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RESUHEN

El presente estudio tuvo como objetivo principal, el diseinar una
terapia sustitutiva para andrégenos, que tuviera la caracteristica
de liberacién sostenida.

Las caracteristicas farmacocinéticas de la formulacién debian
de ser tales gque no produjeran "picos" de absorcién y que el
sistema de liberacién del férmaco "in vive" fuera del tipo
rsostenido".

La tecnologia enmpleada consistié en la  produccién de
microcristales de andrégenos bicldgicamente actives, testosterona
{(T) ¥ 5a-dihidrotestostercna (DHT), nantenidos en suspension, en
un vehiculo de agua destilada. 1a evaluacidn de las
caracteristicas de disolucidén se hize en godelos "in vitro®
vy en animales de experimentacién (ratas macho castradas). La
actividad bioldgica fue evaluade por bicensayo y por andlisis
de unién a proteinas transportadoras de hormonas sexuales en el
plasma. La cuantificacién de las concentraciones de las
hormonas activas se hizo por radicinmuncandlisis especifico.
E)l andlisis de los resultados obtenidos permitid establecer que
la aplicacién de la formulacién a dos tiempos diferentes (Xo y Xi})
mantenia o recuperaba las condiclones normales respectivamente y
que las diferencias en los mismos se debieron a la dosis utilizadu
o a la reactividad de los drganos blanco, no obstante se denuestra
la actividad bioldgica del esteroide. Se concluye en base a este
estudio gue es posible administrar T o DHT solas o en combinacidn

a sujetes con una deficiente produccién de andrégenos.



INTRODUCCION

w08 andrégenos son un grupo particularmente complejo de hormonas
esteroides de estructura quimica variada, asi cono de diversos
efectos biolégicos. Se producen en diferentes glandulas enddcrinas,
siendo las principales los testiculos, ovarios y las suprarrenales,
Después de su secreci6on sufren diversas transformaciones

netabdlicas y los catabolitos son excretados fundamentalmente

en la oxina (1).

Los andrdégenos cumplen un papel determinante en el desarrollo de
las caracteristicas sexuales masculinas, autn antes del
nacimiento: la testosterona es responsable de la virilizacién de
los conductos de Wolf, para formar el epidfdimo, los conductos

deferentes y las vesiculas seminales (2).

La testosterona (T) es el andrégeno predominante y es producida y
secratada por el testiculo de la mayorfa de las especies animales,
incluyendo al hombre. En la actualidad se conoce el proceso de
induccidn, biosintesis y mecanismo de accidén de estas hormonas,
En términos bioldgicos se define wun andrégeno como aguella
sustancia -natural o sintética, generalmente de estructura
esteroide—- capaz de producir el crecipiento del lébulo ventral de
la prdstata en animales castrados.

De este conocimiento se deriva el concepto de érganos “blanco",
que responden de manera especifica y dependiendo de la dosis, a

la accidén de los andrdégenos.



El efecto de estas hormonas es la induccién de la sintésis de

protefnas especificas.

El mecanismo de accién de los andrégenos a nivel celular es
mediado por una proteina especifica denoninada "receptor" que
facilita la unidn del estercide al genoma celular y su
consiguiente expresién (3). En la actualidad se considera que la
fraccién del esteroide no unido a estas protefnas del plasma,
"libre", representa la porcién del esteroide con actividad

bioldgica (41).

El testiculo de los mam{feros esta compuesto de dos compartimientos
anatémica y funcionalmente bien caracterizados. Un compartimiento,
el tubulo seminifero, es responsable de la espermatogénesis
(funcién exécrina) y el segundo compartimiento, representado por
las células de Leydig, es el encargado de la produccién de los
andr6jenos (funcién end6erina). Aun cuando estos compartimientos
estdn anaténicamente bien delimitados, existen una gran cantidad
de interrelaciones bioquimicas entre ambos. El proceso de la
espermatogénesis, solo puede iniciarse y mantenerse nediante la
accién de los andrégenos, lo cual indica que el transporte de
estas hormonas al compartimiento tubular es un prerrequisito para
la produccidén ininterrumpida de las células germinales (4). La
estimulacidn con andrégenos es particularmente importante para el
desarrollo y mantenimiente de la capacidad fertilizante del

espermatozoide en el epididimo (5).



En los Jltimos anfos se ha demostrado gque en estructuras
periféricas dependientes de andrégenos, tales como la préstata,
vesiculas seminales, gléndulas prepuciales, piel del drea genital,
etc., la testosterona (T) es transformada a S5a-dihidrotestosterona
(DRT)} para poder expresar su actividad biclégice en forma

completa. En el Sistema Nervioso Central, el hipotélamo y 1la

hip6fisis anterior son capaces de reducir la testosterona a DHT

(6).

El mecanismo de control para la secreci6n de andrégencs por el
testiculo esta mediado por la concentracién de T, Estradiol (E,),
DHT y por la aromatizacién de la T a B, en el hipotdlamo y en la
hipéfisis, estructuras especificas que sintetigzan v liberan 1las
hormonas gonadotrépicas {(Lk y FSH) gque tienen como funcidn

estimular las células de Leydiq y Sertoli (7,8,9).

Este sistema de regulacién por retroalimentacidén es  sumamente
complejo y auin a la fecha no se conocen exactamente todos los

factores que influyen y participan en el proceco {10).

En el hombre, la deficiente produccidén de andrégenocs se expresa por
una serie de rasgos clinicos gue varian dependiendo de la edad del
individuo a la que ocurra la deficiencia y el tiempo de evolucién
del padecimiento. En general, los trastornes antes de la pubertad
se expresan por una falta de desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios y en el adulte por pérdida de las

caracteristicas sexuales ya adquiridas e infertilidad (11).



La andrégeno-dependencia sobre el comportamienty sexual 28 un
fendomeno ubiquo entre los diferotes grupos de vertebrados. Estos
principios interpolades al thoasbre son un rerlejo de los
conocimientos de la antigiiedad, como el que la castracién reducia
la libido y la potencia sexual. En realidad, se producen respuestas
variables en el hombre y en los animales (12} y en reportes
aislados se han indicado las posibilidades de rTetener la actividad
coital hasta los 16 anos postcastracién (13). En los estudios de
Kinsey y col. (14) se niega ol papel especifico gue tienen los
androgenos en el comportamiento sexual, relaciondndose éste
ultimo a estinulos metabolicos especfricos. Tnvestigaciones néds
recientes han indicado que la testosterona tiene solo un papel
subsidario en la respuesta sexual (15). No obstante otros
investigadores han estudiade la respuesta sexual en el humano a
diferentes dosis de testosterona y han indicado una relacién

directa con las dosis utilizadas (16).



GERERALIDADES
FISTOLOGIA DEL EJE HIPOTALAMD

HIPOFISIS - TESTICULO

La interrelacién hipotdlamo-hipéfisis-testf{culos ¢s nuy compleja,
como lo demuestran estudios recientes. La interrelacién del
sistema se puede resumir en la figura 1 (17).
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Figura 1. Representacién esquemdtica del eje hipotdlamo-

hipéfisis-testiculo.

Componentes del sistema:
1.- Hipotdlamo y la hormona liberadora de gonadotropinas.
2.~ Hipéfisis - células de Leydig.

3.~ Hipéfisis - células de Sertoli.



HIPOTALAMO Y LA HORMONZ LIBERADORA DE GONADOTROFINAS

Estudios recientes han resaltado la complejidad de las relaciones
microvasculares entre el hipotdlamo y la hipodfisis. Los procesos
neurcendocrines permiten reconecer las sefiales internas y exterpas
del medio ambiente para ser integradas por el cerebro y ser
conducidas por vias neurchormonalas, las cuales dirigen las
secreciones de la hipdfisis anterior, para las necesidades

fisioldégicas (18,19).

La circulacidn portal hipofisiaria permite una conexidn entre el
cerebro y la hipéfieis; y la consiguiente transmisidén de
sustancias humorales. El neurotransnisor que controla la liberacion
de las hormonas gonadotrdpicas {LH y FSH) es un decapéptido

1lamado Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH).

El hipotdlamo ¢s parte del diencéfalo, localizado en la base del
cerebro, formandc el pisc del tercer ventriculo y parte de la
pared lateral. Dentro del bhipotdlano se encuentran c¢élulas
neuro-peptidérgicas que promueven o inhiben la 1liberacién

hornonal.

Este proceso se conoce como neurosecrecién. La GnRH es sintetizada
en los ribosomas del citoplasma de las neurcnas, empacada en
granulos hacia el Aparato de Golgi, transportada por flujo active
axonal hacia la neurona terminal y luego secretada hacia la

circutacion portal (Fig. 2) (19).



~ ofiio PV g prodae

05400
Ce'uas Q.8 produsen
focio wa de lLarpedn

ropotdlamo

(-] ; A l; Hizimos

mamiares

Em.ranua

E
YRR e it

Pl 4 S
Preas top o primars O = \\4‘_
O LY e Porte ‘,‘ ‘\ \

Veezs porte”

Hepcl.pa eolesior

Figura 2. Relacién entre el control nervioso y el control
neurohormonal de la hipéfisis anterior en la eminencia

media del hipotAlamc.

Hay varias vias a nivel del hipotdlamo, por las cuales centros del
cerebro pueden influir sobre la hipéfisis. Estas vias incluyen los

siguientes sistemas hipotalamicos:

1) El centro tonico a nivel del nidcleo arcuato gue controla la
secrecion de las hormonas gonadotropicas.
2) Tanacitos, células neurales que conectan el sistema portal

con el fluido cerebroespinal.

3) La via de la hipdfisis posterior.
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El control del centro ténico, ubicade a nivel hipotaléhico, estd
regulado por la testosterona, dihidrotestosterona y estradiol.
Estas hormonas controlan los niveles de las gonadotropinas
responsables de la retroalimentacidn negativa, sobre la liberacion

de la GnRH a nivel hipotalamico.

En el varén la célula blanco para la Hormona Luteinizante {(LH) es
la célula de Leydig del intersticio testicular, en tanto gue para
la Hormona Estimulante del Foliculo (FSH) es la celula de Sertoli

localizada en el tubulo seminifero.

La sintesis de estas gonadotropinas toma lugar a nivel del
reticulo endopldsmico rugoso. Las hormonas son empacadas ¥y
almacenadas en grdanulos secretados por el Aparate de Gelgi. La
secrecién requiere migracion de los granules naduros hacia la
membrana celular, donde se altera la pernmeabilidad y ocurre la
salida de los granulos por exocitosig; esto involucra cambios
iénicos con Calcio y a nivel de AMPc en respuesta a la GnRH.

Por lo tanto, esta hormona (GnRH) influye tanto en la secreci6n

como en la reserva (19,20,21).

El mecanisme de retroalimentacidn negative via estradiol se debe
a la aromatizacion de la testosterona a nivel hipotdlawo por
enzimas aromatasas (Flg.3) que actian sobre un transnisor
sindptico -la dopamina~ que Iinduce la produccion de estos factores

de liberacidn.

11
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Figura 3. Mecanismo de accion de la Testosterona.

HIPOFISIS~CELULAS DE LEYDIG.

Ccuando se descubrié la hormona en el macho, se le denomind hormona
estimulante de las células intersticiales (ICSH), debido a su
efecto sobre las células de Leydig. Actualmente se sabe que la LH
y la ICSH son la misma hormona y son secretadas por las células

basofilas PAS positive en la hipofisis.

La LH como otras hormonas protéicas (FSH,TSH y HCG) contienen 2
cadenas, una alfa y otra beta. La subunidad alfa es idéntica a
las otras hormenas, mientras la cadena beta es la que brinda las
diferencias estructurales, funcionales v hintnaicas de cada una

de estas hormonas (21,22).
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La secrecidn de la hormona liberadora de gonadotropinas Al sistena
portal hipofiasiario es epis6dica y se relaciona aon la likeraclion
episédica de LH a la circulacién, en una serie de pulsos de
secrecién que tienen amplitudes que oscilan entre 35 y 270 % de
la linea de base; estos pulsos se producen con una frecuencia de
2 a 4 cada 6 horas. La accidén principal de la LH es estimular la

biosintesis y secrecién de testosterona en las células de Leydig.

Las células de Leydig son células poligonales de entre 15 y 30 pm,
situadas en las areas intersticiales, que constituyen el 5% del
volumen testicular total. Estas células poseen una nembrana

plasmdtica que sa caracteriza por sus pliegues y microvellosidades.

