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RESU!4IDI 

El presente estudio tuvo como objetivo principal, el diseñar unn 

terapia sustitutiva para andrógenos, que tuviera la caracteristica 

de liberación sostenida. 

Las características f armacocinéticas de la formulación 

de ser tales que no produjeran "picos" de absorción 

debf an 

y que el 

sistema de liberación del fármaco 

"sostenido" .. 

La tecnología empleada consistió 

"in vivoº fuera del tipo 

en la producción de 

microcristales de andrógenos biológicamente activos, testosterona 

(T) y 5tt-dihidrotestosterona (DHT), mantenidos en suspensión, en 

un vehiculo de agua destilada. La evaluación de las 

características de disolución se hizo en i:odelos 11 in vitro" 

y en animales de experimentación (ratas nacho castradas). La 

actividad biológica fue evaluada por bioensayo y por análisis 

de unión a proteinas transportadoras de hormonas sexuales en el 

plaSlaa. La cuantificación de las concentraciones do las 

hormonas activas se hi2o por radioimnunoanálisi5 especifico. 

El análisis de los resultados obtenidos permitió establecer que 

la aplicación de la fonmlación a dos tiecpos diferentes (Xo y Xi) 

mantenia o recuperaba las condiciones normales respectivamente y 

que las diferencias en los mismos se debieron a la dosis utilizadu 

o a la reactividad de los órganos blanco, no obstante se demuestra 

la actividad biológica del esteroide. Se concluye en bD.Ge a aste 

estudio que es posible administrar T o DHT solas o en co!!lbinación 

a sujetes con una deficiente producción de andrógenos. 



Ilfl'RODUCCION 

....,,. andrógenos son un grupo particularmente complejo de hormonas 

esteroides de estructura quimica variada, asi como de diversos 

efectos biológicos. Se producen en diferentes glándulas endócrinas, 

siendo las principales los testículos, ovarios y las suprarrenales. 

Después de su secreción sufren diversas transformaciones 

metabólicas y los catabolitos son excretados fundamentalmente 

en la orina (1). 

Los andrógenos cumplen un papel determinante en el desarrollo de 

las características sexuales masculinas, aUn antes del 

nacimiento: la testosterona es responsable de la virilización de 

los conductos de Wolf, para formar el cpididimo, los conductos 

deferentes y las vesiculas seminales (2). 

La testosterona (T) es el andrógeno predominante y es producida y 

secr2tada por el testiculo de la mayoria de las especies animales, 

incluyendo al hombre. En la actualidad se conoce el proceso de 

inducción, 

En términos 

sustancia 

biosinteais y mecanismo de acción de estas hormonas. 

biológicos se define un andrógeno como aquella 

-natural o sintética, generalmente de estructura 

asteroide- capaz de producir el crecimiento del lóbulo ventral de 

la próstata en animales castrados. 

De este conocimiento se deriva el concepto de órganos "blanco", 

que responden de manera especifica y dependiendo ~e la dosis, a 

la acción de los andrógenos. 
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El efecto de estas hormonas es la inducción de la sintésis de 

prote1nas especificas. 

El mecanismo de acción de los andrógenos a nivel celular es 

mediado por una proteína especifica 

facilita la unión del esteroide al 

denominada "receptor" que 

genoma celular y su 

consiguiente expresión (J). En la actualidad se considera que la 

fracción del asteroide no unido a estas proteínas del plasma, 

"libre", representa la porción del asteroide con actividad 

biológica ( 41). 

El testículo de los mamíferos esta compuesto de dos compartimientos 

anatómica y funcionalmente bien caracterizados. un compartimiento, 

el túbulo seminífero, es responsable de la espermatogénesis 

(función exócrina) y el segundo compartimiento, representado por 

las células de Leydig, es el encargado de la producción de los 

andró•¡enos (función endócrina). Aun cuando estos compartimientos 

están anatómicamente bien delimitados, existen una gran cantidad 

de interrelaciones bioquímicas entre ambos. El proceso de la 

espermatogénesis, solo puede iniciarse y mantenerse mediante la 

acción de los andrógenos, lo cual indica que el transporte de 

estas hormonas al compartimiento tubular es un prerrequisito para 

la producción ininterrumpida de las células germinales· (4). La 

estimulación con andrógenos es particularmente importante para el 

desarrollo y mantenimiento de la capacidad fertilizante del 

espermatozoide en el epidídimo (5). 
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En los últimos años se ha demostrado que en estructuras 

periféricas dependientes de andrógenos, tales como la próstata, 

vesiculas seminales, glándulas prepuciales, piel del área genital, 

etc., la testosterona (T) es transformada a 5a-dihidrotestosterona 

(DHT) para poder expresar su actividad biológica en forma 

completa. En el Sistema Nervioso Central, el hipotálamo y la 

hipófisis anterior son capaces de reducir la testosterona a DHT 

(6). 

El mecanismo de control para la secreción de andrógenos por el 

testiculo esta mediado por la concentración de T, Estradiol (E,), 

DHT y por la aromatización de la T a E, en el hipotálall!O y en la 

hipófisis, estructuras especificas que sintetizan y liberan las 

hormonas gonadotrópicas (Lli y FSH) que tienen como función 

estimular las células de I..eydig y Sertoli ( 7, B, 9). 

Este sistema de regulación por retroalimentación es sunamente 

complejo y aún a la fecha no se conocen exactll.lllente todos los 

factores que influyen y participan en el proceso (10). 

En el hombre, la deficiente producción de andrógenos se expresa por 

una.serie de rasgos clinicos que var1an dependiendo de la edad del 

individuo a la que ocurra la deficiencia y el tiCEpo de evolución 

del padecimiento. En general, los trastornos antes de la pubertad 

se expresan por una falta de desarrollo de los caracteres 

sexuales secundarios y en el ndulto por pérdida de las 

características sexuales ya adquiridas e infertilidad (11). 
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La andrógeno-dependenc:ia sobre el cumportm.:tielltó sexual •!S. un 

fenómeno ubiquo entre los diferotcs grupos de vertebr~dos. ~stos 

principios interpolados ül homUre son un re1leJo de los 

conocimientos <le la antigüedad, como el que la castración reducía 

la libido y la potencia sexual. En realid~d, se producon re~puesta~ 

variables en el hor.ilire y en los animales (12) y en reportes 

aislados se han indicado Jas posibilidades de retener la actividad 

coital hasta los 16 años postcastración (13). En los estudios de 

Kínsey y col. ( 1-1) se niega ol papel específico que tienen los 

andrógenos en el comportamiento sexual, relaciondndose éste 

Ultimo a cst1aulos metabólicos especfticos. Investigaciones más 

recientes han indicado que lu testosterona tiene solo un papel 

subsidario en la respuesta sexual (15}. No obstante otro~ 

investigadores han estudiado la respuesta sexual en el humano a 

diferentes dosis d8 testosterona y han indicado una 

directa ccn las dosis utilizadas (16). 

"7 
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GENERALIOAIJRS 

FISlOLOGIA IJEL E,JE HIPOTALN\:) 

HIPOFISIS 'l'ES'l'ICULO 

La interrelación hipotálamo-hipófisis-testículos es r.my compleja, 

como lo demuestran estudios recientes. La 

sistema se puede resumir 

rútiulo ._.. 
seminífera 

( l 7) . 

interrelación del 

Figura l. Representación esquemática del eje hipotálarno­

hipóf lsis-testiculo. 

Componentes del sistema: 

l.- Hipotálamo y la hormona liberadora de gonadotropinas. 

2.- Hipófisis - células de Leydig. 

3.- Hipófisis - células de Sertoli. 
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HIPOTALAHO Y LA HORMONJ. LIBERADORA DE GONADO'rROFINAS 

Estudios recientes han resaltado la complejidad de las relaciones 

microvasculares entro el hipotálamo y la hipófisis. Los procesos 

neuroendócrinos permiten reconocer las señales intet·nas y externas 

del medio ambiente para ser integradas por el cerebro y ser 

conducidas por vías neurohormonalas, las cuales dirigen las 

secreciones de la hipófisis anterior, para 

fisiológicas (16,19). 

las necesidades 

l .. a circulación portal hipofisiaria permite una conexión entre el 

cerebro y la hipófisis; y la consiguiente transmisión de 

sustancias huMorales. El neurotransmisor que controla la 1 iberación 

de las hornonas gonadotrópicas (IJI y FS!!) es un decapéptido 

llamado Hor1110na Liberac!.ora de Gonadotropinns (GnRH). 

El hipotálamo es parte del diencéfalo, localizado en la base del 

cerebro, formando el piso del tercer ventriculo y parte de la 

pared lateral. Dentro del hipotálaao se encuentran células 

neuro-peptidérqicas 

hor100nal. 

que promueven o inhiben la liberación 

Este proceso ne conoce como neurosecreción. La GnRH es sintetizada 

en los ribosomas del citoplasma de la.s neuronas, empacada en 

gránulos hacia el Aparato de Golgi, transportada por flujo activo 

axonal hacia la neurona terminal y luego secretada hacia la 

circulación portal (Fig. 2) (19). 
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lo;t:i•ndtli.:~coótt 

Figura 2. Relac1on entre el coritrol nervioso y el control 

neurohormonal de la hipófisis ~interior en In eminencia 

media del hipotctlamo. 

Hay varias vías a nivel del hipotálamo, por las cuales centros del 

cerebro rueden influir sobre la hipó(isis. Estas vias incluyen los 

siguientes sistemas hipotnltimicos: 

l} El centro tónico a nivel del núcleo arcuato que controla la 

secreción de las hormonas gonadotrópicns. 

2) Tanacitos, células neurales que conectan el sistemu portal 

r.on el fluido cerebroespinal. 

J) La via de la hipófisis posterior. 
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El control del centro tónico, ubicado a nivel hipotalámico, está 

regulado por la testosterona, ctihidrotostosterona y estractiol. 

Estas hormonas controlan los niveles de las gonadotropinas 

responsables de la retroalimentación ncgati va, sobre la liberación 

de la GnRH a nivel hipotal.3.mico. 

En el varón la célula blanco para la Hormona Luteinizante (LH) es 

la célula de Leydig del intersticio testicular, en tanto que para 

la Hormona Estimulante del Foliculo (FSH) es la celula de Sertoli 

localizada en el túbulo seminífero. 

La síntesis de estas gonadotropinas torna lugar a nivel del 

retículo endoplásmico rugoso. Las hormonas sor. empacadas y 

almacenadas en gránulos secrGtados por el Aparato .Je Golg1. La 

secreción requiere migración d~ los gránulos taduros hacia la 

membrana celular, donde se al ter a la perrueab11 id ad y ocurre 1 a 

salidn de loG gránulon por exocltosis; esto involucra cambios 

iónicos con Calcio y a nivel de AMPc en respuesta a la GnRH. 

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

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

El mecanismo de rctroalir:icntación negativo v!a estradlol se debe 

a la aromatización de la testosterona a nivel hipotálamo por 

enzimas aroma tasas ( Fl.g. 3) que actúan sobre un transnisor 

sináptico -la dopamina- que induce la producción de estos fnctores 

de liberación. 

