Revista Argentina de Antropologia Biolégica 9(2): 145-164 (2007)

MONITOREO DE HORMONAS EN EL CAMPO: METODOSY
APLICACIONES EN ECOLOGIAREPRODUCTIVAHUMANA

Claudia R. Valeggia
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RESUMEN: El estudio de la ecologia reproductiva humana se ha expandido
exponencialmente en la ultima década. Esto se debe, en parte, a los nuevos avances
tecnologicos que permiten el analisis de las muestras bioldgicas recogidas por medio
de métodos simples, poco invasivos y relativamente econémicos. Estas caracteristicas
los hacen logisticamente apropiados para el campo y la investigacion a mediana y gran
escala, aun en zonas geograficas alejadas o aisladas. Se presenta una descripcion de
los métodos y técnicas que se pueden utilizar para estimar concentraciones hormonales
a nivel poblacional. Los métodos y las técnicas de recoleccion que aqui se describen
incluyen muestras de sangre seca sobre papel de filtro, de orina y de saliva. La recoleccion
de muestras biologicas en la investigacion cientifica presenta complejos dilemas éticos.
Se enfatiza la necesidad de capacitar a la poblacion local y de transmitir la informacion
adquirida a la comunidad que ha participado en el estudio. Rev. Arg. Antrop. Biol. 9(2):
145-164,2007.
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ABSTRACT: The study of human reproductive ecology has expanded exponentially in
the last decade. This expansion was due in part to the recent technological advances
that are making possible the analysis of biological samples collected using simple,
minimally invasive, and relatively inexpensive methods. These features make them
logistically appropriate for field and population-based research, even in remote or isolated
areas. An overview of methods and techniques that could be used for estimating
hormonal levels in large-scale population studies were showed in the present study.
Sample collection methods and several techniques were reviewed in this paper, which
included blood spots and urine, and saliva samples. The collection of biological samples
is associated with serious ethical concerns. It was emphasized the need for increasing
capacity in local people building, as well as to increase information transfer to the
people which participated in such kind of studies. Rev. Arg. Antrop. Biol. 9(2): 145-164, 2007.

INTRODUCCION

El uso de técnicas logisticamente sencillas y relativamente econémicas que permi-
ten el monitoreo de la fertilidad humana en diversas poblaciones, ha facilitado la rapida
expansion del estudio de la ecologia reproductiva humana. Esta disciplina estudia la
interaccion entre el ambiente (tanto social como fisico) y la biologia reproductiva en
seres humanos (Ellison, 1990; Campbell y Wood, 1994). Para los ecologos reproductivos,
la reproduccion es un aspecto de la biologia humana que responde, en gran medida, al
contexto ecoldgico en el cual se encuentra el individuo. Esta perspectiva es, por cierto,
evolutiva: asume que la fisiologia reproductiva humana actual es el producto de la
seleccion natural. De esta manera, la variacion en la funcion reproductiva refleja una
respuesta adaptativa a condiciones ecoldgicas (Ellison, 1990). Por ejemplo, varios
estudios han mostrado que, frente a un periodo de pérdida de peso, ya sea por una
incorporacion insuficiente de calorias o por un aumento en la actividad fisica, el
organismo femenino responde modificando los niveles de hormonas reproductivas
(Ellison, 1994; Valeggia y Ellison, 2001). La variacion en los niveles hormonales esta
directamente relacionada, casi de manera dosis-respuesta, con la magnitud del balance
energético negativo. Una ligera pérdida de peso (por ejemplo 2 Kg) esta asociada
con una disminucion en la concentracion de progesterona y por ende, con un aumento
en la probabilidad de deficiencia Iutea (Ellison, 2001). Las pérdidas mas importantes
o los gastos energéticos mayores, como los que ocurren en periodos de hambruna o
en atletas de alto rendimiento, llevan a una respuesta mas drastica, con una disminucion
pronunciada en los niveles de estrogeno en la fase folicular y como consecuencia, a
anovulacion y a amenorrea.
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Estos estudios han permitido entender mejor como responde la fisiologia
reproductiva a cambios en el ambiente, lo que abriria una ventana a nuestro pasado
evolutivo, permitiendo entrever cuales habrian sido los desafios ambientales a los
cuales nuestros antepasados tuvieron que adaptarse. Ademas de proponer hipotesis
en el campo de la biologia evolutiva, la ecologia reproductiva humana esta aportando
resultados que pueden ser de gran utilidad para entender los mecanismos que subyacen
a la dinamica de poblaciones humanas. A pesar de que la mortalidad y la fecundidad
son parametros que se consideran bioldgicos por naturaleza (Hill y Hurtado, 1996)
no ha sido, sino hasta muy recientemente, que los modelos demograficos han empezado
aincorporar fendmenos fisiologicos basicos como la variacion en la fertilidad femenina,
el manejo de la energia metabdlica o el impacto de las enfermedades. Por cierto, la
capacidad de desarrollar modelos demograficos en términos de sus causas proximas
le agrega solidez al poder explicativo de esos modelos (Valeggia y Ellison, 2002).
Para ilustrar este punto, podemos mencionar los estudios que se han realizado para
entender la gran variacion en el intervalo intergenésico entre diferentes poblaciones,
basados en el conocimiento de la fisiologia reproductiva post-parto (Valeggia y Ellison,
2004; Holman et al., 2006), la relacion entre la variacion en el estado socio-econémico
y la fertilidad (Vitzthum et al., 2002), la variacion en el periodo entre la iniciacion de
la fertilidad post-parto y la concepcion subsiguiente (Ellison et al., 1993) y los efectos
de la pérdida temprana del embarazo (Leslie et al., 1993; Holman y Wood, 2001). El
desarrollo de técnicas simples y no invasivas para el monitoreo de hormonas ovaricas
ha facilitado también la incorporacion de estos datos en estudios epidemioldgicos y
de salud publica. La determinacion de la concentracion de hormonas gonadales ha
permitido establecer una asociacion entre estas hormonas y el riesgo de cancer de
mama, ovarico y testicular (Eaton et al., 1994; Jasienska et al., 2000). Se ha mostrado
que una exposicion prolongada a las hormonas ovaricas (debido al ciclo ininterrumpido
por embarazo y lactancia) aumenta el riesgo de desarrollar cancer de mama en
mujeres (Jasienska et al., 2000; Jasienska y Thune, 2001; ESHRE Capri Workshop
Group, 2004).

