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2. RESUMEN.

El objetivo de esta investigacion fue realizar un andlisis de la posible
proteccién que ejerce la testosterona contra las lesiones tipo infarto del
miocardio, ocasionadas por la administracién de isoproterenol por via subcutanea
en ratas Wistar macho, se emplearon diferentes pruebas biogquimicas para

cuantificar dicho efecto.

En este trabajo se utilizaron ratas Wistar macho integras y gonadectomizadas
de peso entre 230 g y 260 g, distribuidos por medio de una curva culebra japonesa
en seis lotes, a los cuales se les administr6, por via intramuscular testosterona
1ng/ml [menor a la fisiolégica), 10ng/mi [fisiolégica] y 100ng/ml [mayor a la
fisiolégica), ademas de administrarles isoproterenol por via subcutanea (120 mg/kg
de peso), para inducir las lesiones tipo infarto del miocardio. Para comparar estos
resultados se utilizaron dos lotes de animales blanco, y cuatro lotes de animales
(gonadectomizados y no gonadectomizados) a los cuales solo se les administro
testosterona o isoproterenol, por separado. Para la induccion de lesiones tipo infarto
de miocardio se administré isoproterenol (ISO) el cual se disolvio en solucion salina

fisiologica (3).

Este trabajo se basa en los trabajos de Wexler y Kitinger (3), y

Venkataramana y Malarvarnnan (1). Después de la administracion de I1SO los



animales exhibieron signos de shock, disnea, letargo y postracion durante unas

cuantas horas (1).

Los parametros evaluados cuantitativamente fueron actividad de Alanino
aminotransferasa (ALT), Aspartato aminotranferasa (AST), Proteinas séricas totales,
Fosfatasa alcalina y Catepsina D. Los resultados fueron determinados en

comparacion a los parametros que se obtuvieron en animales sin tratamiento.

De los resultados obtenidos al evaluar AST, Proteinas totales y Catepsina D
se observd que a mayor concentracion de testosterona existe un mayor efecto
protector contra las lesiones inducidas por la administracion de ISO, esta relacion
fue directamente proporcional en ambos lotes de ratas (gonadectomizados y no
gonadectomizados) siendo mas significativo este efecto en animales integros, esto
debido probablemente a que ademas de la testosterona administrada de manera
exdgena cuentan con la que se produce de manera natural en las génadas de los

animales.

En el caso de ALT y Fosfatasa alcalina son pruebas especificas para detectar
dafo hepatico, por lo que estas pruebas nos aseguran que el efecto cuantificado en
las demas pruebas bioquimicas es debido tan solo a trastornos cardiacos y no
hepaticos, debido a que la prueba de AST también cuantifica dafio hepatico,

ademas del dafio cardiaco.



3. INTRODUCCION:

En los paises desarrollados, las principales causas de muerte son las
enfermedades cardiovasculares y el cancer. El infarto agudo es la principal causa
de muerte en la mayor parte de los paises industrializados, en E.U.A.,actualmente
mas de 1,500,000 personas al afo presentan Infarto Agudo de Miocardio(2) (55),

de los cuales aproximadamente ocurren 500 mil decesos anuales (2).

En la época actual, la mortalidad intrahospitalaria causada por infarto agudo
del Miocardio se debe, casi de manera exclusiva a insuficiencia circulatoria,
provocada ya sea por disfuncion ventricular izquierda grave o por alguna de las

complicaciones mecanicas del infarto del miocardio (29).

Una de las enfermedades cardiovasculares que con mas frecuencia es
atendida por los médicos en su practica clinica es la hipertensién arterial. Cerca del
80% de los hipertensos se encuentra entre los 40 y 70 anos. Hasta los 40 afos, el
hombre tiene mayor tendencia que la mujer a padecer de hipertension. (24) En
estudios realizados por varios investigadores se ha detectado que el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares, como es el caso del infarto de miocardio,

ocurra con mas frecuencia en hombres entre los 30 — 40 anos (38).

La incidencia del infarto del miocardio es mayor en los individuos del sexo masculino

que en las mujeres, las diferencias han sido atribuidas a efectos de las hormonas



sexuales esteroides sobre los diferentes factores de riesgo cardiovascular asi como,

directamente sobre la funcién cardiovascular.

En algunos casos de insuficiencia cardiaca se utilizan agentes agonistas p-
adrenérgicos, como el hidroclorhidrato de isoproterenol, sin embargo, varios
estudios han mostrado necrosis isquémica en el miocardio por su uso, se ha
observado que la necrosis es dependiente de la dosis de isoproterenol utilizada, es
decir, a mayores dosis, se produce una mayor necrosis isquémica, pero se

desconoce la causa que ocasiona dicho infarto miocardico (1).

En este proyecto de tesis se indujo una necrosis miocardica por medio de la
administracion de 120 mg de 1SO/kg por via subcutanea, esta dosis se utilizo
tomando en cuenta los trabajos de Venkataramana y Malavarnnan (1) y Wexler y
Kitinger(3), quienes han mostrado que administrando isoproterenol por via

subcutanea induce necrosis del miocardio (1).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la influencia de la hormona sexual
esteroide testosterona sobre actividades enzimaticas consideradas como sefiales
del dano inducido por el ISO (AST, Catepsina D y cuantificacion de Proteinas

Totales).



4. GENERALIDADES.

4.1 El corazon.

El corazdn es una masa musculosa, hueca y de forma semicénica que se
haya intercalada, a manera de una bomba aspirante impelente, en el trayecto de la
circulacion sanguinea. Su tamano es aproximadamente, el del pufio del individuo al
que pertenece y consta de dos auriculas y dos ventriculos, estas cavidades a partir
del nacimiento del individuo, ofrecen tnicamente las siguientes comunicaciones
entre si: la auricula derecha comunica con el ventriculo derecho y la auricula
izquierda con el ventriculo del mismo lado (4).

Entre las cavidades de las auriculas y los ventriculos se encuentran las valvulas
_atrioventriculares: a la derecha la valvula tricispide y a la izquierda la valvula mitral
(bicuspide) (5).

El corazén se encuentra situado, asimétricamente, en la zona media de la cavidad
toracica, de tal manera, que la mayor parte del 6rgano queda emplazada en la mitad
izquierda del organismo y s6lo una pequefa parte en la mitad derecha. La base del
corazén, formada por las auriculas, esta orientada hacia atras y algo a la derecha; la
punta del corazon, formada Unicamente por el ventriculo izquierdo, esta dirigida
hacia adelante y a la izquierda (4).

En el corazon pueden distinguirse dos caras: una inferior o caudal, ligeramente
convexa, que descansa sobre el diafragma y otra anterosuperior o ventrocraneal,

fuertemente convexa (4).



La actividad contractil de la musculatura de la pared del corazon impulsa la sangre,
por todo el cuerpo, entregando nutrientes y eliminando desechos que produce el
organismo. El corazéon también transporta a l’as hormonas, neurotransmisores y
otros mensajeros a varias regiones del organismo (5).

El corazén esta compuesto por tres tipos principales de musculo: musculo auricular,

musculo ventricular y las fibras musculares excitadoras especializadas.

Fig. 1 Anatomia del corazén (6)



El ciclo cardiaco consta de un periodo de relajacion, denominado diastole, durante
el cual el corazon se liena de sangre, seguido de un periodo de contraccion llamado

sistole. (6)

La funcién del corazén esta regulada por cuatro determinantes principales:
- El estado de contractilidad del miocardio.
- La precarga del ventriculo (el volumen diastélico final y la longitud resultante
de la fibra de los ventriculos antes del inicio de la contraccion).
- La poscarga aplicada a los ventriculos (la impedancia a la expulsiéon
ventricular izquierda).

- Lafrecuencia cardiaca. (9)

La funcién del corazon puede ser inadecuada como resultado de alteraciones en
estas determinantes. En casi todos los casos, el trastorno primario es una depresion
de la contractilidad del miocardio por pérdida del masculo funcional (Ej. debida a

infarto del miocardio) o por procesos que afectan de manera difusa al miocardio (9).

Muchas de las caracteristicas del musculo cardiaco, especialmente el disefio
molecular de los filamentos de actina y de miosina, asi como la naturaleza de sus
acciones reciprocas son muy similares a las del musculo esquelético. Sin embargo
el musculo del corazén que esta siempre activo aunque de un modo ciclico posee
un metabolismo completamente aerébico en los sujetos en reposo o con actividad

moderada y solamente utiliza la glucdlisis como fuente de energia adicional en



casos de emergencia. Las células del musculo cardiaco son sumamente ricas en

mitocondrias, que ocupan por lo menos hasta el 40% de su espacio citoplasmatico

4.2 Enfermedades Cardiovasculares

En los paises desarrollados, las enfermedades cardiacas son la causa mas
frecuente de muerte natural, en una proporcién de las dos quintas partes por lo
menos. Las curvas de incidencia y de mortalidad por cardiopatia han ido
aumentando de manera constante desde hace ya bastantes anos. En parte, este
aumento de mortalidad puede explicarse por la elevaciéon del indice de vida media
de la poblacion, determinado por el control de las enfermedades infecciosas. Sin
embargo, numerosos estudios estadisticos demuestran un incremento absoluto de
las enfermedades cardiacas, particularmente acentuado en el caso de las

coronarias. (24)

Tabla 1, Incidencia de las formas principales de cardiopatia: (Procedente del libro
del Dr. Paul Word (24))

. ENFERMEDADES %
Cardiopatia coronaria 30
Hipertension arterial 25
Cardiopatia reumatica 20
Arritmias primarias 5
Cardiopatia tireotoxia 2
Cardiopatias congénitas 25
Endocarditis bacteriana 1
Aortitis sifilitica 1
Pericarditis primaria 1
Aneurisma disecante de la aorta 0.2
Miocardiopatias 0.3
Hipertension pulmonar primitiva 0.2
Miscelaneos y dudosos 6.5




La incidencia de enfermedades cardiovasculares difiere significativamente entre el
hombre y la mujer, en parte por diferencias en factores de riesgo y hormonas
sexuales. Algunos datos sugieren que la accion directa de los estrogenos en vasos

sanguineos contribuyen substancialmente a un efecto protector cardiovascular (30).

4.3 Hipertension

La hipertensién arterial es un padecimiento vascular multifactorial frecuente,
cuya causa se desconoce. La hipotesis mas generalizada sostiene que la
hipertensién primaria se debe a un desequilibrio en las interacciones entre los
mecanismos que controlan el volumen minuto cardiaco, la funciéon renal, la

resistencia periférica y la homeostasis del sodio.

La hipertension arterial genuina es un problema de salud publica de la mayor
importancia en el mundo entero (43) (53) (58). La frecuencia de padecer
hipertension aumenta progresivamente con la edad de la poblacién (44); la padecen

mas de la mitad de todas las personas mayores de 65 anos (54).

Aceptar que la hipertension arterial es una parte, determinada genéticamente, ha
dado lugar a estudios que buscan identificar las mutaciones que dan Ila
susceptibilidad a esta enfermedad. Hasta ahora se han demostrado mutaciones en

al menos 10 genes capaces de causar alteraciones de la presion arterial (7).
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Las mujeres toleran mejor la hipertension que los hombres, los indices de mortalidad
con cualquier valor de hipertension son mas altos en los hombres (56) y la

frecuencia de la hipertension arterial es mayor en la raza negra (58).

Ahora se reconoce que la presién arterial elevada o hipertensién es uno de los
factores de riesgo mas significativos en el desarrollo y la progresion de las
enfermedades cardiovasculares. Dicho padecimiento genera un aumento en la
presion de las paredes vasculares, lo que estimula la hiperplasia e hipertrofia de
dichas células y conduce a un engrosamiento fibro-muscular, asi como a un

incremento en la sensibilidad a diferentes agentes vasoactivos.

Asi mismo, aumenta la permeabilidad de la capa intima de las arterias, lo que
contribuye a un aumento en el influjo de lipoproteinas y al desarrollo de

aterosclerosis.
Por otro lado, el aumento en la poscarga produce a la larga hipertrofia del ventriculo
izquierdo, por lo que aumenta la demanda de oxigeno del corazén, mientras que de

manera proporcional se reduce el flujo coronario (8).

Los mecanismos por los cuales aumenta la presién arterial son multiples y a

menudo interactuan (11).

1



La hipertension se define en términos de severidad, su asociacion con las causas
subyacentes o las condiciones relacionadas, su asociacion con la edad y los grupos
raciales y en términos de los posibles mecanismos responsables de su

mantenimiento (ver Fig. 2).

La forma mas comun de hipertension se denomina hipertension esencial (11).Por
definicion la hipertension esencial es idiopatica, pero se cree que esta causada por

una combinacion de factores genéticos y ambientales.

El motivo por el cual la hipertension no se diagnostica a tiempo obedece a que es

una enfermedad tipicamente asintomatica sobre todo en fases tempranas (58).

La hipertension arterial es uno de los factores de riesgo mas importantes para el
infarto del miocardio, ya que entre las enfermedades que sobrecargan al ventriculo

izquierdo destaca la hipertension arterial (44).

La terapéutica estandar de la hipertension consiste en diurétios y antihipertensores,
bloqueadores B-adrenérgicos, bloqueadores de Cca® y los inhibidores de la enzima
conversora de la angiotensina (42,53). Se utilizan diversos agentes, solos o
combinados, que incluyen los farmacos de accion central, bloqueadores
ganglionares, medicamentos con efectos adrenoliticos y simpaticoliticos periféricos y

los que actuan en el sistema renina-angiotesina (42).
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Predisposicién genética

+
T Liberacién neurohormonal
Ingestidén excesiva de sal (estrés, T renina, T catecoles)
+
Excrecién inadecuada de sodio Ingesta excesiva de sal
Retencién de sal y agua
T Hormona
T Volumen plasmaticoy  natriurética T Reactividad vascular
de liquido extracelular >
T Gasto cardiaco T Resistencia periférica total
(Autorregulacion) > l

‘ HIPERTENSION ‘

Fig. 2 Fisiopatologia de la hipertension
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4.4 Infarto del miocardio.

El infarto del miocardio, en una patologia'en la que generalmente se presenta
necrosis miocardica isquémica originada por reduccion abrupta del flujo coronario a
un segmento del miocardio (10) (67) (58). En el pasado se pensaba que el infarto
era precipitado por una trombosis coronaria aguda, pero esto solo ocurre en una
minoria de los casos. La trombosis suele ser el resultado del infarto al miocardio y
no el proceso iniciador. Por lo tanto se observan trombos en las arterias coronarias

aproximadamente en el 25% de los individuos que mueren stibitamente (10).

Esta lesién se produce o facilita por factores como el tabaquismo, la hipertension y

la acumulacion de lipidos (55).

El infarto al miocardio es, predominantemente, una enfermedad del ventriculo
izquierdo, pero el area lesionada puede extenderse al ventriculo derecho o a las
auriculas (10). La cantidad de tejido miocardico infartado depende basicamente de

la arteria ocluida.

En las fases iniciales del infarto del miocardio se prolonga el tiempo de relajacion
ventricular (33).
La capacidad del corazén de seguir funcionando como bomba, guarda

probablemente una relacion directa con la extension de la lesion miocardica (10).
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En el infarto de miocardio, el masculo muy isquémico e infartado se contrae y relaja
mal o no lo hace; si el infarto es lo suficientemente extenso disminuira el gasto

cardiaco(57).

El infarto agudo del miocardio es el resultado final de un fenémeno isquémico
ininterrumpido y prolongado. Es producido por el cese total del aporte sanguineo a
un segmento del miocardio y no tiene una relacion importante con la demanda de

oxigeno (58).
Cuando las células miocardicas sufren dafo irreversible se altera la permeabilidad
de la membrana, liberandose a la circulacién enzimas cuya actividad en plasma

puede ser medida en el laboratorio.