Su  organelo citoplasmitico mds prominente es el reticulo

endoplésnics o (REL}, formade por tubulos nenbranosos
interconectados. Ademéds, disperso entre el REL, aparecan RE rugoso
y mitocondrias. El citoplasma contiene inclusiones de lipidos,

cristales de Reinke y lisososmas (23).

La estinulacion de LH para la sintesis y secrecién de
testostercna, se inicia con la unién de la LH a los receptores de
membrana especificos a nivel de las células de Leydig (Fig.4).
Las células de Leydig tienen también receptores para Prolactina

los cuales potencian los efectos de la LH (23).

13
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Figura 4. Mecanismo de accidn de la LH y biosintesis de

andrégenos en la célula de Leydig.

La interaccion de la LH con su receptor estimula la adenilato
ciclasa ligada a la membrana, que cataliza la sintesis del

Monofosfato Ciclico de Adenosina (AMPc) (24).

La adenilato ciclasa estd formada por tres unidades: el receptor
hormonal, gue contiene el lugar especifico para el reconocimiento
de la LH; la unidad catalftica de adenil ciclasa, gue convierte
el ATP en AMPc y PP; y 1la subunidad regquladora guanil-nucléotido,

que liga el GTP y une el receptor hormonal a la adenilato ciclasa.
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Al liberarse el AMPc al clitoplasma de la céluls de Teydia de une
a la subunidad requiadora de la protein-guinasa quo luago 5a
disocia de la subunidad de esta enzima y la activa. Se crees que
la subunidad catalitica de 1la protefna quinasa de la céiula de
Leydig activa un producto que, a su vez, facilita la conversidn
de colesterol a pregnenolona y la sintesie de andrégenos. (Fig. 5)
(19,23,24). No obstante, la contribucidén del testiculeo como fuente
de DHT es minima, siendo sintetizada principalmente en tejidos

periféricos como el higado y la piel (22,2%).

El metabolismo de la testosterona o de otro andrégenc se pueds
definir come su eliminacién irreversible de la circulacién como
resultado de 1la modificacidn enzinmitica de su  estructura
esteroidal. Las reacciones enzindticas nds relevantes son la
5-alfa reduccidn y la aromatizacidn, las cuales modifican la

estructura de ia testosterona [(Fig.53.

El control o ritmo de sintesis y secrecidn de testosterona por las
células de Leydig, depende fundanentalrente de la concentracién de
LH secretada a la circulacidn. La secrecién de esta .gonadotropina
es reciprocamente controlada por la accién de los esterocides

sexuales sobre el hipotdlamo y la hipdfisis.
Cuando los niveles de andrdgenos aurentan en la sangre, disrminuyen

los niveles de LH, v cuando log niveles de androgenos declinan,los

niveles de X numentern, Fig.i (172,215

15



RIPOFISIS - CELULAS DE SERTOLI.

En la Fig. 1 se puede observar la relacién de la hipofisis con
la célula de Sertoli. La FSH, es producida y secretada a nivel de
1a hipdfisis anterior en las células baséfilas. Su produccién, al
igual gque la de LH, depende de la GnRH, pero su liberacion es

solo una quinta parte de la de LH.

A diferencia de la LH, los niveles plasmaticos de FSH no fluctuian
ampliamente a lo largo del dia. Lc anterior se debe al aclaramiento

metabolico mds lento de la FSH.

El mecanismo de accién de la FSH es igual al de la LH: a nivel de

membrana desencadena el sistema de la adenilato ciclasa (Fig. 3).

Al realizar una castracion, se produce una elevacién de la
secrecién de FSH, lo cual indica que un factor testicular controla
la secrecidn de esta gonadotropina. Sin embargo, la administracién
de testosterona no produce mucho efecto sobre la secrecién de FSH,
lo gque indica que es otro producto el regponsable del control de
su liberacién. McCullagh fue el primero que nombré como “inhibina®
2 un producto testicular noe esteroide encargado de 1la
retroalimentacién negativa de la FSH. Este producto es producido
por las células de Sertoli, su lugar de accién es a nivel

. hipofisiario & hipotaldmice, (21, 23, 26).

16
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ANTECEDENTRES

TERAPIA CON ANDRCGGENQS.

El tratamiento sustitutivo con andrégencs se inicié hace
aproximadamente 40 afios, después de que se logré la sintesis
quimica de la testostercna. Sin embargo, el problema ha sido la
via de administracidén y la frecuencia con que se debe aplicar el

tratamiento {27}.

Debido a la gran capacidad metabdlica del higado, la testosterona
pura administrada por via digestiva es efectiva solo a dosis de
500 mg/dia o mayores. Esta dosis es excesiva si se considera el
hecho de que la produccién diaria por un hombre adulto es de

aproximadanmente 7 mg (28).

Por este motive otras vias de administracién, asi como
modificaciones quimicas a la estructura original del esteroide,
han sido desarrolladas con objeto de proporeionar un sistema
de liberacién de la hormona que permita su aplicacién como terapia

sustitutiva crénica.

La 17ac-metiltestostercna fue la primera modificacién estructural
de la testosterona que wmanifestéd un efecto androgénico a dosis
bajas, cuando se administrd por via digestiva. Sin embargo, debido
al grupo alguile en la posicién 17-¢, este esterside

produjo maniféstaciones téxicas cn el hifgado, tales come

colestasis, peliosis vy en algunos casos hepatoma, cuando se

18



administrd en forma crénica en aninales de experimentacidén. Por
este motivo su empleo en el humono no es reconendable. Existen
algunos otros derivados sintéticos como la fluximesterolona, con
una gran potencia androgénica, pero al igual que 1la
metiltestosterona es un 17-alguil derivado, con el mismo perfil

toxicolégico.

La mesterolona y el undecanocato de testosterona son dos compuestos
con actividad hormonal que no producen efectos en el higado de los
sujetos tratados cuando se administran pox via digestiva. La mdxima
absorcion de estos compuestos ocurre entre las 2 y 8 horas despuéds
de su ingestién, con una gran variabilidad en las concentraciones
obtenidas en el plasma, por 1o que deben darse de 2 a 3 dosis por
dfa, lo cual los hace impréacticos para una terapia sustitutiva

crénica (29).

La via parenteral, en especial la intramuscular, es la que se
emplea en forma mds extensa. El compuesto que se administra
es un éster de testosterona disuelto en un vehiculo oleoso,
a dosis de 100 a 250 mg para ser aplicado cada 10 a 14 dias. Se
han desarrollado varios ésteres, acoplando diversos dcidos grasos
de cadena corta en la posicidn 17 del esteroide. FEl recanismo de
liberacitn del esteroide activo (Testosterona) asta condicionado
por su velocidad de desesterificacién y por el coeficiente de
particién gue se establecc entre la solubilidad de la hormona en

el vehfculo oleoso y los fluides bicloégicoz.
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Estas condiciones no se han podido controlar hasta la fecha, de
tal forma que después de la aplicacién de estos compuestos ewxi ste
un "pico® de absorcidn temprana (12 a 14 hrs.), que dgeneralmamte
excede a 1las concentraciones en plasma consideradas cumo
fisiolégicas. Este va decayendo en forma paulatina a una veloci zad

constante en funcidén del tiempo (30).

Estos sistemas denominados de "depdsito" no constituyen un enfogue
racional a la sustitucion hormonal debido a que no semejan .a
situacion fisiol6égica buscada. Se han ideado otros sistenas Je
administracién, cone la aplicacidn percuténea dw

s5g-dihidrotestosterona (125mg en 5g de gel), pero debido a su
miltiple aplicacién diaria (2 a 3 veces), se contraindica cowmo
un adecuado sistema de liberacién sostenida de andrégenos (2,

32}).

SISTEMAS DE LIBERACION SOSTENIDA

Los sistemas de liberacidén sostenida de férmacos representan en
la actualldad una alternativa nés apropiada para las terapias
sustitutivas crénicas, ya que permiten la aplicacién de dosis
comparativamente Rmenores a los sistemas de depdsito, con una mayor

cobertura de lo que se considera el nivel terapsutico del férmaco.

La ventaja de los sistemas de liberacidn sostenida es que son mas
eficientes en el mantenimiento de las concentraciones en el plaama
de los sujetos tratados, evitando 1las fluctuaciones que se

producen con los sistemas convencionales (33).
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Se han desarrollado e=n otras dreas de la nedicina, por ejemplo
para el control de la fertilidad en la mujer, una serie de
sistemas que tienden a proporcionar concentraciones constantes del
fdrmaco en la circulacisén por perfodos prolongados de tiempo,
mediante el empleo de diversas técnicas, <come inplantes
biocompatibles y polimeros biodegradables, principalmente (34).

Bstos sistemas tienen el inconveniente de que junto con el
compuesto activo, se introduce un agente extrafio al organismo, gue
ain cuando tenga las caracteristicas de¢ biocompatibilidad vy
degradacién no deda de representar un riesgo toxicolégico a largo

plazo.

Un nuevo enfoque lo rapresentan los cristales del esteroide puro,
administrados en una suspensién acuosa, en un tamano de particula
bien definido y cor propicdades de disolucidn caracterizadas
previamente (35,36). Este sistema aparents ser una alternativa nas
recional para las terapias Thormonales sustitutivas crénicas

que las actualmente disponibles.

El objetivo principal del presente trabajo fue el disefiar una
terapia sustitutiva para andrégenos que tuviera la caracteristica
ée liberacién sostenida y que las cualidades farmacocinéticas de
su formulacién fueran tales que ne produjeran "picos® de

absorcion.
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HATERIAL Y METODOS

El esquema de las actividades comprendidas en el presente trabajo

se constituyd de acuerde al siguiente orden:

1. ESTANDARIZACION DEL METODO.

-~ Preparacion de los cristales de testosterona y de
dihidrotestosterona.

- Obtencidn de dos preparados inyectables de testosterona y
sa-dihidrotestosterona

- Ccontrol de calidad de los preparados experimentales:
a) Verificacién del tamafio de las particulas
b) bPisolucidn 'in vitro.
c) Unidn a proteinas transportadoras del plasma.
d) Cecntrol bacteriolégico.

-~ Aprendizaje y estandarizacidn de un método analitico para la
cuantificacion de testosterona y hormonas relacionadas en

fluidos y érganos biolégicos.

2. DISERC EXPERIMENTAL:

- Efecto de la castracién sobre la prdstata, vesiculas seminales
y niveles plasmaticos de las hormonas circulantes en animales
de laboratorio.

- Evaluacidn de la actividad bioldgica de la formulacién

inyectable como terapia sustitutiva.
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Preparacion de ies microcristales de
Testosteropna ¥y Sg=Rihidrotestosteropa

La preparacién de los microcristales de Testosterona (T) y Sa-
Dihidrotestosterona {DHT}, (Steraloids) fue mediante la fusién de
los mismos y el posterior tamizaje sobre diversas mallas de
acero hasta lograr el tamano deseado; el procedimiento se

encuentra referido en el Apéndice No. 1.

Obtencidén de dos preparados invectables de
Testostexronn y Se-Rihidrotegtosterona,.

En base a 1los cristales ya purificados, se prepararon dos
homogeneizados de T y DHT, y mediante técnicas de asepsia se
introdujeron en jeringas para su aplicacidn intramuscular y después

fueron enviadas a esterjilizar. Apéndice No. 2.

Control de calidad de los preparados experimentales
Luego del proceso de esterilizacién de cada preparado experimental,

se procedié al control de calidad consistente en:

a) Verificacidén del tamaho de los microcristales de ambas

hormonas, medlante teécnicas de microscopia electrénica de

transmision, después del proceso de fusidn-tamizaje.
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b)

c)

Disolucién "in vitro" de los microcristales.- El1 método
consistid en la adicién de 5 mg de cristales de esteroides
de un tamano ya definido a frascos de 100 ml gue contenian
una mezcla etanol-agua 50 % v/v  para la disolucidn de (T).
Se incubaron en un bafoc de aqua a 37°C con agitacisén
constante, para tomar muestras de 0.5 ml a los siguientes
tiempos: 15, 30, 45, 60 y 90 minutos. La disolucién de los
cristales de andrégenocs, fue analizada por espectrofotometria
UV, utilizando una longitud de onda de 240 nm y los resultados
se expresaron como log,, del estercide disuelto contra log, del
tiempo. Técnica desarrollada por el grupo de investigacién del

Departamento de Biologia de la Reproduccion del INNSZ.

