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Il Clasico de este nimero fué el resultado de Ia colaboracién entre
Andrew V. Schally de Nueva Orledns y Carlos Gual de la Ciudad de
México. La colaboracién se desarrollé a partir de un encuentro casual en
un Congreso de Endocrinologia en 1965 (ver la Nota Histérica en este
niimero) en una época en qué las hormonas hipotaldmicas eran motivo de
duda y especulacién. Este articulo también fue la primera vez que un
extracto hipotalimico relativamente puro contenia lo que ahora
conocemos como TRH (hormona liberadora de TSH) y que demostraba
claramente que era efectiva en el hombre,




Some
Recollections of
Early Clinical
Studies on
Hypothalamic
Hormones: A Tale
of a Successful
[nternational
Collaboration

Andrew V. Schally &
Carlos Gual

Introduction

One of the major discoveries in the
history of endocrinoclogy was the proof
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of the existence of hypothalamic hor-
mones, or releasing factars, three de-
cades apo. Both thyrotropin-releasing

(TEH) and

hormone-releasing  hormone

luteinizing
{L.H-
RH), also known as ponadotropin-
releasing  hormone (GnBH), were
isolated and chemically characterized
at the end of the 1960s and the begin-
ning of the 1970s. However, relatively
few are aware that che first clinical tri-
als in humans of natural and syncheric
TEH and LH-RH were carried out in
Mexico between 1968 and 1972 as the
result of a close collaboration between
the authors {AVS and C35). These pi-
aneering tests on TRH and LH-RH,
and in later years on LH-BH analogs,
played a major role in introducing

hommone

these compounds into chinical medi-
cine. TRH, though no longer widely in
clinical use except in special situa-
ti.l'_,'lml Was FI:“' SLIETRLE :r'l'.illﬁ- tl“.'. HI_:L".‘.‘
standard” when used to vese for hyper-
thyroidism., On the other hand, LH-
BEH, as well as its aponists, antagonists
and cytotoxic analogues, are firmly
established, or are being explored, as
important therapeutic agents in gyne-
cology, encology, and uralogy [1-5], As
the main players in these projects, in
the USA {AVS) and Mexico (CG),
respectively, as well as in the izolation
and synthesis of LH-RH ieself (AVS)
[6-5], we will attempt to give a histor-
ical account of these events,

Early Years and First Contacts

By the early 1950s the idea thae
the brain somehow affected the secre-
tlon of anterior pituicary hormones
had become respectable. Attention
focused on the hypothalamuos and its
vascular connection to the pituitary,
Several groups began to try wo find and
identify the postulated hypothalamic
hormones with an initial focus on the
hypothetical factor that stimulared
the release of ACTH, chosen because
stress caused cortisol secretion and the
effect seemed medizced through the
central nervous system, There was
some success at first, particularly in the
physiologic demonstration that the
corticotropin-releasing factor or hor-
mone (CRF or CRH) seemed in fact
o exist. But its isolation and chemical
nature were elusive [10] and this was
so for any hypothalamic hormone.
The decade from about 1957 to 1967
was quite discouraging for investiga-
tors; the failure to identify CRH or
any other hypothalamic hormone cast
doubr on the validity of the initial
findings of these, including AVS, whe
were convinced of their presence,
AVS and others working in chis area
were exposed to sarcasm, skepticism
and even tidicule by many American
scientists and physicians in the en-
docrine field, who seemed not to un-
derstand the technological problems
invalved in the effort, The evidence
for hypothalamic hormones was seen
as only circumstantial, and the hor.
mones themselves hypothetical; they
wers likened to the Loch Ness mon-
ster and the Abominable Snowman of
the Himalayas and the question raised
was whether or not they were but a
watery illusion [11]. By the end of the
1960z, the shepricism reached a point
where the NIH, which had provided
funding for much of the work to thar
dlate, seriously considered stopping its
support and almest did =0 in 1969,
The consequences of this could have
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reen disastrous. Fortunately for AVS,
the Department of Vererans Affairs
(WA never wavered in its support.,

Despite the negative atmosphere,
there was in fact steady progress dur-
ing the 1960s though not without cc-
casional setbacks. The laboratories of
AVS [12] and Reger Guillemin bath
arracked the problem by arranging w
procure the hundreds of thousands of
hypothalami of domestic animals nec-
essary for any realistic effort to purify
useful quantities of hypothalamic hor-
mones; assays and putification steps
also got better. By the mid-1960s,
AVS had small amounts of biologi-
Cﬂ.”? active materials that were active
in stimulating the release of TSH or
LH although the chemistry of these
matetials remained elusive.

Mot all were pessimistic, however,
in the 1960s. It was encouraging that
some US and foreign scientists appre-
ciated the scientific and thempeutic
potential of hypothalamic hormones.
It was at such a time thar we {AVS and
(CG3) fiest became acqueinted in Octo-
ber 1965 at the Sixth Pan-American
Congress of Endocrinology in Mexico
City. Ar that time, CG served as the
Secretary General of the Congress and
was the Chairman of the Depariment
of Endocrinclogy as well as director of
the Clinic for Srudies in Reproductive
Biclogy at the Instituto Macional de la
Mutricion (INN), or Maticnal Insti-
tute of Nutrition, in Mexico City. (OO
had trained in endocrinclogy in the
19505, including 2 years doing steroid
biochemistry at the Worcester Foun-
dation for Experimental Biology. By
the mid-1960s, he was studying fertil-
ity control in women, including the
use of ovulation inhibitors, and doing
merabolic smdies on contraceptive
progestins. At that same time, AVS
had been a senior research scientist ac
the Mew Orleans VA Hospital, as well
as Professor of Medicine at Tulane
University School of Medicine for sev-
eral years. )
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CG and AVS had not met before
the Congress in 1965; each had two
papers on the program but only one
had to do with the hypothalamus, an
abstract by AVS on lipid mobilizing
factors in the hypothalamus. Of inter-
est is that each had a paper on conrra-
ceptive progesting and so had a
common interest. Meither of us re-
members exactly how we came to
meet but, after hearing cach others'
talks and then discussing common
problems, CG invieed AVS and his
associates to collaborate with his
group at [N in the clinical testing of
hypothalamic hormones in Mexico
City whenever these hormones might
become available,

AWS was grateful for this invim-
tion because it came at a time when
hypothalamic hormones were still not
firmly established and also because it
implied confidence on the part of OG
in the reality of hypothalamic hor-
mones; at the time, few clinicians in
the United States believed they ex-
isted. The Central Office of the Veter-
ans Administration also courageously
supported our decision in 1965 to per-
form clinical trials, but it was not until
1967 for TRH and 1968 for LH-RH
that porcine hypothalamic prepara-
tions in New Orleans were purified
enough for clinical studies in man. By
the time of the 31d lnternational Con-
gress of Endocrinology was held in
Mexico City in late Junefearly July
1968 (0G was the host organizer
again), these collaborative clinical
stuclies were in full swing,

TRH

All during this pericd  (the
1960s) AV'S had been hard at work on
TRH in New Orleans with Cy Bowers
{at Tulane) and Tommie Redding. By
1966, AVS and his colleagues had pu-
rified porcine TRH enough to show
that it conmins three amine acids
{glutamic acid, histidine, and pro-

line) [12, 13]. Over the next 3 years
AVS and Cy Bowers, with the expert
help of structural chemists from Karl
Folkers' group, identified the structure
of porcine TRH: it was pGlu-His-Pro-
NH, [14-18]. At about the same
time, Guillemin and his colleagues
also salved the structure of owvine
TRH {19, 20].

However, even before the struc-
el identification and synthesis of
TRH was completed, we thought it
important to test whether or not the
TRH, izolated from poreine hypothal-
ami, was actually active tn man. If it
were not, and if, for example, TRH
had the species specificity of growth
hormens, one would need w isolare
human TRH; this would have been an
impossible task at the time. So, CG
and AVS activated their collabora-
rion. We were formunate that Cy Bow-
ere, an accomplished endocrinologist
and a thyroid expert, also collaborated
with us in these studies, We assayed
plasma TSH not only by bicassay but
also by radicimmunoassay—rchen not
a simple assay to perform—the later
threugh the kindness of another col-
laborator, Al Parlow at UCLA.

In Mexico City, after CG ob-
tained informed consent from the paz-
ents, a highly purified preparation of
porcine TRH was injecred into three
hypothyroid cretins. A single low dose
of T, was given arally 24 hours before
the injection of TRH to lower high
plasma TSH levels. A detecrable rise
im TSH was seen within 3 minutes,
with a peal ar 15 to 30 minutes, fol-
lowed by a gradual fall over the next
120 minutes. TRH produced a rise of
more than 400% over the control
TSH values at 30 minutes in the most
responsive case. Thus, we showed that
highly purified nanral porcine TRH
does in Face stimulare TSH release in
man as evidenced both by bicassay and
madicimmuncassay.  Further,  the
results—along with other work in
mice and rats—showed thar porcine

Volume 11, Mumber 5



TRH dicd not have any species speci-
hcity. And, of course, the collaboration
itself was 2 major success. This paper is
the only recorded clinical study wich
natural TRH and appeared in 1968
[21] (see this issue'’s Classic).

The collsboration continued af-
ter we had obrained syntheric TRH:
we now studied its effect in normal
men |12, 23]. Blood was taken at vari-
ous intervals during a 3-hour period
after a quick single iv injection of
100-800 g of synzhetic TRH. Mea-
surements of seram TSH, FSH, LH,
and GH levels were carried out by
radioimmunonassays by another collab-
orator, Don Schalch at the University
of Rochester. Again, the serum TSH
levels rose after injection of TRH and
did so proportionate to the dose of
TRH. The highest TSH levels oc-
curred ac 30 minutes. Prerreacment of
patients with T‘ 5-7 hours before in-
jection of TRH partially or complerely
inhibited the response o TRH. In
most men, the levels of GH, LH and
IF'SH did not change significantly.
These results proved thar synrhetic
TRH, like natural TRH, is active in
men and that the effect of the serum
TSH levels is relatively specific. We
also showed that, in women, TRH in-
duces an even greater increaze in TS5H
levels thom in men [23]. This work was
completed in 1969 and the papers sub-
mitted in 1970 although one did not
appear in print until 1971,

Thus, it was in Mexico that our
collaboration showed for the first time
that natural and synthetic TRH can
significantly raise plasma TSH levels
in human beings with lictle effect on
the levels of LH, FSH or growth hor-
mone, These swdies on syncheric
TEH in normal men and women, as
well as in patients with primary hy-
pothyroidism, acromegaly, Melson's
syndrome or pituitary tumors, and also
the oral effects of TR and the ab-
sence of response in hyperthyroid pa-
tients or subjects pretreated with T; or
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T, were all reported by CG in detail at
the Laurentian Hormone Conference
in September 1971 [24]. On the basis
of these studies, we suppested thar
TRH, used in a dingnostic test either
alone or combined with LH-RH [AVS
and his group had by then determined
the structure of LH-BH; sce below),
might not only be clinically useful bue
might also be a means for a better un-
derstanding of hypothalamic- piruitary
physiology. Later work confirmed the
diagnostic utiliy of TRH [25]. Others,
of course, were able to show the effect
of synthetic TRH in man in 1970,
generally after we had completed our
studies [26-29], Later, it was also
demonstrated by others that TRH can
release prolactin in addition o TSH
[30, 31].