En México el infarto agudo del miocardio, se sitGa en el quinto lugar como causa de

muerte en la poblacién general, con una tasa de 20/100,000 habitantes (58).

Cerca de la mitad de los casos de infarto de miocardio, resulta clinicamente

silenciosa; es decir ocurre sin sintomas y el paciente no los reconoce (59).
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4.5 Isoproterenol

H

oH—(( )—CH—CH,—x

OH CH(CH3),

E! isoproterenol (isopropilarterenol, isopropilnoradrenalina, isoprenalina, di-B-
[3.4-dihidroxifenil -o-isopropilaminoetanol), es la mas activa de las aminas
simpaticomiméticas y actia casi exclusivamente en los receptores B. Fue estudiada

por primera vez en 1940 (12).
4.5.1 Relaciones entre estructura quimica y accion farmacologica.

a) Para que las sustancias posean alta afinidad por los receptores $-adrenérgicos,
es necesario que sean aromaticos- con nucleo bencénico o naftaleno y derivados- y
que posean una cadena lateral aminica en la cual un atomo de hidrégeno del grupo

amino esté sustituido por un radical isopropilo o un grupo semejante(12) (15).
b) Para que un farmaco produzca efectos adrenérgenicos 8, depende de la

presencia de hidroxilos en el nlicleo aromatico; si los posee y sobre todo en posicion

orto (isoproterenol), sera un potente farmaco adrenérgico (12) (15).
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4.5.2 Propiedades

Descripcion: Polvo cristalino blanco o casi blanco, inodoro o con sabor ligeramente
amargo, se obscurece gradualmente por exposiéién al aire y a la luz, sus soluciones
se vuelven de color que va del rosa al rosa-parduzco por exposicion al aire y casi

inmediatamente se vuelve alcalina.

Solubilidad: Muy soluble en agua, poco soluble en etanol y muy poco soluble en
etanol deshidratado, insoluble en cloroformo, benceno y éter. Un gramo se disuelve

en 3 ml de agua, y en 50 ml de etanol (al 95%)

Punto de fusién: 170°C - 171°C.

Conservacion: En recipientes herméticamente cerrados, protegidos de la luz.

4.5.3. Acciones farmacologicas.

Aumenta el trabajo cardiaco al incrementar la frecuencia cardiaca y la fuerza
de la contraccién del miocardio (1) (12).
El isoproterenol es activo en los receptores B; y Bz-adrenérgicos, casi sin actividad
en los receptores a-adrenérgicos. En los receptores By, el ISO es mas potente que
la adrenalina, la cual presenta una potencia igual o mayor que la noradrenalina. (11)
Tiene acciones cronotropica (frecuencia a la que late el musculo cardiaco) e
inotrépica(fuerza de contraccion del musculo cardiaco) positivas; debido a que el

isoproterenol activa a los receptores B-adrenérgicos en forma casi exclusiva, por lo
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gue es un vasodilatador potente . La activacion de los receptores 8 da por resultado
un mayor flujo de entrada de calcio a las células cardiacas, esto tiene

consecuencias de tipo eléctrico y efecto cronotrépico (15).

Estas acciones conducen a un aumento notable en el gasto cardiaco relacionado
con una disminucién en la presion arterial media y diastélica y a una reducciéon

menor o a una ligera elevacion de la presion sistolica(15).

Ya que el isoproterenol actia en los receptores B-adrenérgicos y casi no tiene
actividad en los receptores «, sus acciones principales se verifican en el corazén, el
musculo liso de los bronquios, vasos sanguineos del musculo esquelético y el
conducto gastrointestinal (12)(52). Los efectos cardiovasculares del isoproterenol, la

adrenalina y el levarterenol en el hombre son parecidos (12).

En el adipocito actua selectivamente sobre los receptores de!l subtipo B, del tejido
adiposo y muscular, activando a la adenilciclasa, para convertir el trifosfato de
adenosina en 3’5" monofosfato de adenosina, induciendo la activacion de las

lipasas (13).
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4.5.3.1 Aparato cardiovascular.

La infusion intravenosa del isoproterénol en el hombre disminuye la
resistencia vascular periférica, principalmente en el musculo esquelético, pero
también en los lechos vasculares mesentéricos y renal con lo que la presion
diastolica disminuye. El gasto cardiaco aumenta por las acciones inotropica y
cronotrépica del farmaco y se combina con un aumento en el retorno venoso del
corazéon. Con dosis comunes de isoproterenol en el hombre, el aumento del gasto
cardiaco basta generalmente para mantener o aumentar la presion sistélica, aunque
la presién media es reducida (12).

Dosis mayores a 1ng/Kg causa disminucién notable de la presién arterial. El ISO

produce excitacion central.

4.5.3.2 Musculatura lisa.
El isoproterenol relaja casi todas las variedades de muscuiatura lisa cuando el
tono de éstas es alto, pero su accién es mas intensa en la musculatura lisa de los

bronquios y del conducto gastrointestinal (12).
4.5.3.3 Acciones metabolicas y en el sistema nervioso central.

En el hombre, el isoproterenol causa menos hiperglucemia que la adrenalina.

Las acciones calorigenas del isoproterenol y de la adrenalina son semejantes (12).
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4.5.4 Absorcién y excrecion.
El isoproterenol se absorbe rapidamente cuando se administra por via
parenteral o en forma de aerosol. El farmaco se metaboliza y se elimina por las

mismas vias que la adrenalina y sus efectos son de la misma duracion (12).

Palpitaciones, taquicardia y cefalea son frecuentes. Las reacciones cardiacas

graves son poco frecuentes, pero la sobredosis puede ir seguida de muerte.

El ISO estimula el corazén y aumenta el gasto cardiaco ademas de elevar la

produccién miocardica de lactato, indicaciéon de que aumenta la hipoxia cardiaca.

4.5.5 Toxicidad y efectos secundarios.

Disminuye el tono, la motilidad tanto del intestino como del dtero. Causa
hiperglucemia e incremento de la cantidad circulante de acidos grasos volatiles
libres. Puede ademas estimular al sistema nervioso central por medio de ansiedad y
malestar (13).

La toxicidad aguda del isoproterenol en los animales es mucho menor que la
adrenalina. Sin embargo, pueden producirse con facilidad arritmias cardiacas y las
dosis grandes o repetidas en los animales pueden producir necrosis miocardica,
como las de la adrenalina, o paro cardiaco si el corazén esta sometido a fuerte

carga de trabajo (12). La cardiotoxicidad del isoproterenol es dosis-dependiente (1).
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Con dos administraciones por via subcutanea de isoproterenol de 25 - 100
mg/kg de peso se observa necrosis en el miocardio y no se presenta mortalidad
para la dosis de 25 y 50 mg/kg de peso, mientras que en la dosis de 100 mg/kg de
peso se observa una mortalidad del 16% (1).

A dosis de isoproterenol de 25 mg/kg se observa hemorragia en el miocardio

y a dosis de 50 y 100 mg/kg de peso se observa necrosis en el miocardio (1).

4.5.6 Usos terapéuticos.

El isoproterenol se emplea en clinica s6lo como broncodilatador en los
trastornos respiratorios y como estimulante cardiaco en el blogueo del corazédn (12).
Se utiliza asociado a otros medicamentos en el shock cardiogénico y en otros tipos

de shock; asi como en ciertas arritmias cardiacas. (14)
4.5.7 Reacciones adversas.

Taquicardia, palpitaciones, edema e inflamacion bronquiales, rubor en la piel.

Con uso prolongado se puede presentar inflamacién de la glandula parétida.(14)
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4.6 Testosterona (Androgenos)
OH

Los androégenos u hormonas androgénicas pertenecen al grupo de las hormonas
esteroides y tiene como estructura base al ciclopentanoperhidrofenantreno, al igual
que los corticosteroides, los estrégenos y otros mas con los que estan relacionados.
Los andrégenos son capaces de inhibir la secrecion gonadotrépica de la
adenohipofisis, por lo que en animales con insuficiencia gonadal, la produccion de

gonadotropinas, hormona foliculoestimulante y luteinizante, estd aumentada.(16).

Tanto en animales integros o castrados, los andrégenos promueven el
anabolismo proteico, disminuyendo la creacién de N, urinario, con balance positivo
del mismo, lo que se manifiesta estructuralmente por aumento de peso, en especial
en los musculos esqueléticos; aungue dicha accién también se manifiesta en otros

o6rganos como el rinén e higado (16).

Uno de los principales andrégenos y el mas importante en el hombre es la
testosterona (1); en la mayor parte de los tejidos blanco, ésta no es la forma activa
de la hormona, en los érganos blanco se convierte por medio del esteroide 5a-

reductasa en el producto mas activo: dihidrotestosterona (12).

22



La Testosterona (Testost) y la dihidrotestosterona se unen a los receptores
androgénicos del citosol, iniciando una serie de fenémenos que llevan al
crecimiento, la diferenciacién y la sintesis de un gran nimero de enzimas y otras
proteinas funcionales (15). Al igual que otros esteroides, los andrégenos pueden
unirse iniciaimente a proteinas receptoras especificas en el citosol y este complejo
es transportado al nucleo donde interactiian con la cromatina desencadenando la

sintesis de RNA, RNA polimerasa y proteinas.

La produccion de testosterona es estimulada por una hormona de la adenohipéfisis
denominada hormona estimulante de la célula intersticial o ICSH (sub-unidad B) que
es idéntica a la hormona luteinizante (LH). El principal lugar de la formacién de la
Testost es el testiculo, los andrégenos se producen en las células intersticiales o de
Leydig que se encuentran en los espacios entre los tibuios seminiferos, pero

también se produce en pequeiias cantidades en la corteza suprarrenal (18).

La Testosterona es el esteroide androgénico mas activo que se ha aislado
del testiculo (16). Tiene la formula C1gH230, (17); es el esteroide sexual mas
importante en el hombre, mas del 95% es secretado por las células de Leydig de los

testiculos y solo 5% por las suprarrenales (15) .

Aproximadamente 7 mg/dia de Testost son producidos por los testiculos del
hombre joven; la tasa de produccion de Testost en las mujeres es de 0.3 mg/dia.

(11) (15).

23



La Testost es transportada en la sangre unida a fas proteinas plasmaticas,
circula fuertemente unida a una B-globulina, la globulina fijadora de hormonas
sexuales (SHBG); débilmente ligada a la albimina; o como una forma libre (no

ligada) (11).

En los hombres, cerca del 3% de la Testost esta libre, 67% ligada a la
albumina y el 30% ligada a la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG). En
contraste, en las mujeres cerca del 2% de la Testost esta libre, 40% ligada a la
albumina y el 58% ligada a la SHBG. Por lo tanto la proporcién de Testost disponible
para su accion biologica respecto de los tejidos blanco es mucho mayor en los
hombres que en las mujeres (11) (15).

Una de las funciones mas importantes de la Testost es la de iniciar y mantener la

espermatogénesis (11).

La administracion exdégena de androégenos no tiene efectos estimulantes
sobre las células germinales e inhibe la espermatogénesis y la produccion de
espermatozoides por una accion de retroalimentacion negativa sobre la secrecion de

LH y la produccién intratesticular de Testost (11).

4.6.1 Absorcion
La Testost cuando se administra por via oral, se absorbe rapidamente, sin
embargo la mayor parte se convierte en metabolitos inactivos y solo cerca de una

sexta parte de la dosis administrada esta disponible en forma activa (15).
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Se absorbe bien aunque lentamente cuando se administra por via im., la
esterificacion de la Testost, disminuye la velocidad de absorcién aumentando la
duracion de accion y la eficacia de la misma. Una vez absorbida pasa a la sangre,
encontrandose una concentracién plasmatica normai de 0.3 a 1.2 pg/dl en el varén

(16).

La secrecion testicular de andrégenos esta regulada por sus propios valores
en sangre y logran una retroalimentacién negativa del hipotalamo y de lahipofisis.

(19)

La Testost se biotransforma principalmente en el higado dando como
producto la androstendiona, también en estrogenos como el estradiol y la estrona, lo
que ocurre en el testiculo, piel e higado, pero las cantidades formadas normalmente

son escasas (16).

Tabla 2. Concentraciones (pg/mi) en circulacion de Testosterona y

Dihidrotestosterona en ratas macho normales: (23
Testosterona Dihidrotestosterona
Macho

Prepubertad 500 50
950 80
620

: 950

Edad Adulta 2600 160
3060 74
2150 190
3701
2500
2430
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PRUEBAS BIOQUIMICAS INDICADORAS DE DANO
4.7 Transaminansas.

Las transaminasas constituyen un grbpo de enzimas que catalizan la
interconversién de aminoacidos y a - cetoacidos, por transferencia de grupos
aminos. El acido L-glutdmico actiia como el donador de grupo amino en la mayoria
de las reacciones de transaminacién. Fosfopiridoxal y su analogo amino:
fosfopiridoxamina, funcionan como coenzimas en las reacciones de transferencia
del grupo amino. Las transaminasas se llaman también aminotransferasas y
aminoferasas (20). Son enzimas representadas por proteinas simples conjugadas y
sintetizadas por células de diferentes tejidos: hepatico, miocardio, renal, nervioso y

musculo estriado. (45)

El proceso de transaminacion consiste en la transferencia intermolecular de
un grupo de un a-aminoacido dador a un ceto-acido aceptor, sin formacién
intermedia de amoniaco, desempenando un papel clave en el metabolismo
intermediario toda vez que interviene en la sintesis y degradacién de aminoacidos
en las células vivas (22).

En el suero normal abundan mas las AST que la ALT (60). Las
aminotranferasas contienen fosfato de piridoxal, una coenzima frecuentemente
requerida por las enzimas que atacan aminodcidos libres. El piridoxal esta fijado a
las cadenas polipeptidicas de las aminotransferasas de tal forma que su grupo
aldehido queda en la vecindad de una cadena lateral de lisina, con la que reacciona

formando una aldimia, que es la estructura reactiva de la enzima (21).
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Las transaminasas estan distribuidas con amplitud en tejidos animales. Tanto
AST (Aspartato Aminotransferasa), como ALT (Alanino aminotransferasa) estan
presentes normalmente en plasma, bilis, liquido cefalorraquideo y saliva humanos,

pero no en orina, a menos de que exista una lesion renal (20).

4.7.1 Transaminasa glutamico oxalacético

AST (TGO) ASPARTATO AMINOTRANSFERASA

La AST esta presente en gran actividad en el corazon, los musculos y el higado. Es
una enzima que se encuentra tanto en el citoplasma del hepatocito como en las
mitocondrias.(45)

El aumento en la actividad de AST en el suero se asocia con infarto del miocardio,
embolia pulmonar, trauma de los musculos esqueléticos, cirrosis alcohélica, hepatitis
viral y hepatitis inducida por farmacos (20). Se incrementa de 9 -10 veces mas en un

infarto agudo del miocardio.

Transaminasa de aspartato, conocida comunmente como transaminasa

glutamico oxalacético (AST) cataliza la siguiente reaccién: (20)

coo® coo® coo " coo "
H-C -NH2 + c=0 C=0 + H-C -NH2
AST
CH2 CH2 CHz2 CH2
coo " CH2 coo CH2
L-aspartato coo® Oxalacetato coot
a - Oxoglutarato L- Glutamato
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4.7.2 Transaminasa glutamico pirGvico

ALT (TGP) ALANINO AMINOTRANSFERASA

Esta presente en gran cantidad en el higado, musculo esquelético, el corazéon

y el rinén. ALT en el suero aumenta rapidamente en la necrosis de células

hepaticas, hepatitis, cirrosis hepatica, tumores en el higado, ictericia opilativa,

sindrome de Reye, la miositis y la miocarditis (20).