En este trabajo se presenta una revision de los métodos y técnicas para tomar
muestras biologicas en poblaciones humanas con el fin de utilizarlas para dosajes
hormonales. Se describen tres de las técnicas mas utilizadas: muestras de sangre
seca sobre papel de filtro, muestras de orina y muestras de saliva. En cada caso son
descritas qué hormonas pueden ser analizadas y los métodos de recoleccion, preser-
vacion y transporte de muestras. Finalmente se resumen las ventajas de cada méto-
do y los ensayos de laboratorio que se utilizan para analizar las muestras. Aquellos
lectores interesados en un analisis introductorio de endocrinologia reproductiva
pueden consultar el apéndice metodologico del libro de James Wood (1994).
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METODOS Y TECNICAS
Sangre seca sobre papel de filtro

Los bioantropdlogos han estado utilizando con éxito muestras de sangre seca
para el analisis de hormonas reproductivas desde mediados de los afios *90
(Campbell, 1994; Worthman y Stallings, 1994; 1997; Shirtcliff et al., 2000). Los
ensayos de dosaje de hormonas que utilizan muestras de sangre seca sobre papel
de filtro permiten estimar concentraciones hormonales de una manera muy precisa.
La inmensa mayoria de los estudios que han comparado sangre completa con
sangre seca sobre papel de filtro han obtenido altas correlaciones para las hormonas
analizadas (Worthman y Stallings, 1994; 1997; Shirtcliff et al., 2001a).

Las muestras de sangre seca son ampliamente utilizadas en la investigacion
clinica y se aplican frecuentemente en la identificacion neonatal de enfermedades
congénitas, como la fenilcetonuria, hipotiroidismo congénito e hiperplasia adrenal
congénita (Carreiro-Lewandowsky, 2002; Clague y Thomas, 2002). Esta técnica
se ha utilizado también en estudios epidemioldgicos de gran escala para detectar
virus de la inmunodeficiencia humana y anticuerpos contra el virus de la hepatitis
C (Lukacs et al., 2005; Luo et al., 2005; Sherman et al., 2005), antigenos de hepa-
titis B (Mendy et al., 2005), déficit de hierro (Shell-Duncan y McDade, 2004),
hormona estimuladora de la tiroides (TSH) (Hofman et al., 2003; 2004) y proteina
reactiva C (Shell-Duncan y McDade, 2004; McDade et al., 2004; 2005).

1. Hormonas a analizar: Las técnicas de sangre seca pueden ser aplicadas
para la determinacion de testosterona (T), estradiol (E2), progesterona (P), hormona
estimuladora del foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH), prolactina (PRL) y la
globulina ligadora de hormonas sexuales (SHBG). Ademas, esta técnica permite la
determinacion de otras hormonas que afectan la funcion reproductiva, como el cortisol
(C), la androstenediona (A) y el sulfato de dehidroandrostenediona (DHEA-S).