LH-RH

The elucidation of the structure
of TRH removed almost all of the
skepticism surrounding hypothala-
mic hormones. AVS and his col-
leagues were now able to devore more
time to the problem of LH-RH and
quickly obrained potent preparations
of natural LH-RH, the activity of
which was documented in various in
vitro and in vivo assays. In view of the
success in clinical studies with TRH,
we felt that we (AVS and CG) should
test highly purified preparations of
porcine LH-RH in man,

It was a grear stroke of luck thae
Abba Kastin joined AVS in 1964,
mostly to conrinue his work on MSH.
Because he was also an accomplished
clinician, we asked him in the late
19605 to join us in the clinical trials of
LH-RH and he agreed. He was a very
efficient collaborator and helped us
carry out most of our clinical studies
on LH-RH. We also collaborared with
Fees Midgley, and later Don Schalch,
who did the radicimmunoassays for
LH and FSH.

The crucial issue in the first study,

again done in Mexico City and pub-
lished i 1969 [3:".], was whether or not
poreine LH-BH would release LH in
humans bBecause of the same concemn
that arose with TRH, namely, whether
or not LH-RH showed species speci-
ficity. The natural porcine LH-RH
used was purified from porcine hypo-
thalamic tissue [7]. This involved ex-
wraction with acetic acid, gel filcration
on Sephadex G-2% colummns, concen-
tration with E}]ICl]l}L and separation
from other material by the use of chro-
matography and rechromatography on
carboxymethyl columns,
free-flow electrophoresis, and counter-
current distribution [7, 12]. Later as-
says showed in retrospect that this
preparation had about one-tenth the
potency, at least in the rat, as more
highly purified LH-RH preparations or
the synthetic marterial [7]. Although
the extracted marerial was still limited
in supply, we fele that we had encugh
to do a range of clinical studies. (Inall
of the studies with either namral or
synthetic LH-RH we obrained writren
informed consent, injected the LH-
RH intravenously, drew blood samples

cellulose

at various time intervals, and measured
LH and FSH levels by radioimmuno-
assay. MNone of the subjects experi-
enced any side effects)

First, we locked at whether sex or
pretreatment with female steroids af-
fected the response w LH-RH. LH-
RH was injected iv into two untreated
men, two untreated women, two men
pretreated with ethinyl estradiol, and
two women pretreated with an oral
contraceprive preparation. The con-
trol procedure was an injection of ly-
sine vasopressin. The result was clear-
cut: in both men and women, LH-RE
did in face cause a highly sipgnificant in-
crease in serum LH and a significant
rise in serum FSH. The peak release of
gonacdotropins occurred approximarely
24 minutes after injecrion. Pretreat-
ment with steroids did not interfere
with this response to LH-RH, indicat-
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ing that the major site of the negative
feedback is at the level of the hypo-
thatarmus or higher in the central ner-
vous system. This study constituted a
clear demonstration that LH-RH of
animal origin could release LH and
F5H o the human and thus thae LH-
RH is not species specific [32]. Similar
effects on LH were found by other in-
vestigators at about the same time but
the hypothalamic preparations used
were cruder and the importance of
these reports unclear wirth regard w
LH-RH itself [33, 34].

[n the second study, published the
following year, we included 12 sub-
jects, 8 of whom were women, and ex-
amined several other variables. As in
the fist B-LI.IL{T,SJ.‘:HIII'I ILH it two nommal
women showed an increase of more
than 250% after the injection of LH-
RIL; FsH levels were doubled [35).
Womnen who had secondary amenor-
thea or were postmenopausal also re-
sponded to LH-RH by releasing LH
and F5H even though the larter group
began with much higher basal values
than premenopausal women. The
response in postmenopausal women
persistedd even when the high po-
nadotropin levels had been suppressed
by an oral contraceptive. In normal
men, LH-RH was active when given
either subcutaneously or intrave-
nously. Thus, in this second study we
confirmed the initial observations with
LH-RH and extended them to pa-
tients with high gonadotropin levels.

In our third Mexican study, still
with nawral LH-BH, we gave the
LH-RH to six men after 1 to 2 weeks
of pretreatment with
estrogenic compound, clomiphene,
which is commonly used ro induce
ovulation in women. The clomi-
phene induced a high level of both
LH and FSH, presumably due in part
to the blockade of the negative feed-
back effects of endogenous estrogen
at the hypothalamic level. At that
point, the injection of LH-RH in-

the anti-
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duced a further significant increase in
serum LH and FSH [36]. This demon-
strated that LH-RH can further aup-
ment the release of LH in both men
and women who have existing raised
serum levels of ponadotropins. An in-
teresting aspect of this study was the
unexpected inding of an absence of
response to LH-RH and clomiphene
in one of the subjects, a 27-year-old
physician, who was then a fellow in
endocrinology. Further investigation
revealed the presence of a pituitary
tumor, the first to be diagnosed by the
administration of LH-RH.

In these firse three clinical srudies
with LH-RH we used fairly high doses
of LH-EH in an attempt to increase
the chances of obtaining a pood re-
sponse; the doses were estimated on
the basis of animal studies and ranged
from 0.7-1.5 mg of purified LH-RH.
To determine the minimum effective
dosage in man and to determine a
dose-response curve, we administered
seven different dosages, ranging from
0001 o 08 mg, o three normal
males. We found that the smallest in-
ravenous dose of LH-RH that pro-
duced a statistically significant rise in
the serum LH level was 10 pg, while
30 pg of LH-RH was needed to signif-
icantly increase serum BSH levels
[37]. A highly significant linear trend
was observed in the log dose-response
curvie. The results indicared that LH-
RH can stimulate LH and FSH re-
lease in man at doses much lower
than previously used.

We also were able to study chil-
dren with natoral LH-BH o see
whether the prepubertal response dif-
fered from that of adults. We gave
3R g of LH-RH to four prepubertal
and four adult human subjects. The
resulting increases in plasma levels of
LH and FSH were highly significant
at 16 and 32 minures but did not dif-
fer with either age or sex [38]. The
mean maximum elevation in LH val-
ues was 290% for men and 425% for

wuinien, while the increase in LH few-
els was 500% in boys and 850% in
girls. No significant elevation oc-
curred in the levels of growth hor-
mone, thyrotropin, or cortisol. It was
concluded that LH-RH is a potent
and specific hypothalamic-releasing
hormone for LH and FSH in prepu-
bertal children as well as in normal
adulrs. This study also indicated that
the pituitary is not the limiting organ
in the onsct of puberty.

An important clinical use of LH-
RH would be for distinguishing hypo-
thalamic from pituitary disorders of
gonadotropin secretion, To assess this
potential diagnostic rale for LH-RH,
the effects of LH-RH administered in
conjunction with TRH were investi-
gated in three patients with pituitary
turnors producing acromegaly [39].
Interestingly, the three patients stud-
ied showed different patterns of re-
sponses to the rwo hormones. In the
first subject, administration of LH-
RH caused an increase in LH levels,
but TRH injection produced no rise
in T'5H. In contrast, in the second pa-
tient TSH levels increased after TRH
administrarion, but there was no ele-
vation of LH levels after LH-RH. The
third patient, with mild acromegaly,
respended to both LH-RH and TRH.
Thus, three different patrerns of hor-
monal response were produced after
the administration of LH-RH and
TRH in three patients with acro-
megaly, which demonstrated the vari-
ability of hormonal dysfunction in
this disease. This study also indicated
the potential nsefulness as well as the
limitations of the LH-RH and TRH
test in the diagnosis of pituitary disor-
ders.

We studied other pathological
conditions using natural LH-RH;
these included Klinefelter's, Turner’s,
and Kallman's syndromes. Patiencs
with Klinefelter's and Turners syn-
dromes had, as expected, hipgh gonad-
otropin levels; as in postinenopusal
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wormen. The administration of LH-
RH produced a further release of LH
and FSH. In patients with Kallman's
syndrome, the gonadotropin levels
were low and there was a sm'd]l ]:lll.L
significant response to LH-RH [40].

In reviewing these and other
studies [40], we pointed out that sub-
jects with normal, low und high
serum LH and FSH levels all respond
o LH-BEH. Thus, subjects with nor-
mal resting levels of LH and FSH, ie,
normal men or women and normal
boys and girls, and some patients with
pituitary tumors, responded o LH-
BH. Subjects with low levels of LH
and FSH, such as men pretreated
with ethynylestradiol, women pre-
treated with Lyndiol, and patients
with hypogonadotropic hypoponad-
ism and anosmia were also able o re-
lease LH and FSH in response to
LH-BH. Subjects with elevared rest-
ing levels of LH and FSH including
postmenopausal women, men pre-
treated with clomiphene, subjects
with Turner's syndrome and Klinefel-
ter's syndrome likewise responded o
LH-RH.

We were fortunate in being able
to obtain a tiny amount of natural
human LH-RH, purified from human
hypothalamic tissue, which we gave
to normal men. Because only small
amounts of human LH-BH were
available, the doses given signih-
cantly stimulated only the release of
LH [41]. Nevertheless, this was the
only time that natural human LH-
RH was given to man and shown o
elicit a response.

We were also able to give natural
porcine LH-RH o a woman and in-
duce ovulation. Purified LH-RH was
infused iv for 24 hours into a woman
with secondary amenorhea who was
pretreated with human menopausal
gonadotrapin (Pergonal). Supplemen-
tal LH-RH was injected iv rapidly at 8
and 24 hours during the infusion. Ovu-
larion, indicated by a rise in the basal
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boddy temperature and a marked in-
crease in urinary pregnanediol levels,
was confirmed by pregnancy [42]. This
was the fiest hine chac LH-FEH might be
useful in the treatment of some cases ol
infertiliry.

The results of these carly studies
with the natural LH-RH, all done as
a collaboration of AVS and CG, were
confirmed a year or two later with
synthetic LH-RH [43]. However, the
pioneering clinical studies with nat-
ural LH-RH provided a firm founda-
tion and invaluable puidance for all
of the later studies with the syntheric
torm of the hormone,

In the meantime, the absence of
species specificity and the strong in-
dications that LH-RH might be use-
ful clinically, ift only it were widely
available, further encouraped AVS
and his colleapues to continue the
vigorous effort involved in the isola-
tion of LH-BH.