11 



.. :~'.: ·r·~:;,:~~:J~ 
f 2 • · ·-· - --" S1n1M•1 

r•o1r,,.•c1 

Figura J. Mecanismo de acción de la Testostc~rona ~ 

HIPOFISIS-CELULAS DE LEYDJG. 

cuando se descubrió la hormona en el macho, se le denomino hormona 

estimulante de las células intersticiales (ICSH), debido a su 

efecto sobre las células de Leydig. Actualmente se sabe que la Lfl 

y la ICSH son la misma hormona y son secretadas por las células 

basófilas PAS positivo en la hipófisis. 

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 hormonas, mientras la cudona beta es lu que brinda las 

diferencias estructurales, funcionr!les v hir,1..-,11ict1n d1~ cada unñ. 

de estas hormonas (21,22). 
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La secreción de la hormona liberadora de gonadotropína!·; A! r:i<"";tcr:;,J 

portal hipofiasiario es episódica ':! se relaciono c0~ l:! l iLc.raclún 

episódica de LH a la circulación, en una serie de pulsos de 

secreción que tienen amplitudes que oscilan entre 35 y 270 '! de 

la linea de base; estos pulsos se producen con unu frecuencia de 

2 a 4 cada 6 horas. La acción principal de la LH es estir.iular la 

biosíntesis y secreción de testosteronu en las células de Leydig. 

Las células de Leydig son células poligonales de cntr0 15 y 30 µm, 

situadas en las ~reas intersticiales, que constituy2n el 5! del 

volumen testicular total. Estas células poseen una membrana 

plasnáticn qu~ se caz:acteriza por sus pliegues y r.i.icrovcl losidades. 

su organelo ci toplasrnático más prominente es el retículo 

endoplásn1co :!.isa (REL), fornado por túbulos mmn.branosos 

interconectados. Además, disperso entre el REL, nparec·~n RE rugoso 

y mitocondrici:s. El citoplasma contiene inclusiones de lfpidos, 

cristales de neinke y lisososmus ( 23}. 

La estirnülación de LH para la síntesis y secreción de 

testosterona, se inicia con la unión de la LH a los receptores de 

membrana específicos a nivel de las células de Leydig (Fig.4). 

Las células de Leydig tienen también receptores para Prolactina 

los cuales potencian los ~fecto~ de la LH (23). 
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Figura 4. Mecanismo de acción de la LH y biosintesis de 

andrógenos en la célula de Lcydig. 

La interacción de la LH con su receptor estimula la adenilato 

ciclasa ligada a la membrana, que cataliza la síntesis del 

Monofosfato Cíclico de Adenosina (AMPc) (24). 

La adenilato ciclasa está formada por tres unidades: el receptor 

hormonal, que contiene el lugar especifico para el reconocimiento 

de la Uf; la unidad cat.üftica de adenil ciclasa, que convierte 

el ATP en AHPc y PP; y la subunidad reguladora guanil-nucléotido, 

que liga el GTP y une el receptor hormonal a la adenilato ciclasa. 
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Al libernrse el AH.Pe al cítoplas;:J.a Jo la céh!la de Laydir::r rw una 

a la subunidad reguladora de la protcin-quina.sa que li..!~i:JO r:-.(~ 

disocia de la subunidud de esta enzima y la activa. Se cree que 

la subunidad catalítica de la proteína quinasa de .ln céiula ele 

Leydig activa un producto que, a su vez, faciJ ita la convcrr::;ión 

de colesterol a pregnenolona y la sintesiB de andrógenos. (Fig. 5) 

(19,23,24). No obstante, la contribución del testículo cor.io fuente 

de DHT es mínima, Gicndo sintetizada principalmente t-.!n tejidos 

periféricos como el hígado y la piel (22,25). 

El rnetabolisrao de la testosterona o de otro .:mdrógeno SQ: puede 

definir como su elininnción irrever!:iible de ln circulnción como 

resultado de la modifícnción enzimática de su estructura 

esteroidal. Las reacciones 

5-alfa reducción y le. 

estructura de ia tcstoster0na {Fiq.5Jw 

El control o ritr.io de síntesis y secreción de testosterona ¡;-0r l3s 

células de Leydig / depende fundamcntalt~ente de la concentración de 

LH secretada a la circulación. La secreción de esta gonadotropina 

es recíprocamente controlada por la acción de los esteroides 

sexuales sobre el hipotála:oo y la hipófisis. 

cuando los niveles de andrógenos au~cnton en la sangre, dis~inuyen 

los niveles de LH, y cuGndo los niveles de andrógenos dcclinan,los 

ni veles de LH :"'!U!!ienti~J;, Fi:-;. 1 ( ·' '.l 1 21 ¡. 
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HIPOFISIS - CELULAS DE SERTOLI. 

En la Fig. 1 se pueJe observar la relación de la hipofisis con 

la céltt.la de sertoli. La FSH, es producida y secretada a nivel de 

la hipófisis anterior en lns células basófilas. Su producción, al 

igual gue la de LH, depende de lü. GnRH, pero su Jiberucion es 

solo una quinta parte de la de LH. 

A diferencia de la LH, los niveles plasmáticos de PSH no fluctúan 

a1npl iamente a lo largo dr! 1 di a. Le Jnterior se debe al aclur.:imicnto 

metabólico más lento de la FSH. 

El raecanismo de acción 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 castración, se produce una el0vación de la 

secreción de FSH, lo cual indica que un factor testicular controla 

la secreción de esta gonadotropina. Sin embargo, la administración 

de testosterona no produce mucho efecto sobre la secreción de FSH, 

lo que indica gue es otro producto el responsable del control de 

su liberación. McCullagh fue el primero que nombró como 11 inhibina 11 

a un producto testicular no esteroide encargado de la 

retroalimentación negativa de la FSH. Este producto es producido 

por las células de Sertoli, su lugar de acción es a nivel 

hipofisiario e hl.potaláruico, {21, 2J, 26). 
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l7a-OH PREGNENOLONA 17a-OJI PROGESTERONA 
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l m 

º~~ 
198-0H ANDROSTENDIONA 198-011 TESTOSTERONA 

-~===="' 
lO 
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l OH 

~ 
ID 
ESTRADIOL 

Figura 5. Sintesis de Testosterona en el testiculo. Aparecen 
también la sinteis de 5~-DHT y la aromatización a E2. 
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ANTF.CEDEN'l'ES 

TERAPIA CON ANOROGeNOS. 

El tratamiento sustitutivo con nndrógenGs se 

aproximadamente 40 años, después ele que S<> logró 

inició hace 

la síntesis 

quimica de la testosterona. Sin embargo, el problema ha sido la 

via de administración y la frecuencia con que se debe aplicar el 

tratamiento (27). 

Debido a la gran capacidad metabólica del higado, la testosterona 

pura administrada por vía digestiva es efectiva solo a dosis de 

500 mg/dia o mayores. Esta dosis es excesiva si se considera el 

hecho de que la producción diaria por un hombre adulto es de 

aproximadamente 7 mg (28). 

Por este motivo otras vias de administración, asi cm~o 

modificaciones quiDicas a la estructura original del esteroide, 

han sido desarrolladas con objeto de proporcionar un sistema 

de liberación de la honnona que permita su aplicación como terapia 

sustitutiva crónica. 

La 17a-metiltestosterona fue la priraera modificación estructural 

de la testosterona que manifestó un efecto androgénico a dosis 

bajas, cuando se administró por via digesti·~a. Sin embargo, debido 

al grupo alquilo en la po~ición 17-a, este esteroide 

produjo rnani feotaciones tóxicns en el hige:do 1 ta les como 

coles tas is, peliosis y en algunos casos hepatoma, cuando se 
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administró en formn crónica cm animales de experimentación. Por 

este motivo su empleo en el humano no es reco1.1endable. EJristen 

algunos otros derivados sintéticos como la fluximcsterolona, con 

una gran ¡Jotencia nndrogéni ca, pero al igual que la 

metiltestosteronu es un 17-alquil derivado, con el mismo perfil 

toxicológico. 

La mesterolona y el undecanoato de testosterona son dos compuestos 

con actividad hormonal que no producon efectos en el hígado de los 

sujetos tratados cuando se administran por via digestiva. La máxima 

absorción de estos compuestos ocurre entre las 2 y 8 horas después 

de su ingestión, con una gran variabilidad en las concentraciones 

obtenidas en el plasma, por lo que deben darse de 2 a 3 dosis por 

dia, lo cual los hace imprácticos para una terapia sus ti tu ti va 

crónica (29). 

La via parenteral, en especial la intramuscular, es la que se 

emplea en forma más 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 ácidos grasos 

de cadena corta en la posición 17 del asteroide. El ir.ecanismo de 

liberación del esteroide activo (Testosterona) esta condicionado 

por su velocidad de desesterificación y por el coeficiente de 

partición que se establece entre la solubilidad r!e la hormona en 

el vehiculo oleoso y los fluidos biológicos. 
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Estas condiciones no se han podido controlar hasta la fecha, "" 

tal forma que despuén de la aplicación de esto~:; compuestos ex.t -S.!te 

un "pico" do absorción temprana ( 12 a 14 hrs.), que generalmamte 

excede a las concentraciones en plasma consideradas Ct..'1mo 

fisiológicas. Este va decayendo en forma paulatina a una veloci ~ad 

constante en función del tiempo (JO). 

Estos sistemas denominados de "depósito" no constituyen un enfoi.;1.:.ie 

racional a la sustitución hormonal debido a que no semejan :a 

situación fisiológica buscada. Se han ideado otros sistemas je 

administración, como la aplicación percutánea d.,• 

Sa-dihidrotestosterona ( 125mg en 5g de gel), paro debido a ~u 

múltiple aplicación diaria (2 a J veces), se contraindica CO>ll>O 

un adecuado sistema de liberación sostenida de andrógenos (~"· 

32). 

SISTEMAS DE LIBERACION SOSTENIDA 

Los •istemas de liberación sostenida de fánnacos representan en 

la actualidad una alternativa más apropiada para las terapias 

sustitutivas crónicas, ya que permiten la aplicación de dosis 

comparativamente menores a los sistemas de depósito, con una mayor 

cobertura de lo que se considera el nivel terapéutico del f6rmaco. 

La ventaja de los sistemas de liberación sostenida es que son mas 

eficientes en el mantenimiento de las concentraciones en el plamna 

de los sujetos tratados, evitando las fluctuaciones que "e 

producen con los sistemas convencionalcn (JJ). 
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Se han desarrollado ·~n otras árens de ln r.iedicinn, por ejemplo 

para el control de la fertilidad en la mujer, una serie de 

sistemas que tienden a proporcionar concentraciones constantes del 

fármaco en la circulación por períodos prolongadoo; de tiempo, 

mediante el empleo de diversas técnicas, como implantes 

biocompatibles y polímeros biodegradables, principalmente (34). 

Estos sistemas tienen el inconveniente de que junto con el 

compuesto activo, se introduce un agente extraño al organismo, que 

aún cuando tenga las características de biocompatibilidad y 

degradación no deja de representar un riesgo toxicológico a largo 

plazo. 

Un nuevo enfoque lo representnn los cristales del esteroida puro, 

administrados en una suspensión acuosa, en un tanaño de partícula 

bien definido y cor: propiedades de disolución caracterizarlas 

previamente (35,36). Este sistema aparenta ser una alternativa "1ás 

racional para las terapias honnonnles sustitutivas crónicas 

que las actualmente disponibles. 