Transaminasa de alanina, cuyo nombre mas comun es transaminasa de glutamico

piravico (ALT) cataliza la reaccioén andloga siguiente: (20)

coov coo¥ coo?

H - C - NH; + CcC=0 GP C=0
- 7

CHs CHy ¥ CHs
L-Alanina ; CH, Piruvato
coo®

o - Oxoglutarato

coo®
+ H - C — NH»
CH,
CH,
coov

L- Glutamato

Las reacciones son reversibles, pero el equilibrio de ambas reacciones, la

catalizada por AST vy la catalizada por ALT, favorece la formacion de asparato y

alanina respectivamente (20).
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Tabla 3. Actividades de AST y ALLT en homogenizados de tejidos humanos. (22)

AST ALT

U. gramo tejido U. gramo tejido
Corazon 1566.00 7.000
Higado 42.00 144.00

4.7.3 Importancia clinica.

Se presentan incrementos patolégicos de la transaminasa sérica (alanino
aminotransferasa AST) en el infarto del miocardio, aun en los inaparentes clinica o
electrocardiograficammente y a partir de la 6 pnimeras horas (60)

Después de un infarto de miocardio aparece AST en suero con actividad
aumentada, como seria de esperar a su concentracion relativamente alta en el
miocardio (20)(57). Los valores maximos se alcanzan después de 48 a 60 horas y
el nivel baja de nuevo al intervalo normal hacia el cuarto o quinto dia, siempre que
no haya ocurrido un nuevo infarto, lo valores de AST se incrementan de 9 -10 veces
mas en un infarto agudo del miocardio. Los valores maximos son aproximadamente
proporcionales al grado de dafo sufrido por el tejido cardiaco. Los niveles de ALT,

estan dentro de limites normales o solo marginalmente elevados (20).

En hepatitis y otras formas de enfermedad hepatica, con necrosis hepatica
concomitante, estaran elevados los niveles de las dos transaminansas en el suero,
aun antes de aparecer los sintomas clinicos de la enfermedad. En la mayoria de los
casos, el nivel de ALT es mas aito que el de AST y la razén ALT/AST (menor que la

unidad normalmente) en casos de infarto de miocardio se hace mayor que 1.0, en
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especial en las ultimas etapas de la enfermedad y en una fase de restablecimiento
(20).

La ALT se identifica en todo proceso inflamatorio necrético del higado. Es una
enzima citoplasmatica del hepatocito, que se libera facilmente cuando existe

alteracion celular. (45)

La Alaninoamino transferasa aumenta en suero rapidamente en la necrosis de
células hepaticas, y dentro de limites normales o solo ligeramente elevados

después de un infarto de miocardio (20)

4.8 Fosfatasa alcalina en suero

Las fosfatasas alcalinas actdan sobre gran vanedad de sustratos fisiolégicos
y no fisiolégicos, aunque se desconocen los sustratos naturales sobre los cuales

actuan en el cuerpo (20).

Esta presente principalmente, en los huesos, el higado, el rifén, el intestino, la
placenta y los pulmones (20)(45)(60). La fosfatasa alcalina del suero puede ser
elevada en el metabolismo dseo acrecentado (47), por ejemplo en adolescentes y
durante la curacion de un fractura. Las enfermedades hepatobiliares que involucran
colestasis, inflamacion o cirrosis, aumentan la actividad de la fosfatasa alcalina;
puede aumentar con el infarto y en ataques renales y en complicaciones del

embarazo (20)(47)(50).
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Las fosfatasas alcalinas constituyen un grupo de enzimas que catalizan la hidrolisis
de los fosfomonoésteres, dando lugar a la liberacion del fosforo inorganico y el

correspondiente alcohol, fenol o azlcar (22).

Las enzimas de este grupo tienen actividad optima cuando el pH esta en la vecindad
de 9.8, pero el pH optimo observado varia segun el substrato sobre el cual actian y
segun la naturaleza del amortiguador presente (20).

La enzima esta presente en practicamente todos los tejidos del cuerpo y ocurre en
niveles particularmente altos en el epitelio intestinal, tubulos renales, huesos
(osteoblastos), leucocitos, higado y placenta (20).

Ahora se cree que la enzima en el suero procede del higado, aunque muchas

pruebas apoyan su posible origen en el tejido 6seo (20).

La cifra global de la fosfatasa alcalina sérica resulta de la suma de los valores de

sus distintas isoenzimas (higado, hueso, intestino, ciertos tumores) (22).

La fosfatasa alcalina en suero se desnaturaliza rapidamente a 57°C, pero es
relativamente estable a temperaturas mas bajas. A temperatura ambiente la enzima
mantiene su actividad durante 24 horas y en ocasiones se observa un aumento del
10% en su actividad. Si se almacena en el refrigerador, Ia actividad desciende muy
lentamente y en estado de congelacion la enzima retiene su plena actividad durante

largo tiempo (20).
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4.9 Proteinas totales

La sangre esta constituida por formas celulares, a base de particulas, en
suspension en un medio liquido llamado plasma. Del 92% al 93% de plasma o suero
es agua; de 7 a 8 % del total de solutos presentes, las proteinas son las que estan
en maxima concentracion aproximadamente de 6.8 a 8.8 g/100ml de agua de

plasma. (20)

La mayor parte de las proteinas del suero son sintetizadas en el higado, con
la excepcion de las @-globulinas. Una de las mas importantes proteinas del suero
producidas en el higado es la albumina. La concentracion de proteinas en el suero
total se puede utilizar para la evaluacidén del estado alimenticio. Las causas de una
concentracion elevada de proteina total en el suero, incluyen: la deshidratacién, la
macroglobulinemia de Waldentrom, el mieloma multiple, enfermedades
granulomatosas. La concentracion de proteina total aumenta ocasionalmente en las
enfermedades del colageno, el lupus eritematoso y otros casos de infeccion crénica
e inflamacién. Las causas de una disminucién en la concentraciéon de proteina en el
suero, incluyen el embarazo, la cirrosis y otras enfermedades hepaticas, el
alcoholismo  croénico, insuficiencia cardiaca, el sindrome nefrético,

glomerulonefritis, la mala absorcién y la desnutricion grave (20).
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4.10 Catepsina D

Catepsina D es una proteasa lisosomal presente en todas las células y
encontrada en dos formas: Forma activa (PM 32000) y la forma inactiva (PM 52000).
Catepsina D actia como una enzima proteolitica que controla la caida de las
membranas basales, o como un factor de crecimiento en modo autocrino y

paracrino.

Las proteasas lisosomales fueron llamadas catepsinas, este nombre deriva
del término griego “digerir”. El interior de los lisosomas y de las catepsinas es acido,
todos los lisosomas se encuentran adecuadamente en un pH acido y exhiben

actividad enzimatica litica a pH neutro (35).

Es una endoproteasa aspartica que esta implicada en la degradacion proteica
normal dentro de los lisosomas. Esta proteasa parece ser un marcador utilizable
para la identificacion de cancer de mama en paciente con elevado riesgo de

enfermedad recurrente.
Es una proteasa acidica lisosomal presente en todas las células y reconocida para
ser secretada en el cancer de mama. Puede ser un buen marcador de prediccion y

los altos niveles pueden representar un pronostico pobre.

Catepsina D puede estimular la proliferacion de células MCF-7 de modo autocrino y

esto resulta en una extension metastatica de la enfermedad.
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Catepsina D puede unir a la insulina como un receptor de crecimiento factor il, cuya

activacion resulta en la estimulacién del crecimiento. (37)

Un estudio previo arrojé datos en perros, que indica que la actividad de la
fosfatasa acida y Catepsina D se observaron en la fraccion microsomal, la cual esta
compuesta por reticulo sarcoplasmico y ésta activacion incidente sobre el reticulo
sarcoplasmico, fue importante para la evolucion de un dafno isquémico miocardial y
muerte. Un significativo incremento de catepsina D en el corazén fue observado en

ratas que recibieron tratamiento con ISO (32).
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5. JUSTIFICACION

En México las enfermedades cardiovasculares se han convertido en la
principal causa de muerte (26); y de ellas la cardiopatia isquémica ocasion6 44% de
las defunciones en 1988, siendo 78% de ellas debido a infarto del miocardio (27). La
principal causa después de los 40 afos es la cardiopatia aterosclerosa coronaria y

se debe directa o indirectamente a un infarto agudo del miocardio (34).

En estudios realizados en la Division de Cardiologia del Hospital de
Especialidades del Centro Medico Nacional La Raza del LM.S.S. el infarto del
miocardio predominé en varones con una relacion de 3 a 1 (58)(28) con respecto a
mujeres, en este estudio se determiné que los factores de riesgo son: hipertension

arterial sistémica, Diabetes Mellitus, y el tabaquismo.(28)

En México la mortalidad por infarto agudo del miocardio en el ano 2000 fue
de 35,453 personas, el 69.9 % son de sexo masculino y el 30.1 de sexo femenino

(62).

El infarto al miocardio es una forma muy grave de enfermedad cardiaca

isquémica que en muchos casos provoca la muerte (25).

El término infarto del miocardio es sinénimo de ataque cardiaco; éste tipo de infarto
es la principal causa de muerte e incapacitacion en Estados Unidos. Hasta la fecha

todavia no existe un acuerdo en lo que se refiere a los factores que desencadenan

35



la repentina disminucion del riego sanguineo que es causa de infarto. Se piensa
que, en algunos casos, un episodio de isquemia provoca una arritmia mortal, como
es la fibrilacién ventricular, una condiciéon en la cual los ventriculos se contraen tan

rapidamente que ni siquiera bombean sangre (25).

La mortalidad entre los pacientes ingresados en los hospitales por infarto agudo de
miocardio es aun muy elevada. Las estadisticas dan cifras de un 30 a un 40%.
Honey y Truelove (en 1957) observaron una mortalidad del 36% en 543 casos
ingresados. El dato mas sobresaliente era que la mayor incidencia de muertes tenia
lugar durante el primer dia. Yater y colaboradores (1948) encontraron que de 866

casos, un 16% fallecieron en ei acto y otro 15% a los 15 minutos. (24)

Estas cifras ponen de manifiesto la necesidad de reexaminar los medios de
tratamiento de infarto de miocardio. Es por ello la importancia de elegir este tema
como proyecto de tesis, dado que se tienen indicios de una posible proteccion

ejercida por la testosterona al musculo cardiaco contra el infarto miocardico.
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6. OBJETIVOS

6.1 General

+ Evaluar con ayuda de pruebas bioquimicas el probable efecto protector de la
testosterona en ratas Wistar macho contra lesiones tipo infarto de miocardio, las
cuales se provocaran mediante la administracion de Isoproterenol por via
subcutanea.

6.2 Particulares

¢ Mediante la evaluacién y cuantificacion de pruebas bioquimicas como AST,
Cetepsina D y Proteinas totales evaluar el probable efecto protector de la
testosterona en la prevencién de lesiones tipo infarto del miocardio.

¢ Con ayuda de las pruebas bioquimicas ALT y Fosfatasa alcalina asegurar que los
valores obtenidos de las pruebas AST, Catepsina D y Proteinas Totales se debe
de forma exclusiva a lesiones tipo infarto de miocardio y no a otro tipo de
padecimientos.

¢ Determinar la dosis de testosterona que ofrezca un mejor efecto protector contra

las lesiones tipo infarto de miocardio

7. HIPOTESIS

Si se producen lesiones tipo infarto del miocardio debido a la administracién
de isoproterenol en ratas Wistar macho, y se administra un tratamiento de
testosterona (via im.), este propiciarda un efecto protector contra el Infarto de
Miocardio el cual podra ser evaluado mediante las pruebas bioquimicas AST,

Catepsina D y Proteinas Totales.
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8. DESARROLLO EXPERIMENTAL

8.1 Material y Reactivos

Algodén

Agujas de 23 x 25 mm

Balanza analitica

Balanza granataria con canastilla
Bano Marfa

Celdas para espectrofotometro de 1 cm
Centrifuga Beckman Avanti® J-25
Espatula

Espectrofotémetro Beckman DU® 650
Estuche de diseccion

Gradilla

Hilo nylon 2.0

Hilo catgut 2.0

Jeringas de 1 ml (insulina)
Jeringas de 10 ml 22x31

Matraz aforado de 5 ml

Matraz aforado de 10 ml

Matraz aforado de 25 ml

Matraz aforado de 500 ml

Matraz aforado de 1000 ml
Microcentrifuga Eppendorf

= Micropipeta de 20 pl

= Micropipeta de 200 pl

= Micropipeta de 1000 pl

= Micropipeta de 5000 pl

=  Parafilm

Pipeta de repeticion

Pipeta graduada de 1 ml

Pipeta graduada de 5 m|

Pipeta graduada de 10 ml

Pipetas Pasteur

Piseta

Potter Omni 2000

Propipeta

Termémetro

Tubos de ensaye

Tubos Eppendorf para microcentrifuga
Tubos para centrifuga Beckman Avanti® J-25
Vasos de pp de 50 ml

Vasos de pp de 150 mi

Vasos de pp de 250 mi

» Vasos de pp de 500 m}



Material Biol6gico

» 144 Ratas wistar machos peso aproximadamente de 230 g — 260 g
= Sangre y corazdn de ratas wistar macho

Reactivos

Acido citrico

Acido Tricloroacético 10%
Agua destilada

Albumina

Buffer de citratos pH= 3.1
Citrato de Sodio
Hemoglobina 25%

Hidroxido de Sodio 0.4 M
Hidréxido de Sodio 0.5 M
Isoproterenol SIGMA

Kit de fosfatasa alcatina Hycel
Kit de AST Merck

Kit de ALT Merck

Reactivo de Bradford filtrado
Reactivo de Folin-Ciocalteus
Sacarosa 0.25M

Solucién salina fisioldgica
Testosterona SIGMA
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8.2 Diseno Experimental.

Se trabajaron 12 lotes diferentes, 6 de ellos lotes problema cada uno con 16
ratas y 6 lotes de referencia (blanco), cada uno con 8 ratas, como se muestra a
continuacion en la siguiente tabla:

Tabla 4. Muestra el tamafio y tipo de tratamiento de los lotes utilizados en este

trabajo
Lote Tamano de Lote Tratamiento

1) Problema 16 ratas Adm. de Test. 1ng/ ml de sangre (tres dfas)
gonadectomizado e |so 120 mg/Kg de peso ( 2 dias)

2) Problema 16 ratas Adm. de Test. 10 ng/ ml de sangre (tres dias)
gonadectomizado e 1so 120 mg/Kg de peso ( 2 dias)

3) Problema 16 ratas Adm. de Test. 100 ng/ ml de sangre (tres
gonadectomizado dias) e Iso 120 mg/Kg de peso ( 2 dias)

4) Problema no 16 ratas Adm. de Test. 1ng/ ml de sangre (tres dias) e
gonadectomizado Iso 120 mg/Kg de peso ( 2 dias)

5) Problema no 16 ratas Adm. de Test. 10 ng/ ml de sangre (tres dias)
gonadectomizado e lso 120 mg/Kg de peso { 2 dias)

6) Problema no 16 ratas Adm. de Test. 100 ng/ ml de sangre (tres
gonadectomizado dias) & Iso 120 mg/Kg de peso ( 2 dias)

7) Blanco 8 ratas Adm. de Test. 10 ng/ ml de sangre (fres dias)
gonadectomizado

8) Blanco 8 ratas Adm, de Iso 120 mg/Kg de peso
gonadectomizado (2 dias)

9) Blanco 8 ratas Sin administracidn
gonadectomizado

10) Blanco no 8 ratas Adm. de Test. 10 ng/ ml de sangre (tres dias)
gonadectomizado

11) Blanco no 8 ratas Adm. de Iso 120 mg/Kg de peso
gonadectomizado (2 dias)

12) Blanco no 8 ratas Sin administracion
gonadectomizado
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8.2.1 Prueba de Hipétesis sobre el coeficiente de correlacién lineal (36)

Cuando se estudian 2 variables, se desea saber si estan correlacionados en
un conjunto grande de individuos; para ello se requerirda plantear una prueba de
hipétesis con su respectivo estadistico de prueba: tc (t de Student con n-2 grados de
libertad)

tc= riN1-n%in-2

El uso de esta variable como estadistico, requiere de que se cumpla una de las

siguientes consideraciones:

1) Que para cada valor y de la variable Y, la variable X se distribuya normalmente

con la misma desviacion estandar.