Accordingly, even before some of
the clinical studies with natural LH-
EH were completed, AVS and his col-
leagues in MNew Orleans established
the amino acid sequence of porcine
LH-RH and synthesized the hormeone
[6-9]. AVS himself isolated a small
amount of LH-RH from 160,000 hy-
pothalami [7] and his chemist col-
leagues, Yoshihiko Baba and Hisayuki
Marsuo, were able to establish the
amino acid sequence and carry out the
synthesis once they realized that there
were 10 instead of nine amino acids in
the peptide [6, 44]. Another New Ok-
leans colleagee, Akira Arimura, was
then able to show that the synthetic
decapeptide was highly active in 7e-
leasing LE i vivo in rars, thanks to an
excellent antibody to LH donated by
Gordon MNiswender, The Announce-
ment by AVS of rhe isolation and
structure of LH-RH was a major event
at the Fifty-third meeting of the En-
docrine Sociery held in San Francisco,
June 24-26, 1971 [45]. At this very

same meeting, UG was also able to

present the effects of natural porcine
LH-RH in man and proposc its use as
adiagnostic test [46], Onee apain, the
collaboration succeeded.

Further studies showed thar bath
natural as well as synthere LH-BIH
stimulated the release FSH as well as
LH. AVS and his collaborators formu-
lated the concept that one hypothala-
mic hormone  designared LH-RH/
FSH-RH or simply GnRH contrels the
secretion of both ponadotropins from
the pituitary gland [8, 9]. However, the
abbreviation GnBH for gonadotropin-
releasing hormone tumed out o be
confusing, because it is too similar to
GH-BH (growth hormone-releasing
hormone) and later it was repeatedly
recommended thar the abbreviation
LH-REH should be used, at least for the
analogues [1, 2, 47).

CG and AVS, and their several
colleagues, then went on to show that
the synthetic preparation gave the
same results under differing condition
in man as did the natural one [43]. Be-
cause synthetic LH-RH stimulated
the release of LH and FSH in man,
could be made in large quantities, and,
to our great satisfaction, caused no
sitle effects, many clinical studies were
now possible. In the ealy 1970s, OG
summarized these early clinical studies
oty both LH-RH and TRH [48-50).
Withour the collaboration between
AVS and CG, this work could not
have gone as quickly as it did.

In the early 1970s CG became in-
volved in an international collabora-
tion between INN and the WHO on
issues of reproducrive biology and re-
search training and was unable to de-
vote the necessary time to these
studdies. He (CG) then recommended
to AVS that the Mexican collabora-
tion continue between AVS and Ar-
turo Zarate. Zarate had been a praduare
student of CG and by the early 1970s
was the Chairman of the Department
of Gynecological Endocrinology at
hospitals of the Instinuto Mexicano de
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Seguro Social (IMSS). AVS readily
agreed and in addition was able 1o
work with one of Zarate’s colleagues,
David Gonzales-Barcena, whom AVS
hiad met in 1970 at the VII Pan Amer-
ican Congress of Endocrinology in
Sao Paulo, Brazil. Both Zarare and
Goneales-Barcena worked with AVS
to perform clinical studies with both
natural and syntheric LH-RH [39, 42).
They were able to induce ovulation in
several women  with  hyporhalamic
anovulation, two of whom became
pregnant [51). This study showed that
synthetic LH-RH can release enough
E5H and LH to induce follicular de-
velopment as well as ovulation and es-
tablished its potential usefulness in the
treatment of some cases of sterility.

LH-RH is now considered to be of
particular diapnostic value in the in-
vestigation of impaired fertility in both
men and women. On the therapeutic
sicle, many reports indicate that pul-
satile administrarion of LH-RH =mn
induce ovulation in anovulatory pa-
tients. LH-RH is also used to bring
abour the descent of the testis in cryp-
torchid boys. In addition, therapy wich
LH-RH may be useful for normalizing
testicular function in patienrs with id-
iopathic hypothalamic hypogonadism
in whom there is an impairment of re-
lease of endogenous LH-RH [52).
Owerall, the collaboration of AVS and
his Mexican colleagues was not only
productive in showing the relevance of
LH-RH in human physiology but was
also key in offering LH-RH rto the field
of therapeutics.

LH-RH Analogues

In the years that followed the
isolation of LH-RH, AVS and his
group was one of several laboratories
that synrhesized a wide range of pep-
tide analogues of LH-RH [1, 2).
Eventually, it became clear thar there
were two broad categories of these
analogues:

6
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L. Stimulatory, superactive analogues
that cause prolonged liberation of
LH and FSH. Repeared adminis-
tration of these analogues was later
found to cause a down-regulation
of LH-RH receptors in the piw-
itary, which leads to inhibition,
cather than a stimulation, of the
secretion of gonadotropins and sex
steroids. This forms the basis of
their applications in gynecology
and oneology [1, 2).

L. Antagonistic analogues thar block
LH-RH receprors and cause an
immediate inhibition of LH and
FSH release and sex steroid secre-

tion |1, 2).

Extensive work, carried our over
the past two decades, has demon-
strated that agonists of LH-RH can be
used for the trearment of hormone-
sensitive neoplasms and gynecologic
conditions such as endometriosis and
leiomyomas as well as in assisted re-
production technology IVE-ET [1, 2,
53]. LH-RH agonists are also exren-
sively used for the treatment of ad-
vanced prostate cancer [1, 2] and in
some cases of premenopausal breast
cancers [2].

AVS continued to collaborate
with his Mexican colleagues in some
of this work, For example, in collabo-
ration with David Gonzalez-Barcena,
we showed in 1977 that an early an-
tagonist of LH-RH [D-Phe?D-
Trp?,D-Phet-LH-RH] significantly
suppressed the release of LH and FSH
in response to LH-RH in normal
men, the firse time this had been
demonstrated [54]. Later, with Ar-
turo Zarate and Elias Canales, we
showed that LH-RH anragonists can
inhibit the mid-cycle surge of LH and
FSH, and thus ovulation, in normally
cycling women [55]. However, the
suitability of LH-RH analogs for con-
rraception remains questionable.,

The applications of LH-RH an-
tagonists are expected to be similar to

those for the agonists [1, 2, 53] In
mare recent Mexican collaborative
studies with D. Gonzalez-Barcena, ar
IMSS Hospital, La Raza, we showed
that, for prostate cancer and other in-
dications such as leiomyomas, the new
LH-RH antagonists such as Cetrorelix
mity have an advantage over the apo-
nists based on the fact that they
inhibit LH, FSH and sex steroid secre-
tion immediately afrer starting their
use and thus reduce the time of the
onset of therapeutic effects as com-
pared with agonists [56, 57]. The rapid
shrinkage of the prostate and im-
provement in urinary symptoms ob-
tained with Cerrorelix in men with
benign prostatic hyperplasia suggests
that LH-RH antagonists offer a thera-
peutic alternative in patients who are
considered poor surgical risks [56, 58].
Thus the direction of the collab-
orative studies in Mexico is clearly
changing from endocrinology and gy-
necology to oncology [59-61).

Epilogue and Reflections

The key role that CG played in
the very first clinical trials of TRH
and LH-RH was recognized by an in-
vitation from US clinicians to present
this work at the 1971 Laurensian
Hormone Conference [24). These
achievements were also recognized by
a special session in honor of OG at the
Mexican National Academy of Medi-
cine. Thanks to the able leadership of
CG, these clinical studies helped es-
tablish Mexico as an important clini-
cal center in neurcendocrinology and
endocrinology. OG continued his ca-
reer in Mexican medicine and was ap-
pointed president of the Mexican
Academy of Sciences and the Na-
tional Academy of Medicine; later he
became Mexico's Deputy Minister of
Public Health (Secretaria de Salubri-
dad y Asistencia, 1976-1980).

AVE was recognized for his con-
tributions to Mexican science and
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medicine with his election as hon-
orary member of the Narional Acad-
emy of Medicine of Mexico in 1971,
some & years before a similar honor
came from the .S, National Acad-
emy of Sciences for his achievement
in basic research. As suggested above,
AVS largely switched to the cancer
field around 1976. Afier receiving
the LL5. Lasker award in 1975, AVS
was highly honored in 1977 o share
the Nobel Prize in Physiology and
Medicine “for his discoveries con-
cemning the peptide hormone produc-
tion of the brain” (the original award
citation in Swedish reads “for deras
upptickter rirande hjsrnans produlk-
tion av peptidhormoner.”). To signify
the importance of the collaboration
of AVS and CG in the work on TRH
and LH-RH, AVS was delighted to
invite G (as well as Abba Kastin,
who had been so instrumental in
the collaboration with Zarate and
Gonzalez-Barcena) 1o participate in
the Nobel Prize ceremonies held in
Stockholm, in December 1977, and
so to share in the honor. The collab-
oration was also recopnized by Mex-
ico when AVS received a gold medal
from the Mexican Academy of Med-
icine in 1977 and an award from rhe
Director General of IMSS in 1997 for
his contributions to development of
endocrinology in Mexico.

In the course of this collabora-
tion, a profound friendship developed
between CG and AVS. This friend-
ship extended also to many associates
and close friends of OG such as Dr
Jorge Martines-Manavtow, Director of
Family Planning Programs in Mexico
from 1977 through 1982, and others
who offered helpful advice and en-
couragement. Cur wives, Beatriz Gual
and Ana Maria Comaru-Schally are
also very good friends. The scientific
collaboration of CG and AVS was
smoothed by CG'%s fluency in English
and familiarity with U5, scientific
and medical procedures. Similarly, for

The Encdocrinologlse
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AVS, this friendship was supported by
the knowledge of and the deep respect
for the history, customs and rraditions
of Mexico and his familiarity with
Spanish. On his more than 80 visits 1o
Mexico AVS has always been created
by all with friendship and prear cour-
tesy.