En el caso de los cristales de DHT, este método no pudo ser
utilizado debido a la falta del doble enlace entre 1los

carbonos 4 y § de su molécula.

Unién a SHBG.~ La SHBG es una beta-globulina con un peso

molecular entre 52,000 y 115,000. Esta proteina se une
reversiblemente y con alta afinidad a la (7T), principal
andrégeno circulante biolégicamente activo, entre un 97 y
99 %. Esta unién es de una alta afinidad (K, aproximadamente
16" M*}, es rédpidamente reversible a a7°c y en el humano ecsta
casi saturada, dado que la concentracion nmolar de los sitios
de unidén de SHBG en el plasma de un hombre adulto es algo

mayor que la concentracién melar de T (37).
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d)

Se han reportado un gran numero de estudios de 1la
aspecificidad de esta unién en plasma dilufdo: y al iqgual
que otras proteinas del plasma que se unen especificamente
a esteroides, su afinidad es mayor a bajas temperaturas.
Bntre los andrdgenos existe una relacidn aparente entre su
actividad biolégica "in vivo"™ vy su capacidad para unirse a
la SHBG, esto es, entre mds potente sea un andrégeno mayor
serd su unién a la SHBG. Es por ello gque la DHT se une a la
SHBG tres veces mds cque la T (37). Tomando en cuenta estas
consideraciones seria posible concluir que 1la relacién
unido/libre de un esteroide serd en ultima instancia el
modulador periférico de su actividad biolégica y la presencia
de cualquier factor gue lo altere repercutird en los

mecanismos de homeostasis hormonal.

El procedimiento sequido se encuentra desarrollado en el

Apéndice No. 3.

Control bacterioldégico.=- Prueba de esterilidad por método
directo llevada a cabo por el Depto. de Control Analitico

de la Facultad de Quimica, UNAM. Andlisis: M-15~E-87.

Previo al ofrecimiento del preparado inyectable como terapia

sustitutiva en humanos, el control de calidad debe incluir

su bioensayo en animales de laboratorio (ratas), midiendo el

efecto en el desarrollo de la préstata y vesfculas seminales

post-castracién y post-aplicacién.
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En el presente trabajo se emplea exclusivamente la union a la

proteina transportadera de hormonas sexuales (SHBG) cono ansayo
indirecto, dado que, cono ya ha sido indicado previawente, existe
una relacién conocida entre la afinidad por esta proteina y 1la
actividad biolégica de los andrégenos, y por otro lado, el
binensayo en animales de laboratorio integra el cuerpe principal
del presente trabajo, como primer paso experineatal en el

establecimiento de un sistema de liberacion sostenida para

androgenos a ser aplicade en humanos con problemas hipogonadicos.

Aprendizaie y estandarizacion de un netodo analitico gpara la

cuantificacion de Testosterons, Rihidrotestosterona y hormonas

Luteinizante y Lstinulante del Foliculo en s

lagp nhormonas ecteronides

la evaluacion

llevada a cabo por Radioinmuncanglisis

protocolo descrito poy Filet en 1981 {31) v se desarrollo de zcuerdo

a las siguientes fases:

a) Purificacion de las hormonas esteroides radiactivas.

b} Marcaje de ias hormonas protéicas por iodacion.

¢) Caracterizacién del anticuerpo contra Testeosterona.

d) Cbtencion de una curva estandar para Testosterona y hornonas
relacionadas.

e) Obtencidn de un perfi! de imprecision para el RTA,

) Extraccidén d= las borponas esteroides del suero.

g) Freparacicn de nuestras para un prograna de contral

de calildad internc del RIA.



PRINCIPIOS GENERALES I RADIOINMUNOAMNALISTS (RIX)}

El RIA es una técnica analitica gue ha sido ampliamente utilizada
desde su diseho por los doctores Berson y Yalow en 1959 (43). Los
Radiolnmunoensayos son ejenplos de ensayos estructurales
dirigidos, en cuanto a que dependen de la interaccidn
estereoguimica de una seccidn de la molécula a ser medida con otra
molécula gue reconoce especificamente dicha forma. Las noléculas
de los anticuerpos son usadas generalmente comno reactivos
especificos ligantes en tales ensayos, pero obtros agentes ligantes
pueden ser también usados, como por ejempio los receptores

celulares (44}.

Hay muchas variaciones en la metodologia del RIA, pere el

procediniento basico es el siguiente:

A una muestra o extracte del fluido u érganc 4 ser analizade, que
contenga una cantidad desconocida de la hormona a medir, se le
agrega una cantidad conocida de hormona marcada. La mezcla se
incuba con antisuero de capacidad de unién conocida, en un volumen
que asegure gue los sitios de unidén en éste sean nenores gue la
hormona marcada agregada; ¢sta es generalmente nuy pequeha,
comparada con la cantidad de hornona que se espera estard presente
en la wmuestra.

Después de gue la reaccién ha alcanzado un equilibric, las
fracciones de hormona libre y hormona ligada al anticuerpo son

separadas.
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El trazador radiactive permite que se pueda establecer una
medicién de la fraccién de la hormona que se ha ligado. Debido
a que la cantidad de anticuerpo presenta en el tubs es fija, la
masa de la hormona que se liga es tambhién relativamente constante
e independiente de la concentracién de hormona a medir. La
presencia de altas concentraciones de la hormona a medir en la
muestra no puede aumentar la masa de la hormona ligada, porque la
concentracidn de anticuerpos se mantiene constante. La presencia
de concentraciones variables de la hormona a medir resulta por
lo tanto, en una relacién inversa de la hormona narcada agregada

gue se une al anticuerpo.

5i el trazador se comporta en la misra {orma que la hormona fria,
la distribucidn de hormona ligada y libre puede ser monitoreada,
separando figicamente las dos fases v contando la radiactividad en
cada una de ellas. La concentracién de la hormona en una muestra
puede ser obtenida comparando el trazador ligado al anticuerpo en
la muestra con el trazador ligado al anticuerpo en soluciones

estdndar de 1a hormona que se esta analizando.

Los pasos a sejuir e2n la elaboracién de un RIA pueden guedar
ejemplificados en el siguiente diagrana de flujo {(Fig.6) (44,45):
y las técnicas empleadas en los radioinmunoensayes de T, DHT', LH

y FSH estdn referidas en los Apéndices 5 y 83
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NUMERAR 105 TUBOS

CROMATOGRAFIA EN PREPARAR ESTANDARES POR
COLUMNA DE CELITA RECONSTITUCION DEL RESIDUO
ALCOHOLICO CON BUFFER Y
L CALENTAR A 40°C.

PREPARAR LAS MUESTRAS I
PARA  EXTRACCICH CON ETER [PREPARAR LA CURVA ESTANDAR]

[

iALICUOTAR LOS ESTANDARES Y MUESTRAS ]
T l PREPARAR HARCADORI

AGREGAR ANTISUERO, MARCADOR Y AGITAR«--—-—-——-———-—J
EN VORTEX

[
[INCUBAR.DURANTE LA NOCHE (18-24 h)AM

[PREPARAR EI. CARBON VEGETAL l

lAGREGAR EL CARBON E INCUBAR]

CENTRIFUGAR l PREPARAR VIALES PARA CONTEO

DI CANTAR EL SOBRENADANTE EN LOS
VIALES DE CONTEO CON SCLUCION
DE CENTELLEQ

]

TAPAR LOS VIALES, AGITAR BIEN,
REPOSARLOS POR LO MENOS 1 HORA

|
{‘cowrm POR 1 ~ 10 MINUTOS }

|
l CALCULAR RESULTADOS j

]
l VERIFICACION DE DATOS DE CONTROL DE CALIDAD

Figura 6. RIAGRAMA DE FLUJO DEL RARIQTHMUNOANALISIS.
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Los radiolnmunocensayos son técnicas analiticas que reconocan
conformaciones moleculares espescificas; y no obatante su gran
especificidad, es inevitable que por lo nismo, las noléculas que

tengan formas similares puedan afectar el ensayo.

Frecuentenrente sucede gque antisueros producidos contra una hormona
interactian con otros compuestos relacionados en su conformacién
molecular, fendmweno conocido como "reaccidén cruzada™. Un ejezplo
es el caso de T con DHT, por lo que para evitar una alteracidn dei
resultado de la valoracidn, han de ser removidos los materiales
que puedan interferir en el andlisis. E1 grado en gue una
sustancia que ocasione una reaccitn cruzada altere el resultado
final, serd determinado por una serie de factores que influyen en
el medio bioldgico, como serfa el caso de sus concentraciones
relativas y su afinidad por el antisuero (46,47). En el presente
trabajo, este efecto fue contrarrestado mediante la previa

separacidén cromatogrdfica de las hormonas.

PURIFICACION DE LAS HORKONAS RADIACTIVAS FOR

CROMATOGRAFIA ER COLUMNA

El radioinmunoandlisis es una metodologia que lImplica el uso da
andlogos radiactivos de los metabolitos gue se quiera cuantificar.
Una condicién es que el andlogo radiactive sea estrictamente
semejante y que no existan productos de desconmposicién interna

(radicolisis). La forma de verificar esto es empleandoc la
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cromatografia en columna, en la que sa va a obtener un perfil
determinado, de donde se tomard la fraccidén correspondiente al
andlogo radiactivo deseado (44,45,47). El proceso aparece en el

Apéndice No.7.

MARCAJE DE LAS HORMONAS PROTEICAS POR RADIQIODACION

La iodacién es una técnica mediante la cual se Tmarca
radiactivamente a una molécula (FSH o LH en nuestro cason).
consiste en adicionar uno o mis dtomos de yodo 125 (**I) en los
residuos de tirosina gue contiene la hormona. Para conseguir dicho
objetivo se enpleS el método de Cloramina T ~ metabisulfito de

sodio (48,49,50).

El desarrollo del wnétodo se expone en el Apéndice No. 8.

CARACTERRIZACION DEL ANTICUERPO CONTRA TESTOSTERONA

El antisuero empleado fué e}l mismo utlizado en el programa de
control de calidad externo del Departamento de Biologfa de la
Reproduccidn del INNSZ promévido por el Programa Especial de
Investigacién en Reproduccién Humana de la Organizacidn Mundial

de la Salud.
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El antisuero fue desarrollado en'conejo, empleando coro  inmunégeno
Testosterona~BSA (T-3CHO-BSA). La especificidad del antisuero fue
evaluada con experimentos de reaccién cruzada enpleando 6
diferentes ligandos no radiactives (44}.

El porcentaje de reaccidn cruzada se muestra en la Tabla 1,

(calculado como U/Uo al 50 %):

TABLA_L; PORCENTAJE DE REACCIQN CRUZADA DEL ANTISUERQ CONTRA T.
Ligando % Reaccidn Cruzada
Cortisol 0.0001
5a-DHT 14.0
§4~Androstendiona 0.8
Sg-Androstendiol 6.0
é§5-Androstendiol 2.1
Testosterona 100

OBTERCICH DE UKA CURVA ESTAHDAR

considerando los datos reportados en la literatura referentes a
los niveles plasmdticos de Testosterona en animales se decidis
establecer un rango de 9.9 a 316.0 pg/tubo para construlr una
curva Dosis-Respuesta que al colocar i00 xl1 de un extracto de
suero cubriera los valores esperados por ml de muestra bioldgica
que son de 1.55 * 0.05 ng/wl para T y 0.074 % 0.008 ng/m! para
DHT en ratas macho adultas (31). El desarrollo de esta parte se

encuentra referido en el Apéndice Mo. §.



OBTERCION DE UN PERFIL DR IHPRECISION DEL ANALISIS

Uno de los pardmetros de mayor utilidad en el control de calidad
interno es el Perfil de Imprecisidn, (Apéndice No. 10) que es una
imagen de las caracteristicas del radioinmunoandlisis y del
intervalo itil de concentracién de trabajo para la curva dosis-

respuesta (44). E1l perfil de imprecisién permite:

-~ Determinar la dosis a partir de la cual la curva dosis-respuesta
tiene una precisién aceptable, requerida por los objetivos

clinicos o de investigacion.

- Determinar la precision con 1a cual se ha medido una nuestra

desconocida de acuerdo a su correspondiente dosis.