2. Recoleccion de muestras: Los materiales necesarios para la aplicacion de
esta técnica son minimos. Las muestras se recogen sobre un papel de filtro espe-
cial (Schleicher & Schuell #903) que puede obtenerse en diferentes formatos (por
ejemplo, tarjetas pre-impresas con circulos, tarjetas en blanco, rollos de cinta de
papel, etc.). Los dedos anulares o medios de la mano menos habil son lo que
generalmente se utilizan para pinchar y obtener las gotas de sangre. Si la piel de los
dedos es muy gruesa o callosa o ha sido puncionada muchas veces, se puede
utilizar el 16bulo de la oreja como un sitio alternativo poco doloroso (Shibata et al.,
2004). El area elegida es generalmente masajeada para aumentar el flujo sangui-
neo. Después de limpiar la piel con una gasa embebida en alcohol, se punciona el
area con una aguja descartable o con una lanceta ajustada a un dispositivo de auto-
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retraccion. Estos dispositivos son ampliamente utilizados por personas diabéticas
que necesitan medir sus niveles de glucosa y por lo tanto, hay una gran variedad de
ellos en el mercado. Algunos de los mas conocidos son Beckton-Dickinson ®
(www.bddiabetes.com), PenletPlus ® (www.lifescan.com), Tenderfoot ® (http://
www.itcmed.com/tenderfoot.shtml) y Surgilance® (www.surgilance.com).

Otra posibilidad es puncionar el dedo de manera manual, pero el dispositivo
auto-retractable hace que la experiencia sea controlada y menos dolorosa. Al apli-
car el dispositivo, la sangre comienza a fluir y se recomienda descartar la primera
gota para evitar una posible contaminacion. La siguiente gota se recoge sobre el
papel de filtro, teniendo cuidado de evitar contacto entre la piel y el papel. Las
gotas de sangre se colocan sobre el papel de filtro de manera de cubrir toda la
superficie de los circulos pre-impresos o hasta que cubra un circulo de unos 2,5 cm
de diametro (por lo general, se completan cinco circulos). Se deja airear la muestra
a temperatura ambiente, lejos del calor y la luz solar directa. En el campo, convie-
ne cubrir las muestras con mosquitero para evitar el contacto con insectos. Si el
ambiente es muy humedo, se recomienda el uso de un ventilador para asegurar el
adecuado secado de la muestra sobre el papel de filtro.

3. Preservacion de la muestra: Después de que el papel de filtro esté totalmente
seco (por lo general, 4 horas en condiciones ambientales normales), se lo puede
colocar en cajas de carton con algun material desecante (gel de silice). Varios pape-
les de filtro se pueden guardar en la misma caja, siempre y cuando estén separados
entre si con otros papeles o cartulinas divisoras. Idealmente, las muestras deberian
congelarse inmediatamente a -20°C hasta que se transporten al laboratorio. En el
campo, las muestras pueden guardarse a 4°C por aproximadamente dos meses, a
temperatura ambiente (22°C) de dos a ocho semanas y en temperaturas tropicales
(37°C) por aproximadamente una semana (Worthman y Stallings, 1997).

4. Transporte de las muestras: En el caso de que las muestras se recojan en el
campo, lejos del laboratorio donde se las analizara, es necesario preparar el envio
de las mismas. Si las muestras provienen de un pais diferente de donde van a ser
analizadas, se deben observar las reglas de transporte de material bioldgico en
ambos paises. En la mayoria de los paises, las muestras de sangre seca sobre
papel de filtro pueden ser enviadas por correo comun, sin embalaje particular. Se
recomienda no enviarlas en bolsas plasticas herméticas ya que el calor y la humedad
acumulada durante el transporte pueden dafiar el material. Para protegerlas, se
recomienda envolver los papeles de filtro en cartulina y hacer el envio en un sobre
grueso de buena calidad. Como estrategia, se aconseja dividir las muestras en dos
tandas y enviarlas de manera separada o por distintas compaiiias de transporte.

5. Ensayos utilizados: Sobre las muestras de sangre seca se utilizan tanto el
ensayo por fluorometria (FIA) como los radioinmunoensayos (RIA) para analizar
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varias de las hormonas reproductivas. Para PRL, FSH, LH y SHBG, Worthman y
Stallings (1997) han utilizado una adaptacion de preparados disponibles comercial-
mente para FIA. Para determinar T, E2, A, DHEA-S y C se ha trabajado con
adaptaciones de métodos comerciales de RIA. Aquellos interesados en detalles de
las técnicas que se aplican especificamente a sangre seca sobre filtro pueden
consultar el articulo de Worthman y Stallings (1997).

6. Ventajas: La técnica de sangre seca en papel de filtro tiene varias ventajas
en comparacion con la obtencion de muestras de sangre por venipuncion: no re-
quiere personal especialmente capacitado, usa sdlo un pequefio volumen de san-
gre, no requiere centrifugacion y congelamiento inmediatos y en la mayoria de los
paises, las muestras pueden enviarse por el sistema de correo comun sin envoltorios
especiales. Todas estas caracteristicas reducen el costo y la organizacion logistica
de la recoleccion de muestras. Comparadas con las muestras de saliva, las de
sangre seca poseen la gran ventaja de poder guardarse en base solida, evitandose
asi las dificultades logisticas de almacenar y enviar tubos fragiles y voluminosos.
Ademas, esta técnica permite la determinacion de niveles circulantes de hormonas
proteicas tales como PRL, LH y FSH, proteinas transportadoras como SHBG y
esteroides conjugados como el E1C que no pueden medirse en saliva (ver: “Muestras
de saliva”).