El objetivo principal del presente trabajo fue el diseñar una 

terapia sustitutiva para andrógenos que tuviera la caracteri~tica 

de liberación sostenida y que las cualidades farr.iacocinéticas de 

su formulación 

absorción~ 

fuernn toles que no produjeran "picozn de 
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MATERIAL Y METODOS 

El esquema de las actividades comprendidas en el presente trabajo 

se constituyó de acuerdo al siguiente orden: 

l. ESTANDARIZACION DEL METODO. 

- Preparación de los cristales de testosterona y de 

dihidrotestosterona. 

- Obtención de dos preparados inyectables de testosterona y 

5a-dihidrotestosteronn 

- Control de calidad de los preparados experimentales: 

a) Verificación del tamaño de las partículas 

b) Disolución '1in vitro 11
• 

c) Unión a proteínas transportadoras del plasma. 

d) Central bacteriológico. 

- Aprendiza je y estandarización de un n.étodo anali tico para la 

cuantif icacíón de testosterona y hormonas relacionadas en 

fluidos y órganos biológicos. 

2. DISERO EXPERIMENTAL: 

- Efecto de la castración sobre la próstata, vesículas seminales 

y niveles plasmáticos de las hormonas circulantes en animales 

de laboratorio. 

- Evaluación de la actividad biológica de la fOCTJulación 

inyectable como terapia sustitutiva. 
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Preparación !.l~ l.Q~ mictocristales ~ 

~Pstosterona y ~~testosterona 

La preparación de los microcrist¡¡les de Testosterona (T) y sa­

Dihidrotestosterona (DHT), (Steraloids) fue mediante la fusión de 

los mismos y el 

acero hasta 

posterior tamiza je sobre di versas mallas de 

lograr el tamaño deseado; el procedimiento se 

encuentra referido en el Apéndice No. l. 

Obtención ~ Qiw. preparados inyectables Q.!l 

Testosteronfi y Sa-Dihidrotestosterona 

En base a los cristales ya purificados, se prepararon dos 

homogeneizados de T y DHT, y mediante técnicas de asepsia se 

introdujeron en jeringas para su aplicación intramuscular y después 

fueron enviadas a esterilizar. Apéndice No. 2. 

~ de_ mu.id.rul ¡li¡ lQ.S. preparados experimentll.l.!u;. 

Luego del proceso de esterilización de cada preparado experimental, 

se procedió al control de calidad consistente en: 

a) Verificación del tamaño de los microcristales de ambas 

hormonas, mediante técnicas de microscopia electrónica de 

transmisión, después del proceso de fusión-tamizaje. 
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b) Disolución "in vitro" de los microcristales.- El método 

consistió en la adición de 5 mg de cristales de esteroides 

de un tamaño ya definido a frascos de 100 ml que contenian 

c) 

una mezcla etanol-agua 50 v/v para la disolución de (T). 

Se incubaron en un baño de agua a 37·c con agitación 

constante, para tomar muestras de Oe5 ml a los siguientes 

tiempos: 15, 30, 45, 60 y 90 minutos. Ln disolución de los 

cristales de andrógenos, fue analizada por espectrofotometria 

UV, utilizando una longitud de onda de 240 nm y los resultados 

se expresaron como log 10 del esteroide disuelto contra log 10 del 

tiempo. Técnica desarrollada por el grupo de investigación del 

Departamento de Biología de la Reproducción del Il!NSZ. 

En el caso de los cristales de OHT, este método no pudo ser 

utiliza do debido a la falta del doble enlace entre los 

carbonos 4 y 5 de su molécula. 

Unión a SHBG.- La Sl!BG es una beta-globulina con un peso 

molecular entre 52, ooo y 115, ooo. Esta proteína se une 

reversiblemente y con alta afinidad a la (T), principal 

andrógeno circulante biológicamente activo, entre un 97 y 

99 %. Esta unión es de una alta afinidad {K, aproximadamente 

10' W'), es rápidamente reversible a J7'c y en el humano esta 

casi saturada, dado que la concentración nolar de los sitios 

de unión de SllBG en el plasma de un hombre adulto es algo 

mayor que la conc~ntración rnolnr de T (37). 
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Se han reportado un gran número de estudios de la 

especl.ficidad de esta unión en plasma diluido; y al iqual 

que otras proteínas del plasma que se unen especificumente 

a esteroides, su afinidad as mayor a bajRR t~mpüraturas. 

Entre los andrógenos existe unn relación aparente entre su 

actividad biológica "in vivo" y su capacidad para unirse a 

la SHBG, esto es, e~tre más potente sea un andrógeno mayor 

será su unión a la SHBG. Es por ello que la DHT se une a la 

SHBG tres veces más que la T (37). Tomando en cuenta estas 

consideraciones seria posible concluir que la relación 

unido/libre de un esteroide será en t.iltiina instancia el 

modulador periférico de su actividad biológica y la presencia 

de cualquier factor que lo altere repercutirá en los 

mecanismos de homeostasis hormonal. 

El procedimiento seguido se encuentra desarrollado en el 

Apéndice No. J. 

d) Control bacteriológico.- Prueba de esterilidad por método 

directo llevada a cabo por el Oepto. de control Analítico 

de la Facultad de Química, UNAN. Análisis: 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 próstata y vesículas seminales 

post-castración y post-aplicación. 
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En el presente t:-ebu jo se emplea. exclusivnmente la unión a la 

proteina transportadora de hormonas sexuales (SHDG) C"OM'=' biccn.s.a;,:u 

indirecto, dado que, cono ya ha :::ido indicado prcvii:1nente, existe 

una relación conocida entre la afinidad por esta proteína y la 

actividad biológica de los andrógenos, y por otro !arto, el 

bi,..·~nsayo en animales de laboratorio intcgt~a 121 ~uerpo principal 

del pres.,nte tt"aba jo, como primer paso el 

establecí miento de un sistema de liberación sostenida para 

andrógenos a ser aplicado en hurn(rnos con problcr.ias h1pogon,1:31cos. 

APLQruil.7&.ie y_ g;!_t:~§l_D.dfu.i?_~j...Qn ~ ~n fil_Qj;OdQ ª-0.ª_l,t_t;_lg_Q ~?~I-ª- _Lq 

cuantificacion Q,g ·T~'it.,Q.,~.!ll".Q_nQ, D.itli!J.r...2t.estostcJ:..Q.!1B y hQU!QD.-ª.§ 

llevada a cabo po:- ~adioinmunoanaljsis (RIA} dü acLl~rdo al 

protocolo descrito por 'F :et en 1981 ( 31) y se desarrollo de ~cuerdo 

a las siguientes fases: 

a) Purificación do las hormonas esteroides radiactivas. 

b) Marcaje de las horf.lonas protéicas por. iodacion. 

e) Caracterización del anticuerpo contra Testosterona. 

d) Obtención de una curva estándar para Testosterona y hor1'.1onas 

relacionadas. 

e) Obtención de un pp~·f j: de i:;;:p:c_ c:c..~ ::,J_on para el RP1. 

f) 8xtracción d0 las ~:::i:-::cn.:is C$tt:!ro1des del suero. 

gJ Preparación de rnuc~~~~s par~ un pr,1gra~a d~ contro1 

da calidad intarnc1 del RIA. 



PlllHCIP!OS GEllP.RA!,ES E!I RAD!OINMUPIO!illt\LISTS (RU.) 

El RIA es una técr1ica analitica que ha sido ampliamente tltilizada 

desde su disefio por los doctores Berson y Yalow e11 1959 (4J). Los 

Radioinmunoensayos son 

dirigidos, en cuanto a que 

de ensayos 

dependen de 

estructurales 

ld 1nt0racción 

estereoquimica de una seccion de lu molécula a ser medirLl con at:ra 

molécul.1 que reconoce 0.spcci t icamente dicha f arma. La!:_; r.iol oculas 

de los nn~icuerpos son us~düG generalmente como i-·~acti VOS 

específicos ligantes e11 tal0s ensayos, pero otros agentes liqantes 

pueden ser también usados, corno por ejemplo los re":.:cptores 

celulares (44). 

Hay muchas v.irj aciones en la Jnetodologf.a d(Ü RIA, pero ~l 

procedimiento básico es el siguiente: 

A una muestra o extracto del fluido u órgano a ser analjzado, que 

conte:,1ga una cantidad desconocida do la hormona a medir, se le 

agrega una cantidad conocida de hormona marcada. La CTezcla se 

incuba con anti suero de capacidad de unión conocida, en un volumen 

que asegure que los sitios de unión en éste sean menores que la 

hormona marcada agregada; esta es generalmento muy pequeña, 

comparada con la cantidad MI? horncn.:, que se espera e~tara presente 

en la muestra~ 

Después de que Ja reacción ha alcanzado un equiJ ibrío, las 

fracciones de hormona libre y hormona ligada al anticuerpo son 

separadas. 
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El trazador radiactivo permito quü se 

medición de la fracción de la hormona que 

pueda cstablocer una 

se ha llg•rto. Debido 

a que la cantidad de anticuer.po prcscmt12 en el tubo C[; [i ja, ltt 

masa de la hormona que se liga es también relativamente constante 

e independiente de la concentración de hormona a medir. La 

presencia de al tas concentraciones de la hormona a medir en la 

muestra no puede aumentar la masa de la hormona ligada, porque la 

concentración de anticuerpos se mantiene constante. La presencia 

de concentraciones variables de la hormona a medj r resulta por 

lo tanto, en una relación inversa de .la horrnonn rnarcél.da agregada 

que se une al anticuerpo. 

Si el trazador se comporta en la misma forma que la hormona fria, 

la distribución de hormona ligada y libre puede ser monitorcada, 

separando físicamente las dos fases y contando lu radiactividad en 

cada una de ellas. I...a concentración de la hormona en una muestra 

puede ser obtenida comparando el trazador ligado al anticuerpo en 

la muestra con el trazador ligado al anticuar-pe en soluciones 

estándar de la hormona que se está analizando. 

Los pasos a seguir en la elaboración de un RIA pueden quedar 

ejemplificados en el siguiente diagrama de flujo (Fig.6) (44,45); 

y las técnicas empleadas en los radioinrnunoensayos de 'l', DH'l', LH 

y FSH están referida:-:; P.n los Apéndice:::; _2 y §.: 
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1111MERl\.R LOS 'l'U!lOS 

CROMATOGRAFIA EN 
COLUMNA DE CELITA 

PREPARAR ESTANDARES POR 
RECONSTITUCIOH DEL RESIDUO 
ALCOHOLICO CON BUFFER Y 
CALENTAR A 4o·c. 

PREPARAR LAS MUESTRAS 
PARA EXTRACCIOH CON E'I'ER PREPARAR LA CURVA ESThNDAR 

ALICUOTAR LOS ESTANDARES Y MUESTRAS 
PREPARAR MARCADOR 

AGREGAR ANTISUERO, Hl\RCADOR Y AGITARo-----~ 
EN VORTEX 

INCUBAR DURANTE LA NOCHE (18-24 h) 

PREPARAR EJ. CARBOH VEGETAL 

AGREGAR EL CARBON E INCUBAR 

CENTRIFUGAR PREPARAR VIALES PARA CONTEO 

DlCAN'l'AR EL SOBRENADAN'l'E EN LOS 
VIALES DE CONTEO CON SOLUCION 

DE CENTELLEO 

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

. CONTAR POR l - 10 MINUTOS 

CALCULAR RESULTADOS 

VERIFICACION DE DATOS DE CONTROL DE CALIDAD 

Figura li. lUAíiIW!b ru; nJ1,IQ l2fil.. RAPIQIHMUNObl!AI.Ifil..5.. 
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Los radioinmunoensayos son técnicas analiticns que reconocen 

conformaciones moleculares csp:;?cfficas; y no obstante su grfln 

especificidad, es inevitable que por lo mismo, las moléculas que 

tengan formas similares puedan afectar el ensayo. 