Because of our unfailing and con”

tinucd interest in medical research,
G and AVS, more than 30 years af-
ter our initial work together, have now
planned major clinical trials in Mex-
ico with a variery of new antitumor
peptide analogues [2—4, 59]. These tri-
ale will rekindle the collaboration,
Guess who will he the leader of those
trials in Mexico? . .. CG of course!!
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ARTICULO ESPECIAL

Antologia de los primeros estudios clinicos con
hormonas hipotalamicas: relato de una exitosa
colaboracion internacional*

Andrew V. Schally,” Carlos Gual**"

Resumen

Se revisaron nuestros ensayes clinicos iniciales,
efectuados en México por primera vez, con hormona
libéradora de tirotropina (TRH } y con harmona liberadora
de hormona lwteinizante ( LH-RH) también conocida como
hormona liberadora de gonadotropinas (Gn-RH), tanto
naturales como sintéticas. La administracion de TRH
altamente purificado de origenporcino, ocasiond en cretinos
hipotiroideos un aumento en la secrecion de tirotropina
(TSH ). En estudios subsecuentes con TRH sintético también
se produjo un aumento significative de TSH plasmitico,
tanto en hombres y mujeres normales, comeo en pacienies
con hipotireidismo primario y otros trastornos
endocrinoldgicos, También se efectuaron estudios clinicos
con LH-RH de oripen poreing altamente purificades. Todeos
los sufetos con niveles basales nonmales de gonadotropinas
en el suero, niveles bajos (hombres y mujeres pre-tratados
con esteroides) o niveles elevados (v.g. mujeres
posmenopdusicas), respondicron al LI-RH con liberacidn
de LH y FSH. Los resultados de estos primeros estudios con
LH-RH natural, fueron ratificadoes con el uso de LH-RH
sintético. Estos estudios efectuados en México con TR y
LI{-RH precedieron por un amplio margen aotros estudios
similares. Mds tarde también se cfectuaron diversas
investigaciones clinicas con agonistas y antagonistas de
LiT-RH. Se concluye que estas primeras investigaciones
Jgaren un papel importante para la introduccion de las
hormenas liberadoras hipotaldmicas alamedicina clinica

Palabiras clave: Hormonas hipataldnticas liberadoras,
TRH, LH-RH, andlogos de 1LH-RH, ensayaos clinicos.

Summary

Our early pioncering clinical trials in Mexico with
natural and synthetic thyrotropin-releasing hormone
{TRH) and luteinizing hormene releasing hormone (LH -
RH) also known as gonadotropin releasing hormone
(Gn-RH), were reviewed. Highly purified TRH of porcine
arigin was shown to stimulate Thyrotropin(TSH) release
in hypothyroid cretins. Subsequent tests with synthetic
TRH also demonstrated significant increases in plasma
TSH innormal men and women aswell as inpatients with
primary hypothyroidism and other endocrine disorders.
Even more extensive clinical studies were carried out
with highly purified natural porcine LH-RH. Subjects
with normal basal serum levels of gonadotropins, low
levels (men and women pretreated with steroids) and
high levels (e.g. post menopausal women) all reponded
o LH-RH with a release of LH and FSH. The results of
these early studies with the natural LH-RH were
confirmed by the use of synthetic LH-RH. These
investigations made in Mexico with TRH and LH - RH
preceded all other clinical studies by a wide margin.
Subseguently various clinical investipations with LH-
RH agonists and antagonisis were also cavried out. All
these siudies played a major role in introducing
hypothalamic-releasing hornmones into clinical medicine.

Key words: Hyporhalaniic-releasing hormones, TRH,
LH-RH, LH-RH analogs, clinical trials.
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Antologia de los primeros estudios con hormonas hipotalamicas

Introduccion

Uno de los mayores descubrimientos en la his-
toria de la endocrinologia fue la demostracion hace
ya tres décadas, de la existencia de hormonas
hipotalamicas, o factores liberadores. Tanto la hor-
mona liberadora de tirotropina (TRH) como la hor-
mona liberadora de hormona luteinizante (LH-RH),
también conocida como hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), fueron aisladas y caracte-
rizadas quimicamente a finales de la década de los
sesenta y a principios de los setenta. Sin embargo,
es poco conocidoque las primeras pruebas clinicas
en humanos con TRH y LH-RH naturales y sintéti-
cos, fueron realizadas en México entre 1968 y
1972, como resultado de una estrecha colabora-
cién entre los autores (AVS y CG). Estas primeras
investigaciones con TRH y LH-RH y posteriormen-
te con andlogos de LH-RH, desempefiaron un
papel muy destacado para su introduccién a la
medicina clinica. A pesar de que en la actualidad
el TRH ya solo se usa en algunos casos especia-
les, durante algunos afos fue el “estandar de oro”,
para valorar el hipertiroidismo. Por otro lado, tanto
el LH-RH, como sus agonistas, antagonistas y
andlogos cilotoxicos, estan perfectamente bien
documentados o bien estan en vias de investiga-
cidn como agentes terapéuticos de importancia en
ginecologia, oncologia y urologia."* En nuestro
papel de responsables de estos proyectos clinicos
tanto en los E.U.A. (AVS), como en Méxice (CG),
asi como en el aislamiento y sintesis de LH-RH
(AVS);*?intentaremos hacer un relato historico de
estos evenlos.

Primeros anos y contaclos iniciales

A principios de la década de 1950 la idea de que
el cerebro afectaba en alguna forma la secrecion de
hormonas de la hipéfisis anterior tenia ya visos de
cerleza y por lo 1lanlo s& puso ung mayor atencion
sobre el hipotdlamo y su conexion vascular con la
pituitaria. Varios grupos de investigadores tralaron
de encontrar e identificar las hormonas hipotalami-
cas previamente postuladas y pusieron inicialmen-
te su atencion en el factor hipotético que estimulaba
la liberacion de ACTH, que lue escogido debido a
que el stress ocasionaba secrecion de cortisol y a

que este efecto parecia ser mediado a través del
sistema nervioso central. Al principio se tuvo un
éxito parcial, particularmente por la demostracion
de que en efecto existia un factor u hormona
liberadora de coricotropina (CRF o CRH). Sin
embargo el aislamiento y demostracion de su natu-
raleza quimica fue dificil de alcanzar,'® asi como
para cualquier otra hormona hipotaldmica. La dé-
cada comprendida entre los ahos de 1957 a 1967,
fue descorazonadora para los investigadores invo-
lucrados, ya que €l fracaso para identificar el CRH
o cualquier otra hormona hipotalamica, arrcjaba
dudas sobre la validez de los hallazgos iniciales, de
aquéllos incluyendo a AVS, que estaban convenci-
dos de su presencia. AVS yotros que trabajaban en
esta area fueron motivo de ironia y escepticismo y
aun de ridiculo, de numerosos cientificos y medicos
endocrindlogos norteamericanos, que parecian no
darse cuenta de los grandes problemas tecnologi-
cos involucrados en estatarea. La evidencia de las
hormonas hipotalamicas se veia solamente como
circunstancial e hipotética y aun fueron compara-
das con el monstruo de Loch Ness o como el
abominable hombre de nieve del Himalaya y asi
se planted la posibilidad de que no fueran mas que
pélidas ilusiones." Al final de la década de los 60,
¢l escepticismo alcanzé un punto en el cual el NiH
(Institutos Nacionales de Salud), que habia finan-
ciado una gran parte del trabajo realizado hasta
esa fecha, considero el suprimir su apoyo y casi lo
hizo en 1969. Las consecuencias de esa decision
hubieran sido desastrosas, aunque afortunada-
mente para AVS el Departamento de Asuntos
para Veteranos (VA) nunca vacilé en apoyar sus
investigaciones.,

A pesar del ambiente negativo, en la década de
1960 se hicieron progresos firmes, aungque con
reveses ocasionales, En los laboratorios tanto de
AVS como en los de Roger Guillemin, atacaron el
problema obteniendo cientos de miles de hipotéla-
mos de animales domésticos necesanos para pu-
rificar en forma realista cantidades Otiles de hormo-
nas hipolalamicas, con lo cual se mejoraron los”
procedimienlos de purificacion y de ensayo. Ya a
mediados de los afios 60, AVS habia obtenido
pequenas canlidades de materiales biologicamen-
te activos para estimular la liberacion de TSH o LH,
aunque la estructura de estos materiales todavia se
resistia a su elucidacion.

~ Gac Méd Méx Vol. 138 No. 1, 2002




Sin embargo no todo fue pesimismo en la
década de 1960. Resultd muy estimulante que
investigadores de USA y del extranjero, aprecia-
ran el potencial cientifico y terapéutico de las
hormonas hipotalamicas. Fue precisamente en
esa epoca en que nos conocimos (AVS y CG)
durante la celebracidon del Sexto Congreso Pana-
mericano de Endocrinologia que tuvo lugar en la
Ciudad de México en octubre de 1965. En ese
evento CG actuaba como el Secretario General
del Congreso y también como Jefe del Departa-
mento de Endocrinologia, asi como director de la
Clinica de Estudios en Biologia de la Reproduc-
cion del Instituto Nacional de la Mutricidn (INMN) de
Mexico. CG recibio en la década de 1950, su
entrenamiento en endocrinologia, incluyendo dos
afios de estudios de posgrado en bioguimica de
esteroides en la Worcesler Foundation for Experi-
mental Biology. A mediados de los anos sesenta,
estudiaba en mujeres la regulacion de la fertilidad,
incluyendo el uso de anovulatorios y estudios
metabdlicos con progestinas anticonceptivas.

En esa misma época, AVS actuaba como In-
vestigador Titular en el Hospital VA en Nueva
Orleans, LA. y era ademas desde afos alras,
Profesor de Medicina en la Escuela de Medicina
de la Universidad de Tulane. Después de discutir
algunos problemas comunes durante alguna de
las sesiones del Congreso, CG invité a AVS y a
sus asociados, a colaborar en el INN para la
investigacion clinica de hormonas hipotalamicas,
una vez que éslas estuvieran disponibles. AVS
agradecid esla invilacidn porgue ésta le llego en
una epoca en que las hormonas hipotalamicas
todavia no eran bien conocidas y también porque
implicaba confianza de parte de CG en la presen-
cia de hormonas hipotalamicas, ya que en ese
tiempo, pocos clinicos en los Estados Unidos
creian en su existencia. La Oficina Central de la
Administracion de Veteranos (VA) también apoyo
con firmeza nuestra decision de 1965 de efectuar
ensayos clinicos, pero nofue sino hasta 1967 para
TRH y 1968 para LH-RH en que (AVS) termind la
purificacidn en sus laboratorios de Nueva Orleans
una preparacion de hipotalamos de porcino, sufi-
ciente para realizar estudios clinicos en el huma-
no. Ya para 1968, durante la celebracion del
Tercer Congreso Internacional de Endocrinologia
que se celebraba en México (fines de junio y
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principios de julio de ese mismo ano y en donde
CG era nuevamente el organizador);, nuestros
estudios clinicos estaban en pleno desarrollo.