Muestras de orina

El dosaje de hormonas en orina para el monitoreo de la funcion reproductiva se
conoce desde hace mas de un cuarto de siglo (Stanczyk et al., 1980; Denari et al.,
1981). Las muestras de orina resultan ideales para abordar preguntas que requie-
ren una medida integrada de la produccion de hormonas reproductivas; es decir, en
aquellos casos en los que las fluctuaciones diarias de la hormona oscurecerian los
resultados. Esta técnica es particularmente atractiva para aquellos investigadores
interesados mas en la variacion intra- e inter-poblacional que en los ritmos circadianos
o pulsatiles de secrecion de hormonas.

1. Hormonas a analizar: Varios metabolitos de E, son excretados en orina,
como por ejemplo estrona libre (E,), sulfatos de estrona, conjugados de estrona
(E,Cs) y estrona-1-glucoronida (E,G). De estos, E,Cs y E G son los més frecuen-
temente utilizados en estudios de la funcidn ovarica. El principal metabolito urina-
rio de la progesterona, la pregnanediol-3-glucoronida (PdG), ha sido ampliamente
aplicado como indicador de la funcién lutea y de fertilidad. Mas conocidos por su
aplicacion en la practica obstétrica son los estudios que determinan las concentra-
ciones en orina de la gonadotropina coridonica (hCG). Varios investigadores han
hecho uso de estas técnicas a nivel poblacional, para la deteccion temprana del
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embarazo y de la pérdida del mismo (Lasley et al., 1995; Cho et al., 2002; Lohstroh
et al., 2005). La determinacion de LH en orina es la base de los sistemas comer-
ciales de deteccion de ovulacion (Nielsen et al., 2001) y ha sido utilizada en estu-
dios de fertilidad en la clinica. Las gonadotropinas (LH y FSH) estan presentes en
la orina y han mostrado ser indicadores confiables de ovulacion en estudios a gran
escala (Li et al., 2002; Weiss et al., 2004). El cortisol, la llamada “hormona del
estrés”, también puede medirse en muestras de orina. Ademas de su rol en el
manejo de la homeostasis fisioldgica, se ha mostrado que el cortisol esta asociado
con los niveles de hormonas sexuales (Nepomnaschy et al., 2004; Lukas et al.,
2005) y por ende, puede relacionarse con mecanismos reproductivos.

2. Recoleccion de muestras: Se recomienda el uso de la primera orina de la
mafana porque es la que integra la excrecion de metabolitos durante la noche y
hace que las muestras sean mas estandarizadas. Dado que esto puede significar
un problema importante para estudios a gran escala, cabe notar que la toma de
muestras para estudios de hormonas ovaricas puede hacerse a cualquier hora del
dia. Dependiendo de qué hormona se trate, hay un retraso entre el momento de la
secrecion de la hormona y el de su excrecion en orina. En hormonas gonadales,
este retraso es de aproximadamente 24 horas (O’Connor et al., 2003). En los
estudios que incorporan esta metodologia, los participantes reciben un frasco plastico
de recoleccion y se les solicita que provean una muestra de orina. Ciertos disefios
de investigacion y ciertas poblaciones permiten que los frascos se entreguen el dia
anterior, solicitandoles a los participantes que tomen la muestra de la primera orina
de la mafiana. Los frascos son recogidos mas tarde por algiin miembro del equipo
de investigacion (Valeggia y Ellison, 2004). En otras situaciones, se le pide a los
participantes que se trasladen a un lugar central (por ejemplo, el centro de salud o
centro comunitario) y que provean una muestra de la primera orina del dia. Cuando
la temperatura ambiente es elevada, la orina debe ser transportada del punto de
recoleccion hasta el lugar de procesamiento en conservadoras de telgopor con
hielo o bolsas refrigerantes, particularmente si la recoleccion de muestras lleva
varias horas.