Frecuentemente sucede que antisueros producidos contra una hormona 

interactúan con otros compuestos relacionados en su conformación 

molecular, fenómeno conocido como "reacción cruzada". Un eje!:plo 

es el caso de T con DHT, por lo que para evitar una alteración del 

resultado de la valoración, han de ser removidos los materiales 

que puedan interferir en el análisis. El grado en que una 

sustancia que ocasione una reacción cruzada altere el resultado 

final, será tieterminado por una serie de factores ~ue influyen en 

el medio biológico, como seria el caso de sus concentraciones 

relativas y su afinidad por el antisuero (46,~7). En el presente 

trabajo, este efecto fue contrarrestado mediante la previa 

separación cromatográfica de las hormonas. 

PURIFICACIOK DE LAS HDRKOHAS RADIACTIVAS POR 

CROHATOGRAFIA EN COLUllMA 

El radioinrmnoanálisis es una metodología que implica el uso de 

análogos radiactivos de los metabolitos que se quiera cuantificar. 

Una condición es que el análogo radiactivo sea estrictamente 

semejante y que no existan productos de descomposición interna 

(radiólisis). La forma de verificar esto es empleando la 
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cromatografía en columna, en la que se va a obtener un perfil 

determinado, de donde se tomará la fracción correspondiente al 

análogo radiactivo deseado (44,45,47). El proceso aparece en el 

Apéndice No.7. 

MARCAJE DE LAS HORMONAS PROTEICAS POR RADIOIODACION 

La iodación es una técnica mediante la cual se marca 

radiactivamente a una molécula (PSH o LH en nuestro caso). 

consiste en adicionar uno o más átomos de yodo 125 ( "'I) en los 

residuos de tirosina que contiene la hormona. Para conseguir dicho 

objetivo se empleó el método de Cloramina T - metabisulfito de 

sodio (48,49,50). 

El desarrollo del método se expone en el Apéndice No. s. 

El antisuero e11pleado fué el mismo utlizado en el programa de 

control de calidad externo del Departalllento de Biología de 111 

Reproducción del INNSZ promovido por el Programa Especial de 

Investigación en Reproducción Humana de la organización Mundial 

de la Salud. 
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El antisuero fue desa!~rolliido en conejo, empleando como imnunógeno 

Testosterona-BSA (T-JCMO-BSA). La especificidad del anti suero fue 

evaluada con experimentos de reacción cruzada enpleando 6 

diferentes lÜJftndos no radiactivos (44). 

El porcentaje de reacción cruzada se muestra en la Tabla l, 

(calculado coroo U/Uo al 50 %): 

Ligando Reacción Cruzada 

Cortisol o. 0001 1 
5a-Dl!T 14 . O 1 

~6_4_--An~d-r_o_s_t~e-n_d_i_o_n_a~~~~~-º-·-8~~~~~-·JI 5a-Androstendiol 6.0 
65-Androstendiol 2.1 
Testosterona 100 

OB"l'IDlCIOH DE IDiA CURVA ESTAliDAA 

considerando los datos reportados en la literatura ref~rentes u 

los ni veles plasmáticos de Testosterona en aninales se decidió 

establecer un rango de 9.9 a 316.0 pg/tubo para construir una 

curva Dosis-Respuesta que al colocar iOO µl de un ext!"acto de 

suero cubrier3 los valores esperuüos por ml de muestra biológica 

que son de l. 55 ± o. 05 ng/1nl para 'r y O. 074 :t o. oos ng/rol para 

DHT en ratus macho adultas (51). El desarrollo de esta parte se 

encuentra referido en el Apéndice Uo. 9. 
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OBTENCION DE UN PERFIL DE Il!PRECISIOH DEL AHALISIS 

Uno de los parámetros de mayor utilidad en el control de calidad 

interno es el Perfil de Imprecisión, (Apéndice No. 10) que es una 

imagen de las características del radioinmunoanálisis y del 

intervalo útil de concentración de trabajo para la curva dosis­

respuesta (44). El perfil de imprecisión permite: 

- Determinar la dosis a partir de la cual la curva dosis-respuesta 

tiene una precisión aceptable, requerida por los objetivos 

clínicos o de investigación. 

- Determinar la precisión con la cual se ha medido una nmcstra 

desconocida do acuerdo a cu correspondiente dosis-

- Identificar muestras cu¡•o coeficiente de variación entre sus 

replicados sea dos o tres veces mayor que el observado a la 

dosis correspondiente y por lo tanto deba considerarse su 

posible rechazo. 

- Evaluar las distintas condiciones del RIA, como dilución del 

anticuerpo, cantidad de trazador tiempo de incubación, etc. 

- Controlar el efecto de cualquier cambio que se introduzca, ya 

sea en el método o en los reactivas de un inruunournilisis, pues 

todo se verá reflejado en el Perfil de Imprecisión. 
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Las hormonas esteroidcs por !'.>U naturaleza hidrofóid ca son muy poco 

solubles en agua. En el plasma viajan en un 95 % unida!:: a 

proteínas transportadoras y sólo una pequefla fracción se encuentra 

en fonna '1 libre". 

Cuando se intenta cuantificar una hormona esteroide en el plasmn, 

es necesario realizar un proceso de extracción empleando solventes 

orgánicos del tipo del éter dietilico en proporción 10: l v /v, como 

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

PRXPARACIO!I DE l'IUESTRl\S PARA UM PRCX:R>.ltll. DE 

COKTROL OB CALIDAD INTE'IUIO 

Para evaluar la precisión y la reproductibilidad de los ensayos se 

prepararon tres lotes de suero hun.ano de aproximadamente 100 ml 

c/u a concentraciones de 2, 10 y 20 nmol/l. El proc•>so se 

encuentra referido en el Apéndice Ha. 12. 



OISEllO BXPF.RIMfüiTJJ, 

Er'ECTO DE LA CAS'fRllCION SOBRE LA PROSTA'rA, VI:StCULAS SEMINALES Y 

NIVELES PLASMATICOS DE Lt\S HORMONAS CIRCULANTES EN ANIMALES DE 

LABO!lATORIO 

con el objeto de detcrrninnr el momento adecuado para la 

aplicación uel preparado hormonal inyectable y valorar su 

funcionamiento como sistema de libero.ción 

efectos fueran enma!:carl\dos por acción 

sostenida, sin que sus 

de andrógenos na ti vos 

presentes, se evaluó el efecto de la castración sobre los órganos 

andrógeno-düpendicmtes (Próstata y Vesiculas Seminales) y las 

concentraciones hormonales circulantes en plasma. Par.:i esto se 

seleccionó un lote <le 109 ratas macho adultos jóvenes, de la cepa 

Wistar, con un peso promedio de 297 g (rango ?.50-350 g), sometidos 

a ciclos de 14 horas de luz por 10 horas de oscuridad, mantenidos 

a una temperatura de 2J°C y con libre acceso al agua y al alimento. 

Los animales fueron separados en dos grupos. El primer gr.upo 

(Controles Intactos) consistió de 17 animales, los cuales fueron 

mantenidos integras hasta el final del experimento. 

El segundo grupo (Castrados Controles) consistió de 92 animales 

a los que se les realizó orquidectomía bilateral al inicio del 

estudio ( dfa o) y se fueron sacrif i.cando por decapitación a los 

siguientes tiempos, Tabla 2; 
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Dias después de 
lu castración 

l 
2 
3 

L 
Uúr.:.t:=.L·o de 
animales 

8 
8 
8 
8 
íl 

12 
9 

1 

1 
g / 

12 1 ____ __] 

Oühido a lí.': selectividad de estas hormonas, sobre los organos 

andrógeno-dependientes (próstata y vesículas seminales) (3), la 

evaluación de su infll1cncía efl. dichos 'Jl"'Upos s .. ~ bn:::ó en los 

siguientes pará~dtros: 

l) Determinación en suero de los .J.ndróq~n0~-,. 

2) Deter..iinación del peso de la próstata y vesfculas 

seminales .. 

J) Cudntificación de proteinas en dichos órganos blanco. Para la 

obtención del suer.o, la sangre fue recolectada en tubob de 

ensayo de 13 x 100 cm y centrifugad~ a JOOOrprn/15 min/4.C. 

En los animal2s de O tl l O oías post ~-;;astración se les cuantificó 

exclusivar.'!ente iOs niVQles de r..L' en sangre ¡.;eriférica. A todos los 

animales sacrificadoc :;:i..1 té:~ír«~ de LJ:::.: 10 dfas, se l1.·';~ 



cuantificaron además lcw. niveles de DHT, LH y FSH. Lo!:; órganos 

andrógeno-dependientes fueron diSQCados inmediatamente después de 

la obtención de la sangre, y 

valorar su peso fresco, 

colocados en un recipiente a 4•c para 

y posteriormente alrnucenados a -70. e 

hasta la detercinación de su contenido de proteínas que fue 

realizada de acuerdo al método de Lowry (52,53), referido en el 

Apéndice No. ·l. 

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA FORMULACIOl/ INYECTABLE 

EN RATAS MACHO CASTRADAS CO!!O TERAPIA SUSTITUTIVA 

Establecidas las condiciones c:.1,per imentale6 para un adecuado 

modelo hipogonádico en ratas nacho castrarlas, se procedió a la 

formación de grupos de 10 animales cada uno, para la 

administración de los microcristales por vía intramuscular: a dos 

grupos se les administraron 10 mg de T lM (IIa y IIIa) y a los 

dos restantes (Grupos IIb y IIIb) 12..5 ing de DHT, talllbién en 

concentración l M. 

Al primer grupo de tratamiento (JTa y IIb)se les aplicó la dosis 

de los esteroides (T 10 mg, o DHT 12.5 rng), jnmediatancnte después 

de la castración y al segundo ( IIIa y IIIb) 4 di as después de 

ésta, para evitar la atrofia de los órganos sexuales accesorios 

andrógeno-depcndielltes. 
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Al término del ticmp.-) estabJ ecido fueron extra.ído::; y 91:i.~n:dos los 

órganos accesorios andrógeno-dependientes (próstntu ~· v~s1cula:;; 

seminales) y se obtuvo el suero para realizar todas las 

estimaciones necesarias de las hormonllS. Los resultados 

obtenidos de los diferentes grupos experimentales (II, III, IV) 

fueron analizados por r.1edio de las pruebas de "t" de student no 

pareada y de an.3.lisis de varianza (54,55) con respecto al Grupo 

(controles iotactos), comparando los siguientes pará~etros: 

- Peso Corpcr~l /Peso Corporal. 

- Peso de la Próstata / Peso de la Próstata. 

- Poso de \"es1culas ser::.inales / Peso de Vesículas seminales. 

- Concentración de proteínas por gramo de tejido para cada uno de 

estos órganos. 

- Concentración de Andrógenos / Concentración de Andrógenos. 

' 

- Relación de Hormonas Esteroidcs / Hor~onas Protéicas. 
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RESUl.'l'AOOS 

De acuerdo a los lineamientos establecidos al inicio del presente 

trabajo, a continuación se enl is tan 1 os siguientr~s resulta dos: 

l.- Se prepararon los nicrocristales de T y DHT. 