TRH

Durante todos los anos de la década de 1960,
AVS en Nueva Orleans dedico un gran esfuerzo al
TRH, acompanado por Cy Bowers en la Universi-
dad de Tulane y por Tommie Redding. Alrededorde
1966, AVS y sus colaboradores ya habian purifica-
do suficiente TRH de origen porcino y asi demostra-
ron que éste contenia tres aminoacidos, a saber:
dcido glutdmico, histidina y prolina.'*'* Durante los
siguientes tres anos, AVS y Cy Bowers con la
ayuda de guimicos expertos en estructuras del
grupo de Karl Folkers, pudieron identificar la estruc-
tura del TRH porcino como pGlu-His-Pro-NH,. "™
Aproximadamente al mismo tiempo, Guillemin y
sus colaboradores, también resolvieron la estructu-
ra del TRH ovino,'##

Sin embargo, mucho antes de completar la
identificacion de la estructura del TRH y de efectuar
su sintesis, pensamos que era muy importante
demostrar que el TRH aislado de hipotalamos
porcinos, era activo o no en el hombre. En el caso
de que no lo fuera, y si por ejemplo el TRH tuviera
la misma especificidad de especie de la hormona
de crecimiento, entonces hubiera sido necesario
aislar TRH de origen humano y en esa época esto
hubiera sido una tarea imposible de realizar. Por
este motivo CG y AVS apresuraron su colabora-
cidn. Para efectuar estos estudios, tuvimos la fortu-
na de contar con la colaboracion de Cy Bowers,
quien era un distinguido endocrindlogo, especialis-
ta en tiroides. Analizamos el contenido de TSH en
el plasma tanto por bioensayo como por radioinmu-
noandlisis -ensayo que enlonces no era facil de
realizar- este Ultimo por corlesia de otro de nues-
iros colaboradores, Al Parlow de UGCLA,

Después de que CG obtuvo en México el con-
senlimiento por escrito de los padres de los pa-
cienles en estudio, se inyeclo en lres ninos creti-
nos hipotiroideos, una preparacion altamente pu-
rificada de TRH de origen porcino, Veinticuatro
horas antes de la inyeccion de THH, se administro
por via oral, una dosis baja de T:1 con el objelo de
disminuir los niveles elevados de TSH plasmati-
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cos. Como consecuencia, se observo un aumento
significativo de TSH en los primeros 3 minutos,
con un maximo entre los 15 y 30 minutos y un
descenso gradual en los siguientes 120 minutos.
Enelcasocon lamayor respuesta se observéa los
30 minutos un aumento de 400 % sobre los niveles
basales de TSH. En esta forma, de hecho demos-
tramos que un extracto altamente purificado de
TRH porcino, era capaz de estimular en el hom-
bre, la liberacion de TSH, evidenciado tanto por
bioensayo como por radioinmunoanalisis. A ma-
yor abundamiento, estos resultados, asi como
otros estudios realizados en ratas; demostraron
que el TRH de origen porcino no tenia especifici-
dad de especies y que, por supuesto, nuestra
colaboracién habia tenido un gran éxito. Este
esludio clinico, es el Unico registrado con TRH
natural y fue publicado en 1968%' (ver “Clasicos”
en este mismo namero de The Endocrinologist).

La colaboracion continué después de que ob-
tuvimos TRH sintético y asi estudiamos sus efec-
tos en el hombre normal.?** Con este fin se
tomaron muestras de sangre con varios interva-
los durante un periodo de 3 horas y después de
una inyeccion rapida intravenosa de 100-800 pg
de TRH sintético. Se practicaron determinacio-
nes de los niveles en el suero de TSH, FSH, LH
y GH, por otro colaborador, Don Schalch de la
Universidad de Rochester. '

MNuevamenie los niveles de TSH en el suero se
elevaron después de la inyeccion de TRH en
proporcion a la dosis administrada, con los nive-
les mas elevados de TSH a los 30 minutos. El
tratamiento previo a los pacientes con T,, admi-
nistrado de 5 a 7 horas antes de la inyeccion de
TRH. inhibid parcial o completamente la respues-
ta al TRH. En la mayoria de los hombres, los
niveles de GH, LH y FSH, no cambiaron
significativamente, Estos resultados probaronque
el THH sintético, en forma semejante al TRH
natural, es aclivo en el hombre y que sus efeclos
sobre los niveles de TSH en el suero son relativa-
mente especificos. También demostramos que
en mujeres, el TRH induce aln mayores aumen-
tos en los niveles de TSH, que en los hombres.
Eslas investigaciones fueron completadas en
1969 y los manuscrilos enviados para su publica-
cion en 1970, aunque uno de ellos no aparecié
sino hasta 1971.
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Es asi, como nuestra colaboracion en México
demostré por primera vez que el TRH natural y
sintético, aumenta significativamente en el humano
los niveles de TSH en el plasma, con un efecto
minimo sobre los niveles de LH, FSH y hormona de
crecimiento. Estos estudios efectuados con TRH
sintético en hombres y mujeres normales, asi como
en pacientes con hipotiroidismo primario, acrome-
galia, sindrome de Nelson y tumores hipofisiarios,
ademas de los efectos del TRH por via oral y la
ausencia de respuesta en pacientes hipertiroideos
o sujetos tratados previamente con T, o T, , fueron
presentados en detalle por CG en septiembre de
1971 durante las Conferencias Laurentianas de
Hormonas en Mont Tremblant, Quebec, Canada.?*
En base de estos estudios, sugerimos que el TRH,
usado como prueba diagnostica ya sea solo o
combinado con LH-RH ( para entonces AVS y sus
colaboradores ya habian establecido la estructura
del LH-RH; ver mas adelante); podria ser no sélo
clinicamente Util, sino también un recurso para
conocer mejor la fisiologia hipotalamo-hipofisiaria.
Poco despues, nuevas investigaciones confirma-
ron la utilidad diagndstica del TRH.* Desde luego,
otros grupos, generalmente después de que habia-
mos completado nuestros primeros estudios, de-
mostraron en el mismo ano de 1970 los efectos del
TRH en el humano.*** Mas tarde, otros grupos
demostraron gue ademas de TSH, el TRH también
liberaba prolactina,

LH-RH

La elucidacién de la estructura del TRH practica-
mente hizo desaparecer todo el escepticismo que
rodeaba a las hormonas hipotalimicas. Fue asi
como AVS y sus colegas pudieron dedicarle mas
tiempo al problema de LH-RH y rapidamente pudie-
ron oblener preparaciones de LH-RH natural de
gran potencia, cuya actividad se demosiré en prue-
bas efectuadas tanto in vitro, como in vivo. En vistla
del éxito obtenido en los estudios clinicos con TRH,
pensamos (AVS y CG) que deberiamos ensayar en
el humano preparaciones de LH-RH porcino alta-
mente purificadas.

Tuvimos la suerte de que en 1964 Abba Kaslin
se asocio con AVS, fundamentalmente para conti-
nuar sus invesligaciones con MSH. Debido a que

Gac Méd Méx "-"GI_,_!_E-B No. 1, EI}DZ_




también era un clinico consumado, a fines de la
década de 1960, le invitamos vy el acepto, unirse a
los estudios clinicos con LH-RH. El era un muy
eficiente colaborador y realmente su presencia fue
de una gran ayuda para llevar a cabo la mayoria de
los estudios efectuados con LH-RH. También cola-
boramos con Rees Midgley y méas tarde con Don
Schalch, quienes efectuaron los radicinmunoanalisis
de LH y FSH.

El aspecto crucial en este primer estudio efec-
tuado nuevamente en la Ciudad de México y publi-
cadoen 1969,* fue el conocer si el LH-RH de arigen
porcine ocasionaria liberacion de LH en el humano,
tal y como se planted previamente con el TRH, y
especificarnente establecer si el LH-RH presenta-
ba o no, especificidad de especies. El LH-BRH
natural porcino utilizado, fue purificado a partir de
tejido hipotalamico porcino.” Este procedimiento
implico procedimientos de extraccion con acido
acélico, filtracion en gel en columnas de Sephadex
G-25, concentracion con fenol y separacion de
otros materiales mediante el uso de cromatografia
y recromatografia en columnas de carboximetil
celulosa, electroforesis de flujo libre y distribucidn
de contracorriente.”™? Ensayos practicados mas
tarde, demostraron en retrospectiva que esta pre-
paracion tenia, cuando menos en la rata, alrededor
de 1/10 de la potencia de preparaciones de LH-RH
altamente purificado o del material sintético.” A
pesar de que el material extraido era escaso,
pensamos que éste seria suficiente para efectuar
una serie de estudios clinicos (entodos los estudios
tanto con LH-BH natural o sintélico, cbtuvimos un
informe consentido por escrilo, inyectamos el LH-
RH por via endovenosa, obtuvimos muestras de
sangre a intervalos de tiempo variables y determi-
namos los valores de LH y FSH por medio de
radioinmunoanalisis. Ninguno de los sujetos parti-
cipantes presenio efectos colaterales).

Frimero invesligamos si el sexo o el fralamien-
lo previo con estleroides femeninos, afectaba la
respuesia al LH-RH. Se inyectd LH-HH en dos
hombres y dos mujeres sin tratamiento alguno,
dos hombres tratados previamenle con etinil-
estradiol y dos mujeres pretratadas con un anti-
conceplivo oral. Como procedimiento de control
se inyectd lisina-vasopresina. El resultado fue
bien definido: tanto en hombres como en mujeres,
el LH-RH causd un aumento muy significativo del
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LH en el suero y significativo en el del FSH. La
liberacion maxima de gonadotropinas, se presen-
16 aproximadamente a los 24 minulos después de
la inyeccidn. El tratamiento previo con esteroides
no interfirid con la respuesta al LH-RH, o cual
sugirid que el sitio principal del efecto negativo de
retroalimentacion, se presenia a nivel del
hipotdlamo o mas allo en el sistema nervioso
central. Este estudio fue una clara demostracion
de que el LH-RH de origen animal, liberaba en el
humano LH y FSH y que por lo lanto no tenia
especificidad de especies.™ Otros investigadores
encontraron aproximadamente al mismo tiempo,
efectos similares del LH-RH, pero las preparacio-
nes hipotalamicas utilizadas eran mas crudasy la
importancia de estos informes eran poco precisos
y en particular en lo referente al LH-RH.#.3

En un segundo estudio, publicado al afo si-
guiente, estudiamos otras variables y en éste inclui-
mos 12 sujetos de los cuales 8 eran mujeres. En
forma semejante al primer estudio, el LHen el suero
de dos mujeres normales aumentaron a mas de
250% después de la administracidn de LH-RH y los
niveles de FSH se duplicaron.® En mujeres con
amenorrea secundaria asi como en posmeno-
pausicas, también se obtuvo una respuesta al LH-
RH, liberando LH y FSH, aunque en el dltimo grupo
los valores basales eran mas elevados que en las
mujeres premenopausicas. La respuesta en las
mujeres posmenopausicas persistio aun cuando
los niveles elevados de gonadotropinas habian
sido inhibidos con un anticonceplivo oral. En hom-
bres normales, el LH-RH fue activo cuando se
inyecto tanto por via subcutanea como por via
endovenosa. Por lo tanto en este sequndo estudio
confirmamos nuestras observaciones iniciales con
LH-HH v las ampliamos a pacientes con nivales
elevados de gonadolropinas.