2) Que para cada valor X de la variable X, la variable Y se distribuya normalmente

con la misma desviacion estandar.

Hipdtesis; (bilateral = dos colas) Ho=p =0
Hl=p#0

La distribucion del estadistico de prueba bajo el supuesto de que Ho es cierta, es la

distribucién t de Student con n - 2 grados de libertad.
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I a=0.01

Region de Nof rechazo de Ho
|

- t zona de rechazo de Ho t zona de rechazo de Ho

Cuando se rechaza una hipétesis nula, se dice que el coeficiente de correlacion
lineal “r", es significativo y que las 2 variables bajo estudio estan correlacionadas en

la poblacién, con (1 - ) 100% de confiabilidad.

8.2.2 Metodos no paramétricos

La estadistica no paramétrica reune una serie de métodos descriptivos e
inferenciales, las condiciones que requieren se refiere al tipo de variable y al tamano
de la muestra, pero no a la distribucion de Ila variable en la poblacién ni a
parametros poblacionales. Esto es, no es necesario hacer suposiciones, por lo que
las conclusiones obtenidas mediante un método no paramétrico no requieren de la

advertencia "si las suposiciones hechas son verdaderas,...." Es frecuente que para
cada tipo general de problema existan varios métodos aplicables a distintos tipos de
variables, o en su caso, a distintos tamarnos de muestra. Por ello, cuando se tiene

un problema y un conjunto de datos, casi siempre es factible elegir un método no

paramétrico que permite analizarlo estadisticamente.
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Métodos no paramétricos:

Medidas descriptivas de tendencia central: moda y mediana.

La moda de un conjunto de datos es el valor (o los valores) que se presenta(n) con
mayor frecuencia y es una medida de tendencia central aplicable a datos de

variables de cualguier tipo.

La mediana de un conjunto de datos es el valor (o los valores) de la variable que
acupa(n) el (los) lugar(es) central(es) cuando se han colocado los datos en orden de
magnitud y es una medida de tendencia central aplicable a datos de variables

categdricas ordinales o numéricas.

Los conceptos de rango y empate son importantes dentro de la estadistica no

paramétrica denotando sentido de lugar o jerarquia.

La importancia de la estadistica no paramétrica radica, sobre todo, en que
proporciona alternativas de gran utilidad para la inferencia estadlistica, para la
comparacion de dos poblaciones segun si la variable es nominal, ordinal 0 numérica,
si las muestras son muy pequefias 0 no y dependiendo también del tipo de hipdtesis

que se haga acerca de las dos poblaciones.



8.2.3 La prueba H de Kruska-Wallis: una alternativa al analisis de
varianza para muestras independientes.

La dnica condicién que exige esta prueba es que la variable sea por o menos

ordinal; es decir, que sea categdrica ordinal, numérica discreta o numérica continua.

Esta prueba solo indica cuando se rechaza la hipdtesis nula, que las tendencias
cenfrales no son iguales, pero no indica si esto es por que todas son distintas,

porque sélo una destaca del resto, etc.

Existen pruebas para hacer comparaciones multiples cuando la prueba H de

Kruskal-Wallis indica un rechazo de la hipétesis nula.

Si se tiene «k poblaciones (con x > 3) cuyos elementos son valores de una variable
ordinal o numérica, y si se tiene una hipétesis nula de la forma

Ho= Las tendencias centrales de las x poblaciones son iguales,
entonces un estadistico de prueba cuando se cuenta con muestras extraidas

independientemente de cada poblacién es el de la prueba H de Kruskal-Wallis:

K

He = 12/n(n+1) Z (Rz,/ n,) -3(n+1)
j=1

1-E/n’-n
donde nj y Rj son el tamano y la suma de los rangos de la j-ésima muestra, n=ny +

N, +.... 0y E es la correccion por empates calculada como E= E(e3 - e) cuando e es



el numero de observaciones empatadas en cada empate. Si Ho es cierta, la

distribucién de Hc es la distribucion “H de Kruskal-Wallis” para x.

Para una o determinada, la regla de decision esta dada por la siguiente regidn de

rechazo de Ho:

(H ey 0 >

donde H ( es el valor en la tabla de distribucién “H de Kruskal-Wallis” para a y x (si

x= 3, H(y es el valor de la distribucion de H para ny, n3, y na).

8.2.4 Prueba de Bonferroni

Esta prueba se realiza cuando no hay homogeneidad de varianza, si la F
estadistica para datos iguales del andlisis de varianza ANOVA es no significativa
(este andlisis estd basado en la suposicién que la poblacién de datos tiene
aproximadamente iguales desviaciones estandares o iguales varianzas), se deberia

usar un método multivariante, como es el método de Bonferroni (39).
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8.3 METODOLOGIA

8.3.1 Animales no gonadectomizados {BLANCO).

1.- Pesar 24 ratas machos Wistar.

2.- Con ayuda de acido plerico marcar los animales con diferentes combinaciones, cuidando de no
repetirlas,

3.- Distribuir las ratas en tres grupos o lotes de ocho, por medio de una distribucién culebra japonesa.

4 .- Identificar cada uno de los tres contenedores en donde se resguardarén las ratas, con las
siguientes leyendas:

- Testosterona 10 ng/ml de sangre
- Isoproterenol 120 mg / Kg de peso
- Sin administracién
Esto indica la sustancia a administrar y la concentracién para cada lote de animales.

5.- Realizar los calculos en base al peso de los animales del lote 1 para conocer la cantidad de
testosterona a administrar, teniendo en cuanta la relacién de que por cada Kilogramo de peso se
consideran 58 ml de sangre.

6.- Realizar los calculos en base al peso de los animales del lote 2 para conocer la cantidad de
Isaproterenol a administrar, teniendo en cuanta la relacion de que por cada Kg de peso se
administraran 120 mg de Isoproterenol.

7.- Los animates del lote 3 serén animales blanco y serviran de referencia para comnparar los valores

de las pruebas biogquimicas de los animales del lote 1y 2.

8.- La administracion de la testosterona se realizara durante tres dias y la administracién del
Isoproterenol durante dos dlas, debiendo iniciar primero la administracién de la testosterona y un
dia después iniciar ta administracién del Isoproterenol.

9.- Administrar por via intramuscular a los animales del lote 1 la cantidad de testosterona obtenida del
calculo del paso 5.

10.- Administrar a los animales del Iote 2 por via subcutanea la cantidad de testosterona obtenida del
calculo del paso 6.

11.- Un dia despues de la tercera administracion de Testosterona y de la segunda administracion de
Isoproterenol, sacrificar los animales (esto se realizard dejando los animales en una camara con
Cloroformo, para que por sobredosis muera el animal).

12.- Colocar el animal muerto (previamente en la cdmara de Cloroformo) en una tabla de sacrificio,

con ayuda de una jeringa de 1 ml realizar punzén cardiaca y obtener toda la sangre posible.

13.- Con ayuda de un bisturi y tijeras de cirujano proceder a abrir la caja toréxica y extraer el corazon,
lavar el corazon en solucién salina Fisioldgica.

14.- Cortar el ventriculo izquierdo del corazén y congelar en solucién de sacarosa.

NOTA: La administracién de Testosterona inicia un dia antes de la administracién de Isoproterenal,
con la finalidad de tener una cantidad de testosterona circulando en el organismo, y si se cumple la
hipotesis det presente trabajo, tener un efecto protector contra la lesién tipo infarto que se originara
por la administracién de Isoproterenol.
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Diagrama de flujo:

24 ratas Wistar machos, se pesan y marcan
para distribuir en tres lotes, por medio
de una distribucion japonesa

I | I

Lote 1 Lote 2 Lote 3
Testost 10 ng/mt de sangrd | ISO 120 mg /Kg de peso Sin administracion

La testosterona se administra durante tres dias,
por via i.m., el Isoproterenol se administra durante
dos dias, por via S.C.

Al dia siguiente de finalizar las administraciones,
se procede a la toma de muestras (sangre y corazén).




8.3.2 Animales gonadectomizados (BLANCO).

1.- Pesar 24 ratas machos Wistar.

2,- Con ayuda de acido plcrico marcar los animales con diferentes combinaciones, cuidando de no
repetirlas.

3.- Se administra por via intra peritoneal el anestésico Anestesal en una dosis de 1 m) por cada 2.5 Kg

de peso del animal.

4.- Realizar una incisién y extirpar las génadas, suturar con hilo cat-gut.

5.- Se da un periodo de reposo de 15 dias calendario y se pesan los animales.

6.- Distribuir las ratas en tres grupos o lotes de ocho, por medio de una distribucién culebra japonesa.

7.- ldentificar cada uno de los tres contenedores en donde se resguardaran las ratas, con las
siguientes leyendas:

- Testosterona 10 ng/ml de sangre
- Isoproterenol 120 mg / Kg de peso
- Sin administracién
Esto indica la sustancia a administrar y ia concentracion para cada lote de animales.

8.- Realizar los calculos en base al peso de fos animales del lote 1 para conocer la cantidad de
testosterona a administrar, teniendo en ¢uanta la relacién de gue por cada Kilogramo de peso se
consideran 58 mi de sangre.

9.- Realizar los calculos en base al peso de los animales del lote 2 para conocer la cantidad de
Isoproterenol a administrar, teniendo en cuanta la relacién de que por cada Kg de peso se
administraran 120 mg de Isoproterenol.

10.- Los animales del lote 3 serdn animales blanco y serviran de referencia para comparar los valores

de las pruebas bioquimicas de los animales del lote 1y 2.

11.- La administracion de |a testosterona se realizara durante tres dias y la administracion del
Jsoproterenol durante dos dias, debiendo iniciar primero la administracion de la testosterona y un
dia después iniciar la administracién del Isoproterenol.

12.- Administrar por via intramuscular a los animales del lote 1 la cantidad de lestosterona obtenida
del calculo del paso 5.

13.- Administrar a los animales de} fote 2 por via subcutanea la cantidad de testosterona obtenida del
célculo del paso 6.

14.- Un dia después de la tercera administracion de Testosterona y de la segunda administracién de
Isoproterenol, sacrificar fos animales (esto se realizara dejando los animales en una camara con
Cloroformo, para que por sobredosis muera el animal).

15.- Colocar el animal muerto (previamente en la camara de Cloroformo) en una tabla de sacrificio,
con ayuda de una jeringa de 1 mi realizar punzédn cardiaca y obtener toda la sangre posible.

16.- Con ayuda de un bisturf y tijeras de cirujano proceder a abrir la ¢caja toraxica y extraer el corazéon,
lavar ef corazédn en solucion salina Fisioldgica.

17.- Cortar el ventriculo izquierdo del corazén y congelar en solucion de sacarosa.

NOTA: La administracion de Testosterona inicia un dia antes de la administracién de Isoproterenol,
con la finalidad de tener una cantidad de testosterona circulando en el organismo, y si se cumple Ja
hipdtesis del presente trabajo, tener un efecto protector contra la lesion tipo infarto que se originara
por la administracion de 1soprotereno).



Diagrama de flujo

24 ratas Wistar machos, se pesan y marcan
administrar Anestesal 1 ml por 2.5 Kg
de peso.(Anestésico generat)

Se procede a extirpar las gonadas de cada uno de
los animales

Se les da un periodo de 15 dlas para recuperarse
de la cirugia a los animales .

Cumplido el periodo de reposo de 15 dias, se pesan los
animales para posteriormente distribuirlos en tres lotes
en base a una distribucién japonesa.

|

| |

Lote 1

Lote 2 Lote 3

Testost 10 ng/ml de sangrgd | ISO 120 mg /Kg de peso Sin administracién

La testosterona se administra durante tres dias,
por via i.m., el Isoproterenol se administra durante
dos dias, por via S.C.

v

Al dia siguiente de finalizar las administraciones,
se procede a la toma de muestras (sangre y corazon).
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8.3.3 Animales no gonadectomizados (PROBLEMA).

1.- Pesar 48 ratas machos Wistar.

2.- Con ayuda de 4cido plcrico marcar los animales con diferentes combinaciones, cuidando de no
repetirlas.

3.- Distribuir las ratas en tres grupos o lotes de dieciséis, por medio de una distribucién culebra
japonesa.

4.- Jdentificar cada uno de los tres contenedores en donde se resguardaran Ias ratas, con las
siguientes leyendas:

- Testosterona 1 ng/mt de sangre e Isoproterenol 120 mg / Kg de peso
- Testosterona 10 ng/ml de sangre e Isoprotereno! 120 mg / Kg de peso
- Testosterona 100 ng/mi de sangre e Isoproterenol 120 mq / Kg de peso
Esto indica la sustancia a administrar y la concentracidn para cada lote de animales.

5.- Realizar los célculos en base al peso de los animales de cada lote para conocer la cantidad de
testosterona a administrar, teniendo en cuanta ia relacién de que por cada Kilogramo de peso se
consideran 58 m| de sangre.

6.- Realizar los calculos en base al peso de los animales de cada lote para conocer la cantidad de
Isoproterenol a administrar, teniendo en cuanta Ja relacion de que por cada Kg de peso se
administraran 120 mg de Isoproterenol.

7.- La administracion de la testosterona se realizara durante tres dias y la administracion det
Isoproterenol durante dos dias, debiendo iniciar primero la administracion de la testosterona y un

dia después iniciar la administracion del Isoproterenol

8.-. Administrar por via intramuscular a los animales de cada lote la ¢antidad de testosterona
obtenida del célculo del paso 5.

9.- Administrar a los animales del lote 2 por via subcutdnea la cantidad de teslosterona obtenida del

calculo del paso 6.
10.- Un dia después de la lercera administracion de Testosterona y de la segunda administracién de
Isoprotereno), sacrificar los animales (esto se realizara dejando los animales en una camara con
Cloroformo. para que por sobredosis muera el animal).

11.- Colocar -el animal muerto (previamente en la camara de Cloroformo) en una tabla de sacrificio,
con ayuda de una jeringa de 1 ml realizar punzén cardiaca y obtener toda fa sangre posible.
12.- Con ayuda de un bisturi y tijeras de cirujano proceder a abrir |a caja toraxica y extraer el corazdn,

lavar el corazdn en solucion salina Fisiolégica.

13.- Cortar el ventriculo izquierdo del corazdn y congelar en solucidon de sacarosa.

NOTA: La administracion de Testosterona inicia un dia antes de la administracion de Isoproterenol,
con la finalidad de tener una cantidad de testosterona circulando en el organismo, y si se cumple la
hipbtesis del presente trabajo, tener un efeclo protector contra la lesién tipo infarto que se originara
por la administracién de Isoproterenol,
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Diagrama de flujo

48 ratas Wistar machos, se pesan y marcan
para distribuir en tres lotes, por medio
de una distribucion japonesa

| l |

Lote 1 Lote 2 Lote 3
Testost 1mg/ml de sangre| |Testost 10 mg/ml de sangrg [Testost 100 mg/ml de sangrs
ISO 120 mg /Kg de peso ISO 120 mg /Kg de peso ISO 120 mg /Kg de peso

La testosterona se administra durante tres dfas,
por via i.m., el Isoproterenocl se administra un dia después
de la primera administracién de Testost, por via S.C., durante dos dias

Al dia siguiente de finalizar las administraciones,
se procede a la toma de muestras (sangre y corazén).
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8.3.4 Animales gonadectomizados(PROBLEMA).