2. - Se obtuvieron dos preparados de 'I' y DHT en concentración lM que 

fueron envasados en jeringas de plástico. 

3.- Se realizaron las pruebas de contra) de calidad de los 

microcrlstules obtenidos y de los preparados inyectables 

consistentes en: 

a) Verificación del tamaño de las partículas.- Por medio de 

microscopia de luz, mostrando un rango de 150-212 µm. 

Figuras 7 y a. 

b) Capacidad de disolución "in vitro 11 .- Que demostró un 

comportamiento semejante de los cristales antes y después 

del proceso de fusión - tamizaje. 

c) Unión a proteinas transportadoras del plasma.- Se 

observó que tanto la testosterona como la 5n­

dihidrotcstosterona microcristalizadas, mostraron un 

adecuado desplazamiento al unirse la SHBG a diferentes 

concentraciones, en comparación a sus respectivos 

controles. Como se puede apreciar en Jas 'l1ablas J y 4, y 

en la Figura 9. 
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Figura 7. Micrograf1~ clcct!'"ónica de los rJ.i r.rocristn.1 e:; de (T) 
después del proceso de 1\lSió11-tarnizaje (150-212 u~). 

Figuras o. Micrografiu electrónica de los micL·ocristalos de 5C(-Dll'r 
después d~l prcceso de ft1ció~-t~~i:ajc (l~0-212 ~m). 
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TESTOSTERONA 

i DE UNIO!I 
Concentración T(Control) T(Microcristnliznda) 

UNE 6.39 6.07 

Bo 100. 00 100.00 

15 µl• 71. 47 63.22 

50 µl• 47.65 40.58 

C.T. 9060.5 cpm B.C. 348.5 cpm 

TABLA 4: ENSAYO PE U!/ION A PROTEINAS 

5a-DIH1DR01'ESTOS'rERONA 

% DE UNION 
Concentración DHT(Control) DHT(Microcristalizada) 

UNE 13.41 11. 82 

BO 100.00 100.00 

15 µl• 41.13 48.13 

50 µl• 20.77 22.24 

C.T. 10109.0 cpm B.C. 243.0 cpm 

Dond<:: UNE Unión no espec1f icn. 

Bo Unión total. 

CT Cuentas totales. 

e.e. Blanco del ensayo. 

15 µl 0.582 pmol. 

50 µl 1.940 pmol. 

d) control bacteriológico.- Realizada al producto terminado, 

consistente en una prueba de esterilidad por método directo 

a 3 muestras envasadas 1 de acuerdo a U.S.P.XX Pag. 1158. 

Conclusión: Estéril. 
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4.- Fases de estandarización del RIA: 

a) Purificación de las hormonas esteroides radiactivas 

y obtención del "pico" de actividad de cada hormona. 

Figura 15. 

b) Marcaje por Iodación de las hormonas protéicas y la 

consiguiente obtención de sus respectivos npicos 11 de 

actividad. Figura 16. 

c) Caracterización del anticuerpo contra T de acuerdo 

a las especificaciones de la OMS, Tabla l. 

d) Obtención y validación de una curva Dosis-Respuesta, 

para las distintas hormonas. Figura 17. 

e) Elaboración de un perfil de imprecisión de los 

radioinmunoensayos de T, DHT, LJI y FSH. Figura 10. 

f) Extracción de las hormonas esteroidez del suero, Tabla 15. 

g) Preperación de los "pooles" o referencias para el control 

de calidad interno, Tabla 16. 

5.- Diseño Experimental.-

A. ~ s1ll. lll C!!stración s1ll. ~ a: 

1) Determinación en suero de los niveles hormonales 

del esteroide sexual. Tabla 5 y Figura 10. 

2) Determinación del peso de próstata y vesiculas 

seminales. Tabla 6 y Figura 11. 

43 



A?!ALISIS DB LQS .QAtQS OBTEHIOOS Z1i LQS ~ .. Tfüi 

!'.iBl1EQS Dl: AHit!ALES ESTUDIADOS 

La Tabla 5 muestra la relación de la concentr~ción de testosterona 

.. n ani111ales íntegros y a diferentes tiempos después de la 

castración .. La Figura No. 10 representa la desaparición de la 

hormona del suero después de la castración. 

TABLA 5:REI.ACION PE LA COllCK!!TRACION PE TESTOSTERQNA BASAJ, EN 
AHIHALES IHTF.GRQS Y CbSTRA!lOS. 

TielllpO Post- Concentración de Número de 
castración Testosterona Individuos 

{dias) {pq/Jlll.)* 

o 973 .. 0 ± 470 .. 6 17 
1 15.8 ± 12 .. 3• 8 
2 22 .. 0 ± 6.6· 8 
3 25 .. 9 :!: 13.1" 8 
4 21..5 ± 10 .. 4• 8 
5 25 .. 1 ± 19 .. 9" 8 
6 39 .. 4 :!: 32.8" 11 
7 17.3 :!: 14.1" 12 
8 15 .. 3 ± 14 .. 4" 9 
9 27 .. 7 ± 23.l" 8 

10 32 .. :Z ± 22 .. 1• 12 

Los valores representan el valor promedio (X) y la 

desviación estándar (s). 

Los valores obtenidos para el nivel de siqnificancia de la 

prueba •t• de student (p) son menores a 0 .. 001 y están 

repre<>entndos por la letra 11c". 



Figura 10. 

CONCENTRl.CION DE TESTOSTERONA EN 
ANIMAlES INTEGROB Y CAf!TR/\OOS. 

r=~-.. --
"ºf 

~ ·:r- ... ·======--_¡ 
O 3 4 15 1 1 IO 

CHAS POSTCASTRACION 

Concentración de la Testosterona basal en animales 

integras y castrados. 

Una vez sacrificados los animales, los órganos sexuales accesorios 

andrúgeno-dependientes fueron separados y pesados. La Tabla 6, 

auestra los valores promedio obtenidos con la dispersión 

corréspondiente, asi coao el nivel de significancia estadística 

encontrado a diversos tiempos después de la castración con 

respecto al grupo control y la Figura No. 11, muestra la relación 

existente entre el peso corporal y el peso de la próstata y 

vesículas seminales en animales íntegros y castrados. 
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TABLA 6: RELACION DEI, PESO CORPORAL, PESO DE I.A PROSTATA Y PESO OS 
LAS VESICUI.J1S SEMINALES EH ANIMALES IHTEGROS Y CASTRADOS* 

Oias Post- Peso Corporal Peso Próstata Poso Vesículas 
Castración (gramos) (miligramos) (miligramos) 

Inteqros 333.2 ± 84.3 253.6 ± 140.0 818.6 ± 564 .2 
l 263.7 ± 45.2 196.7 ± 93.l 714 .2 ± 154.9 
2 262.7 ± 18.6 206.2 ± 89.9 660.9 ± 248.6 
3 302.0 ± 78.0 173.5 ± 102.1' 518.8 ± 444.9 
4 249.3 ± 12.0 88.4 ± 34. 3' 296.2 ± 93 .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 ± 65. 7• 
7 275.0 ± 30.2 85.5 ± 45. 6' 232,3 ± 60. 2' 
8 266.2 ± 22.8 82.2 ± 35. 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 

desviación estándar (s). 

Los valores de "P" están representados como 

a) p < o.os; b) p < 0.01; c) p < 0.001 

Figura 11. Relación del peso corporal con los órganos blanco. 
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En las pruebas estadísticas efectuadas a los datos obtenidos, se 

encontró lo siguiente: 

Sllil.t:Q.- A partir del día 1 post-castración los resultados son 

significativamente diferentes de los registrados en los animales 

intactos, corno se puede apreciar en la Tabla 5 y en la Figura 10. 

Lo que indica que el sitio de producción de testosterona es 

principalmente el testículo (dato ya conocido) y que la 

orquidectornía se realizó en forma completa. 

QJ::9.51J1Q2 andrOOeno-~~.- La Tabla 5 y Figura 11 muestran 

la relación del peso corporal con el peso de la próstata y peso 

de las vesículas seminales en animales íntegros y en aniiaales 

castrados, y puede observarse en función de la prueba de •tw no 

pareada, que a partir de los días 3 y 4 post-castración para la 

próstata y vesículas seminales respectivamente, que los resultados 

son significativamente diferentes de los animales intactos. 

Con esta primera 

experimentales para 

hipogonadismo. 

fase se 

producir 

establecieron las 

y caracterizar un 
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B. Eyaluación sm la ¡;_c_t;i_;llc;J,a.ct ~ ® 12¡; cristales ª1 

aplicarse = .tru:!l.!2lñ "ustj_t_q_t.icm cm rnk'i mm;hR c;;nJ>llill!.M.· 

El siguiente paso fue administrar a manera de terapia sustitutiva 

la preparación experimental de testosterona y dihidrotestosterona, 

respectivamente, a fin de lograr concentraciones de estos 

andrógenos en el suero semejantes a las de los animales intactos 

y evitar la atrofia de los órganos andrógeno-dependientes, los 

resultados se presentan en las Tablas y figuras siguientes. 

TABLAS COMPARATIVAS DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA 

TABLA 7: (TESTOSTERONA MICBOCRI.S.TALIZADAl• 
ilQ_¡¡¡gl 

Grupo Peso corporal Peso próstata Peso Ves.seminal 
(gro) x (mg) (mg) 

* ( X ± O.E.) ( ± O.E.) ( X ± O.E.) 

333.2 ± 64. 3 253.6 ± 140 816.6 ± 564.2 
·na 347.3 ± 28. l' 499.6 ± 223. 4• 1335.5 :l: 485.9b 
. IIIa 345.5 ± 27 .5' 562.0 ± 189. 7• 1551. 7 ± 166. 3• 
~IV 272. 9 ± 14.8' 116.3 ± 55.1" 366.5 ± 190. g• 

Donde: 

Grupo 

Grupo IIa 

Grupo IIIa 

Grupo IV 

Controles, ratas sanas e intactas. 

Castradas e inyectadas inmediatamente con T 
(10 mg). 

Castradas e inyectadas 4 dias despúes con T 
( 10 mg). 

Castradas controles sacrificadas a los 10 
días. 

* Prueba de análisis 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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:CMLA 8; ( DililJlliQJ:E.s:.tQ:ITJ:;RRNA...llli:EQQRL'l'I'llJ~ml* 
(Jc.5 mgl 

;---• ---
Gpo. Peso Corpora 1 Peso Próstata Peso Vesic.Seminal 

x (g) (mg) x (mg) 
*( ± P.E.) ( X ± O.E.) ( ± O.E ) 

I 333.2 ± 84.3 253.6 ± 140 818.6 ± 564 .2 
Ilb 341. 3 ± 26. 3' 337.2 ± 159. 3" 982.l ± 485. 8º 

lIIb 330 ± 28. 8' 473.7 ± 127. 7' 1197.5 ± 448. 7' 
IV 272.9 ± 14. 8' 116. 3 ± 55. l' 366.5 ± 190. 9' 

Donde: 

Grupo I Controles, ratas sanas e intactas. 
( 10 mg). 

Grupo !Ib Castradas o inyectadas inmediatamente con 
DHT (12.5 mg). 

Grupo IIIb castradas e inyectadas 4 dias despúes con 
DHT (12.5 mg). 

Grupo IV Castradas controles sacrificadas a los 10 
dins. 