~ Identificar muestras cuyo coeficiente de variacién entre sus
replicados sea dos o tres veces mayor gque el observado a la
dosis correspondiente y por lo tanto deba considerarse su

posible rechazo.

~ Evaluar las distintas condiciones del RIA, como dilucién del

anticuerpo, cantidad de trazador tiempo de incubacién, etc.

=~ Controlar el efecto de cualquier cambio gque se - introduzca, ya
sca en el método o en los reactivos de un inmunoanilisis, pues

todo se verd reflejado en el Perfil de Imprecisién,
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EXTRACCIOH DE LAS dORWOKMAS ESPEROLDES DRL SUERD

Las hormonas estercides por su naturaleza hidrofébrica son muy poco
solubles en agua. En el plasma viajan en un 95 % unidaz a
proteinas transportadoras y sélo una pequefia fraccién se encuentra

en forma "libre®,

Cuando se intenta cuantificar una hormona estercide en el plasma,
es necesario realizar un proceso de extraccién empleando solventes
orgdnicos del tipo del +¢ter dietilico en proporcidén 10:1 v/v, como

se refiere en el Apéndice No. 11 (44).

PRRPARACIOH DE HUBSTRAS PARA UM PROGRAMA DR

CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Para evaluar la precisién y la reproductibilidad de los ensayos se
prepararon tres lotes de suero humano de aproximadamente 100 ml
c/u a concentraciones de 2, 10 y 20 nmol/l. El proceso se

encuentra referide en el  Apéndice Ho. 12.
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DISKRO EXPRRIMENTAL

EFECTO DE LA CASTRACION SOBRE LA PROSTATA, VLSICULAS SEMINALES Y

NIVELES PLASMATICOS DE LAS HORMONAS CIRCULANTES EN ANIMALES DE

LABORATORIO
con el objeto de determinar el nomento adecuado para la
aplicacion del preparado hormonal inyectable vy valorar su

funcionamiento como sistema de liberscion sostenida, sin que sus
efectos fueran enmascarados por accidén de andrdégenos nativos
presentes, se evalud el efecto de la castracion sobre los organos
andrégeno-daependientes (Prdstata y Vesiculas Seminales) y las
concentraciones hormonales circulantes en plasma. Para esto se
selecciond un lote de 109 ratas macho adultos jdvenes, de la cepa
Wistar, con un peso promedio de 297 g (rango 250-350 g), sometidos
a ciclos de 14 horas de luz por 10 horas de oscuridad, mantenidos

a una temperatura de 23°C y con libre acceso al agua y al alimento.

Los animales fueron Separados en dos qrupos. El primer grupe
(Controles Intactos) consistid de 17 animales, los cuales fueron

wantenidos integres hasta el final del experimento.

El sequndo grupo (Castradoes Controles) consistid de 92 animales
a los gue se les realizdé orguidectomia bilateral al inicio del
estudio (dfa 0) y se fueronm sacrificando por decapitacién a los

siguientes tiempos, Tabla 23
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TABLS 2 TIEKPQS DE SACRIEICIQ POSTCASTRACION DEL GRUPQ

Dias despues de Ninzro de
la castracion animales
1 8
2 8
3 8
4 3
9 B
6 2l
7 12
8 9
9 &
10 12

Debide a lz selectividad de estas hornonas, sobre los ¢rganos
andrégeno-dependientes (prostata y vesfculas seminales) (3), la
evaluacién de su influencia en dichos grupes se basé en los

siguientes pardmatros:

1) Determinacién en suero de los androéaanos.
-
2) Determinacién del peso de la préstata y vesfculas

seminales.

3} Cuantificacidn de proteinas en dichos 6rganos blanco. Para la
obtencion del suero, 12 sangre fue recolectada en tubos de

ensayo de 13 x 100 cn y centrifugada a 3000rpm/15 min/4°C.

En los animales de O a 10 alas post-castracion se les cuantificé

exclusivarente los niveles de T en sangre periférica. A todos los

aninales sacrificados al términe de loz 10 dias, se
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cuantificaron ademds los niveles de DHT, LH y FSH. Loz 6rganos
andrégeno-dependientes fueron disecados inmediatamente después de
la obtencion de la sangre, y colocados en un recipiente a 4'C para
valorar su peso fresco, y posteriormente almacenados a -70°C
hasta la determinacion de su contenido de protefinas gque fues
realizada de acuerdo al método de Lowry (52,53), referido en el

Apéndice No. 4,

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA FORMULACION INYECTABLE

EN RATAS MACHO CASTRADAS COMO TERAPIA SUSTITUTIVA

Establecidas las condiclones oexperimentales para un adecuado
modelo hipogonddice en ratas macho castradas, se procedid a la
formacion de 4 grupos de 10 animales cada uno, para la
administracidn de loe microcristales por via intramuscular: a dos
grupos se les administraron 10 mg de T IM (IIa y IIYa) y a los
dos restantes (Grupos IIb y IIIb) 12.5 mg de DHT, también en

concentracidén 1 M.

Al primer grupo de tratamiento (TTa y IIb)se les aplicé la dosis
de los esteroides (T 10 mg, o DHT 12.5 mg), inmediatamente después
de la castracién y al sequndo (IIIa y IITIb) 4 dias después de
ésta, para evitar la atrofia de los 6rganos sexuales accesorios

andrégeno~dependientes.
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41 término del tienmpo establecido fueron extrafdos y pesados les
6rganos accesorios andrégeno-dependientes (prostata o vesiculas
seminales) y se obtuvo el suero para realizar todas las
estimaciones necesarias de las hormonas. Log resultados
obtenidos de los diferentes grupos experimentales (II, III, IV)
fueron analizados por medio de las pruebas de "t" de student no
pareada y de andlisis de varianza (54,55) con respecto al Grupo I

(controles intactos), comparando los sigquientes pardametros:

- Peso Corperal / Peso Corporal.

~ Peso de ia Prdstata / Peso de la Prdstata.

- Peso de Ves:iculas Seminales / Peso de Vesfculas Seminales.

- Conecentracién de protefinas por gramo de tejido para cads unc de

estos drganos.
- Concentracion de Andrdgenos / Concentracidén de Andrégenos.

Al

~ Relacidén de Hormonas Esteroidos / Horponas Protédicas.
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RESULTADOS

De acuerdo a los lineamientos establecidos al inicio del presente

trabajo, a continuacién se enlistan los siguientes resultados:

1.~ Se

prepararon los nicrocristales de T y DHT.

2.- $e obtuvieron dos preparados de T y DHT en concentracion 1M que

fueron envasados en jeringas de plastico.

3.~ Se realizaron las pruebas de control de calidad de los

microcristales obtenidos y de los preparados inyectables

consistentes en:

a)

b

c}

verificacion del tamaho de las particulas.~ Por medic de
microscopia de luz, mostrandc un rango de 150-212 um.
Figuras 7 y 8.

Capacidad de disolucidn "in vitro".- Que demostrd un
comportamientoc semejante de los cristales antes y después
del proceso de fusion -~ tamizaje.

Unién a proteinas transportadoras del plasma.- Se
observé que tanto la testosterona cono la Sa-
dihidrotestosterona nicrocristalizadas, mostraron un
adecuado desplazamiento al unirse la SHBG a diferentes
concentraciones, en comparacion a sus respectivos
controles. Como se puede apreciar en las Tablas 3 y 4, v

en la Figura 9.
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Figura 7. Micrografiz electrénica de les nicrocristales de (T)
después del proceso de tusion-tamizaje {(150--212 umj.

LG-DHT

2 opm).
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TABLA_3; ENSAYO DE UNION & PROTEXNAS

TESTOSTERONA

% DE UNIOHN

Concentracion T{Control) T{Microcristalizada)
UNE 6.39 6.07
Bo 100.00 100.00
15 pl* 71.47 63.22
50 ulx 47.65 40,58
C.T. 9060.5 cpm B.C. 348.5 cpm

IABLA 4: ENSAYO DE UNION A PROTEINAD

S5a-DIHIDROTESTOSTERONA

¥ DE UNION
Concentracién DHT(Control) DHT(Microcristalizada)

UNE 13.41 11.82
BO 100.00 100.00
15 pl+ 41.13 48.13
50 ul* 20.77 22.24

C.T. 10109.0 cpn B.C. 243.0 cpn

Donde: UNE = Union no especifica.

Bo = Unién total.

cT = Cuentas totales.

B.C. = Blanco del ensayo.

15 pl = 0.582 pmol.

50 @l = 1.940 pmol.

d) Control bacterioldgico.- Realizada al producto terminado,

consistente en una prueba de esterilidad por método directo

a 3 muestras envasadas, de acuerdo a U.S5.P.XX Pag.

Conclusién:

Estéril.
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CURVAS DE DESPLAZAMIENTO UNION A SHBG
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Figura 8. Union a proteina transportadora (SHBGY. T y DHT
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4.~ Fases de estandarizacion del RIA:

a)

b)

c)

d)

e)

£}

g)

Purificacién de las hormonas esteroides radiactivas

y obtencién del “"pico"™ de actividad de cada hormona.
Figura 15.

Marcaje por Iodacién de las hormonas proteéicas y la
consiguiente obtencién de sus respectivos "picos" de
actividad. Figura 16.

Caracterizacién del anticuerpo contra T de acuerdo

a las especificaciones de la OMS, Tabla 1.

Cbtencién y validacién de una curva Dosis-Respuesta,
para las distintas hormonas. Figura 17.

Elaboracién de un perfil de imprecisién de los
radioinmunoensayos de T, DHT, LH y FSH. Figura 18.
Extraccién de las hormonas esteroides del suero, Tabla 15.
Preperacién de los "pooles® o referencias para el control

de calidad interno, Tabla 16.

5.- Disefio Experimental.-

A. Efectos de la castracidn de acuerdo a:

1)

2)

Determinacién en suero de los niveles hormonales

del esteroide sexual. Tabla 5 y Figura 10.

Determinacioén del peso de préstata vy vesiculas

seminales. Tabla 6 y Figura 11l.
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ANALISIS DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LOS DIEERENTRS
GRUPOS DE ANIMALES ESTURIADROS

La Tabla 5 muestra la relacién de la concentracidn de testostearona
on  animales Integros y a diferentes tiempos después de la
castracién. La Figura No. 10 representa la desaparicién de 1la

hormona del suero despuds de la castracién.

TABLA 5:RELACION DE LA CONCENTRACION DE TESTQSTERONA BASAL EN
ANTHALES INTEGRQS Y CASTRADOS.

Tiempo Post- Concentracién de Nipero de
castracion Tastosterona Individuos
{dias) (py/ml)*
[ 973.0 t 470.6 17
1 15.8 £ 12.3° a
2 22.0 6.6° 8
3 25.9 & 13.1° 8
4 21.5 t 10.4° 8
5 25.1 * 19.9° B
6 39.4 & 32.8° 11
7 17.3 & 14.1° 12
8 15.3 £ 14.4° 9
9 27.7 ¢ 23,1 B8
10 32.2 ¢ 22.1° 12

Los valores representan el valor promedio (%) Yy la

desviacisn estdndar (s).

Los valores obtenidos para el nivel de significancia de la
prueba "t¥ de student (p) son nmenocraes a 0.001 y estsn

representados por la letra %",
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CONCENTRACION DE TESTOSTERONA EN
ANMMALES INTEGROS Y CASTRADOS.
: o e ey
H !
& 80
a
b
ﬁ 800 H
o i
S |
g i
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e |
9 Y i
’ 2011[' i
O S Sve— |
o t 2 3 4 L] [ ] T L] L] L]
DIAS POSTCASTRACION
Figura 10. Concentracién de la Testosterona basal en animales

integros y castrados.