1.- Pesar 48 ratas machos Wistar.

2.- Con ayuda de acido picrico marcar los animales con giferentes combinaciones, cuidando de no
repetirlas.

3.- Se administra por via intra peritoneal el anestésico Anestesal en una dosis de 1 ml por cada 2.5 Kg

de peso del animal.

4.- Realizar una incisién y extirpar las génadas, suturar con hilo cat-gut.

S5.- Se da un periodo de reposo de 15 dias calendario y se pesan los animales.

6.- Distribuir Jas ratas en tres grupos o lotes de dieciséis, por medio de una distribucién culebra
japonesa.

7.- Identificar cada uno de los tres contenedores en donde se resguardaran las ratas, con las
siguientes leyendas:

- Testosterona 1 ng/ml de sangre e Isoproterenol 120 mg / Kg de peso

- Testosterona 10 ng/ml de sangre e Isoproterenol 120 mg / Kg de peso

- Testosterona 100 ng/ml de sangre e Isoproterenol 120 mg / Kg de peso

Esto indica la sustancia a administrar y la concentracién para cada lote de animales.

8.- Realizar los célculos en base al peso de los animales de cada lote para conocer la cantidad de
testosterona a administrar, teniendo en cuanta la refacién de que por ¢ada Kilogramo de peso se
consideran 58 ml de sangre.

9.- Realizar los caiculos en base al peso de los animales de cada lote para conocer la cantidad de
Isoproterenol a administrar, teniendo en cuanta la refacién de que por cada Kg de peso se
administraran 120 mg de Isoproterenol.

10.- La administracion de la testosterona se realizara durante tres dias y la administracion det
Isoproterenol durante dos dlas, debiendo iniciar primero la administracién de la testosterona y un

dia después iniciar la administracién del Isoproterenol

11.-. Administrar por via intramuscular a los animales de cada lote |1a cantidad de testosterona
obtenida del ¢alculo del paso 8.

12.- Administrar a los animales del lote 2 por via subcutanea ia cantidad de testosterona oblenida gel

céleulo del paso 9.

13.- Un dia después de la tercera administracion de Testosterona y de la segunda administracion de
Isoprotereno), sacrificar los animales {(esto se realizara dejando los animales en una camara con
Cloroformo, para que por sobredosis muera el animal).

14.- Colocar el animal muerto (previamente en la camara de Cloroformo) en una tabla de sacrificio,
con ayuda de una jeringa de 1 ml realizar punzén cardiaca y obtener toda la sangre posible.

15.- Con ayuda de un bisturi y tijeras de cirujano proceder a abrir ta caja toraxica y extraer el corazén,
lavar el corazén en solucién salina Fisioldgica.

16.- Cortar el ventriculo izquierdo del corazén y congelar en solucidén de sacarosa.

NOTA: La administracién de Testosterona inicia un dia antes de la administracién de Isoproterenol,
con la finalidad de tener una cantidad de testosterona circulando en el organismo, y si se cumple la
hipotesis del presente trabajo, tener un efecto protector contra ta Jesién tipo infarto que se originara
por la administracion de Isoproterenol.
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Diagrama de flujo

48 ratas wistar machos, se pesan y marcan
administrar Anestesal 1 ml por 2.5 Kg
de peso.(Anestesico general)

Se procede a extirpar las gonadas de cada uno de
los animales

Se les da un periodo de 15 dias para recuperarse
de la cirugia a los animales .

Cumplido el periodo de reposo de 15 dias, se pesan los
animales para posteriormente distribuirlos en tres lotes
en base a una distribucion japonesa.

|
| | |

Lote 1 Lote 2 Lote 3
Testost 1mg/ml de sangre| |Testost 10 mg/ml de sangre |Testost 100 mg/ml de sangre
ISO 120 mg /Kg de peso ISO 120 mg /Kg de peso 1SO 120 mg /Kg de peso

La testosterona se administra durante tres dias,
por via i.m.. el Isoproterenol se administra un dia después
de la primera administracién de Testost, por via S.C., durante dos dia

Al dia siguiente de finalizar las administraciones,
se procede a la toma de muestras (sangre y corazon).
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8.3.5 Extirpacion de génadas (Castracion).

w o Na

Noos

@

- ©

11.
. Suturar el escroto con hilo nylon.
13.
14.

Pesar las ratas Wistar Macho que se vayan a utilizar para cada prueba.

Todos los animales deben tener un peso aproximado enfre 230 g — 260 g, en caso que alguno
de los animales pesados no se encuentre dentro de este rango, retirarlo del estudio e inciuir
un animal con &l peso indicado anleriormente.

Colocar en una camara de anestesla una torunda de algodén, impregnada con éter etllico e
introducir un animal en la cAmara de anestesia.

Una vez que el animal este inconsciente, retirarlo de la cAmara de anestesia

Colocar el animal, sobre una tabla de cirugia y sujetarlo de las extremidades.

Limpiar el escroto con ayuda de una torunda de algodén remojada en benzal.

Con ayuda de un bisturf, realizar una pequefia incisién en rafe escrotal con ayuda de un
bisturf.

Empujar con los dedos hacia fuera el testiculo y cortar con el bisturi las membranas que lo
recubren.

Cuando se observe el conducto epididimario se empuja hacia fuera el testicuto.

. Una vez afuera, se anuda fuertemente con hilo catgut el conducto deferente,

aproximadamente un ¢m por debajo y se procede a cortar por arriba del nudo.
Repetir los pasos 8 — 10 para extirpar esotro testiculo.

Limpiar la zona de 1a incisién con benzal y colonar el animal en su jaula.
Dejar recuperar de la cirugia al animal por un periodo de 15 dias. Si es necesario administrar
antibiético por via oral.



Diagrama de flujo

Tomar ratas Wistar macho de un peso
aproximado de 230 a 260g

Introducir al (los) animal(es) en una cédmara de
anestesia que contiene éter etilico

|

Colocar a la rata anestesiada sobre una
tabla de diseccion y sujetar sus
extremidades

!

Limpiar el escroto con una torunda remoj ada con benzalJ

.

Realizar una pequena incision en rafe escrotal con ayuda de
un bisturt

|

Con ayuda de los dedos, empujar hacia
afuera el testiculo y cortar con cuidado las
membranas que lo recubren

|

Cuando se observe el conducto epididimario,
se empuja hacia afuera el testiculo

|

Una vez afuera, se anuda fuertemente con hilo catgut el conducto deferente
aproximadamente 1 cm por debajo, y se procede a cortar por arriba del nudo

| Realizar la misma operacion con el otro testiculo |

l

| Suturar el escroto con hilo nylon |

|

Limpiar la zona con benzal y colocar a la rata en una jaula

Dejar recuperar durante 15 dias, y si es
necesario, administrar antibiético por via oral.
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8.3.6 Preparacion de las soluciones de testosterona

Pesar en una balanza analitica 5 mg de Testost

l

La testosterona previamente pesada se lleva a un aforo
de 50 ml con etanol absoluto Solucién estandar
[0.1 mg Testost/ml} o [100,000 ng Testost/ml]

De la solfucion estandar tomar 1 ml con ayuda de una
micropipeta y llevar a un aforo de 10 ml con SSF
[0.01 mg Testost/mi ] o [10,000 ng Testost/ml]

De |a solucidn estandar tomar 0.25 ml 6 250 pl con ayuda
de una micropipeta y llevar a un aforo de 25 ml con SSF
f0.001 mg Testost/ml ] o [1,000 ng Testost/ml)

De la solucion estandar tomar 50 pl con ayuda de una
micropipeta y llevar a un aforo de 50 mlf con SSF
[0.001 mg Testost/ml ] 0 [100 ng Testost/ml]

ng = Nanogramos

ul = microlitros

Testost = Testosterona

ml = mililitros

SSF = Solucién Salina Fisiolbgica

56




8.3.7 Toma de muestras (sangre y corazoén)

7.
8.

9.

. Veinticuatro horas posteriores a la administracién de Teslosterona e Isoproterenol, se pesan los

animales.

. Se realiza el calculo para administrar por via intraperitoneal, el anestésico (Anestesal), en una

dosis de 1 ml por cada 2.5 Kg de peso del animal.

. Una vez que se encuentra el animal anestesiado, se coloca en una tabta de diseccidn y se sujeta

por las extremidades.

. Con ayuda de un bisturl realizar una incisién en la regién abdominal del animal , esta incision es

ligeramente debajo de la caja toracica, retrar {a piel de 1a regién abdominal hasta tener al
descubierto los érganos intemos

. Con un algodén remover los 6rganos (intestino grueso, intestino delgado, estomago, etc) dejando

al descubierto la arteria aorta.

. Con ayuda de una jeringa de 10 m! y una aguja de 23 x 25 ml realizar una puncién en la arteria

aorta.

Extraer aproximadamente S ml de sangre y retirar la aguja de a artena.

A varios vasos de precipitados vaciarles solucién fria de Sacarosa al 0.25 M y pesarlos,
documentar este valor como peso tara.

Con ayuda de pinzas y lijeras se corta la cajfa toracica, para deja al descubierto el corazén.

10.Se extrae el corazdn y se lava en SSF fria.
11. Una vez lavado el corazédn, se coloca este en el vaso de precipitados con sacarosa previamente

pesado y por diferencia de pesos se obtiene el peso del corazén extraido.
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Diagrama de flujo

24 h después de la ultima administracion de ISO
y Testost se procede a pesar los animales, para administrarles
por via intraperitoneal Anestesal ( 45 mg/Kg de

peso del animal)

Se coloca el animal previamente anestesiado en la tabla de

diseccién, realizandole una incision con bisturi en 1a region

abdominal ( ligeramente debajo de la caja toracica ), hasta
quitar la piel de la regién abdominal

!

Al tener los drganos internos al descubierto, con un algodén
se procede a mover l0s drganos ( intestino grueso, delgado,

estomago, etc) dejando al descubierto la arteria aorta.

En esta arteria se realiza la puncién con una jeringa de
10 ml y una aguja de 23 x 25 ml

l

Se extrae aproximadamente 5 ml de sangre y
se retira la aguja

l

Con ayuda de pinzas y tijeras se corta la caja toracica
para dejar al descubierto el corazon.

l

Este se exitrae y se Java en SSF fria, para posteriormente
colocarlo en vasos previamente pesados, que contengan
una solucién fria de Sacarosa 0.25M

Testost = Testosterona

mi = mililitros

S8F = Solucion Salina Fisiologica
1SO = Isoproterenol

M = molar
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8.3.8 Homogeneizado de corazoén.

8.

.

. Veinlicuatro horas posteriores a la administracién de Testosterona e Isoproterenol, se realiza la

toma de sangre y corazén (ver metodologla 8.3.7 Toma de muestras).

. Se coloca el corazén previamente pesado en una caja Pelri y con ayuda de unas tijeras y bisturl se

separa el ventrlculo izquierdo y se coloca en un tubo de plastico con 2 mi de sacarosa frla al 0.25
M.

. Con ayuda de un Potter se homogeniza el corazén que se encuentra en el tubo de plastico.

Una vez homogenizado completamente el ventriculo izquierdo se vacia este en tubos de
centrifuga y se enjuaga el tubo de plastico donde se homogeneizo €l corazén con 0.5 ml de
Sacarosa al 0.25 My se vierte en los tubos de centrifuga.

. Se ajustan los pesos de 0s tubos por parejas para poder centrifugar.
. Se centrifuga por 10 min. a 600 g
. Al terminar la centrifugacién se extrae el sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur y se

guarda en tubos Eppendorf, el sedimento se resuspende con 3 ml de Sacarosa 0.25 M fria.
Se ajustan los pesos de los tubos por parejas para poder centrifugar.
Se centrifuga por 10 min. 2 5000 g

10.Al terminar fa centrifugacion se extrae el sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur y se

guarda en tubos eppendorf, el sedimento se resuspende con 12 ml de Sacarosa 0.25 M fria.

11.Se centrifuga por 10 min. a 15000 g
12.Al terminar 1a centrifugacidn se extrae el sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur y se

guarda en tubos Eppendorf, el sedimento se resuspende con 2 ml de Sacarosa 0.25 M fria.

13.El sedimento resuspendido se extrae y se guarda en tubos Eppendord.
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Diagrama de flujo

24 horas después de la segunda dosis de ISO se realiza la
toma de muestra de sangre y corazén, lavandose el corazon

en SSF fria
|

Se corta el corazon y se separa el ventriculo izquierdo,
colocandose este en un tubo de plastico con 2 ml de

Sacarosa frfa 0.25 M
1

l

|700n ayuda de un Potter se homogeniza—‘

El homogeneizado se vacia en tubos de centrifuga y se
enjuaga el tubo de plastico con 0.5 ml de Sacarosa 0.25 M
]

i

Se centrifuga por 10 min. a 600 g {(nucleo)

!

Al terminar la centrifugacion se extrae el sobrenadante con
ayuda de una pipeta Pasteur y se resuspende el sedimento

con 3 ml de Sacarosa fria
l

.

Se centrifuga por 10 min. a 5,000 g (mitocondria)

|

Al terminar la centrifugacion se extrae el sobrenadante con
ayuda de una pipeta Pasteur y se resuspende el sedimento

con 12 ml de Sacarosa fria
|

.

Se centrifuga por 10 min. a 15,000 g (Lisosomas)

]

Al terminar la centrifugacion se extrae el sobrenadante con
ayuda de una pipeta Pasteur y se resuspende el sedimento

con 2 ml de Sacarosa fria
{

El sedimento resuspendido se extrae y se guarda en tubos
Eppendorf al igual que todos los anteriores

Chandrasekar Nirmala and Rengarajulu Puvanakrishnan. Biochemical Pharmacology Vol. 51, pp 47-
51, 1996 (32)
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8.3.9 Actividad de Catepsina D

Muestra blanco

1.
2.

N !

Etiquetar un tubo Eppendorf con la leyenda “blanco”.
Colocar las siguientes cantidades en el tubo Eppendorf:
- 60 ul de Hemoglobina desnaturalizada
- 20 pl de buffer de citratos
Incubar en bafo maria a 37°C durante 2 horas.
Una vez transcurridas las dos horas retirar el tubo Eppendorf de) baho maria y colocarlo en una
gradilla.
Con ayuda de una micropipeta adicionar al tubo Eppendorf 100 pt de 4cido tricloroacetico al 10%.
Colocar el tubo Eppendorf en una centrifuga y a 20,000 rpm centrifugar.

. Del sobrenadante que se genere tomar con ayuda de una micropipeta 100 pl y agregar:

- 200 pl de NaOH 0.5 M
- B0 ul de Folin-Ciocalteu

. Dejar reposar por 10 min, y leer en el espectofotometro a una longitud de onda de 660 nm, el valor

que se obtenga sera considerado como cero para la lectura de las muestras problema.

Muestra Problema

1.
2.

~o o

8.

Etiquetar un tubo Eppendorf con la leyenda de la fraccion que se vaya a analizar.
Colocar las siguientes cantidades en el tubo Eppendorf:
- 60 pl de Hemoglobina desnaturalizada
- 20 pl de buffer de citratos
~ 20 ul de extracto enzimatico
Incubar en bafo mara a 37°C durante 2 horas,
Una vez transcurridas las dos horas retirar ¢l tubo Eppendorf def bafio maria y colocarlo en una
gradilla.
Con ayuda de una micropipeta adicionar al tubo Eppendorf 100 pl de acido tricloroacetico al 10%.
Colocar el tubo Eppendorf en una centrifuga y a 20,000 rpm centrifugar.