• Prueba de análisis de varianza de l via: 
n) p = 0.91 (ns); b) p= 0.01 (s); c) p= 0.19 (ns). 

El resto de las otras pruebas no fueron significativas. 

TABLA 9: RELACION DE LOS DIFERENTES GRUPQS 
EX~ERIKENTALES PE ANI!!ALES. 

GRUPO T DHT FSH U! 
(pg/ml) (pq/ml) (ng/ml) (ng/ml) 

I (CI) 939 36 44 72 

II. (X-T,) 529 139 1B7 

III. (X-T,) 1094 64 48 

II, (X-DHT,) 65 147 231 

III, (X-DHT,) 77 70 4B 

IV (X-C) 32 16 173 455 
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T/,BLA l O ;~fiCION DE PR0'rEIN~1Ll'&J.LQQJ:tlJ,ll 
PROSTATA Y VESICULl\S SEMI~li.J,QS_Rlf:RRfilil'.ES 
QRU¡>OSEXPERIKENTALES. 

GRUPO PROSTATA VESICULAS 
(mg/g Tej.) (mg/g Toj.) 

(CI) J41.5 ± 58.7 208.9 ± 70.6 

II. (X-T,) 287. 7 ± 65. 2" 207.2 i 29. 2' 

III. (X-T,) ]21.8 ± 58.5" 280.4 ± 55. 7• 

II, (X-DllT,) 224 ± 31' 337.8 ± 82. 8. 

1 III, 
(X-DllT,) 313.4 ± 86.5" 288.8 ± 61' 

IV (X-CJ 46.8 ± 33' 210.7 ± 68. J" 

* Los valores dados para el rango de significancia están dados por: 

(a)= p< 0.05; (b)= p< 0.01; (e)= p< 0.001 y (n)= no significativo. 

Figura 14. Comparación entre la concentración de prote1nas de la 
próstata y de las vesículas seminales. 
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TABLAS DEL A!IALISIS ESTADISTICO EFECTUADO A LOS PROMEDIOS DE LOS 
VALORES HORMONALES EN LOS DISTINTOS GRUPOS DE AllIMALES 

PRUEBA DE "t" DE STUDENT 

TABLA 10:1SSTOSTEBONA (Il 

GRUPO X-T, X-T. x-c 
I a ns e 

II, ns e 

III, e 

TABLA ll: ~ (llli'l'.) 

GRUPO X-DHT, X-DHT, x-c 
I ns b e 

u. ns b 

III. e 
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GRUPO 

I 

II, 

III, 

II, 

III, 

GRUPO 

I 

II, 

III, 

II, 

III, 

X-T, X-T4 X-DHT, X-DHT, 

a b e a 

ns ns nG 

ns ns 

ns 

TABLA 13 :HQ&MQNA LUTEINIZANTE (Llil 

X-T, X-T4 X-DHT, X-DHT, 

a ns a ns 

ns ns ns 

a ns 

a 

* Los valores dados para el rango de significancia 

están dados por: 

x-c 

e 

ns 

a 

ns 

b 

x-c 

e 

b 

e 

ns 

e 

(a) p < 0.05; (b) = p < 0.01: (e) 

(ns) = no significativo. 

p < 0.001 y 
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DISCUSION 

El presente trabajo tuvo como objetivo el disei1ar una terapia 

sustitutiva para andrógenos, que tuviera la caracter1stica de 

liberación sostenida. Para su desarrollo, se dividió en diferentes 

secciones, en las que se trataron de manera particular los aspectos 

especifico::; de la materia. En este análisis critico se agrupan las 

discusiones respectivas de acuerdo a 

diferentes etapas y de manera 

como se desarrollaron las 

similar a los incisos 

correspondientes en ln sección de resultados. 

La primera etapa consistió en la preparación y valoración de la 

calidad de los microcristales de Testosterona (1') y 5a-DHT (DHT) 

obtenidos. De acuerdo a las pruebas de control de calidad aplicadas 

se demostró que no sufrieron cambios en su estructura y 

funcionalidad. Como se puede apreciar en las Figuras 7 y B, ambos 

tipos de microcristales presentan el tamaño y uniformidad esperados 

después de ser sometidos al proceso de fusión-tamizaje. 

La disolución "in vitre" empleando mezclas de disolventes 

orgánicos/agua para la eficaz evaluación de los porcentajes de 

disolución de los microcristales de T recristalizados demostró un 

comportamiento semejante a la cinética de disolución de la hormona 

antes del porceso de fusión y tamiza je. El hecho de que los 

microcristales de DHT posean una estructura similar a la de 

testosterona, nos permite suponer, que su capacidad de disolución 

tampoco fue alterada. 
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La actividad biológ lea de los r.ücrocristales fue ~-".valuada por 

análisis de unión a la proteína transportadora de hormonus sexuales 

en el plasma (SHBG) y mostró que la afinidad de ésta hacia dichos 

cristales se manifestó practicamente igual antes y después del 

proceso de fusión y tamizaje. 

una vez demostrada, mediante pruebas ''in vitro'', la fu11cionalidad 

de los esteroides recristalizados, se procedió a preparar una 

formulación para ser evaluada en un bioensayo 11 in vivo". Para esto 

se pesaron en una balanza analitica dosis individuales de 10 mg de 

T y 12. 5 rng de DliT, lüs cuales fueron colocadas en forma individual 

en jeringas estériles desechables de l ml. Una vez preparadas las 

dosis, fueron esterilizadas con óxido de etilcno. Se comprobó la 

esterilidad de lns jeringas y su contenido mediante prueb5s 

bacteriológicas y análisis de pirógenos~ 

El bioensayo se realizó empleando corno modelo la rata macho 

castrada ( 56), evaluando el desarrollo de los órganos sexuales 

secundarios andrógeno dependientes y cuantificando los andrógenos 

por Radioinmunoanálisis. 

El Diseño Experimental se estableció con base en: 

A. El efecto de la castración sobre los niveles 

hormona.le~; en stlt'::l'O y la deterninac.ión del peso de los órganos 

11 blanco 11 (Próstata y Vesículas Seminales).- Mediante estos 
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parámetros se determinó que a partir del 4• din posterior a 

su castración, la desaparición de los andrógenos en la sangre 

periférica era completa y que la disminución en el peso de 

los órganos "blanco" era significativa. Tablas 4 y 5; y 

Figuras 10 y 11. 

B. La evaluación de la actividad biológica de los cristales al 

aplicarse como terapia sustitutiva.- Una vez establecido el 

tiempo critico¡ se fijó un tiempo "cero" (Gpo. II} para 

buscar mantenor el tamaño de dichos órganos y un tiempo "uno" 

(Gpo. III} para recuperarlo. Tablas 6 y 7¡ y Figuras 12 y 13. 

(En donde también se observa ol efecto anabólico de la 

Testosterona). 

Aún cuando no todos los sujetos respondieron adecuadamente al 

tratamiento, por probables alteraciones en su metabolismo o por 

una mala absorción y/o distribución del fármaco, se comprobó que 

los cristales funcionaron adecuadamente como un sistema de 

"liberación sostenida", ya que mostraron un efecto en los órganos 

"blanco". Como puede observarse después de la restitución, los 

órganos conservaron su tamaño, Gpo. II ¡ e incluso llegaron a 

aumentarlo más allá del promedio obtenido en los animales control 

Gpo. III, (Tabla 10). El aumento de tamaño ocurrió debido a la 

sintésis de nuevas proteínas y no a la retención de líquidos, como 

lo constató la concentración de las pt·oteinas en estos tejidos 

(Figura 14} • 
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Los efectos observados en los grupos II y III fueron mayores qua 

los registrados en el grupo I, esto es explicable de acuerdo a lo 

reportado sobre los efectos de los sisteoas de liberación 

sostenida. Además debe de considerarse que el tiempo transcurrido 

entre el incio del estudio, la administración de la terapia y la 

colección de la sangre periférica difirió en cuatro días para los 

grupos de recuperación. 

Aún cuando las concentraciones plasmáticas 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 fisiológicos de las hormonas. 

Se observaron diferencias en la respuesta de los órganos blanco 

hacia las hormonas asteroides, mostrando la próstata un mayor 

reactividad hacia la T y las vesículas seDinales hacia la DHT 

(Figuras 12 y 14), no obstante que el efecto previsto de la DHT 

sobre estos órganos debiera ser mayor al observado~ 

De los resultados presentados deducincs que se debe considerar 

la abundancia-efecto de los preparados para una mejor acción 

biológica en el diseño de una terapia sustitutiva para humanos. 

Con esta primera fase se asentaron las Uases purc.1. futuras 

investigaciones de: carácter clínico, que puedan ofrecer una 
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terapia sustitutiva crónica, a pacientes con deficiencia en la 

producción de andrógenos, qu<o permita mantener concentraciones 

plasmáticas de la hormona activa semejantes a las fisiológicas por 

un periodo mínimo de treinta dfas (57). 

Por otra parte, conviene mencionar que una vez comprobado el 

efecto de la liberación sostenida en animales de laboratorio, y 

con el fin de desarrollar y optimizar un sistema de fármacos 

previamente a su aplicación clínica, se desarrollo un combinado 

inyectable de estas hormonas el cual fue aplicado a humanos 

voluntarios con problemas de hipogonadismo y se vigiló su evolución 

mediante el análisis hormonal en sangre periférica 

exclusivamente. 

En términos generales cabe citar que esta terapia experimental 

ofreció resultados satisfactorios en los sujetos involucrados, 

obedeciendo la liberación de los andrógenos a un esquema de tipo 

costenido (Orden "O") durante el tiempo en que se siguió este 

estudio, que fue por un periodo de 50 días. 
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l.- Se desarrolló la formulación de liberación sostenida 

de larga acción pura andrógenos ( T y DH'r) . 

2.- La formulación producida es biológicamente activa. 

3.- La administración de la formulación desarrollada produjo 

un patrón de liberación de tipo sostenido (orden •o•). 

4.- En base a este estudio se establece que es posible 

administrar T o DllT solas o en combinación a sujetos humanos 

con una deficiente producción de andrógenos. 

5.- Dicha fornulación resultante puede ofrecerse, una vez 

opticizada su dosis y frecuencia de administración, de tal 

manera que permita obtener concentraciones plasmáticas de 

andrógenos senejnntes a las fisiológicas, 
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APP.NDICB 

Los diferentes métodos empleados al igual que la preparación de 

todos los reactivos utilizados An el presente trabajo se 

encuentran descritos detalladamente en los siguientes apéndices: 

Apéndice 1.- Preparación de los microcristales de 

Testosterona y 5a-Dihidrotestosterona (34). 

Apéndice 

Apéndice 

Apéndice 

Apéndice 

Apéndice 

2.- Obtención de dos preparados inyectables 

de Testosterona y 5a-Dihidrotestosterona. 

3.- Unión a proteínas plasmáticas (41). 

4.- Determinación de proteinas por el método 

de Lowry (52,53). 

5.- Radioinmunoanálisis de Testosterona (44). 

6.- Radioinml.tnoanálisis de las Hormonas 

Estimulante del Foliculo (FSH) y 

Luteinizante (LH) (44). 

Apéndice 7.- Purificación de la hormona radiactiva 

('H)-T por cromatografia en columna (44). 

Apéndice s.- Iodación de las hon:ionas prote1cas(48,49,50). 

