
compara con las cifras encontradas en
las animales normales, o sea de 621 a
564 microgramos. A juzgar por lo an-
tetior se piensa que la sintesis de nuevas
moléculas de triptofdn peroxidasa, es-
timulada por el cortisol y por el trip-
tofano, o la disminucién de dicha
actividad observada en los animales
adrenalectomizados, no constituyen fac-
tores importantes para la regulacién
de la sintesis de piridin nucleétidos en
cl higado.

Como otro y tltimo ejemplo de estos
aspectos acerca de la regulacién hor-
monal de la actividad enzimitica, se-
fialaremos que hemos estudiado la acti-
vidad de la ribonucleasa Acida en el
utero de la rata y las medificaciones
que experimenta por la aplicacién de
dipropionato de estradiol, de clorhi-

TapLs 3

ACTIVIDAD DE LA RIBONUCLEASA ACIDA EN EL UTERO DE LA RATA.
CAMBIOS PRODUCIDOS POR LA EDAD, APLICACION DE 100 MICROGRAMOS
DE DIPROPIONATO DE ESTRADIOL Y APLICACION CONJUNTA DE ESTRA-
DIOL Y DE 25 MG. DE CLORHIDRATQO DE TETRACICLINA POR VIA
INTRAPERITONEAL. EFECTOS DE LA OOFORECTOMIA.
RATAS DE CUATRO SEMANAS DE EDAD. RESULTADOS EN UNIDADES DE ACTIVIDAD.

Normales Estradiol
(4) (4]
3.75 4.23

De sicte semanas
Normales Estradiol Estradiol més Cl. de te- Ooforectomia
{raciclina
(3) (5) (6) (5)
7.33 14,72 6.50 3.40
De nueve semanas
Normales Estradiol BIUI0J0I0JO()
(5) (5)
8.85 15,00 5.11
De doce semanas
Normales Estradiol Ooforectomia
8 (7) 8)
10.05 14.37 4.75
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drato de tetraciclina y por la ocoforec-
tomia. Los resultados se exponen en la
tabla 3.

Puede apreciarse que la actividad
enzimatica es muy baja en el Gtero de
los animales inmaduros de cuatro se-
manas de edad y que aumenta sensi-
blemente en los demas grupos. Por
otra parte, el efecto estimulante de la
hormona sobre la actividad enzimatica
es insignificante en ellos y por lo con-
trario muy manifiesto en los animales
de siete, nueve y doce semanas de edad,
en lcs cuales el ttero y las trompas ex-
perimentan el maximo aumento de ta-
maiio por efecto de la hormena. La
coferectomia reduce notablemente la
actividad enziméitica en los animales de
siete, nueve y doce semanas en que fue
practicada.

De’lo anterior se deduce que la acti-
vidad ribenucledsica se eleva en el tte-
ro durante las etapas de su desarrollo
y crecimiento y que el estradiol estimu-
la conjuntamente esta actividad y el
crecimiento del érgano.

Puede cencluirse que en el dtero, a
scmejanza de lo que sucede en el higa-
do, el aumento de actividad ribonu-
cledsica, coincidente con el preceso de
desarrollo, se ejerce sobre acidos ribo-
nucléicos a los que desintegra para que
se aprovechen después los complejos
purices y pirimidicos resultantes de su
hidrélisis, en la sintesis postericr de va-
ricdades de 4cido ribonucleico mensaje-
ro indispensable para la biosintesis de
proteinas en el Grgano.®4

El clorhidrato de tetraciclina impide
el efecto estimulante del estradiol sobre
la actividad enzimitica, lo que demues-
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tra que es debido a sintesis de nove de
la enzima, Como nota final mencio-
naremos que la aplicacién de la hor-
mona no modifica la actividad enzima-
tica en el higado y que lo mismo acon-
tece con la ooforectomia, lo que de-
muestra su especificidad de accién.
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NUEVOS METODOS DE VALORACION DE LAS
HORMONAS PROTEICAS!

Dr. Franciseo Durazo-Quiroz?

Se hace una breve revisibn de los primeros intentos para
aplicar los métodos inmunolégicos en la valoracién de las hormo-
nas proteicas. Se describen los trabajos de Wide y Gemzell sobre
la gonadotropina coriénica, que culminaron con su método cuan-
titativo para investigar esta hormona en la sangre y en la oring,
con gran especificidad y precisién, Finalmente se describe ¢l
procedimiento radioinmunoclégico aplicado a la investigacién de
las gonadotropinas hipofisiarias, el cual se encuentra en la etapa
experimental. (Gac. M#p. Méx. 98: 630, 1968).

I, InrtrODUCCION

RRGI’ENTEMENTE la investigacién de
las hormonas proteicas en la sangre
y en la orina por métodos biolégicos,
ba significado un instrumento de gran

1 Trabajo de seccién presentado en la se-
sién ordinaria del 4 de octubre de 1967,

2 Académico numerario. Hospital Gene-
ral de México, Secretaria de Salubridad y
Asistencia.

utilidad clinica. Pero en muchos aspec-
tos estos métodos no son satisfactorios
debido a las miltiples variantes inheren-
tes a los procedimientos biolégicos; a su
laboricsidad, al tiempo que consumen
y en algunas ocasiones a su elevado cos-
to; ademds de que su especificidad es
dudosa.