. Del sobrenadante que se genere tomar con ayuda de una micropipeta 100 ul y agregar:

- 200 pl de NaOH 0.5 M
- B0 pl de Folin-Ciocalteu
Dejar reposar por 10 min. y leer en el espectofotometro a una longitud de onda de 660 nm.

Nota: Este procedimiento es el mismo para cualquiera de las cuatro fracciones del ventriculo
izquierdo que se obtuvieron por centrifugacion.

61



Diagrama de flujo

En tubos Eppendorf colocar las

siguientes cantidades:
60 pl de Hemoglobina desnaturalizada Bgo, | Se colocan las mismas cantidades
20pl de extracto enzimatico [ excepcidn del extracto enzimatico

20 yl de buffer de citratos

| Incubar 2 h en bano Maria a 37°C ‘

hompletar a 100 ypl con acido tricloroacético al 10%

| Centrifugar a 20,000 r.p.m. ‘

Del sobrenadante tomar 100 nl y agregar:
200 plde NaOH 0.5 M
60 pl de Folin-Ciocalteu

Dejar reposar 10 min. y leer en el espectrofotometro
a una Jongitud de onda de 660 nm

Bco. = Blanco
Nota: Este procedimiento es el mismo para cualguiera de las cuatro fracciones del

ventriculo izquierdo que se obtuvieron por centrifugacion.

Sapolsky Al, Altrnan RD and Howell Ds. Fedn Proc 32: 1489 —1493, 1973(31)

62




8.3.10 Curva estandar para Proteinas

1. En tubos Eppendorf previamente etiquetados colocar las siguientes cantidades

Alicuotas de albumina 5ul 10 ul 15 ul 2Qul 25 ul 30 ut 35l 40 ul

sérica bovina
NaCIl0.16 M 95 ul

90 pl 85 pul 80ul 75 1l 70 pl 65 pl 60 ul

2. Adicionar a un tubo Eppendorf que se utilizard como muestra blanco 100 ul de NaCl al 0.15 M,
contra este se ajustara a cero el espectofotémetro.

3. Atodos los tubos adicionar 1 mi de solucién de Coomasie y agitar

4. Dejar reposar por 2 minutos a temperatura ambiente

5. Ajustar el espectofotémetro a cero con la muestra blanco. Determinar la absorbancia 2 una
longitud de onda de 595 nm.

6. Leer en el espectofotémetro cada una de las muestras.

7. Trazar la curva de calibracion.

Diagrama de flujo

En tubos Eppendorf previamente etiquetados
colocar las siguientes cantidades. Los tubos para el blanco solo
contienen
*alicuotas de 5 pl, 10 pl, 15 pi, 20pl, * 100 pl de NaCl 0.15 M
25 ul, 30 pl, 35 pl, 40 pl

de albumina sérica bovina

*a cada tubo adicionar la cantidad que sea
necesaria de NaCl 0.15 M para tener un
volumen de 100 pnl

l ,,

Agregar 1 ml de solucién de Coomasie
a cada tubo y agitar

!

Dejar reposar por 2 min. a temperatura ambiente

}

Medir la absorbancia a 595 nm

nm = nanometros min. = minutos
M = molar nl = microlitros
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8.3.11 Proteinas Totales

-

. ldentificar tantos tubos de ensaye como sea necesario para las muestras a cuantificar para
proteinas totales.

. A cada tubo colocarle con ayuda de una micropipeta 20 pl de suero.

. Posteriormente adicionar a cada uno 100 pl de NaCl al 0.15 M.

. Agregar a cad uno 1 mt de solucion de Coomasie y agitar.

. Dejar reposar por 2 min. y leer en el espectofotometro a una longitud de onda de 585 nm.

. Intecrpolar los resuttados obtenidos en la curva de calibracidn, previamente obtenida.

OO H WN

Diagrama de flujo

En tubos previamente etiquetados poner alicuotas
de 20 pl de suero

v

Agregar 100 pl de NaCl 0.15 M.

Agregar 1 ml de solucidon de Coomasie a cada
tubo y agitar

v

Dejar reposar 2 min. y leer en el espectrofotdémetro
a una longitud de onda de 585 nm




8.3.12 Evaluacion de Actividad de AST

CALIBRACION

1.

Preparar una serie de tubos de ensayo, de acuerdo con el siguiente esquema, tanto para la
curva de AST como para la de ALT.

aQ O

Patrén ——-- 25 pl 50 pl 75 pl 100 yul
Substrato para AST o
para ALT 250 pl 225 pl 200 pl 175 pl 150 ql
Agua destilada 50 pt 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
Reactivo de color 25 pl 250 pl 250 pnl 250 pl 250 uf
2. Mezclary dejar en reposo a temperatura ambiente por 20 minutos. Luego agregar:
Sustancia a Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5§
adicionar
NaOH 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5 ml 2.5ml
3. Megzclar y dejar en reposo a temperatura ambiente por 5 minutos. El color permanecera estable
durante 80 minutos.
4. Ajustar el espectofotobmetro a cero con agua destilada. Determinar la absorbancia a una longitud
de onda de 505 nm.
5. Trazar la curva de calibracion, relacionando las lecturas obtenidas con los valores en unidades/ml
representados en la siguiente tabla.
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo §
AST (unidades/ml) 0 24 61 114 190
L__ALT (unidades/ml} 0 28 57 97 150
MUESTRAS
1. Marcar tantos tubos como sea necesario con las letras AST y ALT y adicionar:
Prueba AST Prueba ALT
AST (unidades/ml) 125 pl -
ALT (unidades/ml) —oe 125 pl
2. Incubar a 37°C durante dos minutos y posteriormente adicionar:
Prueba AST Prueba ALT
Muestra 50 pl 50 ul
3. Mezclar e incubar por 30 minutos a 37°C, posteriormente adicionar:
Prueba AST Prueba ALT
Reactivo de color 125 pl 125 pl
4. Mezclar y dejer en reposo por 20 minutos a temperatura ambiente, posteriormente adicionar:



Prueba AST Prueba ALT
NaOH 1.25 ml 1.25 ml

5. Mezclary dejar en reposo durante 5 minutos a temperatura ambiente. Medir las absorbancia a
505 nm, igualando a cero con agua destilada.

6. Interpolarlas lecturas en la curva de calibracién y encontrar los resultados en unidades/ml de AST
y ALT

Diagrama de flujo AST

En tubos previamente etiquetados poner alicuctas
de 125 pl de sustrato en solucién reguladora

Preincubar a 37°C por dos minutos

!

Adicionar 50 pl de suero problema

!

Mezclar e incubar a 37°C por 30 min.

Agregar 125 nl de reactivo desarrollador de color

!

Mezclar y dejar en reposo por 20 min.
a temperatura ambiente

Agregar 1.25 ml de NaOH 0.4 M

}

Mezclar y dejar en reposo por cinco minutos a temperatura ambiente

A 4

Leer en el espectrofotéometro a una longitud de 505 nm

Procedimiento indicado en el Kit (inserto)
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8.3.13 Evaluacion de actividad de ALT

Diagrama de flujo

En tubos previamente etiquetados poner alicuotas
de 125 yl de sustrato en solucién reguladora

Preincubar a 37°C por dos minutos

Adicionar 50 nl de suero problema

[ Mezclar & incubar a 37°C por 30 min.

Agregar 125 yl de reactivo desarrollador de color

Mezclar y dejar en reposo por 20 min.
A temperatura ambiente

T

Agregar 1.25 mli de NaOH 0.4 M

Mezclar y dejar en reposo por cinco minutos a temperatura ambiente

'

Leer en el espectrofotometro a una longitud de 505 nm

Procedimento indicado en el Kit  (inserto)
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8.3.14 Evaluacion de actividad de Fosfatasa alcalina

Marcar tubos de ensaye de la siguiente manera: "Blanco” y “Muesira”.

A cada tubo poner alicuotas de 2 ml de sustrato pasa Fosfatasa alcalina.

Incubar a 37 °C a bafio maria durante 10 minutos.

Al tubo identificado como “btanco” adicionar 0.05 ml de agua destilada, mientras que al tubo
identificado como “Muestra” adicionar 0.05 mi de suero problema y agitar.

Dejar reposar por un intervalo de 10 min. y adicionar a cada tubo 1 ml de reactivo alcalino.
Mezclar inmediatamente después de haber agregado el reactivo para asegurar el paro de la
reaccion (el color desarrollado tiene una estabilidad de aproximadamente 24 h})

7. Leer la absorbancia de cada tubo contra el blanco en un espectofotémetro a una longitud de
onda de 580 nm.

EFAEN

o«

Diagrama de flujo

En tubos previamente etiquetados poner alicuotas
de 2 mi de sustrato

Incubar a 37°C durante 10 min. | Bea. iAgregar 0.05 ml de HO destilada

Agregar 0.05 ml de suero problema y mezclar
vigorosamente

Dejar reposar 10 min.
Adicionar 1 ml de reactivo alcalino

Mezclar
Leer en el espectrofotémetro a una longitud de
onda de 590 nm.

nm = nanémetros ml = mililitro
min = minutos °C = grados centigrados
Bco. = Blanco

Procedimiento ingicado en el Kit (inserto)
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9. RESULTADOS

Tabla 5 Catepsina D Animales no Gonadectomizados (Blanco)
imol de tirosina liberada/hr/g corazén

Fraccion

Fraccion Fraccion Fraccion
nuclear Mitocondrial Lisosomal
Blanco 10.35 * 11.44 ** 22.76 ***
Testost 10 ng 10.61 * 11.11 ** 21.73 ***
ISO 13.18 * 7.07 ** 14.21 ***

Microsomal
3.43 M
3.45 ***
2.43

* p < 0.001 solo entre Blanco vs 1SO y Testost 10 vs ISO.
** p < 0.001 solo entre Blanco vs ISO y Testost 10 vs ISO.
*** p < 0.001 solo entre Blanco vs 1SO y Testost 10 vs ISO.
**** p < 0.05 solo entre Blanco vs SO y Testost 10 vs ISO.

Nota: El analisis utilizado para todos los datos fue una prueba de ANOVA, con

correccién de Bonferroni.

Tabla 6 Catepsina D Animales Gonadectomizados (Blanco)
moi de tirosina liberada/hr/g corazén

Fraccion

Fraccion Fraccion Fraccion
nuclear Mitocondrial Lisosomal
Blanco 1047 * 11.50 ** 22.08 ™*
Testost 10 ng 10.34 * 11.30 ** 21.69 ***
ISO 13.39 * 6.80 ** 14.03 ***

Microsomal
341 Ahhk
3.45 W
2.1 1 W

* p < 0.001 solo entre Blanco vs 1SO y Testost 10 vs ISO.
**p < 0.001 solo entre Blanco vs 1SO y Testost 10 vs ISO.
*** p < 0.001 solo entre Blanco vs 1SO y Testost 10 vs ISO.
**** p < 0.001 solo entre Blanco vs ISO y Testost 10 vs ISO

Nota: El andlisis utilizado para todos los datos fue una prueba de ANOVA, con

correccién de Bonferroni.

Los resuitados de las tablas 5 y 6 son de utilidad para compararlos contra los
resultados que se obtuvieron de los animales con tratamiento (testosterona +
ISO). Con ayuda de estos datos, se puede observar y conocer el comportamiento
de la Catepsina D de forma nomal (lote blanco) o de acuerdo a la administracion

de solo testosterona o 1SO.
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Catepsina D Fraccion Nuclear (Animales no Gonadectomizados)
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Fig. 5 Efecto de la testosterona sobre la actividad de Catepsina D, en la fraccion
Nuclear del homogenizado de corazén, en un modelo de infarto del miocardio
inducido por la administracion de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso). n= 16

Tabla 7 Catepsina D Animales no Gonadectomizados (Problema)

Grupo
SO
Testost 1 ng +ISO
Testost 10 ng + 1SO
Testost 100 ng + 1SO

mol de tirosina liberada/hr/g corazon

Fraccion nuclear
13.18 *
12.96 *
12.54 *
11.22*

* p < 0.05 grupos tratados vs grupo de animales no godadectomizados, a los que

solo se les administro 1SO.
* p < 0.05 entre grupos tratados.
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Catepsina D Fraccion Nuclear (Animales Gonadectomizados)
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Fig. 6 Efecto de la testosterona sobre la actividad de Catepsina D, en la fraccion
Nuclear del homogenizado de corazén, en un modelo de infarto del miocardio
inducido por la administracion de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso). n= 16

Tabla 8 Catepsina D Animales Gonadectomizados (Problema)
umol de tirosina liberada/hr/g corazon

Fraccion nuclear

ISO 13.39 *
Testost 1 ng +1SO 13.19 *
Testost 10 ng +1SO 12.90 *
Testost 100 ng + ISO 12.09 *

* p< 0.05 grupos tratados vs grupo de animales gonadectomizados, a los que solo
se les administr6 1SO.
* p < 0.05 entre grupos tratados.
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En el analisis de la actividad enzimatica en las diferentes fracciones celulares, el
nucleo es el lugar en donde la actividad de Catepsina D es mayor en los lotes de
animales gonadectomizados y no gonadectomizados a los que solo se les
administré 1SO, en comparacién con los lotes blanco. Pero en los lotes a los que
se les administré6 tanto ISO como diferentes cantidades de testosterona la
actividad de Catepsina D en la fraccion nuclear va disminuyendo con respecto a la
actividad de los lotes a los que solo se les administré ISO, dependiendo esta
disminucién de la cantidad de testosterona administrada y también de la
testosterona producida de forma normal por las génadas, ya que como se observa
en las tablas 7 y 8 el valor de Catepsina D que se aproxima al valor ideal (lote

blanco) es el valor del lote de animales No Gonadectomizados)
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Catepsina D Fraccion Mitocondrial (Animales no
Gonadectomizados)
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Fig. 7 Efecto de la testosterona sobre la actividad de Catepsina D, en la fraccion
Mitocondrial del homogenizado de corazén, en un modelo de infarto del miocardio
inducido por la administracién de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso). n= 16

Tabla 9 Catepsina D Animales no Gonadectomizados (Problema)
imol de tirosina liberada/hr/g corazén
Fraccién

Mitocondrial
ISO 7.07 **
Testost 1 ng +1SO 7.37 **
Testost 10ng + I1SO 7.55 **
Testost 100 ng +1SO 8.62 **

** p < 0.05 grupos tratados vs grupo de animales no godadectomizados, a los que
solo se les administré 1SO.

** p < 0.001 solo entre los lotes de Testost 1 vs Testost 100 y Testost 10 vs
Testost 100.
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Catepsina D Fraccion Mitocondrial (Animales
Gonadectomizados)
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Fig. 8 Efecto de la testosterona sobre la actividad de Catepsina D, en la fraccion
Mitocondrial del homogenizado de corazédn, en un modelo de infarto del miocardio
inducido por la administracién de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso). n= 16

Tabla 10 Catepsina D Animales Gonadectomizados (Problema)
(umol de tirosina liberada/hr/g corazon)
Grupo Fraccién
Mitocondrial
ISO 6.80 **
Testost 1 ng +1SO 7.21 ™
Testost 10 ng +1SO 7.34 ™
Testost 100 ng +1SO 7.92 ™

** p< 0.05 grupos tratados vs grupo de animales gonadectomizados, a los que

solo se les administro ISO.
** p <0.001 solo entre los lotes de Testost 1 vs Testost 100 y Testost 10 vs

Testost 100.
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En este proyecto de tesis es importante el analisis de la actividad de Catepsina D
en la fraccion mitocondrial, debido a que las mitocondrias constituyen entre un 25
y 30% de la masa total de las células que se encuentran en o forman el miocardio,
ademas que las mitocondrias contienen todas las enzimas que intervienen en el

metabolismo aerdbico completo (49).