3. Preservacion de la muestra: Las muestras de orina pueden ser preserva-
das en forma fluida o seca sobre papel de filtro. La forma fluida es la que se usa si
se desea evitar la realizacidon de varios pasos de extraccion antes del analisis. Sin
embargo, la disponibilidad de freezers, nitrogeno liquido o hielo seco, puede ser
muy limitada en el campo. En estas situaciones, la orina puede ser preservada
utilizando un método de secado sobre papel de filtro, similar al que se utiliza para
las muestras de sangre. Aun si la decision es la toma de muestras en forma fluida,
se recomienda usar el sistema de secado sobre papel de filtro como estrategia en
caso de pérdida o dafio a las muestras fluidas.
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Preservacion en forma fluida: La mayoria de las veces, el volumen de orina de
cada muestra supera considerablemente la cantidad necesaria para la determina-
cion de hormonas. Esto permite la preservacion de varias alicuotas de la misma
muestra para mediciones multiples. Utilizando pipetas, la orina se traspasa a varios
tubos de polipropileno debidamente rotulados. Generalmente, dos o tres duplicados
de 1ml cada uno son suficientes para la mayoria de los andlisis. Se recomienda el
congelado inmediato a -20°C. En situaciones de campo, es importante considerar
que conservar las muestras a temperatura ambiente lleva a una pérdida de entre el
2y el 4% por dia en los metabolitos del estrogeno y la progesterona (O’Connor et
al., 2003). Las muestras de orina no deberian conservarse a temperatura ambiente
por mas de dos dias. Por otro lado, los metabolitos de hormonas esteroides (E,Cy
PdG) pueden generalmente resistir varios ciclos de congelado-descongelado sin
una pérdida significativa de niveles hormonales. Por lo tanto, cuando hay un freezer
disponible, se recomienda el congelado inmediato de las muestras. Si las muestras
no pueden ser congeladas, se recomienda el uso del papel de filtro.

Preservacion en papel de filtro: Esta técnica requiere muy pocos materiales y
equipo. Usando guantes para prevenir la contaminacion, se cortan tiras de aproxi-
madamente 5 cm del rollo de papel de filtro (Schleicher & Schuell #16110). Las
tiras se guardan en recipientes herméticos con gel de silica hasta su uso. Después
de etiquetar debidamente el papel de filtro con lapiz, la tira se toma con pinzas y se
sumerge en el frasco que contiene la orina hasta que esté completamente embebi-
da (aproximadamente 5 minutos). Las tiras asi embebidas en orina se dejan secar
a temperatura ambiente, lejos de fuentes directas de calor o luz solar. En ambientes
humedos, se aconseja el uso de un ventilador para acelerar el proceso. Las tiras de
papel de filtro no deben guardarse hasta que no estén totalmente secas para pre-
venir el crecimiento de hongos y bacterias sobre ellas. Una tira de papel de filtro
lista para guardar debe sentirse al tacto tan seca como una tira de papel sin usar.
Una vez secas, las tiras se pueden guardar en cajas de carton con gel de silica a
temperatura ambiente o preferiblemente, en una heladera.

4. Transporte de las muestras: Como se ha mencionado para las muestras de
sangre seca, se deben consultar las regulaciones locales de transporte de material
bioldgico. Si las muestras se deben enviar por correo aéreo internacional, el envol-
torio debe seguir las reglas de la Asociacion Internacional de Transporte Aéreo
(IATA, www.iata.org/whatwedo/dangerous goods).

Si en las muestras de orina se mediran hormonas esteroides (E C, PdG, T,
cortisol), no es necesario incluir hielo seco en el envoltorio para mantenerlas con-
geladas, sino que es suficiente envolver las muestras en bolsas herméticas dentro
de una caja de telgopor. Las muestras de orina secas sobre papel de filtro pueden
ser transportadas por correo comun, sin envoltorios especiales. Se recomienda
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poner las muestras entre hojas de cartulina y en un sobre de alta calidad para su envio.

5. Ensayos utilizados: Inicialmente, el dosaje de metabolitos de las hormonas
oviricas en orina (E,C, E G y PdG) se realizaba por radioinmunoensayo (RIA)
(Stanczyk et al., 1980; Denari et al., 1981) o fluoroinmunoensayo (FIA) (Barnard
y Kohen, 1998). Recientemente, el uso de enzimainmunoensayo (EIAs) ha creci-
do substancialmente gracias a su simplicidad (no se necesita preparar la muestra),
su seguridad (no involucra radioisotopos) y su costo relativamente bajo (O’Connor
etal., 2003). Los EIAs han sido recientemente modificados y validados para estu-
dios poblacionales y los protocolos estan disponibles para aquellos interesados
(O’Connor et al., 2003). Las concentraciones de metabolitos hormonales en orina
varian, tanto dentro como entre individuos, debido a la diferencia en el grado de
hidratacion de los participantes. Los individuos mas hidratados tienen
concentraciones menores de metabolitos por unidad de volumen de orina que los
individuos mas deshidratados. Estas diferencias deben corregirse dividiendo la
concentracion de metabolitos hormonales por la concentracion de creatinina en la
muestra, la que se mide para cada muestra individual (Taussky, 1954; Munro et al.,
1991).Las muestras de orina en papel de filtro deben reconstituirse antes de ser anali-
zadas. Para obtener informacion sobre técnicas especificas de reconstitucion se reco-
mienda leer los trabajos de Campbell (1994), Shideler et al. (1995) y Knott (2005).