El progreso alcanzado por la inmu-
nelogia y la inmunoquimica durante los
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ultimos afios, revelé la posibilidad de
utilizar métodos inmunolégicos para
cuantificar a las hormonas proteicas, las
que bajo clertas circunstancias actfian
como antigenos.

La insulina fue la primera hormona
investigada por medio de una téenica
inmunoldgica, por Arquilla y Stavitsky
en 1956.1 El método basado en que la
insulina inhibe la aglutinacién o hemé-
lisis de los eritrocitos sensibilizados en
presencia del antisuero especifico, fue
aplicado por Read y Stone? en 1958, en
la investigacién de Ja hormona somato-
tropa.

En esta primera etapa se aplicé la
reaccién de inhibicién de la hemagluti-
nacién sin obtener resultados uniformes,
debido principalmente a que las prepa-
raciones hormonales utilizadas no eran
lo suficientemente puras para producir
anticuerpos especificos; y a la imposibi-
lidad de obtener eritrocitos sensibiliza-
dos estables por largo tiempo.

Las investigaciones realizadas duran-
te la Gltima década con las hormonas
hipofisiarias, nos han proporcionado
una importante informacién sobre su
aislamiento; caracteres fisico-quimicos;
biologia, inmunoquimica vy sintesis, y
han permitide la obtencién de prepa-
rados lo suficientemente puros para
obtener una respuesta inmunolégica
especifica.® Y el tratamiento de los eri-
trocitos con formalina y 4cido ténico,
les ha proporcionado gran estabilidad
sin pérdida de su capacidad reactiva,
pudiendo guardarse liofilizados o en so-
lucién por mas de 6 meses.

Una wvez superados éstos inconve-
nientes sc pudo aplicar este principio
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a la investigacién de diferentes hormo-
nas.

Wide y Gemzell* en 1960, desarro-
llaron un método para la investigacién
y cuantificacién de la gonadotropina
coridnica en la sangre y en la orina,
valorande su especificidad, precisién y
sensibilidad, logrando una exactitud de
99.8% 7 y gran precisién en los ensa-
yos cuantitativos, que han venido a
subsistir a los métodos biolégicos tradi-
cionales* significando una gran adqui-
sicién. para la clinica y la primera apli-
cacién prictica de los métodos inmuno-
légicos en la medicién de las hormonas
Pproteicas.

II. INVESTIGAGION DE LA
GONADOTROPINA GORIONICA

El métedo inmunolégico para la in-
vestigacién de la gonadotropina corié-
nica en los liquidos orginicos, se basa
en la inhibicién de la aglutinacién de
los eritrocitos sensibilizados con gona-
dotropina coriénica, en presencia del
antisuero conteniendo los anticuerpos
especificos (Fig. 1).

El antisuero se obtiene de conejos
inmunizados con gonadotropina corié-
nica humana suspendida en adyuvante
de Freund.
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La preparacion de los eritrocitos
comprende tres ctapas:

a) Eritrocitos de carmero son esta-
bilizados por tratamiento con formal-
dehido,

b) Los eritrocitos estabilizados son
tratados con acido tanico.

¢) Las células tanadas son tratadas
con gonadotropina coriénica humana.

La especificidad de esta reaccién con
gonadotropina coriénica humana, fue
investigada por los autores, encontran-
do una reaccién cruzada con la hor-
mona luteinizante.

La sensibilidad de este método es ex-
tremadamente alta; es posible medir
cantidades de 20 a 40 unidades de go-
nadotropina coriénica peor litro, en
comparacién con la prueba biolégica
de Friedman, la que requiere cuando
menos de 1,000 a 2,000 unidades por
litro para dar una respuesta positiva.

En la actualidad se cuenta con dife-
rentes preparados comerciales, que per-
miten obtener un resultado en el tér-
mino de dos horas, y que han hecho
posible la medicién de la concentracién
de la gonadotropina coridénica en la
sangre y en la orina durante el emba-
razo normal, con gran precisién; asi

GONADOTHORINA CORIONICA LAINARIA ™
tNaARAZO KONMAL
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como en diversas situaciones patolégi-
cas del mismo, como son: la amenaza
de aborto; embarazo ectdpico, muerte
fetal intrauterina; mola hidatiforme y
coriocarcinoma.

En la figura 2 se representa la cur-
va de la gonadotropina urinaria en el
embarazo normal;® y en la misma se
sobreponen los resultados encontrados
en 5 casos de amenaza de aborto, con
valores entre 500 y 1,500 unidades; en
8 casos de mola obtuvieron valores en-
tre 300,000 y 750,000 unidades; en 8
casos de muerte fetal la concentracién
oscilé entre 1,500 y 7,500 unidades. En
5 cascs de embarazo ectbpico se obtu-
vieron valores semejantes a los obteni-
dos en la amenaza de aborto, entre
500 y 1,500 unidades.