En nuestro tercer estudio realizado en México,
todavia con LH-HH natural, administramos LH-HH
en seis hombres después de un tratamiento previo
durante 1 a2 semanas, con el compuesto antiestro-
génico conocido con el nombre de Clomifen, que
por lo general se usa para inducir la ovulacion en la
miujer. Este producto indujo niveles elevados tanto
de LH como de FSH, presumiblemente debido en
parie al blogueo del efecto negativo de retroalimen-
tacion de los estrogenos endogenos a nivel hipota-
ldmico. En esta siluacion, la inyeccion de LH-RH,
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indujo un nuevo aumento significativo enlos niveles
de LHy FSH en el suero.3® Esto demostro que el LH-
RH es capaz de aumentar todavia mas, la libera-
cién de LH tanto en el hombre como en la mujer con
niveles basales elevados de gonadotropinas en el
suero. Un aspecto interesante de este estudio, fue
el hallazgo inesperado de una falta de respuesta al
LH-RH y Clomifén en uno de los sujetos, un médico
joven de 27 afos, que entonces era becario del
curso de graduados en endocrinologia. Mayores
estudios revelaron la presencia de un tumor de la
pituitaria, el primero en ser diagnosticado mediante
la administracion de LH-RH.

En estos primeros tres estudios clinicos con LH-
RH, utilizamos intencionalmente dosis elevadas de
la hormona hipotalamica con el fin de aumentar las
probabilidades de obtener una buena respuesta,
calculando las dosis en base a estudios previos en

animales y éstas variaron entre 0.7 a 1.5 mg de LH-
RH purificado. A fin de cuantificar la dosis minima
efectiva en el humano y para establecer una curva
de dosis respuesta, administramos en tres hom-
bres normales siete dosis diferentes que oscilaron
entre 0.001 a 0.8 mg. Encontramos que la menor
dosis de LH-RH endovenoso, capaz de producir un
aumento significativo de LH en el suero fue de 10
ug., pero para ocasionar un aumento significativo
de FSH fue de 30 ug.*” En la curva log-dosis-
respuesta se observé una tendencia linear alta-
mente significativa. Los resultados obtenidos indi-
caron que el LH-RH ocasiona liberacion de LH y
FSH en el hombre en dosis mucho menores a las
utilizadas previamente.

También pudimos estudiar LH-RH natural en
ninos, con el objeto de constatar diferencias entre
la respuesta de los prepuberes y los adultos. Con
este fin administramos 300 pg de LH-RH en cuatro
sujetos humanos prepuberes y cuatro adultos. Los
aumentos producidos enlos nivelesde LHy FSHen
el plasma, fueron altamente significativos a los 16
y 32 minutos, pero no hubo diferencia alguna en
cuanto a la edad y sex0.% El promedio maximo de
aumento de LH fue de 290% para el hombre y 425%
para la mujer, mientras que el aumento de los
niveles de LH fue de 500% en los ninos y 850% en
las nifas. No se presenté elevacion alguna en los
niveles de hormona de crecimiento, tirotropina y
cortisol. Se concluy6 que el LH-RH es una potente
y especifica hormona hipotalamica liberadora de
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LH y FSH, tanto en nihos prepuberales, asi como
en adultos normales. Este estudio también indico
que la pituitaria no es el organo limitante en la
aparicion de la pubertad.

Un importante uso clinico de LH-RH, seria el de
diferenciar entre trastornos hipotalamicosy trastor-
nos hipofisiarios, relacionados con la secrecion de
gonadotropinas. Con el objeto de valorar este papel
potencial del LH-RH, se investigo el efecto de LH-
RH administrado conjuntamente con TRH, en tres
pacientes con acromegalia producida por tumores
hipofisiarios.®® Por demas interesante, fue el obser-
var que los tres pacientes estudiados, presentaron
diferentes tipos de respuestas a las dos hormonas.
En el primer sujeto, la administracion de LH-RH
ocasionod un aumanto en los niveles de LH pero la
inyeccion de TRH no produjo aumento alguno en el
TSH. En contraste, en el segundo paciente hubo un
aumento de TSH como consecuencia de la admi-
nistracion de TRH pero no se observo elevacion
alguna de LH como respuesta a la administracion
de LH-RH. EI tercer paciente, con acromegalia
discreta, tuvo una respuesta positiva tanto al LH-
RH como al TRH. Asi, observamos tres diferentes
patrones de respuesta hormonal producida' des-
pués de la administracion de LH-RHy TRH entres
pacientes con acromegalia, lo cual demuestra la
variabilidad en esta enfermedad del trastorno hor-
monal. Este estudio también indica la utilidad po-
tencial, asi como las limitaciones de la prueba de
LH-RH y TRH en el diagnostico de los trastornos
pituitarios.

También estudiamos otras condiciones pato-
l6gicas como los sindromes de Klinefelter, Tur-
nery Kallman, mediante la administracion de L H-
RH natural. Estos pacientes como era de esperar-
se, presentaban niveles elevados de gonadotropi-
nas, tal y como se observa en la mujer posmeno-
pausica. La administracion de LH-RH ocasiono
un nuevo aumento en la liberacion de LH y FSH.
En los pacientes con sindrome de Kallman, los
niveles de gonadotropinas eran bajos, sin embar-.
go hubo una pequena pero significativa respues-
ta al LH-RH.“°

Al revisar éstosy otros estudios,*® senalamos que
todos los sujetos con valores normales, bajos o
altos, de LH y FSH en el suero, respondian a la
administracion de LH-RH. Asi, tenemos que sujetos
con valores basales normales de LH y FSH, vg.
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hombres y mujeres normales, nifios y nifias norma-
les y algunos pacientes con tumores pituitarios,
respondian al LH-RH. Sujetos con niveles hajos de
LH y FSH, tales como se encuentran en hombres
tratados previamente con elinil-estradiol, en muje-
res pretratadas con lyndicl y en pacientes con hipo-
gonadismo hipogonadotrépico y anosmia, también
fueron capaces de liberar LH y FSH en respuesta a
la administracion de LH-RH. Sujetos con niveles
basales elevados de LH y FSH, incluyendo mujeres
posmenopausicas, hombres pretratados con clomi-
ten, sujetos con sindrome de Turner y sindrome de
Klinefelter, también respondieron al LH-RH.

Fuimos muy afortunados en poder disponer de
una muy pequena cantidad de LH-RH natural,
purificado a partir de tejido hipotaldmico humano y
ser administrado en hombres normales. Debido a
las pequenas cantidades de LH-RH humano dispo-
nibles, las dosis administradas sélo aumentaron
significativamente la liberacion de LH.#' Sin embar-
go esta ha sido la dnica vez que LH-RH natural
humano, ha sido administrado en el hombre y
demostrado que induce una respuesta.

También fuimes capaces de inducir ovulacion
enuna mujer mediante la administracion de LH-RH
natural de origen porcino. LH-RH purificado se
infundicd por via endovenosa durante 24 horas, en
una mujer con amenorrea secundaria que habia
sido tratada previamente con gonadotropina
menopausica humana (Pergonal). LH-RH suple-
mentario se inyecld rapidamente por via
endovenocsa a las 8 y 24 horas durante la infusion
La ovulacion indicada por elevacion en la tempera-
tura corporal y por un aumento acentuado en los
niveles de pregnandiol urinario, fue confirmada por
el embarazo.*® Esta fue la primera insinuacion de
que el LH-RBH podria ser de utilidad en el tratamien-
lo de algunos casos de infertilidad.

l.os resultados de estos estudios tempranos con
LH-BH natural, realizados en colaboracion entre
AVS y CG, fueron confirmados un afio o dos
después con LH-RH sintético.* Sin embargoe estos
primeros estudios clinicos con LH-RH natural, pro-
porcionaron una base firme y una guia invaluable
para lodos los estudios posteriores efectuados con
la forma sintélica de la hormona.

Mientras tanto, debido a la ausencia de especi-
ficidad de especies y con las fuertes indicaciones
de que el LH-RH podria ser clinicamente Gtil, si
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pudiera eslar ampliamente disponible; impulsaron
todavia mas a AVS y sus colegas, a continuar con
el vigoroso esfuerzo necesario para el aislamiento
del LH-BH.

Es asi como aun antes de que se terminaran
algunos estudios clinicos con LH-RH natural, AVS
y sus colegas en Nueva Orleans, establecieron la
secuencia de los aminoacidos de! LH-RH porcino
y sintetizaron la hormona.®® El mismo AVS aislé
una pequena cantidad de LH-RH a partir de 160,000
hipotalamos’ y sus colegas quimicos, Yoshihiko
Baha e Hisayuki Matsuo, fueron capaces de esta-
blecer la secuencia de aminoacidos y efectuar 1a
sintesis una vez que se percataron de que existian
en el péplido 10 amincacidos en lugar de nue-
ve . Otro colega de Nueva Orleans, Akira Arimura,
gracias a un excelente anticuerpo al LH donado
por Gordon Niswender; fue capaz de demostrar
que el decapétido sintético, era altamente activo
en la rata para liberar LH in vivo. El anuncio por
AVS del aislamiento y estructura del LH-RH, fue
un gran evento durante la LV Reunion Anual de la
Sociedad de Endocrinologia de los E.U.A. que
tuvolugar en San Francisco, California del 24 al 26
de junio de 1971.* En esla misma reunién CG
presentd los efectos del LH-RH natural porcine en
elhombre y su uso como una prueba diagndstica,
Una vez mas, nuestra colaboracion tuvo éxito.

Nuevos estudios demostraron que tanto la hor-
mona natural como el LH-RH sintético estimulaban
la liberacion tanto de FSH como de LH. AVS y sus
colaboradores formularon el concepto de que una
sola hormona hipotalamica designada LH-RH/FSH
o simplemente GnRH, controlaba la secrecidn de
ambas gonadolropinas en la glandula pituitaria 89
Sin embargo la abreviacion GnRH para la hormona
liberadora de gonadotropinas resulté ser muy con-
fusa, por su similitud con la GH-BH (hormona
liberadora de hormona de crecimiento), por lo que
més tarde fue repetidamente recomendado que la
abreviacion LH-RH deberia ser usada, cuando
mMenos para sus andlogos, 47

CG y AVS y sus varios colegas, prosiguicron
para demostrar que la preparacion sintética daba
en el hombre los mismos resultados, bajo condicio-
nes diferentes, como los habia dado previamente la
hormona natura! ** Debido a que el | H-RH sintético
estimulaba en el hombre |a liberacion de LHy FSH,
se podia producir en grandes cantidades y que para
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nuestra gran satisfaccion no producia efectos cola-
terales, ahora era posible efectuar diversos estu-
dios clinicos. En los primeros anos de la década de
1970, CG resumic estos estudios iniciales, efectua-
dos tanto con LH-RH como TRH.** % Sin la colabo-
racion entre AVS y CG | este trabajo no se hubiera
efectuado con la rapidez que se hizo.