Apéndice 9.- Otención de una curva estándar (44,51,59). 

Apéndice 10.- Obtención del perfil de imprecisión del 

análisis (44,59). 

Apéndice 11.- Extracción de la hormona del plasma (44). 

Apéndice 12.- Preparación de muestras para un programa 

de control de calidad int'"rno t -H, 58, 59). 
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APENOICE No. 1 

PREPARACION lIB LQS M!CROCRIS're.Lf.;¡ fil; 

TESTOSTERONA Y IUHIDROSTESTO~,_ 

TESTOSTERONA 

( 17 B - hidroxi - 4 - androsten - 3 - ona ) 

Características: 

punto de fusion: 153-154ºC 

rotación: + 102 Diox. 

peso molecular: 288.4 

presentación: viales de 5 g 

PROCEDIMIENTO: 

Se pesaron 2, 600 rng de testosterona pura ( steraloids Inc. ) en una 

balanza analítica. Estos se fundieron en pequeññs cantidades a una 

temperatura entre 153-154 ·c, en un mortero de material 
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terr.1oestable, bajo corriente de nitrógeno para evitar procesos de 

oxidación. La fusión se logró en 10 !:.icgundo::. Inmediatamente 

c.lespués se n~cristalizV colocando el mortero en un bar1o de hielo 

seco-acetona a -22~c. 

Una vez recristalizada la testosterona, se pulvorizó parcialmente 

con un brazo de mortero y se tamizaron los microcristales hasta 

lograr el tamaño deseado ( 150 - 212 µm ). 

Sa-DIHIDROTESTOSTERONA 

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

características: 

punto de fusión: 180 - is1·c 

rotación: + 33 EtOH 

peso molecular: 290.5 

presentación: viales do 5 g 
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PROCEDIMIENTO 

Se pesaron 1,800 mg de dihidrotestosterona pura (Steraloids Inc.) 

en la balanza anal1tica y se procedió a fundirlos en pequeñas 

cantidades a temperatura entre 1ao-1a1·c. La fusión, 

recristalización, pulverización parcial y tamizado se hicieron de 

acuerdo a las condiciones establecidas ya para la testosterona. 

El equipo utilizado consistió en: 

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

- Flujo de nitrógeno. 

- Baño de hielo seco-acetona. 

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

- Tamices metálicos (Arthur H.Thomas co.), con rango de 500 

125 µro. 
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APENDICE No. 2 

OBTENCION l2E DQs. PREPhRADOS INYECTABLES Uf; 

~ ~ DIHIPRQTESTQSTEEONA 

PROCEDIMIENTO: 

Se prepararon dos homogeneizados conteniendo uno 2000 mg de 

testosterona microcristalizada y el otro 1000 mg de 5a­

dihidrotestosterona de tamaño entre 150 - 212 µm; 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 sus ti tui do con 5a­

dihidrotestosterona (B). 

Una vez preparada y empacada la formulación experimental, se 

enviaron las jeringas para su esterilización, según técnicas de 

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

.!lli.¡Qji A PROTEINAS PL/\SHATICAS. 

ESTA!IDARES: Testosterona y Dihidrotestosterona Control (Sigma) en 

su presentación cristalina normal. 

T y 5a-DHT microcristalizadas. 

SUERO: 

se obtuvo por centrifugación a 3000 rpm por 15 minutos do una 

muestra de 10 ml de sangre de un donador. 

HORMONAS MARC/\DAS: 

Obtenidas por medios comerciales, se utilizaron radionúclidos de 

('H)-DHT; ('H)-T; ('H)-F. 

CARBON Norit A' DEXTRAN T-70' SOLUCION llMORTIGUAOORA DE 

(o. 02H) ' SOLUCION AMORTIGUADORA T. G. (Preparadas 

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

PREP/\RACION DE REACTIVOS 

ESTANDARES: 

TRIS 

en el 

Dihidrotestosterona.- Se pesaron 10 mg de cristales de DHT 

control, se agregaron 10 rol de etanol pnra dar una concentración 

final de l mg/ml, y se le denominó Solución A. De la solución A, 

se tomaron 100 µl, que se evaporaron bajo corriente de nitrógeno, 

y se le agregaron 10 ml de etanol; quedando unn solución de 10 

ug/ml, solución B. 
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De la solución B, S<! tol!laron 11. 2 µl y so ugregaron 10 ml de 

etanol, para dar una concentración final de 38.82 pmol/ml, 

solución C. Siguiendo un procedimiento igual al anterior, se 

prepararon los estándares para DHT microcristalizada, Testosterona 

control y ~estosterona microcristalizada. 

SOLUCION T. G. Preparada con Trizma Base (Sigma) en 

concentración 0.02 M (2.42 g) y Glicerol (J.T. Baker) al 10 i. En 

un litro de agua desionizada con un pH de 7.4. 

CARBON Norit A - DEXTRAN (En concentración al 0.25%) 

carbón Norit A (Sigma) 250 mg 

Dextrán T-70 (OMS) 25 mg 

Preparado en 100 ml de solución T.G. 

PREPARACION DEL SUERO: 

Se preparó la solución de carbón-dextrán al 0.25 % y se centrifugó 

inmediatamente a 2500 rpm por 15 minutos para obtener la cantidad 

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

Se incubaron alícuotas del suero del donador, para unir a la 

globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG) con el botón 

del carbón resuspendido y se mantuvo a 4ºC con agitación continua 

por 1 h. Después se centrifugó, decantando el sobrenadante y 

tomando alicuotas de 200 µl del suero (sin carbón). 

67 



Esta metodología nos brindó una dilución del suero de 1 : 10, 

adecuada para obtener un 50 % de unión en el ensayo, que por 

valoraciones anteriores demostró ser la óptima para el desarrollo 

de esta prueba. 

MONTAJE DEL ENSAYO: Se incubaron las alicuotas del suero 

poniéndolas en equilibrio con concentraciones de l a 40 nM de 

('H)-T y ('11)-DHT durante 1 h a 4ºC, llevando la reacción a cabo 

en un volumen de o. 2 ml de la solución· TG. Al finalizar el periodo 

de incubación se añadieron 800 µl de la solución de carbón-dextrén 

al o. 25 % centrifugando las muestras inmediatamente a 2500 rpm 

por 15 min, y decantándolns en viales. La determinación del 

contenido de radiactividad en el sobrenadante (fracción unida) se 

realizó utilizando un espectrofotómetro de centelleo liquido 

Packard, así como Instagel como solución de centelleo. 

Las estimaciones de la unión no-especifica en cada muestra se 

determinaron en incubaciones paralelas conteniendo un exceso Molar 

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

DETERHIHACION o.E: PRQTEINAS B)B .EL HEl'QDQ DE LQHRY. 

REACTIVOS: 

AlblÚllina Sérica Bovina (ASB) 

(Sigll!a Chemical Co.) 

al 0.1% (enH,O). 

Ha,co, al 2 % + Na OH lN (9:1) Solución l 

Tartráto de Na y K al 2 % solución 2 

cuso, al l '/¡ solución 

Sol. l (1 ml) + sol. (1 ml). solución 4 

Sol. l (50 ml) + Sol. 4 (1 ml) Solución 5 

Fenol 1 H Solución 6 

MONTAJE DEL ENSAYO 

l.- se tomaron diferentes alicuotas del preparado de ASB al 0.1% 

(O.lmg/ml) de 100, so, 25, 12.s, 6.25, o µl en tuoos de 

ensayo, nUJnerados por duplicado, y se llevaron a un volumen 

final con agua destilada de 100 µl; lo que dió una 

concentración de: 0.1, o.os, 0.025, 0.0125, 0.00625 y o 

(Blanco) 1119/ml para la curva estándar. 

2. - Se tomaron muestras del extracto de los •órganos blanco" 

diluidas 1:50 en agua destilada en un volumen de 100 µl 

para el ensayo. 
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3. - A todas las mue::. tras se les agregó 1 ml de la Solución 5, 

dejando reposar la mezcla por 10 minutos bajo las condiciones 

del laboratorio. 

4. - Inmediatamente después se les agregaron 100 µl de la Solución 

6, incubándolas por 45 minen la oscuridad. Para después leer 

su Densidad Optica (O.O.) en un espectrofotómetro Beckman DU6 

a 660 nm. 

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

Densidad Optica de la ASB 0.1 i, r8alizando la conversión debida. 
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APENDICE NO. 5 

ll.ADIOINMUNOANAI.ISIS J.U; TESTOSTERQ.l!l:> Y .lllliIJlli.QTESTOSTERONA*. 

•Nota.- considerando que los Radioinmunoensayos para T y para DHT 

coinciden en muchos de los puntos de su metodologia, se puntualizó 

la metodologia básica a seguir para un RIA de T, indicando 

oportunamente aquellos puntos en los que difieren ambas técnicas. 

R!l/\CTIVOS: 

ANTISUEROS: 

Testosterona.- Proporcionado por la O.M.S. en forma 

liofilizada. 

Dihidrotestosterona.- Desarrollado contra 5-alfa-DHT-

15-CEMC-BSA•. 

ESTANflARES: 

Testosterona.- Proporcionado por la O.M.S. en forma 

etanólica. 

Dihidrotestosterona.- Obtenido de Steraloids Inc. 

HORMONAS MARCADAS: 

Obtenidas por medios comerciales. Los radionúclidos fueron 

marcados con ('H), teniendo las siguientes actividades 

especificas: 

1': ao - 105 Ci/mmol 

DHT: 51. 6 Ci/mmol. 
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CARBON VEGETAL, DEXTRAN T -70, GELNrINA, AGUA DEIONIZADA, SOLUCION 

AMORTIGUADORA •s• (preparado en el laboratorio), LIQUIDO DE 

CENTELLEO (preparado en el laboratorio), ETER DIETILICO. 

EQUIPO REQUERIDO: 

contador Beta (Packard TRI-CARB. 300); Pipetas manuales (para 

volúmenes de 50; 100; 200; 500 y 1000 µl). También un dispositivo 

para administrar 5 ml de éter; Tubos de ensayo de 10x75 mm 

gradillas; agitador vortex, cronómetro, centrífuga, campana de 

extracción, baño de agua, anaquel para solventes. 

PREPABACION DE LQS REACTIVOS: 

SOLUCION AMORTIGUADORA "S" 

Fosfato Monobásico anhidro (Nall,PO,) 2.35 g 

(Sigma) 

Fosfato dibásico anhidro (Na,HPO,) 11.6 g 

(J.T.Bnker Analized) 

Cloruro de Sodio (NaCl) 8.8 g 

(Sigma) 

Thimerosal (Merthiolate) 0.1 g 

(Sigma) 

Gelatina 1.0 g 

(Hercl<) 

Aforar a 1 litro en agua deionizada hervida. Debe de tenor un pll 

de 7. 2 - 7. 4. 
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Hl\RCADOR: 

SA toman 150 µ1 de la solución stock en un tubo y se evapora el 

solvente redisolviéndose en 15 ml de buffer de fosfatos. Para tener 

un total de 10 ooo cpm para el ensayo de T y 5 000 cpm para el 

ensayo de DHT. 

ANTISUERO: 

Se reconstituye el contenido do una botella de antisuero con 10 ml 

de solución 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 de PBS. 