6. Ventajas: La recoleccion de muestras de orina tiene varias ventajas logisticas.
El procedimiento es indoloro y menos invasivo que la toma de muestras de sangre, lo
que facilita la aceptacion de los participantes y la recoleccion frecuente de muestras
por periodos largos. Atin en lugares remotos, la mayoria de las personas esta habi-
tuada a entregar una muestra de orina, ya que esto es de rutina en los examenes
médicos. Esto facilita considerablemente la explicacion de los objetivos del estudio y
del proceso de obtencion del consentimiento informado de los participantes. Dada su
facilidad, la toma de muestras de orina puede ser también el método mejor aceptado
para la recoleccion de datos en lactantes, nifios y ancianos. Ademas, las muestras
pueden ser tomadas por personal no capacitado o por los mismos participantes (en
contraste con la toma de muestras de sangre). Finalmente, comparado con el manejo
de muestras de sangre, las muestras de orina traen aparejados menos riesgos de
transmision de enfermedades infecciosas.

Muestras de saliva

La medicion de hormonas reproductivas en saliva para estudios clinicos comenzo
hace mas de 35 afios (Walker et al., 1980; 1981; Metcalf et al., 1984; Sufi et al.,
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1985). La presencia de hormonas en la saliva resulta de la difusion pasiva de compo-
nentes del plasma a través del epitelio de la glandula salivar hacia la cavidad de la
boca. La mayoria de las hormonas esteroides circulantes esta ligada a proteinas
especificas (por ejemplo, SHBG) o a proteinas no especificas como la albimina. Los
complejos hormona-proteina no se difunden facilmente a través del epitelio de la
glandula salivar. Consecuentemente, las muestras de saliva reflejan mayoritariamente
niveles de hormonas libres, bioldgicamente activas (Ferguson, 1984).

1. Hormonas a analizar: Las muestras de saliva pueden ser utilizadas para
medir E , E,, estriol (E,), Py T (Ellison et al., 1986; 1989; Ellison, 1993; Ellison y
Panter-Brick, 1996; Jasienska y Thune, 2001; Lukas et al., 2004; Bribiescas, 2005).
El cortisol (Gozansky et al., 2005) también puede ser medido confiablemente en
saliva y asociado a variables reproductivas (Groschl et al., 2000).

2. Recoleccion de muestras: La recoleccion de muestras de saliva en adultos
es relativamente simple. Se solicita a los participantes que enjuaguen su boca, que
descarten el agua de enjuague y que saliven en un tubo de poliestireno. El enjuague
bucal es esencial para prevenir la contaminacion severa de la muestra con comida,
sangre, fluido gingival y tejidos bucales (Ellison, 1988; 1993). Esto es particularmente
importante en estudios de campo de poblaciones cuya higiene bucal es deficiente.
Kivlighan y colaboradores (2005) han mostrado que, a pesar de que el sangrado
por micro-heridas de la boca tiene un impacto sobre los niveles de hormonas
reproductivas, el efecto es pasajero y facilmente resuelto, enjuagando la boca y
esperando unos minutos antes de tomar la muestra. Generalmente les lleva a los
participantes entre 2 y 15 minutos proveer una muestra de saliva sin estimulacion.
El uso de estimulantes de la salivacion se recomienda para aumentar el flujo de
salivay facilitar la recoleccion en casos de boca seca. Varios estudios han informado
el uso de diferentes productos que contienen acido citrico (Lipson y Ellison, 1989),
cristales de jugo (Talge et al., 2005), cera y goma de mascar azucarada y no
azucarada (Lipson y Ellison, 1989). Todo estimulante que se use debe ser evaluado
por su posible reaccion cruzada con las hormonas a estudiar (Ellison, 1988; Lipson
y Ellison, 1989). El desarrollo reciente de kits para RIA disponibles comercialmente,
facilita la recoleccion de volimenes pequefios de saliva por muestra por ejemplo,
25 ply 100 pl de saliva para la medicion de cortisol y testosterona, respectivamente
(Diagnostic System Laboratories, www.dslabs.com). Si las muestras van a ser
analizadas para varias hormonas, se recomienda la toma de 2 o 3 ml de muestra.
Los protocolos de recoleccion de muestras tienen que modificarse si la investiga-
cion involucra lactantes y nifios. Para la toma de muestras de saliva en nifios muy
pequefios se han utilizado micropipetas descartables, hisopos de algodon que ab-
sorban saliva (Kirschbaum y Hellhammer, 1994; Schmidt, 1997; Herrington et al.,
2004; Talge et al., 2005) y chupetes médicos modificados (Groschl et al., 2003). La
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saliva recolectada con micropipetas se transfiere facilmente a tubos de poliestireno.
Si se usan hisopos de algodon, la punta embebida se coloca en una jeringa sin aguja
y usando el émbolo de la jeringa, la saliva fluye dentro de los tubos. Sin embargo,
se ha demostrado que el uso de métodos que usen algodon como base de absorcion
interfiere con la medicion de las hormonas (Shirtcliff et al., 2001b; Groschl et al.,
2003). Varios estudios de campo han mostrado que ciertas tradiciones culturales
pueden tener un impacto sobre la medicion de hormonas reproductivas. Por ejemplo,
el mascado de hojas de coca en ciertas poblaciones andinas puede producir valo-
res de P falsos, similares a los valores de la fase latea (Vitzthum et al., 1993).