Una vez sacrificados los animales, los érganos sexuales accesorios
andrigeno—-dependientes fueron separados y pesados. La Tabla 6,
muestra los valores promedio obtenidos con la dispersién
corréspondiente, asi como el nivel de significancia estadistica
encontrado a diversos tiempos después de la castracién con
respecto al grupo control y la Figura Ho. 11, muestra la relacién
existente entre el peso corporal Yy el peso de la préstata y

vesiculas seminales en animales Integros y castrados.
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TABLA 6: RELACION DET, PESQ CORPORAL, PESO DE LA PROSTATA Y PESQ DE
LAS VESICULALS SEMINALES EN ANIMALES INTEGROS Y CASTRADODS*

Dias Post- Paso Corporal Peso Prostata Peso Vesiculas
Castracion (gramos) (miligramos) (miligramos)
Integros 333.2 * 84.3 253.6 + 140.0 818.6 t 564.2
1 263,7 * 45.2 196.7 &£ 93.1 714.2 t 154.9
2 262.7 £ 18.6 206.2 + B89.9 660.9 + 248.6
3 302.0 + 78.0 173.5 * 102.1° 518.8 % 444.9
4 24%.3 ¢ 12.0 88.4 * 34,.3° 296.2 & 53.6%
5 277.2 + 23.2 107.8 &+ 52.5° 285.7 + 56.8%
6 265.8 * 12.8 101.9 * 36.1° 282.3 t 65.7°
7 275.0 * 30.2 B5.5 + 45.6° 232,3 £ 60.2°
8 266.2 + 22.8 82.2 * 135.3° 206.6 + 72.7°
9 279.3 + 31.5 65.6 + 22.8° 228.5 + 44.8°
10 288.3 + 42.6 55.2 + 25.7° 239.0 & 94.9°
* Los valores representan el valor promedio (X) y la
desviacién estdndar (s).

Los valeres Qe "p" estdn

a) p < 0.05;

b) p < 0.01;

c) p < 0.001

representados cono

Figura 1l. Relacién del peso corporal con los érganos blanco.

LT TR BENEY Y LI
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En las pruebas estadisticas efectuadas a los datos obtenidos, se

encontré lo siguiente:

suero.- A partir del dfa 1 post-castracién los resultados son
significativamente diferentes de los regilstrados en los animales
intactos, como se puede apreciar en la Tabla 5 y en la Figura 10.
Lo que indica que el sitio de produccién de testosterona es
principalmente el testiculo (date ya conocido) y gque la

orquidectomfa se realizd en forma completa.

organos andrégenp-dependientes.- La Tabla 5 y Figura 1: nuestran
la relacién del peso corporal con el peso de la préstata y peso
de las vesiculas seminales en animales Integros y en animales
castrados, y puede observarse en funcién de la prueba de "t" no
pareada, que a partir de los dias 3 y 4 post-castracién para la
préstata y vesficulas seminales respectivamente, que los resultades

son significativamente diferentes de los animales intactos.

Con esta primera fase se establecieron las condiciones
experimentales para producir y caracterizar un medelo de

hipogonadismo.

47



B. Evaluacién de )a actividad bioldgica de los cristales al
_aplicarse como terapia sustitutiva en ratas macho castradas.

El siguiente paso fue administrar a manera de terapia sustitutiva
la preparacién experimental de testosterona y dihidrotestosterona,
respectivamente, a fin de lograr concentraciones de estos
androgenos en el suero semejantes a las de los animales intactos
y evitar la atrofia de los drganos andrégeno-dependientes, los

resultados se presentan en las Tablas y Figuras siguientes.

TABLAS COMPARATIVAS DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

TaBLA 7: {TESTOSTERONA MICROCRISTALIZADA)*
{10 mg)
'Grupo Peso corporal Peso prostata Peso Ves.seminal
_  (gm) - (mg) - (=g}
* (¥ + D.E.) { X * D.E.) ( X £ D.E.)

I 333.2 * 84.3 253.6 = 140 81iB.6 £ 564.2
tIla 347.3 + 28.1* 499.6 + 223.4° 1335.5 t 485.9°
,IlIa 345.5 * 27.5° 562.0 * 189.7" 1551.7 + 186.3°
i1V 272.9 £ 14.8* 116.3 *+ 55.1% 366.5 = 190.9°

Donde:
Grupa I Controles, ratas sanas e intactas.

Grupo IIa Castradas e inyectadas inmediatamente con T

(10 mg).

Grupo IlIa Castradas e inyectadas 4 dias despies con T
{10 mg}.

Grupo IV Castradas controles sacrificadas a los 10
dias.

* Prueba de andlisis de varianza de 1 via:

a) p= 0.91 (ns): b) p= 0.05 (s);

El resto de las otras pruebas no fueron significativas.
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA TESTOSTERONA
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Figura 12. Graficas de la actividad biolégica de T y 6«-DHT
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TABLA 8: (DIHIDROTESTOSTERONA MICROCRISTALIZARA)L*
(12.5 mg}

Gpo. Peso Corporal Peso Préstata Peso Vesic.Seminal
— (9) . (mg) - (mg)
*( X % D.E.) (X * D.E.) (X ¢t D.E)

1 333.2 + 84.3 253,6 + 140 818.6 t 564.2
1Ib 341.3 ¥ 26.3*' 337.2 % 159.3" 982.1 t 485.8°
IIIb 330 £ 28.8° 473.7 & 127.7° 1197.5 t 448,7
v 272.9 + 14.8° 116.3 + 55,17 366.5 + 190.9°

Donde:

Grupo I controles, ratas sanas e intactas.
(1C mg}.

Grupo IIb Castradas ¢ inyectadas inmediatamente con
DHT (12.5 mg).

Grupo IIIb Castradas e Inyectadas 4 dfas despuies con
DHT (12.5 mq}.

Grupo 1V Castradas controles sacrificadas a los 10
dias.
* Prueba de anédlisis de varianza de 1 via:
a) p = 0.91 (ns); b) p= 0.01 (8); G) p= 0.19 (ns).

El resto de las otras pruebas no fueron significativas.

EXPERIMENTALES DE _ANIMALES.
GRUPO T DHT FSH 1H
(pg/ml) (pg/ml) (ng/ml)  (ng/ml)}
I (cI) 939 36 44 72
II, (X-T,) 529 - 139 187
IIT, (X-T,) 1094 - 64 48
II, (X=DHT,) - 65 147 231
III, (X-DHT,) - 77 70 48
v (X-C) 32 16 173 455
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TABLA 10; CONCENTRACION DE_PROTEINAS POR GRAMO DE_IEJIDQ EH L3
PROSTATA Y VESICULAS SEMI

NALES_FN_LOS_DRIFERENTES
GRUPOSEXPERIMENTALES .
GRUPO PROSTATA VESICULAS
(mg/g Tej.) (mg/g Tej.)
I (CI) 341.5 t 58.7 208.9 ¥ 70.6
II, (X-T.) 287.7 ¥ 65.2" 207.2 % 29.2°
ITL, (X-T,} 321.8 % 58.5 280.4 t 55.7°
1I, (X-DHT;) 224 % 31° 337.8 & 82.8°
IXIL, {X-DHT,) 313.4 £ 86.5 288.8 + 61°
IV (X-C) 46.8 + 33° 210.7 + 68.3"

* Los valores dados para el rango de significancia estdn dados por:
{a)= p< 0.05: (b)= p< 0.01; (c)= p< 0.001 y {n)= no significativo.

Figqura 14. Comparacién entre la concentracién de protefnas de la
préstata y de las vesiculas seminales.

CONCENTRACION DE PROTEINAS EN PROSTATA Y
VESICULAS SEMINALES
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TABLAS DEL ANALISIS ESTADISTICO EFECTUADC A LOS PROMEDIOS DE LOS
VALORES HORMONALES EN LOS DISTINTOS GRUPOS DE ANIMALES
PRUEBA DE "t" DE STUDENT

TABLA 10:TESTOSTERONA (1)

GRUPO X-T, X-T, X-c
I a ns c
11, ns c
I1I, c

TABLA 11: DIHIDROTESTQSTERONA (DHT)

GRUPO X~DHT, X~-DHT, X-C
I ns b c
1I, ns b

111, c




TABLA 12:HORMONA ESTIHULANTE DEL FOLICULO (ESH)

GRUPO X-T, X-T, X~DHT, X-DHT, X-c
I a b c a c
11, ns ns ne ns
III, ns ns a
1L, ne ns
III, b

TABLA 13:HORMONA LUTEINIZANTE (LH)

GRUPO X-T, X-T, X-DHT, X-DHT, x-C
I a ns a ns c
iT, ns ns ns b
11T, a ns (o
i1, a ns
111, [

*+ Los valores dados para ¢l rango de significancia

estan dados por:

(a) = p < 0.05; (b) = p < 0.01:- (€} = p < 0.00% ¥y

(ns) = no significativo.
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DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetive el disenar una terapia
sustitutiva para andrdgenos, que tuviera la caracteristica de
liberacién sostenida. Para su desarrollo, se dividié en diferentes
secciones, en las que se trataron de manera particular los aspectos
especificos de la materia. En este analisis critico se agrupan las
discusiones respectivas de acuerdo a como se desarrollaron las
diferentes etapas vy de manera similar a los incisos

correspondientes en la seccidn de resultades.

La primera etapa consistid en la preparacién y valoracién de la
calidad de los microcristales de Testosteronz (T) y 5a-DHT (DHT)
obtenidos. De acuerdo a las pruebas de control de calidad aplicadas
se demostré que no sufrieron cambios en su estructura vy
funcionalidad. Como se puede apreciar en las Fiquras 7 y 8, ambos
tipos de microcristales presentan el tamafio y uniformidad esperados

después de ser sometidos al proceso de fusidn-tamizaije.

La disolucién "in vitro" empleando mezclas de disolventes
orgdnicos/agua para la eficaz evaluacidén de los porcentajes de
disolucién de los microcristales de T recristalizados demostré un
comportamiento semejante a la cinética de disolucién de ia hormona
antes del porceso de fusién y tamizaje. El hecho de que los
microcristales de DHT posean una estructura similar a la de
testosterona, nos permite suponer, que su capacidad de disolucién

tampoco fue alterada.
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La actividad biolégica de 1los nicrocristales fue evaluada por
andlisis de unién a la proteina transportadora de hormonas sexuales
en el plasma (SHBG) y mostré que la afinidad de ésta hacia dichos
cristales se manifestd practicamente igual antes y después del

proceso de fusidn y tamizaije.

Una vez demostrada, mediante pruebas "in vitro", la funcionalidad
de los esteroldes recristalizados, se procedid a preparar una
formulacién para ser evaluada en un biocensayo "in vivo". Para esto
se pesaron en una balanza analitica dosis individuales de 10 ng de
Ty 12.5 mg de DHT, las cuales fueron colocadas en forma individual
en jeringas estériles desechables de 1 ml. Una vez preparadas las
dosis, fueron esterilizadas con 6xido de etileno. Se comprobd la
esterilidad de las Jjeringas y su contenido mediante pruebas

bacterioclségicas y andlisis de pirdgenos.

El bicensayoc se realizd empleando como modelo la rata macho
castrada (56), evaluande el desarrollo de los dérganos sexuales
secundarios andrégeno dependientes y cuantificando los andrégenos

por Radioinmunoandlisis.

El Disefic Experimental se establecié con base en:

A, El efecto de la castracion sohre los niveles
harmenales en suetre v la deterninacién del peso de los 6rganos

"blanco" (Prdstata y Vesiculas Seminales).- Mediante estos
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pardmetros se determiné que a partir del 4+¢ dia posterior a
su castracién, la desaparicién de los andrdgenos en la sangre
periférica era completa y que la disminucién en el peso de
los o6rganos "blanco" era siqnificativa. Tablas 4 y 5; vy

Figuras 10 v 1l1.

B. La evaluacién de la actividad biolégica de los cristales al
aplicarse como terapia sustitutiva.- Una vez establecido el
tiempo critico; se fijé un tiempo "cero" (Gpo. II) para
buscar mantener el tamafio de dichos érganos y un tiempo “uno"
(Gpo. IIl) para recuperarlo. Tablas 6 y 7; y Figuras 12 y 13.
(En  donde también se observa al efecto anabdlico de 1la

Testosterona).

adn cuando no todos los sujetos respondieron adecuadamente al
tratamiento, por probables alteraciones en su metabolismo o por
una mala absorcién y/o distribucidén del férmaco, se comprobd que
les cristales funcionaron adecuadamente como un sistema de
nliberacién sostenida™, ya gue mostraron un efecto en los 6rganos
"blanco". Como puede observarse después de la restitucién, los
érganos conservaron su tamafo, Gpo. II; e incluso llegaron a
aumentarlo mds alld del promedioc obtenidc en los animales control
Gpo. III, (Tabla 10). El aumento de tamafio ocurrié debido a la
sintésis de nuevas proteinas y no a la retencién de liquidos, como
lo constaté la concentracién de las proteinas en estos tejidos

(Figura 14).
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Los efectos observados en los grupes IT y III fueron mayores que
los registrados en el grupo I, esto es explicable de acuerdo a lo
reportado sobre los efectos de los sistemas de liberacién
sostenida. Adends debe de considerarse que el tiempo transcurrido
entre el incio del estudio, la administracién de la terapia vy la
coleccidn de la sangre periférica difiri¢ en cuatro dfas para los

grupos de recuperacion.