En estos mismos primeros anos de los setenta,
CG se involucro en una nueva colaboracién inter-
nacional entre el INN y la OMS, en aspectos
relacionados con biologia de la reproduccién vy
entrenamiento en investigacion y por lotanto ya no
le fue posible dedicar el tiempo necesario para
continuar con nuestros estudios. Entonces él (CG)
recomendo a AVS, que se continuara la colabora-
cion con México entre AVS y Artluro Zarate. Zarate
habia sido un estudiante de posigrado con CG vy
en 1971, era el Jele del Departamento de Gineco-
logia Endocrina en un excelente hospital del Ins-
tituto Mexicano del Seguro Social {(IMSS). AVS
acepld rapidamente esta proposicion v ademas
inicié nuevas investigaciones con un colega de
Zarate, el Dr. David Gonzdlez-Barcena a guien
AVS habia conocido en 1970 en San Paulo, Brasil,
durante el VIl Congreso Panamericano de Endo-
crinologia. Tanto Zarate como Gonzalez-Barcena
continuaron trabajando con AVS realizando estu-
dios clinicos con LH-RH porcino y sintético ™42
Zarale y colaboradores fueron capaces de inducir
ovulacion en varias mujeres con amenorrea hipo-
talamica, de las cuales dos, se embarazaron.®
Este estudio demostrd que el LH-RH sintético es
capaz de liberar suficiente FSH y LH para inducir
desarrolio folicular, asi como ovulacion y estable-
cié su utilidad potencial en el tratamiento de algu-
nos casos de esterilidad.

En la actualidad el L H-RH es considerado que
tiene un paricular valor diagnostico en la investiga-
cion en hombres y mujeres con deterioro de la
fertilidad. En el lado terapéutico, numerosos infor-
mes indican que la administracion pulsatil de LH-
HH, puede inducir ovulacion en pacientes con
anovulatorios. El LH-HH también se utiliza para
lograr el descenso de los testiculos en ninos con
criptorquidea. Ademas, la terapéutica con LH-RH
puede ser de utilidad para normalizar la funcion
testicular en pacientes con hipogonadismo hipota-
lamico idiopatico, en los cuales existe un deterioro
de la liberacion de LH-RH endageno.® Sobre lodo,

QG

la colaboracion de AVS y sus colegas Mexicanos,
no solo fue productiva aldemostrar la relevancia del
LH-AH en fisiologia humana, sino que también fue
clave para la introduccion del LH-BH en el campo
de la terapéutica.

Andlogos de LH-RH

En los afos que siguieron al aislamiento de LH-
RH, AVS y su grupo, se constituyeron en uno de las
varios laboratorios que sintetizaron una amplia
gama de péptidos analogos de LH-RH."? Eventual-
mente se hizo patente que existian dos claras
categorias de estos analogos:

1.  Anélogos eslimulatorios superactivos que oca-
sionan una liberacion prolongada de LHy FSH.
Mas tarde se enconiréd que la administracién
repetida de eslos analogos, causa una
retrorregulacion de los receplores pituitarios de
LH-RH, lo cual conduce a inhibicion, en lugar
de estimulacion, de la secrecion de gonado-
tropinas y de esteroides sexuales, Esto consti-
tuye la base de sus aplicaciones en ginecologia
y oncologia.'#

2. Analogos antagonistas que bloquean los re-
ceptores de LH-RH y producen una inhibicion
inmediata de la liberacidn de LHy FSHy de la
secrecion de esteroides sexuales.'?

Un extenso trabajo desarrollado en las ultimas
dos décadas, ha demostrado que los agonistas de
LH-RH pueden ser utilizados en el iratamiento de
neoplasias hormono-dependientes v en proble-
mas ginecologicos, tales como endometriosis y
leiomiomas, asi como en procedimientos de re-
produccion asistida IVT-ET.'? Los agonistas de
LLH-RH, también han sido ampliamente utilizados
en el tratamienio del cancer prostatico avanza-
do'# y en algunos casos de canceres mamarios
premenopausicos.? '

AVS continud su colaboracion con sus colegas
Mexicanos. en una parle de este proyecio. Por
ejemplo, en colaboracion con David Gonzalez-
Barcena demostro por primera vez en 1977, que
uno de los primeros antagonistas de LH-RH (D-
Phe? D-Trp* D-Phe*-LH-BH} suprime significativa-
mente en hombres normales la liberacion de LH y
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FSH como respuesta al LH-RH.* Mas tarde con
Zarate y Elias Canales, demostraron que los
agonistas de LH-BH son capaces de inhibir el
aumento rapido de LH y FSH y por lo tanto la
ovulacion, a mediados del ciclo de mujeres con
ciclos normales.* Sin embargo la disponiblidad de
analogos de LH-RH para su uso como anticoncep-
fivo, fodavia es cuestionable.

Se espera que la utilizacion de antagonistas de
LH-RH, sea similar a la de los agonistas.'2% En
estudios mas recientes en colaboracién con David
Gonzaiez-Barcena en el Hospital de la Raza del
IMSS, demostramos que en el cdncer prostatico y
en ofras indicaciones como en Leiomiomas, los
nuevos antagonista de LH-RH como el Cetrorelix,
podrian tener una ventaja sobre los agonistas,
basada en el hecho de que éstos inhiben LH, FSH
y la secrecion de esteroides sexuales, inmediata-
mente después de iniciar su uso y por lo tanto en
comparacion con los agonistas, reduce el tiempo
de iniciacion de sus efectos terapéuticos *®* La
rapida reduccion del tamano de la prostata y de
la mejoria de los sintomas urinarios que se obtie-
nen en hombres con hiperplasia prostatica benig-
na, sugiere que los antagonistas de LH-RH ofre-
cen una alternativa terapéutica en pacientes que
se gonsideran como un mal riesgo quirdrgico 5%
En consecuencia, la direccion de los estudios de
colaboracion en México, han cambiado clara-
mente de la endocrinologia y ginecologia, a la
oncologia.s*®

Epilogo y reflexiones

Ef papel clave que CG desempend en las
primeras pruebas clinicas con TRH y LH-RH, fue
reconocido por clinicos de los Estados Unidos de
América y asi, fue invilado a presentar su trabajo
en las Conferencias Laurentianas de Hormonas
en 1971.% Estas realizaciones también fueron
reconocidas en una sesion en 1971 por la Acade-
mia Nacional de Medicina de México. Gracias al
eficiente liderazgo de CG, estos estudios clinicos
contribuyeron para ubicar a México como un cen-
tro destacado de newroendocrinologia y endocri-
nologia. CG al proseguir su carrera en la medicina
Mexicana, fue nombrado Presidente de la Acade-
mia Mexicana de Ciencias,(1975) de la Academia
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Macional de Medicina (1983) v Subsecretario de
Asistencia de la Secretaria de Salubridad y Asis-
tencia (1976-1980).

AVS por su parte fue reconocido por sus contri-
buciones a la ciencia y medicina Mexicanas y fue
electo en 1971 como Miembro Honorario de la
Academia Nacional de Medicina, seis anos antes
de que un honor semejante, le hicieran por sus
logros en investigacion basica; en la Academia
Macional de Ciencias de los E.U.A. Después de
recibir en 1974 los muy prestigiados Premios
Gairdner y Charles Mickle de Canada y un afio
despuéslos Premios LaskeryBordendelosE.U A
AVS fue altamente honrado para compartir en 1977
el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina “por sus
descubrimientos relacionados con la produccion de
hormonas peplidicas en el cerebro” (la cita original
del premio en Sueco, dice “f6r deras upptackter
rérande hjarnans produktion av peptidhormoner.”).
Fara connotar la importancia de la colaboracion de
AVS y CG en el trabajo sobre TRH y LH-RH, AVS
se complacio en invitar a CG (asi como a Abba
Kastin y David Gonzalez Barcena, el primero de
ellos por haber instrumentado con gran efectividad
la colaboracién con Zarate y Gonzalez Barcena), a
participar y compartir el honor en las Ceremonias
del Premio Nobel, que tuvieron lugar en Estocolmo,
Suecia, en diciembre de 1977,

La colaboracion de AVS fue también reconocida
en agosto de 1978 por el Gobierno de México, siendo
recibido en audiencia privada, para felicitario perso-
nalmente, por el Lic. Jose Lopez-Portillo, Presidente
de la Republica y ademas por la Academia Nacional
de Meadicina quien le entrego en esa misma fecha, un
Diploma y Medalla de reconocimiento. En noviembre
de 1997 el Director General del IMSS, le concedid un
Premio por sus contribuciones al desarrolio de la
Endocrinclogia Mexicana. Tal y como se menciond
con anterioridad, AVS ha recrienfado su interés a
partir de 1976, al campo del cancer.

En el transcurso de esta colaboracion se esta-
blecid una gran amistad entre CG y AVS, asicomao
entre nuestras esposas Beatrniz B, Gual y Ana
Maria Comaru-Schally, amistad que lambién se
hizo exilensiva a otros colaboradores y amigos
cercanos de CG3, quienes nos brindaron su apoyo
y consejo; como fue el caso del Dr. Jorge Marti-
nez-Manautou, Director de los Programas de Pla-
nificaciaon Familiar de México de 1977 a 1982, La
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colaboracion cientifica entre CG y AVS se facilitd
por el conocimiento de Inglés por parte de CG, asi
como por su familiaridad con los procedimientos
médicos y cientificos de los E.U.A. En forma
semejante, esta amistad se facilité para AVS por
el conocimiento y respeto de la historia, costum-
bre y tradiciones de México y por su familiaridad
con el idioma espanol. En sus mas de 80 visitas a
México siempre fue tratado por todos, con gran-
des muestras de amistad y cortesia.

Después de haber transcurrido mas de 30 anos
de nuestros primeros estudios y debido a nuestro
inagotable interés por la investigacion médica, he-
mos planeado nuevas investigaciones clinicas utili-
zando diversos andlogos peptidicos antitumorales
de reciente creacion.*** Eslas investigaciones que
seran coordinadas en México por CG, seguramente
renovaran nuestra antigua y estrecha colaboracion.

Sinopsis

Se revisaron los primeros estudios clinicos efec-
tuados en México con TRH y LH-RH naturales y
sintéticos y se consideran en retrospectiva los
antecedentes de la carrera competitiva sostenida
por AVS y su grupo, en el aislamiento y elucidacidn
estructural del TRH y LH-RH y se reexaminan y
analizan las prioridades sobre los hallazgos clini-
cos con el uso de estas dos hormonas liberadoras
hipotaldmicas. Este articulo se presenta como un
relato de una exitosa colaboracion internacional de
investigacion médica, entre E.U.A y México.
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ANDREW V. SCHALLY . 50TH ANNIVERSARY AT THE VA AFFAIRS

HEALTH SYSTEM. MEMORY ROOK  Carles Gual M.I). Ex-President
National Academy of Medicine and Mexican Academy of Sciences.