3. Preservacion de muestras: Las muestras de hormonas esteroides en saliva
se pueden conservar de manera segura a temperatura ambiente si se les agrega un
biocida para prevenir la contaminacion y el crecimiento bacteriano (Ellison, 1988).
Los tubos de recoleccion se pueden pre-tratar con azida sodica al 0,1% de manera
de preservar la saliva (Ellison, 1988; Lipson y Ellison, 1989). Se colocan
aproximadamente 50 ul de la solucion de azida sddica con una pipeta en el fondo
de los tubos y se deja evaporar a temperatura ambiente. Dado que la azida sodica
es toxica, cuando hay nifios involucrados (como participantes o testigos de la toma
de muestra) se recomienda agregar el biocida después de que la muestra haya sido
tomada y entregada al ayudante de campo. Se recomienda el congelado de las
muestras a -20°'C, o sino, las muestras pueden ser conservadas a temperatura
ambiente por varias semanas, pero siempre se aconseja guardarlas en el lugar mas
fresco posible. Una vez en el laboratorio, las muestras deben ser congeladas.

4. Transporte de las muestras: Las muestras de saliva se pueden transportar
sin refrigeracion. Los tubos deben colocarse en una bolsa plastica sellable y empa-
quetados con suficiente material absorbente y de amortiguacion para prevenir la
ruptura de los tubos. Para la mayoria de los paises, las muestras de saliva se
consideran material de diagndstico y su envio debe seguir las normas locales de
transporte de estas substancias.

5. Ensayos utilizados: Los ensayos mas utilizados para muestras de saliva son
los RIA (por ejemplo, los kits para muestras de saliva de Diagnostic Systems
Laboratories). Sin embargo, existen kits para inmunoensayos fluorescentes
(DELFIA) y EIAs, dependiendo de la hormona a analizar (www.dslabs.com).

6. Ventajas: Las muestras de saliva han sido las elegidas para muchos estudios
a gran escala. De los métodos descriptos en este trabajo, es el menos invasivo: es
indoloro y la mayoria de los participantes no requiere privacidad para tomar la
muestra. Esto facilita la recoleccion frecuente de muestras por periodos largos
(por ejemplo, estudios longitudinales). Las muestras de saliva han sido exitosamente
utilizadas en estudios que involucran participantes de una gama variada de edades,
inclusive bebés prematuros (Herrington et al., 2004), nifios (Groschl et al., 2003;
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Ahnert et al., 2004; Gutteling et al., 2004; Azurmendi et al., 2005) y ancianos
(Steptoe et al., 2005; Wright et al., 2005). En los estudios que involucran la
participacion de adultos, se les puede solicitar a los mismos participantes la toma y
conservacion de varias muestras. Ademas, las hormonas reproductivas esteroides
son muy estables a temperatura ambiente, lo que facilita enormemente la toma de
muestras en areas remotas sin acceso a freezers ni refrigeradores.

CONSIDERACIONES FINALES

Las técnicas de recoleccion de muestras aqui descriptas nos permiten el muestreo
de diferentes poblaciones en un amplio rango de contextos ecoldgicos. Los resul-
tados de varios estudios en diferentes poblaciones del mundo indican que la varia-
cion en los niveles de hormonas reproductivas es enorme, tanto entre poblaciones
como dentro de las poblaciones y hasta en una misma mujer (Ellison, 1990; Ellison
etal., 1993;2002; Valeggia y Ellison, 2004). Esta variacion refleja uno de los pun-
tos de atencion mas claros en el campo de la ecologia reproductiva humana. ;Por
qué algunas mujeres, en ciertos contextos ecoldgicos, tienen pérdidas de embarazo
mas frecuentemente que en otros? (Holman y Wood, 2001) ;Hay diferencias en
los niveles de testosterona en poblaciones con diferentes patrones de subsistencia?
(Bribiescas, 2005) ;Puede la variacion en las tasas de fecundidad ser explicada
por variaciones en la disponibilidad de recursos y por ende, en la disponibilidad de
energia metabolica ? (Valeggia y Ellison, 2002) El estudio de los niveles hormonales
y su asociacion con la fecundidad y la salud reproductiva puede aportar valiosos
datos a los modelos que utilizamos para explicar la repuesta de la biologia reproductiva
humana a diferentes ambientes y sus consecuencias.

La toma de muestras biologicas merece una extensa discusion de los aspectos
éticos que trae aparejados. A pesar de que una elaboracion detallada va mas alla
del objetivo de este trabajo, mencionaré brevemente tres preocupaciones éticas
relacionadas: 1) el proceso de consentimiento informado, 2) el manejo de los
problemas que el estudio acarrea para los participantes del estudio y 3) desigualdad
de poderes que se genera cuando se trabaja con poblaciones vulnerables (Boerma
etal., 2001).