Alin cuando las concentraciones plasmédticas en los individuos varian
considerablemente, el promedio grupal fué estadisticamente
diferente para cada grupo. Estos resultados pueden servir de
referencia para determinar el rango de la dosis para obtener los

niveles fisiclégices de las horronas.

Se observaron diferencias en la respuesta de los 6rgancs blancoe
hacia las hormonas esteroides, mostrande la prdstata un mayor
reactividad hacia la T y las vesiculas seminales hacia la DHT
(Figuras 12 y 14), no obstante que el efecto previsto de la DHT

sobre estos organos debiera ser mayor al observado.

De los resultados presentados deducimes que se debe considerar
la abundancia-efecto de los preparados para una rejor accidn

bioldégica en el diseno de una terapia sustitutiva para humanos.

Con esta primera fase se asentaron las bases para futuras

investigaciones de cerdcter clinicc, que puedan ofrecer una
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terapia sustitutiva crénica, a pacientes con deficiencia en la
produccién de andrégenos, gue permita mantener concentraciones
plasmdticas de la hormona activa semejantes a las fisiolégicas por

un periodo mi{nimo de treinta dfas (57).

Por otra parte, conviene mencionar que una vez comprobado el
efecto de la liberacidn sostenida en animales de laboratorio, y
con el fin de desarrollar y optimizar un sistema de féarmacos
previamente a su aplicacién clinica, se desarrollo un combinado
inyectable de estas hormonas el cual fue aplicado a humanos
voluntarios con problemas de hipogonadismo y se vigilé su evolucién
mediante el andlisis hormonal en sangre periférica

exclusivamente.

En términos generales cabe citar que esta terapia experimental
ofrecidé resultados satisfactorios en los sujetos involucrados,
obedeciendo la liberacidn de los andrégenos a un esquema de tipo
costenido (Orden "0") durante el tiempo en que se sigulé este

estudio, que fue por un periodo de 50 dias.
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COXNCLUSIONES

Se desarrolld la formulacidén de liberacién sostenida

de larga accién para andrégenos (T y  DHTY.

La formulacién producida es bleoldgicamente activa.

La administracién de la formulacién desarrollada produijo

un patrédn de liberacién de tipo sostenido (orden "07).

En base a este estudio se establece que es posible
adninistrar T o DHT solas o en combinacidn a sujetos humanos

con una deficiente produccitn de andrégencs.

Dicha fornmulacién resultante puede ofrecerse, una vez
optimizada su dosis y frecuencia de administracién, de tal
manera gue permita obtener concentraciones plasmdticas de

andrégencs seneijantes a las fisiolédgicas,
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ADPERDICE

Los diferentes métodos empleados al igual que la preparacién de
todos los reactivos utilizados en el presente trabajo se

encuentran descritos detalladanente en los siguientes apéndices:

Apéndice 1.~ Preparacién de los microcristales de
Testosterona y Sa-Dihidrotestosterona (34),

Apéndice 2.~ Obtencién de dos preparados inyectables
de Testostercona y Sa-Dihidrotestosterona.

Apéndice 3.~ Unién a proteinas plasmaticas (41).

Apéndice 4.~ Determinacién de protefnas por el método
de Lowry (52,53).

Apéndice 6.- Radioinmunoanilisis de Testosterona (44).

Apéndice 6.~ Radioinmunoandlisis de las Hormonas
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APENDICE No. 1
ERERARACION DE LQ3 MICROCRISTALES DE
TESTOSTERQNA ¥ DIHIDROSTESTOSTERONMA.
VTES'K)STERONA
{ 17 8 - hidroxi - 4 - androsten ~ 3 - ona )
caracteristicas:
punto de fusiodon: 153-154°C
rotacion: + 102 Diox.
peso molecular: 288.4

presentacidn: viales de 5 g

PROCEDIMIENTO:

Se pesaron 2,600 ny de testosterona pura (Steraleids 1Inc.) en una
balanza analitica. Estos se fundieron en peguefas cantidades a una

temperatura entre 153-154°C, @n un mortero de material
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cermoestable, bajo corriente de nitrégeno para evitar procesos de
oxidacién. Ta fusidn se logréd en 10 segundos. Inmediatanente
después se recristalizé colocando el mortero en un bafo de hiezlo
seco-acetona a -22°C.

Una vez recristalizada la testosterena, se pulverizé parcialmente

con un brazo de mortero y se tamizaron los mnicrocristales hasta

lograr el tamatto deseadc ( 150 - 212 um ).

- 5a~DIHIDROTESTOSTERONA

(17 B - hidroxi - 5 a - androstan - 3 - ona )

caracteristicas:

punto de fusién: 180 ~ 181°C

rotacién: + 33 EtOH

peso molecular: 290.5

presentaciodn: viales de 5 g
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PROCEDIMIENTO

Se pesaron 1,800 ng de dihidrotestosterona pura (Steraloids Inc.)
en la balanza analitica y se procedi¢ a fundirlos en pequefias
cantidades a temperatura entre 180-181°C. La fusién,
recristalizacién, pulverizacién parcial y tamizado se hicieron de
acuerdo a las condiciones establecidas ya para la testosterona.
El equipo utilizado consistid en:

-. Plato de calentamiento (Corning PC-351) termorregulable.

~ Flujo de nitrégeno.

- Bafno de hielo seco~acetona.

- Termémetro digital (Cole Parmer Instrument Inc. modelo 8535).

~ Tamices metdlicos (Arthur H,.Thonmas Co.), con rango de 500 -

125 pm.
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APENDICE No. 2

OBTENCION DE DOS PREPARADOS INYECTABLES DE
TESTOSTERONA Y DIHIDROTESTOSTERONA

PROCEDIMIENTO:

Se prepararon dos homogeneizados conteniendo wno 2000 mg de
testosterona microcristalizada y el otro 1000 ng de 5a-
dihidrotestosterona de tamafio entre 150 - 212 um; con técnicas de
asepsia se introdujeron 10 mg de Testosterona, pesados en balanza
analitica, en cada jeringa de 3 ml para el Grupo sustitutido con
Testosterona (A), y 12.5 mg para el Grupo sustituido con S5a-~

dihidrotestosterona (B).
Una vez preparada y empacada la formulacién experimental, se

enviaron las jeringas para su esterilizacién, seqin técnicas de

la farmacopea USP (cortesia del Instituto Syntex S.A. de C.V.).
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APENDICE No. 3

UNION A PROTEINAS PLASMATICAS.

ESTANDARES: Testosterona y Dihidrotestosterona Control (Sigma) en
su presentacién cristalina normal.

T y 5a-DHT microcristalizadas.

SUERO:

Se obtuvo por centrifugacién a 3000 rpm por 15 minutos de una
muestra de 10 ml de sangre de un donador.

HORMONAS MARCADAS:

Obtenidas por medios comerciales, se utilizaron radionmiclidos de
('H)-DHT; (°H)-T; ('H)-F.

CARBON Norit A, DEXTRAN T-70, SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRIS
{0.02M), SOLUCION AMORTIGUADORA T.G. (Preparadas en el

laboratorio), GLICEROL (J.T. BARER), INSTAGEL (Dupont).

PREPARACION DE REACTIVOS

ESTANDARES:

Dihidrotestosterona.- Se pesaron 10 ng de cristales de BHT
control, se agregaron 10 ml de etanol para dar una concentracién
final de 1 mg/ml, y se ie denomindé Solucién A. De la solucidn A,
se tomaron 100 ul, que se evaporaron bhajo cor;iente de nitrégeno,
y se le agregaron 10 wml de etanol; gquedando una Solucidn de 10

ug/ml, solucién B.
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De la solucidén B, se tomaron 11.2 ul y sa agregaron 10 nl de
atanol, para dar una concentracién final de 38.82 pmol /ml,
solucisén  C. Siguiendo un procedimiento igual al anterior, se
prepararon losg estdndares para DHT nicrocristalizada, Testosterona

control y Testosterona wmicrocristalizada.

SOLUCION T. G. Preparada con Trizma Base (Sigma) en
concentracién 0.02 M (2.42 g) y Glicerol (J.T. Baker) al 10 %. En

un litro de agua desionizada con un pH de 7.4.

CARBON Norit A - DEXTRAN (En concentracién al 0.25%)
Carbén Norit A (Sigma} 250 mg
Dextrdn T-70 (OMS) 25 mg

Preparado en 100 ml de sclucién T.G.

PREPARACION DEL SUERO:

Se prepard¢ la solucidn de carbén-dextrdn al 0.25 % y se centrifugs
inmediatamente a 2500 rpm por 15 minutos para cbtener la cantidad

necesaria para tener 1 mg de carbén/ml de suero.

Se incubaron alicuotas del suero del donador, para unir a la
globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG) con el botén
del carbén resuspendido y se mantuvo a 4°C con agitacién contfnua
pof 1 h. Despudés se centrifugs, decantando el sobrenadante y

tomando alicuotas de 200 pl del suero (sin carbén).
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Esta metodologiz nos brindd una dilucidén del suero de 1 : 10,
adecuada para obtener un 50 % de unidén en el ensayo, dque por
valoraciones anteriores demostrd ser la éptima para el desarrollo

de esta prueba.

MONTAJE DEL ENSAYO: Se incubaron las alicuotas del suero
poniéndolas en equilibrio con concentraciones de 1 a 40 nM de
(PH)~T y ('H)-DHT durante 1 h a 4°C, llevando la reaccién a cabo
en un volumen de 0.2 ml de la solucién TG. Al finalizar el periodo
de incubacién se anadieron B00 pl de la solucién de carbén-dextrén
al 0.25 % centrifugando las muestras inmediatamente a 2500 rpm
por 15 min, y decantdndolas en viales. La determinacién del
contenido de radiactividad en el sobrenadante (fraccién unida) se
realizé utilizando un espectrofotdémetro de centellec liquido

Packard, asf como Instagel como splucidn de centelleo.
Las estimaciones de la unién no-especifica en cada muestra se

determinaron en incubaciones paralelas conteniendo un exceso Molar

de 250 veces del correspondiente al esteroide no radiactivo.
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APENDICE NO. 4

DETERMINACION DE PROTEIMAS POR EL METODQ DE LOWRY.

REACTIVOS:

Albudmina Sérica Bovina (ASB) al 0.1 % (en HO).

(Sigwa Chemical Co.)

Na,co, al 2 § + NaCOH 1N (9:1) . . . . Solucién 1

Tartrdto de Nay Kal 2% .. . . . . Solucién 2

cus0, al 1 % . .. ... . .4+ . « + .+ » Solucién 3

Sol. t (1 ml) +Sol. 3 (L ml). . . . . . Soluciénm 4
Sol. 1 (50 ml) + Sol. 4 (1 ml) . . . . . Solucién 5
Fenol 1 N . .. . . ...+« +«. .+ . ., Solucitn 6

MONTAJE DEL ENSAYOQ

1.-

Se tomaron diferentes alicuotas del preparado de ASB al 0.1%
(0.1mg/ml) de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 0 ul en tubos de
ensayo, numerados por duplicado, y se llevaron a un vclumen
final con agua destilada de 100 ul; 1lo que dié una
concentracién de: 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125, 0.00625 y O

(Blanco) mg/ml para la cuxrva estdndar.

Se tomaron muestras del extracto de los "dérganos blanco"
dilufidas 1:50 en agua destilada en un volumen de 100 ul

para el ensayo.
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3.~ A todas las muestras se les agregd 1 ml de la Solucidn 5,
dejando reposar la mezcla por 10 minutos bajo las condiciones

del laboratorio.

4.- Inmediatamente después se les agregaron 100 ul de 1la Soclucidn
6, incubdndolas por 45 min en la oscuridad. Para después leer
su Densidad Optica (D.0.) en un espectrofotémetro Beckman DU6

a 660 nm.

El ajuste de la curva estandar se realizé leyendo a 272 nm la

Densidad Optica de la ASB 0.1 %, realizando la conversidn debida.
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APENDICE NO. 5

BADIQINMUNOANALISIS DE TESTOSTERONA Y DRIHIDROTESTOSTERONA*.