Como podemos observar en las tablas 9 y 10 la actividad de Catepsina D en la
fracciébn mitocondrial se ve disminuida en los lotes de animales a los se les
administré ISO y se observa que la testosterona revierte esta disminucién en
forma dosis dependiente y por consiguiente los valores de Catepsina D de los
lotes a los que se les administré testosterona 100 ng, son mas cercanos a los
valores de Catepsina D de los lotes blanco, pero también se ve influenciado si el
animal tiene 0 no gonadas, ya que el valor méas proximo de Catepsina D de los
lotes problema con respecto al valor del lote blanco es el del lote de Animales no

gonadectomizados y que se les administré Testosterona 100 ng.
Este efecto puede interpretarse como una disminucion de las lesiones tipo infarto

del miocardio que induce el isoproterenol y por lo tanto una disminucién de la

muerte del miocardio afectado.
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Fig. 9 Efecto de la testosterona sobre la actividad de Catepsina D, en la fraccion
Lisosomal del homogenizado de corazén, en un modelo de infarto del miocardio
inducido por la administracion de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso). n= 16

Tabla 11 Catepsina D Animales no Gonadectomizados (Problema)
(umol de tirosina liberada/hr/g corazdn)

Fraccién
Lisosomal
ISO 1421
Testost 1 ng + SO 14.59 **
Testost 10 ng + (SO 15.00 ***
Testost 100 ng + ISO 18.61 **

*hh

p < 0.05 grupos tratados vs grupo de animales no godadectomizados, a los que
solo se les administro ISO.

***p < 0.001 solo entre los lotes de Testost 1 vs Testost 100 y Testost 10 vs
Testost 100.
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Catepsina D Fraccion Lisosomal (Animales Gonadectomizados)
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Fig. 10 Efecto de la testosterona sobre la actividad de Catepsina D, en la fraccion
Lisosomal del homogenizado de corazén, en un modelo de infarto del miocardio
inducido por la administracion de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso). n= 16

Tabla 12 Catepsina D Animales Gonadectomizados (Problema)
umol de tirosina liberada/hr/g corazén
Grupo Fraccion
Lisosomal
Iso 14.03 ***
Testost 1 ng +1SO 14.37 =
Testost 10 ng +1S0O 14.58 ***
Testost 100 ng + 1SO 16.69 ***
*** p< 0.05 grupos tratados vs grupo de animales gonadectomizados, a los que
solo se les administré ISO.
***p < 0.001 solo entre los lotes de Testost 1 vs Testost 100 y Testost 10 vs
Testost 100.
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Los lisosomas presentan propiedades de centrifugacion intermedias entre
mitocondrias y ribosomas (49) y es en esta fraccion en donde se observa la mayor
actividad de Catepsina D, en lotes de animales blanco. En esta misma fraccién se
observa la mayor disminucion de la actividad de Catepsina D, en los lotes a los
que se les administré 1SO, esto debido a que éste provoca lesiones tipo infarto del
miocardio y como ya se menciond anteriormente se provoca la muerte celular,
ocasionando la ruptura de lisosomas, trayendo como consecuencia la disminucion

de la actividad de Catepsina D en esta fraccion celular.

Se observa (tablas 11 y 12), que la administracién de diferentes cantidades de
testosterona, ejerce un efecto protector contra las lesiones tipo infarto del
miocardio ocasionadas por la administracion de 1SO, siendo este factor protector,
proporcional a la concentracion de testosterona administrada, tanto en animales
integros como en gonadectomizados, esto debido a que la testosterona ocasiona
que se mantenga integro el lisosoma, impidiendo o disminuyendo los procesos

hidroliticos, consecuencia de la ruptura membranal de estos organelos.

Como se observa en las figuras 9 y 10, el incremento de la actividad de Catepsina

D es mayor en los lotes de animales a los que se les administré6 100 ng de

Testosterona.
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Catepsina D Fraccion Microsomal (Animales no
Gonadectomizados)
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Fig. 11 Efecto de la testosterona sobre la actividad de Catepsina D, en la fraccién
Microsomal del homogenizado de corazén, en un modelo de infarto del miocardio
inducido por la administracion de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso). n= 16

Tabla 13 Catepsina D Animales no Gonadectomizados (Problema)
(umol de tirosina liberada/hr/g corazoén)

Fraccién

Microsomal
Iso 2.43 **
Testost 1 ng +1S0O 2,49
Testost 10 ng + 1SO 2.64 7
Testost 100 ng + I1SO 272

** p > 0.05 grupos tratados vs grupo de animales no godadectomizados, a los
que solo se les administréd ISO.
**** p >0.05 entre grupos tratados, prueba de ANOVA,
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Catepsina D Fraccion Microsomal (Animales Gonadectomizados)
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Fig. 12 Efecto de la testosterona sobre la actividad de Catepsina D, en la fraccién
Microsomal del homogenizado de corazén, en un modelo de infarto del miocardio
inducido por la administracion de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso). n= 16

Tabla 14 Catepsina D Animales Gonadectomizados (Problema)
mol de tirosina liberada/hr/g corazén

Fraccion

Microsomal
Iso 211
Testost 1 ng +1SO 2.54
Testost 10 ng +1SO 266 *
Testost 100 ng + 1SO 279

**** p > (.05 grupos tratados vs grupo de animales no godadectomizados, a los

que solo se les administrd 1SO.
**** p >0.05 entre grupos tratados, prueba de ANOVA
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Como podemos observar en las tablas 13 y 14 la actividad de Catepsina D en la
fraccion Microsomal se ve disminuida en los lotes de animales a los se les
administré 1SO y se observa que la testosterona revierte esta disminucion en
forma dosis dependiente. Y esto se ve reflejado en los resultados de los lotes a los
que se les administré 100 ng de testosterona, ya que los resultados de Catepsina
D se asemejan mas a los obtenidos para los lotes blanco, esto tanto para animales
Gonadectomizados, como no gonadectomizados. Siendo esta similitud mayor para

el lote de animales No gonadectomizados y con administracion de 100 ng.
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Proteinas Totales (Animales no Gonadectomizados y
Gonadectomizados)
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Fig 13 Cuantificacion de Proteinas Totales séricas, comparacion de ambos lotes
de ratas, como resultado de la administracion de Isoproterenol (120 mg/Kg de
peso) n=16

Tabla 15. Proteinas Totales Animales no Gonadectomizados y gonadectomizados

ISO Animales Gonadectomizados 0.0884
1ISO Animales no Gonadectomizados 0.10655
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En la figura 13 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, indica que hay
diferencia significativa (p<0.001) entre animales no gonadectomizados y
gonadectomizados a los que sélo se les administré6 ISO, con respecto a la
concentracién de proteinas en suero, lo que nos indica que la cantidad de
testosterona producida por las gonadas es suficiente para ejercer un efecto
protector contra el dafio producido por el ISO, al menos en la concentracion total

de proteinas séricas.
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Fig. 14. Cuantificacion de Proteinas Totales sericas, como resultado de la
administracion de Isoproterenol 120 mg/Kg de peso) y de la administracion de
diferentes concentraciones de Testosterona (ng/ml de sangre) n=16

Tabla 16 Proteinas Totales Animales no Gonadectomizados

Blanco * 389325 Testost 1 ng ** 097135
Testost 10 ng * 389475 Testost 10 ng ** .115578
ISO* .10655 Testost 100 ng ** .21525

*p < 0.001 solo entre los lotes Blanco vs ISO y Testost 10 vs ISO.
** p < 0.05 grupos tratados vs grupo de animales no gonadectomizados, a los que

solo se les administré 1SO.
Nota: El analisis utilizado para todos los datos fue una prueba de ANOVA, con

correccion de Bonferroni.
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Fig 15. Cuantificacion de Proteinas Totales sericas, como resultado de la
administracién de Isoproterenol 120 mg/Kg de peso) y de la administracién de
diferentes concentraciones de Testosterona (ng/ml de sangre) n=16

Tabla 17 Proteinas Totales Animales Gonadectomizados

{ (
Blanco * .389163 Testost 1 ng ™ .088245
Testost 10 ng * .38915 Testost 10 ng ** .108517
ISO * .0884 Testost 100 ng ** 196339

* p < 0.001 solo entre los lotes Blanco vs ISOy Testost 10 vs I1SO.
** p < 0.05 grupos tratados vs grupo de animales gonadectomizados, a los que
solo se les administro ISO.

Nota: El analisis utilizado para todos los datos fue una prueba de ANOVA, con
correccion de Bonferroni
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En la figura 14 y 15 el andlisis de varianza nos indica que hay diferencia
significativa entre los lotes de animales a los que se les administré testosterona
(1ng, 10 ng y 100 ng) mas 1SO, en comparacién con el lote al que solo se le
administré 1SO, esto nos indica que la testosterona, administrada de manera
exégena, esta ejerciendo un efecto protector contra el infarto del miocardio, lo que
se ve reflejado en los niveles de proteinas totales en suero, ya que a niveles

mayores de testosterona, es mayor la concentracion de proteinas en suero.

El andlisis de varianza (ANOVA) también nos indica para las figuras 14 y 15 que
hay diferencia significativa (p<0.001) entre los 3 lotes de diferente concentracion
de testosterona e ISO, esto nos indica que el aumento en la concentracion de
proteinas totales en suero es directamente proporcional a la concentraciéon de
testosterona administrada de manera exdgena, pero la concentracion de proteinas
en suero es mavyor en los animales no gonadectomizados que en los animales
gonadectomizados, ya que los animales no gonadectomizados ademas de la

testosterona administrada exégenamente, tienen la producida en las gonadas.
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En esta grafica se observa la comparacion de lotes de animales
gonadectomizados y no gonadectomizados, a los que solo se les administrd
ISO por via s.c. (120 mg/Kg de peso), de esta grafica se observa que los
animales integros mostraron valores de AST mendres en suero que los
animales gonadectomizados debido a que la testosterona de las gonadas
ejercen cierta proteccion contra el infarto del miocardio. el analisis
estadistico no paramétrico de Kruskal-Wallis p=0.0550, nos indica que no

existe diferencia significativa entre ambos lotes.
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Fig 17. Cuantificacion de Aspartato Aminotransferasa (AST) sérica, como
resultado de la administracion de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso) o de la
administraciéon de Testosterona (10 ng/ml de sangre) n=16

Tabla 19 Actividad de Aspartato Aminotransferasa AST Animales no
Gonadectomizados

Blanco * Testost 1 ng **
Testost 10 ng ™ 497 Testost 10 ng ** 42.84
ISO ™ 56.74 | Testost 100 ng ** 17.95

* p < 0.01 solo entre los lotes Blanco vs SO y Test 10 vs ISO.

** p < 0.05 grupos tratados vs grupo de animales no gonadectomizados, a los que
solo se les administrd 1SO.

Nota: El analisis utilizado para todos los datos fue una prueba de ANOVA, con
correccion de Bonferroni.
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Fig 18. Cuantificacion de Aspartato Aminotransferasa (AST) sérica, como
resultado de la administracién de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso) o de la
administracion de Testosterona (10 ng/ml de sangre) n=16

Tabla 20 Actividad de Aspartato Aminotransferasa AST Animales
Gonadectomizados

Blanco * 5.40 Testost 1 ng **
Testost 10 ng * 5.53 Testost 10 ng ** 43.96
ISO * 60.21 | Testost 100 ng ™ 18.87

* p < 0.01 solo entre los lotes Blanco vs 1ISO y Testost 10 vs I1SO.
** p < 0.05 grupos tratados vs grupo de animales no gonadectomizados, a los que

solo se les administro 1SO.
Nota: El analisis utilizado para todos los datos fue una prueba de ANOVA, con

correccion de Bonferroni.
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En las figuras 17 y 18 podemos observar que existe diferencia significativa
entre los lotes a los que se les administraron diferentes concentraciones de
Testosterona e ISO 120 mg/Kg de peso y el lote al que solo se le administréd
ISO 120 mg/Kg de peso, siendo esta diferencia mayor entre los lotes a los
que se les administré 10ng indicando esto, que la testosterona ejerce un
efecto protector contra el infarto del miocardio y este efecto es directamente
proporcional a la cantidad de Testosterona administrada de manera
exdégena, ya que el aumento de AST en suero es conocida como
transaminasemia y es caracteristica de los infartos agudos del miocardio
(48) siendo esta proteccidon mayor en animales no gonadectomizados,
debido a que al no extirparse las gonadas, éstas producen testosterona, que
sumada a la que se administra aumenta el efecto protector, ya que Ila
testosterona producida de manera natural por las géonadas no alcanza a

tener por si sola un efecto protector.
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ALT (Animales no Gonadectomizados)

[J  Isoprotarencl
74 Testosting

] [+ Testost 10 ng
10+

[ | Testost 100 ng

Concentracich (ug/ml)

N

Fig 19. Cuantificacion de Alanino Aminotransferasa (ALT) sérica, como resultado
de la administracion de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso) o de la administracion
de Testosterona (10 ng/mi de sangre) n=16

Tabla 21 Actividad de Alanino Aminotransferasa ALT Animales no
Gonadectomizados

Blanco * 9.86 Testost 1 ng **
Testost 10 ng * 9.97 Testost 10 ng ** 9.81
ISO * 10.0 Testost 100 ng ** 9.86

* p >0.05 entre grupos tratados, prueba de ANOVA, con correccion de Bartlett.
** p > 0.05 grupos tratados vs grupo de animales no gonadectomizados, a los que
solo se les administrd SO, prueba de ANOVA, con correccion de Bonferroni.
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Fig 20 Cuantificacion de Alanino Aminotransferasa (ALT) sérica, como resultado
de la administraciéon de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso) y de la administracion
de diferentes concentraciones de Testosterona (ng/ml de sangre) n=16

Tabla 22 Actividad de Alanino Aminotransferasa ALT Animales
Gonadectomizados

Blanco * 10 Testost 1 ng ** .
Testost 10 ng * 9.9 Testost 10 ng ** 9.85
ISO * 10.01 Testost 100 ng ** 9.88

* p >0.05 entre grupos tratados, prueba de ANOVA, con correccion de Bartlett.
** p > 0.05 grupos tratados vs grupo de animales no gonadectomizados, a los que
solo se les administré 1SO, prueba de ANOVA, con correccion de Bonferroni.
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En las figuras 19 y 20 no se observo diferencia significativa segun Ia
prueba estadistica de Bonferroni (p>0.05) (Tablas 21 y 22) en animales en
tratamiento con diferentes concentraciones de Testosterona, lo cual es
indicativo que los valores de ALT se encuentran dentro de los valores

normales.

ALT es un aprueba enzimatica especifica para detectar dafo hepatico, con
esto aseguramos que el dafio producido a los animales es exclusivamente a

nivel cardiaco y no a nivel hepatico.
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Fosfatasa Alcalina (Animales no Gonadectomizados)
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Fig. 21 Cuantificaciéon de Fosfatasa alcalina sérica, como resultado de la
administracion de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso), y de la administracién de
diferentes concentraciones de Testosterona. n= 16

Tabla 23 Actividad de Fosfatasa Alcalina Animales no Gonadectomizados

(
Blanco * 11.14 Testost 1 ng ** 11.16
Testost 10 ng * 11.16 Testost 10 ng ** 11.12
ISO * 11.16 Testost 100 ng ** 11.13

* p > 0.05 entre grupos tratados, prueba de ANOVA, con correccion de Bartlett.
** p > 0.05 grupos tratados vs grupo de animales no gonadectomizados, a los que
solo se les administré 1SO, prueba de ANOVA, con correccion de Bonferroni.
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Fig. 22 Cuantificacién de Fosfatasa alcalina sérica, como resuitado de la
administracion de Isoproterenol (120 mg/Kg de peso), y de la administracién de
diferentes concentraciones de Testosterona. n= 16

Tabla 24 Actividad de Fosfatasa Alcalina Animales Gonadectomizados

Blanco * . Testost 1 ng **
Testost 10 ng * 11.18 Testost 10 ng ** 11.14
ISO * 11.06 Testost 100 ng ** 11.13

* p > 0.05 entre grupos tratados, prueba de ANOVA, con correccién de Bartlett.
** p > 0.05 grupos tratados vs grupo de animales no gonadectomizados, a los que
solo se les administro ISO, prueba de ANOVA, con correccion de Bonferroni
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El analisis de varianza (ANOVA) con correccién de Bonferroni, nos indica para las
figuras 21 y 22 que la diferencia entre tratamientos no es significativa, esto nos
indica que la cantidad de fosfatasa alcalina en suero no se ve modificada por la
administracion de ISO y Testosterona, de manera conjunta o separada(Tablas 23

y 24).