1) El proceso de consentimiento informado es fundamental en toda investiga-
cion que involucre la participacion de personas (Kahn, 2005). Esto es asi tanto
para las ciencias biomédicas como para las ciencias sociales y para aquellas disci-
plinas que se situan en la interfase entre las ciencias sociales y naturales (por
ejemplo, la antropologia bioldgica). Este proceso comienza idealmente en el mo-
mento mismo del disefio de la investigacion y se desarrolla a lo largo y mas alla de
la culminacion de la misma (Creed-Kanashiro et al., 2005). Los candidatos poten-
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ciales del estudio deben entender los objetivos de la investigacion, los métodos a
los que se los expondra para la toma de datos, el destino y procesamiento de los
mismos y los costos y beneficios de participar en el estudio propuesto. También es
muy importante destacar el caracter voluntario de la participacion y hacer explicita
la forma en que se protegera la confidencialidad de la informacion obtenida. En el
caso de niflos, de mujeres embarazadas y de comunidades indigenas, se deben
tomar recaudos especiales para proteger su participacion en la investigacion. En el
caso de los nifios y dependiendo de las normas culturales de la poblacion a estudiar,
se requiere el consentimiento de los padres o tutores (Stinson, 2005). Aquellos
interesados en la conduccion ética de investigaciones en antropologia biologica,
pueden leer el libro editado por Trudy Turner (2005).

2) La introduccién de la toma de muestras biologicas en un estudio antropoldgico
puede aumentar el porcentaje de personas que deciden no participar. Asimismo,
puede comprometer la participacion de personas de esa poblacion en futuros estu-
dios, ya que se les esta solicitando un esfuerzo adicional (Weinstein y Willis, 2001).
Este problema debe ser anticipado llevando a cabo estudios piloto en una muestra
pequeiia de la poblacion elegida y evaluando la tasa de respuesta a las técnicas de
recoleccion de datos. Los problemas del participante pueden reducirse también, si
los potenciales participantes ven un claro beneficio de salud al proveer la muestra.
En el caso particular de estudios que involucran poblaciones rurales o alejadas, el
equipo de investigacion deberia incluir agentes de salud capacitados que puedan
proveer educacion para la salud y ayudar a los participantes a contactar a los
servicios publicos de salud. La devolucion rapida de los resultados del estudio
también facilita futuros intentos de recoleccion de datos en la misma poblacion.
Muchas veces, las muestras bioldgicas se toman de tal manera que algunos
resultados preliminares que conllevan un valor aplicado, pueden estar disponibles
rapidamente. Por ejemplo, la observacion visual de una muestra de orina permite
al ayudante de campo detectar posibles problemas de salud (la orina sanguinolenta,
muy oscura o no transparente puede indicar infecciones). De esta manera, el
ayudante de campo puede indicar al participante o a su familia, cuales son los
contactos necesarios en el sector de salud ptiblica para evaluar el posible problema.

3) Para estudios que se realizan en zonas rurales o remotas, existen problemas
éticos relacionados con la desigualdad de tecnologia entre la poblacion de estudio
y el centro de investigacion donde se realizan los analisis. En muchos de estos
casos, las determinaciones hormonales se obtienen a cientos o miles de kilometros
de donde se obtuvieron las muestras, lo cual provoca una obvia preocupacion en el
campo de la ética. Un protocolo de investigacion bien diseniado deberia incluir una
transferencia de informacion rapida y eficiente, especialmente si existen aplicacio-
nes directas para la salud (Boerma et al., 2001; Hurtado y Salzano, 2004). Los
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agentes de salud publica y los lideres comunitarios deberian tener facil acceso a
aquellos resultados que pueden potencialmente ayudar a mejorar la calidad de vida
de la poblacion.

Nuestros estudios en ecologia reproductiva en la provincia de Formosa
(Argentina) (Valeggia y Ellison, 1998; 2001; 2002; 2003; 2004; Valeggia et al.,
2002) han tenido y tienen un fuerte impacto en las comunidades aborigenes donde
trabajamos. Nuestros protocolos han incluido diferentes maneras de diseminar los
resultados de las investigaciones, dependiendo del nivel de alfabetizacion de la
poblacion bajo estudio. Por ejemplo, preparamos informes preliminares y finales
escritos en espafiol para agentes del Ministerio de Desarrollo Humano de la Provincia
de Formosa y una version de estos informes, presentada en reuniones comunitarias.
También utilizamos la transmision por radio local tanto en espafiol como en idioma
Toba, de los resultados y recomendaciones para la salud. Los participantes han
siempre demostrado interés en los resultados de las investigaciones que se llevan a
cabo en sus comunidades y frecuentemente aportan comentarios valiosos, que
ayudan a que futuros estudios en la comunidad sean intelectualmente mas robustos
y logisticamente mas sencillos.
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