*Nota.~ Considerando que los Radiecinmuncensayos para T y para DHT
coinciden en muchos de los puntos de su metodologia, se puntualizé
la metodologia bédsica a sequir para un RIA de T, indicando

oportunamente aguellos puntos en los que difieren ambas técnicas.
REACTIVOS:

ANTISUEROS:

Testosterona.- Proporcionado por la 0.M.S. en forma
liofilizada.

Dihidrotestosterona.- Desarrollado contra 5-alfa-DHT=-

15-CEMC~BSA%,

ESTANDARES :
Testosterona.- Proporclonado por la 0.M.S. en forma
etandlica.

Dihidrotestosterona.- Obtenido de Steraloids Inc.

HORMONAS MARCADAS:

Obtenidas por medios comerciales. Los radionuiclidos fueron
marcados con (’H), teniendo las siguientes actividades
especiflcas:

T: 80 - 105 Ci/mmol

DHT: 51.6 Ci/mmol.
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CARBON VEGETAL, DEXTRAN T -70, GELATINA, AGUA DEIONIZADA, SQLUCION
AMORTIGUADORA *S" (preparado en el laboratorio}, LIQUIDO DE

CENTELLEOC (preparado en el laboratorio), ETER DIETILICO.

EQUIPQ REQUERIDO:

Contador Beta (Packard TRI~CARB.300}; Pipetas manuales (para
volumenes de 50; 100; 200; 500 y 1000 pl). También un dispositivo
para administrar 5 ml de éter; Tubos de ensayo de 10x75 mnm

gradillas; agitador vortex, cronémetro, centrifuga, campana de

extraccién, bano de agua, anaguel para solventes.

EREPARACION DE LOS REACTIVOS:

SOLUCION AMORTIGUADORA "s™

Fosfato Monobdsico anhidro (NaH,PO,) 2,35 g
(Sigma)
Fosfato dibdsico anhidro (Na,HPO,) 1.6 g

{J.T.Baker Analized)

Cloruro de Sodio (NaCl) 8.8 ¢
{5igma)
Thimerosal (Merthiolate) 0.1 g
(sigma)
Gelatina 1.0 g
(Merck)

Aforar a 1 litro en agua deionizada hervida. Debe de tener un pH

de 7.2 - 7.4.
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HARCADOR:

Se toman 150 pl de la solucidn stock en un tubo y se evapora el
solvente redisclviéndose en 15 ml de buffer de fosfatos. Para tener
un total de 10 000 cpm para al ensayo de T y 5 000 cpm para el

ensayo de DHT.

ANTISUERO:

Se reconstituye el contenido de una botella de antisuero con 10 ml
de solucidn amortiguadora "S". Se deja reposar la mezcla por 20
minutos y se mezcla cuidadosamente antes de usarse. El amortiguador

debe estar a temperatura ambiente.

* El antisuero para DHT se resuspende en 7 ml da PBS.

CARBON~DEXTRAN (En concentracidén al 0,625 %):

Carbén activado lavado (Sigma) 0.625 g

Dextrén (0O.M.8.) 0.0625 g

Se disuelve el dextrdn en 100 ml de amortiguador $ y se afiade
el carbén vegetal. El mportiguador debe estar a 4°C, igual que en

el momento de la adiegién.

SOLUCION DE CENTELLEO:
Alcohol etilico absoluto {J. T. Baker Analized) 21 nl
Liquifldor (PPO-POPOP} (NEN Research Products) 42 ml

Tolueno (J. T. Baker Analized) para aforar a 1 1

El mecanismo de accién de la solucidn de centelleo es:
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1) Absorcisdn de la energia nuclear por el solvente.

2) Excitacion del solvente.

3) Transferencia de la energia del solvente al soluto.

4) Emisién luminosa por el soluto.

Por consiguiente lo que se cuantifica es la luz.

MONTAJE DREL._ENSAXQ:

PREPARACION DE MUESTRAS:

1.-

Se transflere una alicuocta de 0.5 ml de suero a tubos de
ensayo con volumen de 10 - 15 =al.

Agregar 5 ml de éter dietilico para la extraccidn.

A un ultimo tubo se le agregan solamente los 5 ml de -éter.
Este serd el “"blanco de éter".

Agitar en el vortex a cada tubo por un ninuto, permitir que
el éter se asiente.

Se transfiere el éter a un tubo limpio para evaporarlo,
colocando los tubos en una mezcla de "hielo seco" y acetona.
l.a fase acuosa se congela y la capa de éter puede ser
decantada.

Se evapora el éter llevando les tubes a un bafo de agua.
Cuande los extractos estén secos, Se agregan 2 ul de
Amortiguador "S" a cada wuestra. Se agitan en vortex,
permitiendo que el amortiguador circunde todo el tubo, se
incuba por 30 minutns a 37°C, se agitan nuevamente los tubos

por un minuto a temperatura ambiente.
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PREPARACION DE ESTANDARES:

Se reconstituye el residuo de 100 pl de solucién etandlica,
previanente evaporada, con 10 ml de amortiguador S. Se incuba
a 40°C por 30 minutes. Se mezcla vigorosamente y se enfria a
4'c antes de usarse. Esta solucién contiene T en una

concentracién de 2.5 nmol/l y es conocida como solucién B.

Colocar en una gradilla 6 viales de 10 ml de capacidad,

marcarlos del 1 al 6.

Usando la misma pipeta y punta, agregar cuidadosamente 5 ml

de amortiguador a los 6 tubos.

continuando con la misma pipeta y punta, agregar 5 ml. de
la solucién 2.5 nmol/ml de T (solucién B) al tubo No. 1,

mezelar cuidadosamente.

Usando nuevamente la misma pipeta y punta, agregar
cuidadosamente 5 ml de la solucidén del tubo No. 1 al tubo
No.2, mezclar éste cuidadosamente y repetir la operacién

sucesivamente hasta completar los 5 tubos.

Agregar alicuotas por duplicado de 500 pl de los tubos de

prueba directamente a los tubos de ensayeo.
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PREPARACION DE ESTANDARES PARA DHT:

Se pesa 1 mg. del estdndar de DHT frfa (Steraloids) y sec lleva
a un volumen de 10 ml de etanol absoluto, reactivo analitico y a
partir de este stock, con concentracién de 100 ug/ml, se preparan
diluciones de la curva estandar de 400, 200, 50, 25 y 12.5 pg en

100 ul.

TUBOS PARA CUENTAS TOTALES:

Se mezclan 100 pl de la dilucién de trabajo de (*H)-T y 800 pl de
amortiguador. A estos tubos no se les agrega la . solucidn de
carbén. Al tiempo de la separacién, el contenido de estos tubos se
agrega dirctamente a los viales. Esto da el total de radiactividad
agregado a los tubos de ensayo. El amortiguador continuard con el

mismo grado de amortiguamiento como en los otros tubos de ensayo.

* Para DHT son: 100 pul de (H)-DHT y 800 ul de amortiguador.

TUBOS DE URION NO-ESPECIFICA:

Se utilizan 100 pl de la dilucién de (*H)=T y 600 pl- de
amortiguador, Estos tubos se llevan de manera normal hasta el fin
del ensayo.

* Para DHT: 100 pl (°H)~DHT y 200 ul 'de amortiguador.

76



TUBOS DE UNIONRES TOTALES (Bo):

500 ul de amortiguador; 100 pl de marcador; 100 pl de antisuero.
* DHT:100 sl de amortiguador; 100 pl de (*H)=DHT y 100 ul de

antisuero.

ESTANDARES Y DESCONQCIDOS:

500 ul de la muestra o estdndar; 100 ul de la hormona marcada y.

100 pl de antisuero.

* DHT:100 pl de la muestra o estdndar; 100ul de (°H)~DHT y 100 ul

de antisuero.

BLANCO:

500 ul de amortiquador del éter procesado; 100 ul de marcador y

100 ul de antisuero.

"% DHT: 100 ul de éter procesado, 100 ul de UH)fDHT y 100 pl de

antisuero.

bespués de los pasos anteriores se procede a la incubacidén de la
T a 4°C durante 18-24 h: para separar la fraccién libre de 1la

unida, se hace mediante la adicién de 200 gl de solucidn de
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carbén~dextran al 0.625 %. Se deja reposar por 30 minutos, se
centrifuga a 3000 rpm por media hora, se decanta, se le agregan
5 ml de la solucién de centellec, se agitan los frascos por un
minuto, se limpian perfectamente con etanol y se dejan reposar en
la oscuridad 24 h. Después de lo cual se estiman las cuentas por
minuto (cpm) en un espectrofotémetro de centelleo liquido,
calculandose los resultados mediante una interpolacién a una curva

estdndar Logit Vs. Leoglo.

* La separacion en la metodologia para DHT se hace adicionando
500u1 de carbdm vegetal al 1 %, se deja reposar 15 minutos, se
centrifuga a 3000 rpm por 15 minutos, decanténdose el sobrenadante

y adicionando la solucién de centelleo.
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ESTA TESIS MO DEBE
YALIR BE 1A BIBLIOTECA

APENDICE No. 6
RADIOINHMUNOANALISIS DE LAS HORMONAS ESTIMULANTE DEL
EQLICULQ (FSH) Y LUTEINIZANTE (LH)*-

*De la misma manera que en el RIA de T y DHT, los
radioinmunoensayos de FSH y LH, coinciden en su mayoria, por lo
cual, se sefalaran solamente de manera oportuna aguellos puntos

en los gue difieran,

ANTISUEROS:

FSH: Proporcionado por NIADDK (National Institute of Arthritis,
Diabetes & Digestive & Kidney Diseases). Liquido en viales de
1.0 ml en 2 % de suero normal de conejo (NRS) en amortiguador

fosfosalino (PBS).

LH: NIADDK-anti~-rLH. Liquido 0.5 ml en 2 % de NRS en amortiguador

de fosfatos.

ESTANDARES:

FSH: NIADDK-rFSH~RP-1. En forma liofilizada, 1.0 mg.

LH: NIADDK-rLH-RP-2. Proporcionado en viales con 10/ug por vial,
en forma liofilizada en 1 ml de de PBS, conteniendo 1 % de

Albumina Sérica Bovina.
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HORMONA MARCADA.

FSH: NIADDK-rFSH-I-5, altamente purificada para iodacitn,

liofilizada, en un vial de 1 ml conteniendo aprox. 0.1
mg/vial.
LH: NIADDK-rLH-I-6, altamente purificada para iodacién,

liofilizada, aprox. 0.1 mg/vial.

SEGUNDO ANTICUERPO.

La separacién de las fracciones libre y unida se hizo mpediante la
administracién de un scgundo anticuerpo, que es  una
inmunoglobulina especifica contra suerc de conejo desarrollada en
carnero, por el equipo de trabajo del bepto. de Bioleogia de la
Reproducciodn del INNSZ y que se almacena en viales con 1 ml por

vial.

ALBUMINA SERICA BOVINA {BSA), AMORTIGUADORES DE FOSFATOS: PBS y

EDTA (Preparados en el laboratorio).
EQUIFPO REQUERIDO:

Contador Gamma (Packard Auto~Gamma 500), Pipetas manuales (para
voliumenes de 10, 50, 100, 200 y 500 ul) y una semiautomatica para
volumnes de 100 y 200 ul), tuhos de ensayo de 10 x 75 mm,
gradillas, vortex, centrifuga con regulador dé temperatura a 4°C,
cojines para decantar, recipiente de deshechos radiactivos v

aplicadores.
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PREPARACION DE REACTIVOS

"PBS"T 0.05 M:
Fosfato dibdsico de sodio (Na,HPO,) 11.6 g

(J. T. Baker Analized)

Fosfato monobdsico de sodio (NaH, PO,)H,0 2.7 9
(sigma)
Cloruro de sodio (Nacl) 17.6 g
(Sigma)
Azida de sodio (NaN, ) 0.2 g

(Fisher Scientific Co.)
Se lleva a un volumen final de 1 1 con agua desionizada y se

ajusta a un pH de 7.4.

"EDTA" 0.0L M:

EDTA (dcido etilen-diamino-tetraacético) 3.36 g
{Sigma)
Hidréxido de sodio {NaOQH) 0.4 g

(J. T. Baker Analized)

Agua desionizada 80 ml. y se lleva a un pH de 7.2.