En estos dltimos casos la prueba bio-
légica dio resultados negativos.

La utilidad de este procedimiento es
manifiesta, y su rapidez, sencillez y es-
pecificidad hacen de él un instrumento
muy valicso en el manejo de las situa-
siones patolégicas mencionadas. En
1961 Ross, Wide y Gemzell® aplicaron
el mismo principio de la inhibicién de
la reaceién de hemaglutinacién, en la
investigacién de la hormona luteinizan-
te y de la hormona estimulante del
foliculo, obteniendo resultados poco
prometedores,

ITI. INVESTIGACION DE LAS
GONADOTROPINAS
HIPOFISIARIAS

A partir de entonces se iniciaron
nuevos esfuerzos encaminados a medir
la concentracién de las hormenas pro-
teicas, basindose en la inhibicién cuan-
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titativa de la reaccién entre una hor-
mona determinada, por ejemplo gona-
dotrepina coridnica (G.C.) marcada
con Il y sus anticuerpos especificos,
por G.C. no marcada y separacién
posterior de los anticuerpos unidos a la
hormona marcada con I'¥! de la hor-
mona libre segiin la téenica de Fein-
berg:™ principio descrito por Berson
y Yalow® y que ha sido utilizado en los
tltimos afios ampliamente en la medi-
cién de las hormonas de la hipéfisis
anterior (Fig. 3).
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Figura 3

Midgley ha aplicado este procedi-
miento radicinmunolégico en la deter-
minacién de las hormonas luteinizante
y estimulante del foliculo.?-10

Lazarus y Young" lo han empleado
en la investigacién de la hormona de
crecimiento; y Yalow y Cols!? en la
estimacién de la insulina sérica.

Bésicamente el procedimiento consis-
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te en hacer reaccionar en el tubo de
cnsaye una alicuota del suero problema
comprendida entre 0.2 y 0.5 c.c., con
0.2 ce. del antisuero a 4° . durante
24 horas,

Después se agrega la hormona mar-
cada con I¥! (0.1 ¢, c.) se mezcla y
se guarda a 4° C. por otras 24 horas.
Al 3er. dia se afiade gamaglobulina
anticonejo.

Al 6% dia se centrifuga, se separa el
sobrenadante y se cuenta el precipitado
en un contador de centelleo, y los re-
sultados se expresan directamente como
per ciento de cuentas referidas a la
curva de dosis-respuesta trazada con
estindares de la hormona no marcada
(Fig. 4).

La radiciodinacién de la hormona
que se va a investigar (H. F. E,, ¢ H.
L.) se realiza por el método de Green-
wood y cols. ¥ para obtener una activi-
dad especifica de 100 a 150 » c/mg.,
utilizando cloramin T como oxidante.

La gamaglobulina anticonejo se ob-
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tiene de Mann Sylvana-Hyland v se
titula en presencia del sistéma antigeno-
anticuerpo que se va a utilizar para
precisar la cantidad adecuada que debe
utilizarse.

EI antisuero especifico se obtiene in-
munizando conejos con 3 inyecciones
de 2.5 mg. de la suspensién de la hor-
mona pura en una mezela de cloruro
de sodio al 0.99% y adyuvante de
Freund, a intervalos de 3 semanas.

Los animales son sangrados una se-
mana después de la Gltima inyeccién.

Los patrones hormonales de H. L. y
H. F. E. utilizados se obtuvieron del
British Research Council. El diluyente
que se utiliza en toda la reaccién estd
compuesto por una solucién de cloruro
de sodio 0.04 M. en un amortiguador
de fosfatos al 0.04 M. a pH 7, y a la cual
se le agrega seroalbtimina de conejo (1
mg/c.c.) y merthiolate (1:10,000). En
la obtencién del antisuero especifico se
utiliza G. C. purificada para la deter-
minacién de H. L. debido a la reaccién
inmunolégica cruzada entre estas dos
hormonas; tratindose de investigar H.
E. F. se puede emplear hormona puri-
ficada de origen hipofisiario, o bien la
hormona aislada de la orina de muje-
res postmenopausicas, absorbiendo el
antisuero con extracto de orina de ni-
fios menores de 3 afios (Pedeux) para
remover anticuerpos no especificos; asi
como con G. C. humana para eliminar
anticuerpos anti H. L.

Tenemos la impresién de que estos
métodos radioinmunoldgicos, son alta-
mente especificos, y de una gran sensi-
bilidad que permiten detectar cantida-
des hormonales inferiores al microgra-
mo; pero requieren gran precisién oy
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personal especializado, ademds de equi-
po costoso.

Cierto es que algunos autores (La-
zarus, Midgley?-!') han comunicado los
resultados de las primeras aplicaciones
clinicas de estos métodos de dilucién
isctopica, en la investigacién de las go-
nadotropinas hipofisiarias y sematotro-
fina.

Pero por el momento habri de su-
perarse la etapa inicial de expedimen-
tacién y valoracién, con dominio de la
técnica, que seguramente se traducird
en modificaciones substanciales, que
permitirin manejar estos ltimos méto-
dos al nivel de la clinica.
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