En este proyecto de tesis se realizd la cuantificacion de fosfatasa alcalina; para
asegurarse que los valores de AST, fueran debidos exclusivamente a la
administracién de 1ISO y no a un probable dafio hepatico, ya que la cifra global de
fosfatasa alcalina sérica resulta de los valores de sus distintas isoenzimas en

higado, hueso, intestino, etc.

Como se puede observar con ayuda del andlisis de varianza y las figuras 21 y 22,
no hay diferencia significativa entre animales con tratamiento o sin tratamiento, lo
que indica que los resultados de AST cuantificados, son debidos a la

administracién de ISO y no aun probable dafio hepatico.
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10. ANALISIS DE RESULTADOS

El principal objetivo de este trabajo fue el evaluar los efectos de testosterona sobre las
lesiones tipo infarto del miocardio, inducidos por la administracién subcutanea de
isoproterenol, para lo cual analizamos la actividad de diferentes enzimas marcadoras
de dafo, asi como la cuantificacion de proteinas totales séricas, las cuales se

describen a continuacion.

CATEPSINA D
Es una endoproteasa que estad implicada en la degradacién proteica normal dentro de
los lisosomas (37).

Lotes de referencia

En la comparacién entre los lotes a los que solo se les administro Testosterona y lotes
blanco (Tablas 5 y 6), el analisis estadistico de los datos obtenidos nos indica que no
hay diferencia significativa entre los valores de Catepsina D en las diferentes fracciones
{nuclear, mitocondrial, lisosomal) obtenidos de los lotes de animales Blanco y
Testosterona 10 ng/ml de sangre de animales gonadectomizados y no
gonadectomizados, estos datos sugieren que la administracion de testosterona (10 ng)
tanto en animales integros como en gonadectomizados no modifica los valores de
Catepsina D, sefialando que no existen efectos daninos por la sola administracion del

esteroide.

Mientras que el analisis estadistico nos indica que hay diferencia significativa entre los

lotes blanco y los que se les administro Testosterona 10 ng al compararlos contra los
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lotes de animales gonadectomizados y no gonadectomizados a los que se les
administré solamente Isoproterenol, estos datos muestran que se presenta dafio a nivel
de las diferentes fracciones, debido a las lesiones tipo infarto de miocardio producidos

por la administracion de 1SO.

Lotes Problema

En la cuantificaciéon de Catepsina D, en las cuatro fracciones, se observa que los lotes
de animales a los que se les administré6 100 ng de Testosterona (ademas del ISO)
presentan valores de Catepsina D mas cercanos a los valores de los animales blanco
(que son los valores normales) mientras que el mayor dafio en las diferencias
fracciones se observa en los lotes que se les administra solamente ISO. Es importante
mencionar que la actividad de Catepsina D se va acercando a los valores normales
(lote blanco) dependiendo de la cantidad de Testosterona administrada indicando esto

un efecto protector contra lesiones tipo infarto de miocardio.

Fraccion nuclgar

Un incremento de la actividad de Catepsina D fue observado en ratas que
recibieron tratamiento con 1SO (32), se encontraron cambios significativos en la fraccién
nuclear en ambos lotes de ratas (integras y gonadectomizadas). Esto es debido
probablemente a que el ISO provoca lesiones tipo infarto del miocardio y por lo tanto
ocasiona la muerte celular, con ruptura de membrana, originando esto que al
centrifugar para obtener la fraccion nuclear obtengamos restos de otras fracciones

(mitocondrial y lisosomal
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Fracciéon Mitocondrial

El analisis estadistico nos muestra que hay diferencia significativa entre el lote al que
solo se le administrd ISO y los lotes a los que se les administré testosterona, tanto para

animales gonadectomizados como no gonadectomizados.

Adicional a lo anterior, se muestra de forma estadistica que no hay diferencia
significativa entre los lotes a los que se les administré 1 ng y 10 ng de testosterona,
mientras que si hay diferencia significativa de estos dos lotes contra el lote al que se les
administré 100 ng de Testosterona , por lo que se puede observar que el efecto
protector de la Testosterona contra lesiones tipo infarto de miocardio depende
directamente de la cantidad de Testosterona administrada de forma exdgena y este
efecto se ve incrementado con ayuda de la testosterona producida por las gdnadas,
como se puede ver en la figura 7 y la tabla 9 ya que el valor de Catepsina D obtenido

de estos lotes esta mas cercano al valor de los lotes blanco.

Se observa que la proteccion es mayor en 20 0 v 2les no gonade: s aue en
los gonadectomizados, probablemente debido a que las gbnadas producen cierta
cantidad de Testosterona, que sumada a la que se administra de manera exdgena
aumenta el efecto protector contra el infarto al miocardio, esto a diferencia de los

animales gonadectomizados que ya no producen testosterona, y el efecto protector

esta dado solo por la testosterona que se administra de manera exogena.
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Fraccién Lisosomal

El analisis estadistico nos muestra que hay diferencia significativa entre el lote al que
solo se le administro ISO y los lotes a los que se les administréd testosterona, tanto para

animales gonadectomizados como no gonadectomizados.

En lo que respecta a los lotes problema (ISO + Testosterona) el analisis estadistico
muestra que no hay diferencia significativa entre los lotes a los que se les administré
1 ng y 10 ng de testosterona, mientras que si hay diferencia significativa de estos dos
lotes contra el lote al que se les administré 100 ng de Testosterona , por lo que se
puede observar que el efecto protector de la Testosterona contra lesiones tipo infarto
de miocardio depende directamente de la cantidad de Testosterona administrada de
forma exogena y este efecto se ve incrementado con ayuda de la testosterona
producida por las génadas, como se puede ver en la figura 9 y la tabla 11 ya que el
valor de Catepsina D obtenido de estos lotes esta mas cercano al valor de los lotes

blanco.

Se observa que la proteccion es mayor en los animales no gonadectomizados que en
los gonadectomizados, probablemente debido a que las génadas producen cierta
cantidad de Testosterona, que sumada a la que se administra de manera exégena
aumenta el efecto protector contra el infarto al miocardio, esto a diferencia de los
animales gonadectomizados que ya no producen testosterona, y el efecto protector

esta dado solo por |a testosterona que se administra de manera exogena.
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Fraccion Microsomal

El analisis estadistico nos muestra que hay diferencia significativa entre el lote al que
solo se le administro I1ISO y los lotes a los que se les administré testosterona, tanto para

animales gonadectomizados como no gonadectomizados.

Y como se menciond para las otras tres fracciones, el efecto protector de la
Testosterona contra las lesiones tipo infarto de miocardio depende directamente de la
cantidad de testosterona que se encuentre presente en el organismo, ya sea de forma

exogena o la que se produce de forma natural en las génadas.

PROTEINAS TOTALES

La importancia de la cuantificacién de proteinas totales en suero, radica en que estas
se ven disminuidas en enfermedades hepaticas, insuficiencia cardiaca, etc.(20). Para
asegurarnos que solo se debiera a una insuficiencia cardiaca se realizaron las pruebas
bioquimicas de ALT y Fosfatasa alcalina, ya que los valores de estas pruebas se
verian alterados en comparacién de los blancos si los tejidos lesionados fueran

diferentes (Ejem. tejidos hepaticos).

La administracién de ISO 120mg/Kg de peso disminuye de manera muy significativa la
cantidad de Proteinas en suero, probablemente debido a que provoca lesiones
similares al infarto del miocardio, mientras que la testosterona perse 10 ng no influye en

la concentracion de proteinas en suero, ya que no existe diferencia significativa segun
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la prueba estadistica de Bonferroni p<0.05, mientras que si existe diferencia
significativa entre los lotes a los que se les administré 10 ng y 100 ng respecto al lote

al que solo se le administré 1SO.

El analisis de varianza (ANOVA) también nos indica para las figuras 14 y 15 que hay
diferencia significativa (p<0.001) entre los 3 lotes problema a los que se les
administraron diferentes ‘concentraciones de testosterona vy el lote al que solo se le
administro ISO, esto nos indica que el aumento en la concentraciébn de proteinas
totales en suero es directamente proporcional a la concentracion de testosterona
administrada de manera exégena, pero la concentracién de proteinas en suero es
mayor en los animales no gonadectomizados que en los animales gonadectomizados,
ya que los animales no gonadectomizados ademas de la testosterona administrada

exégenamente, tienen la producida en las gbnadas.

TRANSAMINASAS

Las transaminasas AST y ALT son enzimas intracelulares involucrados en el

metabolismo de los aminoacidos y los carbohidratos (46). Son enzimas representadas

por proteinas simples conjugadas y sintetizadas por células de diferentes tejidos:

hepético, miocardio, renal, nervioso y musculo estriado. (45)

103



Aspartato aminotransferasa (AST)

Es una enzima que se encuentra tanto en el citoplasma del hepatocito
como en las mitocondrias. esta presente en el musculo estriado, miocardio, pancreas y

rifones.(45)

La importancia de la cuantificacién de AST en este proyecto de tesis, radica en el
hecho que la actividade de AST en el suero excede los limites normales de 6 a
12 horas después de un infarto del miocardio (47). Los valores elevados son
proporcionales al grado de dafo sufrido por el tejido cardiaco(20) y alcanzan su

maxima actividad entre las 20 y 40 horas. (45).

Las elevaciones maximas superan de 2 a 15 veces los niveles normales (48) y en
este proyecto de tesis, los niveles de AST en los lotes de animales a los que solo
se les administro 1ISO son 11 veces mayores que los niveles de AST de los lotes
blanco ( Tablas 19 y 20), tanto para animales gonadectomizados como para no
gonadectomizados, indicando esto un dafio a nivel cardiaco producido por la
administraciéon de ISO y el valor de la actividad enzimatica sérica anormal guarda
relacion con el tamafio del infarto (48), mientras que en los lotes de animales a
los que se les administraron diferentes cantidades de testosterona, la variacion
encontrada fue, para la dosis de 1 ng de testosterona/ml de sangre el aumento es

de 11 veces, para los lotes de 10 ng de testosterona el aumento es de 8 veces y
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para los lotes de 100 ng el aumento es de 4 veces con respecto a los valores de
AST de los lotes de animales blanco, (tanto para animales gonadectomizados y
no gonadectomizados) la magnitud de tal aumento tiene cierto valor pronostico.
Esto nos indica que la administraciéon de testosterona ejerce un efecto protector
contra las lesiones tipo infarto, ocasionadas por la administracion de ISO, y quie
este efecto es proporcional a la cantidad de testosterona administrada. No hay
aumento en ALT, salvo que el infarto de miocardio se acompafrie de insuficiencia

cardiaca congestiva y desemboque en complicacion hepatica (47).

El analisis estadistico de los valores de AST de los lotes de animales
blanco y de Testosterona 10 ng de ambos lotes (gonadectomizados y no
gonadectomizados) no tienen diferencias significativas (prueba de ANOVA con
correccién de Bonferroni), por los que podemos decir que la administracion de
Testosterona perse no modifica los valores normales de AST en suero (Tablas 19

y 20).

En las figuras 17 y 18 se observa la comparacién de lotes de animales
gonadectomizados y no gonadectomizados, a los que solo se les administré ISO
por via s.c. (120 mg/Kg de peso), esta grafica nos indica que los animales
integros mostraron valores de AST menores en suero que los animales
gonadectomizados debido a que la testosterona de las génadas ejercen cierta

proteccion contra el infarto del miocardio, pero el analisis estadistico no
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paramétrico de Kruskal-Wallis p=0.0550, nos indica que no existe diferencia

significativa entre ambos lotes.

También podemos observar que existe diferencia significativa entre los lotes a los
que se les administraron diferentes concentraciones de Testosterona e ISO 120
mg/Kg de peso y el lote al que solo se le administro ISO 120 mg/Kg de peso,
siendo esta diferencia mayor entre los lotes a los que se les administré 10ng
indicando esto, que la testosterona ejerce un efecto protector contra el infarto del
miocardio y este efecto es directamente proporcional a la cantidad de
Testosterona administrada de manera exégena, ya que el aumento de AST en
suero es conocida como transaminasemia y es caracteristica de los infartos
agudos del miocardio (48) siendo esta proteccibn mayor en animales no
gonadectomizados, debido a que al no extirparse las génadas, estas producen
testosterona, que sumada a la que se administra aumenta el efecto protector, ya
que la testosterona producida de manera naturat por las génadas no alcanza a

tener por si sola un efecto protector.

Alaninoaminotransferasa (ALT)

Se identifica en todo proceso inflamatorio necrético del higado. Es una enzima
citoplasmatica del hepatocito, que se libera facilmente cuando existe alteracion

celular. (45)
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Alaninoamino transferasa aumenta en suero rapidamente en la necrosis de
células hepaticas, y dentro de limites normales o solo ligeramente elevados

después de un infarto de miocardio (20)

En las figuras 19 y 20 no se observo diferencia significativa segun la
prueba estadistica de Bonferroni (p>0.05) (Tablas 21 y 22) en animales en
tratamiento con diferentes concentraciones de Testosterona, lo cual es indicativo
que los valores de ALT se encuentran dentro de los valores normales, ya que
para que existieran valores elevados de ALT en este proyecto se necesita de una
insuficiencia cardiaca congestiva, que desemboque en una complicacién

hepatica.

ALT es una prueba enzimatica especifica para detectar dano hepatico, con
esto aseguramos que el dafo producido a los animales es exclusivamente a nivel

cardiaco y no a nivel hepatico.
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FOSFATASA ALCALINA

Se origina principalmente en los huesos y accesoriamente en el higado (45) y aumenta
en el metabolismo anormal 6seo, cirrosis biliar, diabetes, enfermedades del higado y

vias biliares (47) (50).

En este proyecto de tesis se realizé la cuantificacion de fosfatasa alcalina; para
asegurarse que los valores de AST, fueran debidos exclusivamente a la administracion
de ISO y no a un probable dafio hepatico, ya que la cifra global de fosfatasa alcalina
sérica resulta de los valores de sus distintas isoenzimas en higado, hueso, intestino,

etc.
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11. CONCLUSIONES

¢ La testosterona ejerce un efecto protector contra las lesiones tipo infarto de
miocardio, este efecto protector es dependiente de la cantidad de testosterona en el
organismo.

¢ La dosis de 100 ng de testosterona ofrece un mejor efecto protector contra las
lesiones tipo infarto del miocardio y este se ve incrementado por la testosterona
producida de forma natural por el organismo.

¢ Las pruebas bioquimicas de AST, Catepsina D y Proteinas totales fueron
determinantes, para la evaluacién del efecto protector de la testosterona en la
prevencion de lesiones tipo infarto del miocardio.

¢ Los resultados normales de las pruebas bioquimicas de ALT y Fosfatasa alcalina
nos indican que los valores obtenidos de las pruebas bioquimicas AST y Proteinas

totales, se deben exclusivamente al dafio ocasionado por el infarto al miocardio
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