SOLUCION AMORTIGUADORA DEL ENSAYO:"PBS ~ GEL"

PBS 0.05 M y GELATINA (Merck) 0.1 %

* Para LH es PBS 0.01L M + EDTA 0.01 M~ + BSA 0.2 % +

gama-globulina de conejo al 0.005 &.
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MARCADOR:

Se resuspende la cantidad de hormona marcada necesaria para cada

ensayo, que tenga alrededor de 10,000 cpm por cada 100 ul en el

amortiguador del ensayo.

PRIMER ANTICUERPOC:

Se reconstituye el contenido de

un vial del stock en dilucién

inicial 1:62500 y se lleva a 10 ml con PBS 0.01 H + EDTA + SNC.

* LH se resuspende en PBS 0.01 M.

SEGUNDGC ANTICUERPO:
Se reconstituye el contenido de

volumen final de 10 wml en PBS 0.01

HONTAJE DEL ENSAYQ:

PREPARACION DE ESTANDARES:
La hormona destinada para la curva
para llegar a concentraciones de 4,

400 y 800 ng/ml.

un vial de antisuero en un

M.

estdndar se diluye en PBS~GEL

10, 20, 30, 40, 80, 120, 200,

* Para LH 1la dilucidén se lleva a cabo con el anmortiguador del

ensayo (PBS 0.01 M), a concentraciones de 31.2, 62.5, 125, 250,

500 y 1000 ng/ml.
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TUBOS PARA CUENTAS TOTALES:
Se towaron 100 pl de la hormona marcada con I (FSH y LH

respectivamente).
TUBOS DE UNION RO ESPECIFICA:

Conteniendo 300 pl del amortiguador del ensayo y 100 pl de la

hormona marcada y 200 ul de PBS + EDTA + SNC.

* Para LH son 300 pl de PBS-EDTA y 100 pl de marca.

TUBOS DE UNIONES TOTALES (Bo):
300 pl del amortiguador del ensayo, 100 pl de la hormona parcada

y 200 ul del antisuero especifico.

* Para LH son 100 uxl del PBS~EDTA mdéds 100 ul de la hormona marca

y 200 ul del anticuerpo especifico.

ESTANDARES:

se tomaron las cantidades necesariag para tener las
concentraciones antes mencionadas y se complataron con el
amortiguador del ensayo, para llegar a un volumen de 300 il en el
RIA de FSH y 100 4l en el de LH; mds 100 pl de la hormona ﬁaicada

y 200 pl de anticuerpo.
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POOLES DE COHTROL DE CALIDAD:

Obtenidos de ratas macho castradas, se tomaron 25, 50, 100 y 200pl
para cada valor, respectivamente y se resuspendieron en el
amortiguador del ensayo para completar un volumen de 300 pl; 100

sl de hormona marcada y 200 il del anticuerpo especifico.

* Para LH, se toman 100, 50 y 25 ul y se llevan a 100 ul con el
amortiguador del ensayo mds 100 ul de hormona marcada y 200 ul de

anticuerpo.

MUESTRAS:

150 pul del suerc del animal y 150 ul del amortiguador del ensayo,
para un volumen 300 pl, 100 ul de la hormona marcada y 200 pl de

anticuerpo.

Una vez mnmezclados todos les reactivos se dejaron incubar a
temperatura ambiente por 18-24 Hs. Transcurridas las cuales, se
agrego el segqundo anticuerpo en dilucién 1:10, incubdndose a
temperatura ambiente por 18-24 Hs. Al Ffinalizar éstas, se
agregaron 2 anl. de agua fria para detener la reaccidn,
centrifugédndose a 3000 rpm/ 4°C. / 30 minutos.. Se decantaron,

secaron Yy contaron.
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APENDICE No. 7
PURIFICACION DE LA IESTOSTERONA ¥ DIHIDROTESTOSTERONAX
RADIACTIVAS POR CROMATOGRAFJIA EN COLUMNA

tNota.~ Como se puntualizo en las metodologfas anteriores para
estas hormonas, ya que el procedimiento bésico eg el nismo, sélo

se considerardn aquellos puntos relevantes para ('H)-DHT.

Procedimiento.- (°H)-Testostercna obtenida de Amersham International
Limited, con una actividad especifica de 92 Ci/mmol (58.4 Ci/nmol
para DHT), se sometié a cromatograffa de elucién en una columna
de Sephadex LH-20. Se pesaron 7 g de Sephadex LH-20, en un matraz
Erlenmeyer se le adicionaron 100 nl de una mezcla de
tolueno-metanol (benceno-etanol para DHT), (85:15 v/v), dejdndose
en reposo 24 h. Para empacar la columna se colocd fibra de vidrie
como soporte del Sephadex y se transfirié a una columna de
cromatografia permitiendo que se sedimentara gradualmente.
Aproximadamente 30 pCi de T fueron resuspendidos en .5 ml de
tolueno-metanol (benceno-etanol para DHT) en un tubo cénico y
colocados en la columna de cromatografia con una pipeta Pasteur,
Posteriormente se eluyé con la nisma mnezcla y se colectaron
fracciones de 1.0 ml, en un total de 25 muestras. De cada una de
las fracciones se tomaron 10 pl y se determiné la radiactividad
presente. Se seleccioné el numero de alicuota que demostré tener
el mayor numero de cuentas por minuto y esa fraccién se considerd
como la porcidn més "pura®" de la Testosterona radiactiva. La Figura

15, muestra el perfil tipico de purificacion, para T y DHT.
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PURIFICACION DE 3H-TESTOSTERONA
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Figura 16. Purificacion de SW-T y 2H-DHT.
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APENDICE No. 8
IODACTION DFE LAS HORMONAS PROTELCAS

El método consiste ean mezclar los siguientes reactivos

en el orden en que aquf aparecen:

1) 5 pg de hormona en 50 ul de PBS 0.01 H con pH de 7.4

2) 10 ul de **I (equivalentes a 1 nCi).

3) 15 yl de Cloramina T (a razén de 5 ng/3 ml de PBS 0.01 M) por
30 s con agitacidén en vortex.

4) 50 pl de Metabisulfito de sodio (15 mg/ 5 ml de PBS 0.01 M),
para finalizar la reaccioén, aglitando en vortex por 10 seg.
Terminada la reaccldn, se separd la hormeona marcada del ‘I no
reaccionante por medio de cromatografia por exclusidén, empleando
una colunna de Sephadex G~100 (Pharmacia Fine Chemicals A.D.). La
mezcla, hormona marcada y yodo libre, se colocé sobre la
superficie de la columna de cromatografia con pipeta Pasteur y se
eluyd con PBS 0.01 M, pH 7.0, conteniendo 0.1 % de albumina sérica
bovina (ASB, Sigma Chemlcal Co. E.U.A.) y 0.02 % de azida de

sodio. Durante la cromatografia se recolectaron 30 fracciones

de 0.5 ml en tubos de 10 x 75 mm qua contenfan 200 gl de PBS-BSA
81 5 %¥. A cada una de éstas se les determiné el contenido de
radiacitvidad en un contador para radiaciones gamma durante 15
sequndos. La hormona marcada se colecté en las fracciones 9 a 10.
De estas fracciones, se obtuvé una mezcla de donde se tomaron
alicuotas de 100 ul que se guardaron a ~20°C hasta el momento del
radioinmunoandlisis. En la Pigura 16, podemos cbservar un perfil

tipico de lodacién para estas hormonas.
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APENDICE No. 9

QBIENCION DE UNA CURVA ESTANDAR.

Las diferentes concentraciones de los estdndares fueron preparadas
por doble dilucién a partir de una solucién concentrada de

Testosterona con 24 nmol/l.

Una vez preparados los diferentes est&ndares se anadié a cada una
de las diferentes diluciones ls misma cantidad de H-T purificada
(10,000 cpm) y un volumen constante de antisuero previamente
caracterizado. Se permitid que llegara al equilibrio la reaccién
por incubacién a 4°C durante 18 h; se separé la fraccién de T
libre del suerc adicionandc una suspensién de  carbdn-dextran,
centrifugando y decantdndoles después. Se contd la radiactividad
presente en la fraccién de la (°H)-T unida al antisuero y se
construyeron diferentes grédficas. La Figura 17 muestra una curva

estdndar normal para los ensayos de T, 5a-DHT, LH y FSH.

La evaluacién de la curva Doeis-Respuesta se realizé de acuerdo
a los criterjos ya establecidos de precisidén, reproducibilidad,

linearidad y correlacidn.
Se analizaron las siguientes representeciones gréficas:

a) Aritmética Dosis / c¢pm

bosis / § Unidén
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CPM (X) - CPM (UNE)
donde % Unién = x 160
CPM (UT) = CPM (UNE)

ur = Unidén total
UNE = Unién no especifica
(x) = Unidén a cualquier dosis
b) Semilogaritmica Log dosis / % Unién
c) Logit / Log Log dosis / Logit Unién
donde: Y = % Unioén
Yy
Logit y = Ln
i00 - y

siendo la representacidn Logit / Log la que se selecciond para la

interpretacién de todas las curvas generadas (44).
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APENDICE No. 10

QBTENCION DEL PERFIL DE IMPRECISION DEL ANALISIS.

La forma m&s accesible en que se obtiene manualmente el Perfil
de Imprecisién es construyendo la "envoltura del error™ de la
curva dosis-respuesta en base a las cuentas unidas vs. el

logaritmo de la dosis.

De tal manera, en la Figura 18, podemos observar el perfil de
Imprecisioén para los Radioinmunoandlisis de las distintas hormonas
empleadas en el presente estudioc y en que puntos, éstas tienen una
precisién aceptable, es decir un coeficiente de variacién (C.V.)

del 10 %.
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APENDICE Ho. 11
EXTRACCION DR LA HORMOMA (IESTOSTEROMA) DEL RLASMAX.

La forma como se controld el proceso y la eficiencia de 1la
extracion fué agregando a un "pool” de  plasma hupano,
testosterona marcada con tritio a razén de aproximadamente 5000
cpm/ml. A un volumen del plasma se le adicionaron 10 vol. de éter
dietilico frio y se agité en vortex por 1 minuto. Una vez
separadas las fases se congelé la fase acuosa, empleando un bafio
de acetona y anhidrido carbdnico. El1 éter se decanté y evapord a
sequedad en una campana de extraccion bajo corriente de nitrégeno.
El extracto seco se resuspendié en 2 ml de buffer de fogfatos
salino 0.1 M, pH 7.2 y se conté la radiactividad recuperada
empleande una mezcla de centelladores en tolueno.

El resultado de 3 experimentos practicados en dias diferentes se
expresa en la Tabla 15:

TARBLA 15: RESULTADOS DE LAS PRUEBDAS DE RECUPERACION,

Experimento  Muestras % Recuperacion C.V. %
1 30 931 + 6 6.4
2 30 91 + 4 4.2
3 30 95 + 3 3.1

Bn todos los experimentos llevados a cabo, la recqperaciOn de 1la
Testosterona radiactiva adicionada al plasma fue siempre superior
a un 90 % lo que demuestra que el proceso eos eficiente y
reproducible.

* T1 procedimiento se aplicé también a DAT .
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APENDICE No. 12
PREPARACION DE MUESTRAS PARA UN PROGRAMA DE CONTROL DE
CALIDAD INTERHO

Para evaluar la precisién y la reproducibilidad de los ensayos se
prepararon tres lotes de suero humano de aproximadamente 100 nl

c/u a concentraciones de 2, 10 y 20 nmol/l.

Para tal efecto se colectaron los residuos de suerc de las
muestras procesadas en el laboratorio central de Endocrinologia
del INNSZ, se mezclaron y se hicleron cuantificaciones por
radioinmuncandlisis de cada lote. Una vez obtenides los valores
promedio, se agregd¢ la cantlidad de hormona necesaria para obtener
el valor deseado de cada lote. x - n, los valores obtenidos
fueron los siguientes:

Control de calidad Bajo 0.21 nmol/l

Control de Calidad Hedio 0.97 nmol/l

Ccontrol de Calidad Alto 2.02 nmol/}
La reproducibilidad de los datos obtenidos se evalué calculando

el coeficlente de variacidn intra e inter-andlisis.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 16:

$ De Variacién
Intra-andlisis Inter-andlisis

PCC Bajoc 7.33 11.04
PCC Medio 2.25 3.51
PCC Alto 5.17 6.98
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