It is a great pleasure and honor for me to recall some historical events in my forty
seven years of professional and friendly relationship with Andrew V. Schally, one of
the most remarkable and valuable scientist that I have ever met in my prolonged
biomedical research activities. It was during the Sixth Pan-American Congress of
Endocrinology held in Mexico City in October 1965 where I served as the Secretary
General, where we became acquainted and decided to perform a collaborative
international clinical testing of hypothalamic factors or hormones between a group of
scientists under Andrew V, Schally (AVS) leadership at the Veterans Administration
(VA) Center in New Orleans, and a Mexican group of the Departments of
Endocrinology and Reproductive Biology at the Mexican National Institute of
Nutrition (INN), under Dr. Carlos Gual (CG) Chairmanship. Although in 1965 the
Central Office of the VA courageously supported our decision to perform clinical
trials, it was not until 1967 for TRH and 1968 for LH-RH, that porcine hypothalamic
preparations were purified enough for clinical studies in humans at his New Orleans
VA Hospital laboratories, By 1966 AVS and his colleagues Cy Bowers (at Tulane) and
Tommie Redding, had purified porcine TRH enough fo show that it contains three
amino acids (glutamic acid, histidine, and proline). Over the next 3 years AVS and Cy
Bowers, with the expert help of structural chemists from Karl Folkers group,
identified the structure of porcine TRH as pyro-glu-his-pro-amide (Biochem Biophys Res
Comm, submitied September 22, 1969, published November 6, 1969, 37::705-710). At about the
same time R. Guillemin, R and Burgus, R. et al. also solved the structure of ovine
TRH (C.R. Acad. Sei. Paris, submitted October 29, published November 12, 1969; 269:1870-1873).
However, even before the structural identification and synthesis of TRH was
completed, we though it important to test whether or not the TRH isolated from
porcine hypothalami was actually active in humans. So AVS and CG activated in 1967
their collaboration including the valuable clinical and personal participation of Cy
Bowers, an accomplished endocrinologist and a thyroid expert. After IV injecting in
three hypothyroid cretins, of a highly purified preparation of porcine TRH, a
detectable rise in TSH was seen within 3 minutes with a peak at 30 minutes, followed
by a gradual fall over the next 120 minutes. Thus, we showed that porcine TRH does
in fact stimulate TSH releasc evidenced both by bioassay and radicimmunoassay
performed at VA Hospital in New Orleans and the latter through the kindness of
another collaborator, Al Parlow at UCLA. After this successful trial, in a time when
hypothalamic hormones were things of speculation and doubt, it was demonstrated
for the first time, that a reasonably “clean” hypothalamic extract containing what we
now know as TRH (thyrotropin-releasing hormone) does not have any species
specificity and is effective in man (Bowers CY , Schally AV , Hawley WD , Gual C , Parlow A,




J Clin Endoer Metab 1968, received MNov 27, 1967. Published July 1968; 28:978-982), The
collaboration continued after AVS obtained synthetic TRH and we studied its effects
in normal men. The elucidation in 1969 of the structure of TRH removed almost all
the skepticism surrounding hypothalamic hormones, AVS and his colleagues included
Abba J. Kastin and accomplished clinician who joined AVS group in 1964; were now
able to devote more time to the problem of the important hypothalamic hormone LH-
RH and quickly obtained natural and highly purified preparations of porcine LH-RH
to test in man and women, Clinical studies, first with porcine LII-RH (1968) and latter
on with synthetic LH-RH (1971-1972) were published in 1969-1974 (sce: Schally AV and
Gual, C,, The Endoerinologist, September/October 2001; 11:341-356). At this stage [ would like to
remembrance one of the most exciting experience I had in my life. That was at the
Annual US Endocrine Society Meeting held on Thursday, June 24, 1971, It was at 4:15
P.M, at the Imperial Room of the San Francisco Hilton Hotel, The vast room was
erowded with endocrinologists all over the country and from many other countries
around the world, including myself from México. I was sitting in the first row and at
my side were R. Burgus and W, Vale and also in the audience I could recognize to A,
Arimura, H. Matsuo, Y. Baba, RMG Nair, T.W. Redding, Cy Bowers, S.M. McCann,
P. Faweett and K. Folkers, amongst other important scientists in the field, Roger
Guillemin was at the Chair and in the podium was Andrew V. Schally where he
announced to the world his discovery, until that time the unknown structure of LH-
RH: the_decapeptide Pyro-glu-his.trp-ser-tyr-gly-leu-arg-pro-gly-NH2, “It was one of
the most joyous moments in my life,” Schally remarks, The applause of the whole
audience, was the recognition of 15 years of tenacious work of an extraordinary man
that never resented the strong criticism by his pars. Myself and Latin American
endocrinologists were proud of the support that Andrew have given for many years to
many countries, specially fo México and Brazil. In reference to Andrew’s
contributions to the development of our research and education programs and his
recognition in Mexico, 1 will briefly recall on his election in July 7, 1971 as Honorary
Member at the Mexican National Academy of Medicine and the numerous distinctions
he has received in the last 40 vears from the Mexican Academy of Sciences and the
Endocrine Society; the National University of Mexico (UNAM), the President of
México in 1978, and many other important Mexican Health Institufions, In December
10™ 1977 AVS was honored to share the Nobel Price in Physiology or Medicine and [
was also honored by his invitation as well as Abba Kastin, to participate in the Nobel
ceremonies in Stockholm, Sweden. On his more than 90 visits to Mexico and his
familiarity with Spanish and his admiration to Mexican history and traditions, he
develop a great relationship with many Mexican scientists and specially with myself
and my wife Beatriz with whom his beloved and late Ana Maria Comaru-Schally had
a very close friendship. He can be sure that in this country, Andrew’s friends admire
and love him personally and for his support will be grateful for ever.




THE NOBEL DUEL*
Nicholas Wade

THE NOBEL DUEL is a blow-by-blow account of a closely fought
twenty-one year race between scientists Andrew Schally and Roger
Guillemin which culminated in their sharing the Nobel Prize for Medicine
in 1977.

Nicholas Wade interweaves the history of an idea---how the brain
controls the body’s hormonal system--- with the personal history of these
two researchers whose work was closely followed by the scientific
community in conference journals and science publications.

Wade presents scientific research in a way that is rarely seen---- as
a human activity. He takes us behind the scenes, explaining each step in
the race to discovery. As Wade points out, in the scientific community,
discovery without priority is almost worse than nothing. The Guillemin
and Schally contest also highlights the vast administrative panoply of the
scientific enterprise. With millions of dollars in research funding and with
incredible perseverance for two decades, they achieved success, the two
teams idenfifying the TRF hormone in the brain within days of each
other.

This remarkable chapter in the history of modern biology takes us
scientists as people with human passions and failings.

Nicholas Wade hold an MLA. in Science from King's College, Cambridge.
He was Deputy Editor and Washington correspondent of Nature, the
British science periodical, and is currently writing for Science magazine.
He lives in Washington, D.C.

“The Anchor Press edition of the first publication of The Nobel Duel.
Anchor Press edition: 1981.
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= IN REPFLY

November 21, 1977 rererTor 151

Dr. Emilic Martinez~-Manautou
Secretario de SalubridadY As{stencia
Reforma y Lieja

Mexico 6, D.F., Mexico

Dear Dr. Martinez-Manautou:

It 1s a distinct honor and pleasure to invite Dr. Carlos Gual Castro,
Subsecretario de Asistencia, to attend the Nobel Prize ceremonies in
Stockholm between December 7 and December 10 (the award ceremony).

. Because of the great contributions of Dr. Carlos Gual to the clinical
hypothalamic program, I would like him to represent your ministry of
health, Instituto Nacional de la Nutricion, and Mexican endocrinology and
medicine at these Nobel ceremonies.

As the chalrman of Research Division and Department of Endocrinology at
the Instituto Nacional «de la Nutricion, Dr. Carlos Gual had the prophetic
insight and brilliant judgment about the medical importance of hypothalamic
hormones long before they were fully established and accepted. Thus,

in 1965 Dr. Gual invited me to collaborate with him in the clinical testing
of hypothalamlc hormones at Instituto Nacional de la Nutriclon in Mexico City.
The first clinical studies on thyrotropin releasing hormone and luteinizing
hormone-releasing hormone were carried out with Dr. Gual Ln Mexlco City.
These extensive studles performed 10 years ago and reported in top US
medical journals established the principles of clinical use of hypothalamic
hormones and were subsequently confirmed all over the world.

Dr. Gual's brilliant contributions to the clinical hypothalamic program will
be mentioned several times in my Nobel Prize lectire on December 8 in
Stockholm, and have also been quoted and emphasized in my curriculum vitae
(which precedes the text) as well as in the official text of the Nohel lecture,
which will be published in the Prix Nobel, 1977 book, as well as In several
other top scientific and medical journals in the world.

With warmest regérds to you and my medical and scientific friends in Mexico,

Cordially,

A daee Ve e OL»&J-EQZJP

DR. ANDREW V. SCHALLY
co: Dr. Carlos Gual

"“To care for him who shall have borne the battle, and for his widow, and his orphan. "= ABRAHAM LINCOLN




ASPECTO PARCIAL DE LOS INVITADOS A IL.A COMIDA
OFRECIDA POR EL DR. CARLOS GUAL CASTRO, SUB-
SECRETARIO DE ASISTENCIA AL DR, ANDREW V.
SCHALLY, PREMIO NOBEL DE MEDICINA O FISIOLOGIA, 1977,

2 DE AGOSTO DE 1978,

Doctores: SALVADOR ZUBIRAN, Director del Instituto Nacional de
la Nutricion, CARLOS GUAL CASTRO, Subsecretario de Asistencia
(SSA), Lic. ENRIQUE VELASCO IBARRA, Secretario Privado y
Representante Personal del Lic, JOSE LOPEZ PORTILLO, Presidente
de la Republica, EMILIO MARTINEZ MANAUTOU, Seccretario de
Salubridad y Asistencia (SSA), ANDREW V, SCHALLY, Premio Nobel
de Medicina o Fisiologia 1977,
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ASPECTO PARCIAL DE LOS INVITADOS A LA COMIDA
OFRECIDA POR EL DR, CARLOS GUAL CASTRO, SUB-
SECRETARIO DE ASISTENCIA, AL DR. ANDREW V., SCHALLY,
PREMIO NOBEL DE MEDICINA O FISTOLOGIA 1977,

2 DE AGOSTO DE 1978,

Doctores: CARLOS GUAL CASTRO, Subsecretario de Asistencia,
GUILLERMO SOBERON ACEVEDO, Rector de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM), Lie. ENRIQUE VELASCO
IBARRA, Secretario Privado y Representante Personal del C. Presidente
de la Repiiblica LIC. JOSE LOPEZ PORTILLO, DR. IGNACIO
CHAVEZ, Director de Instituto Nacional de Ca rdiologia.
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