CARBON-DEXTRAN (En concentración al 0.625 %): 

Carbón activado lavado (Sigma) 0.625 g 

Oextrán (O.M.S.) 0.0625 g 

Se disuelve el dextrán en 100 ml de amortiguador S y se añade 

el carbón veqatal. El amortiguador deba estar a 4'c, igual que en 

al momento de la adición. 

SOLUCION DE CENTELLEO: 

Alcohol etílico absoluto (J. T. Bnker Analized) 

Liquifldor (PPO-POPOP) (NEN Research Products) 

Tolueno (J. T. Baker Analizad) para aforar a 

21 ml 

42 ml 

1 l 

El mecanismo de acción de la solución de centelleo es: 
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l) Absorción de la energia nuclear por el solvente. 

2) Excitación del solvente. 

J) Transferencia de la energia del solvente al soluto. 

4) Emisión lwninosa por el soluto. 

Por consiguiente lo que se cuantifica es la luz. 

HOHXAJE QEL ENSAYO: 

PREPARACION DE MUESTRAS: 

1.- Se transfiere una alicuota de 0,5 ml de suero a tubos de 

ensayo con volumen de 10 - 15 rnl. 

2.- Agregar 5 ml de éter dietilico para la extracción. 

J,- A un último tubo so le agregan solamente los 5 ml de éter. 

Es te será el "blanco de éter". 

4.- Agitar en el vortex a cada tubo por un minuto, permitir que 

el éter se asiente. 

5.- se transfiere el éter a un tubo limpio para evaporarlo, 

colocando los tubos en una mezcla de "hielo seco" y acetona. 

La fase acuosa se congela y la capa de éter puede ser 

decantada. 

6.- Se evapora el éter llevando los tubos a un baño de agua. 

7 .- Cuando los extractos estén secos, so agregan 2 el de 

Amortiguador 0 s 11 a cada muestra. Se agitan en vortex, 

permitiendo que el amortiguador circunde todo el tubo, se 

incuba por 30 mJ.nut0s ('- 37•c, se ngitan nucv~raente los tubos 

por un minuto a teuperatura anbíente. 
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PREPAR.ACION DE ESTANDARES: 

1.- se reconstituye el residuo de 100 µl de solución etanólica, 

previamente evaporada, con 10 ml de amortiguador s. Se incuba 

a 4o•c por 30 minutos. Se mezcla vigorosamente y se enfría a 

4•c antes de usarse. Esta solución contiene T en una 

concentración de 2.5 nmol/l y es conocida como solución B. 

2.- Colocar en una gradilla 6 viales de 10 rol de capacidad, 

marcarlos del 1 al 6. 

J.- Usando la misma pipeta y punta, agregar cuidadosamente 5 ml 

de amortiguador a los 6 tubos. 

4.- continuando con la misma pipeta y punta, agregar 5 ml. de 

la solución 2.5 nmol/ml de T (solución B) al tubo No. l, 

mezclar cuidadosamente. 

s.- Usando nuevamente la misma pipeta y punta, agregar 

cuidadosamente 5 ml de la solución del tubo No. 1 al tubo 

No.2, mezclar éste cuidadosaaente y repetir la operación 

sucesivamente hasta completar los 5 tubos. 

6.- Agregar alicuotas por duplicado de 500 µl de los tubos de 

prueba directamente a los tubos de ensayo. 
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PREPARACION DE ESTANDARES PARA Dl!T: 

Se pesa 1 mg. del estándar de DHT fría ( Steraloids) y se lleva 

a un volumen de 10 ml de etanol absoluto, reactivo analítico y a 

partir de este stock, con concentración de 100 ¡•g/ml, se preparan 

diluciones de la curva estándar de 400, 200, so, 25 y 12.5 pg en 

100 µl. 

TUBOS PARA CUENTAS TOTALES: 

Se mezclan 100 µl de la dilución de trabajo de ('H)-T y 800 µl de 

amortiguador. A estos tubos no se les agrega la solución do 

carbón. Al tiempo de la separación, 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 continuará con el 

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

* Para DHT son: 100 µl de ('11)-DHT y 800 µl de amortiguador. 

TUBOS DE UllION NO-ESPECIFICA: 

Se utilizan 100 µl de la dilución de ('ll)-T y 600 µl de 

amortiguador. Estos tubos se llevan de manera normal hasta el fin 

del ensayo. 

* Para DHT: 100 µl ('H)-Dlff y 200 µl de amortiguador. 
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TUBOS DE UNIONES TOTALES (Bo): 

500 µl de amortiguador; 100 µl de marcador; 100 µl de antisuero. 

* DHT:lOO µl de amortiguador; 100 µl de ('H)-DH'l' y 100 µl de 

antisuero. 

ESTANDARES Y DESCOliOCIOOS: 

500 µl de la muestra o estándar; 100 µl de la hormona marcada y 

100 µl de antisuero. 

• DHT:lOO µ! de la muestra o estándar; 100µ1 de ('H)-DHT y 100 µl 

de antisuero. 

BLANCO: 

500 µl de amortiguador del éter procesado; 100 µl de marcador y 

100 µl de antisuero. 

* DHT: 100 µl de éter procesado, 100 µl de ('H)-DHT y 100 µl de 

antisuero. 

Después de los pasos anteriores se procede a la incubación de la 

T a 4 ·e durante 18-24 h: para separar la fracción libre de la 

unida, se hace mediante la adición de 200 µl de solución de 
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carbón-dextrán al 0.625 %. Se deja reposar por 30 minutos, se 

centrifuga a JODO rpm por media hora, se decanta, se le ngreqan 

ml de la solución de centelleo, 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 espectrofotómetro de centelleo líquido, 

calculándose los resultados mediante una interpolación a una curva 

estándar Logit vs. Log10. 

* La separación en la metodología para DHT se hace adicionando 

500µ1 de carbón vegetal al 1 %, se deja reposar 15 minutos, se 

centrifuga a 3000 rpm por 15 minutos, decantándose el sobrenndante 

y adicionando la solución de centelleo. 
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APENOICE No. 6 

ESTA 
SAUR 

TESIS 
DE tA 

EADIOINMUNOANALISIS l.lli LAS HORMONAS ESTIMULANTE .l2EL 

fQL.I.Q!JLQ i..ESlll 1 LUTEINIZAHTE .LJ.JU.*. 

~m DEBE 
BmUOTECA 

*De la misma manera que en el RIA de T y DHT, los 

radioinmunoensayos de FSH y Lll, coinciden en su mayoría, por lo 

cual, se señalaran solamente de manera oportuna aquellos puntos 

en los que difieran. 

REACTIVOS 

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 o.s ml en 2 % de NRS en amortiguador 

de fosfatos. 

ESTANOARES: 

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

LH: NIAODK-rLH-RP-2. Proporcionado en viales con 10/ug por vial, 

en forma liofilizada en 1 ml de de PBS, conteniendo 1 % de 

Albümina Sérica Bovina. 

79 



HORMONA MARCADA. 

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

liofilizada, 

mg/vial. 

en un vial de l ml conteniendo aprox. o .1 

LH: NIADDK-rLH-I-6, altamente purificada para iodación, 

liofilizada, aprox. 0.1 mg/vial. 

SEGUNDO ANTICUERPO. 

La separación de las fracciones libre y unida se hizo mediante la 

administración de un segundo anticuerpo, que es una 

inmunoglobulina especifica contra suero de conejo desarrollada en 

carnero, por el equipo de trabajo del Depto. de Biología de la 

Reproducción 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). 

EQUIPO REQUERIDO: 

Contador Gamma (Packard Auto-Gamma 500), Pipetas manuales (para 

volúmenes de 10, 50, 100, 200 y 500 ¡11) y una semiautomática para 

volúmnes de 100 y 200 µl), t11bo$ de ensayo de 10 x 75 mm, 

gradillas, vortex, centrífuga con regulador de temperatura a 4ºC, 

cojines para decantar, recipiente de deshechos r.:idiacti vos y 

aplicadores. 
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PREPARACION DE REACTIVOS 

"PBS" 0.05 H: 

Fosfato dibásico de sodio 

(J. T. Baker Analized) 

(Na,!IPO,) 

Fosfato monobásico de sodio (NaH,PO,)H,O 

(Sigma) 

Cloruro de sodio 

(Sigma) 

Azida de sodio 

(Fisher Scientific co.) 

(NaCl) 

(NaN,) 

11.6 g 

2.7 g 

17.6 g 

0.2 g 

Se lleva a un volumen final de 1 1 con agua desionizada y se 

ajusta a un pH de 7.4. 

"EDTA" O. 01 M: 

EDTA (ácido etilen-diamino-tetraacético) 

(Sigma) 

Hidróxido de sodio (NaOH) 

(J. T. Baker Analizad) 

3.36 g 

0.4 g 

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 0.01 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 µl en el 

amortiguador del ensayo. 

PRIMER ANTICUERPO: 

Se t·econstituye el contenido de un vial del stock en dilución 

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

• LH se resuspende en PBS 0.01 H. 

SEGUNDO ANTICUERPO: 

Se reconstituye el contenido de un vial de antisuero en un 

volumen final de 10 rnl en PBS 0.01 M. 

MONTAJE DEL ENSAYO: 

PREPARACION DE ESTANDARES: 

La hormona destinada para la curva estándar se diluye en PBS-GEL 

para llegar a concentraciones de 4, 10, 20, 30, 40, so, 120, 200, 

400 y 800 ng/ml. 

• Para LH la dilución se lleva a cabo con el amortiguador 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: 

s., ton;aron 100 µl de la horDona marcada con r"' ( FSH y lJI 

respectivamente). 

TUBOS DE UNION NO ESPECIFICA: 

conteniendo JOO µl del amortiguador del ensayo y 100 µl de la 

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

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

TUBOS DE UNIONES TOTALES (So) : 

300 µl del amortiguador del ensayo, 100 µl de la hormona marcada 

y 200 µl del antisuero especifico. 

* Para lJI son 100 µl del PBS-EDTA más 100 µl de la hormona marca 

y 200 µl del anticuerpo especifico. 

ESTANDARES: 

Se tomaron las cantidades necesarias para tener las 

concentraciones antes mencionadas y se completaron con el 

amortiguador del ensayo, para llegar a un volUiilen d~ 300 µl en el 

RIA de FSH y 100 µl en el de Ll!; más 100 µl de la hormona marcada 

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

Obtenidos de ratas macho castradas, se tomaron 25, 50, 100 y 200µ1 

para cada valor, respectivamente y se resuspendieron en el 

amortiguador del ensayo para completar un volumen do 300 µl; 100 

µl de hormona marcada y 200 µl del anticuerpo especifico. 

* Para LH, se toman 100, 50 y 25 µl y se llevan a 100 µl con el 

amortiguador del ensayo más 100 µl de hormona marcada y 200 µl de 

anticuerpo. 

MUESTRAS: 

150 µl del suero del animal y 150 µl del amortiguador del ensayo, 

para un volumen 300 µl, 100 µl de la hormona marcada y 200 µl de 

anticuerpo. 

Una vez mezclados todos los reactivo¡; se dejaron incubar a 

temperatura ambiente por 18-24 Hs. Transcurridas las cuales, se 

agregó el segundo anticuerpo en dilución 1: 10, incubándose a 

temperatura ambiente por 18-24 Hs. Al finalizar éstas, se 

agregaron ml. de agua fria para detener la reacción, 

centrifugándose a 3000 rpm/ 4"c. / 30 minutos. Se decantaron, 

secaron y contaron. 
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APENDICE No. 7 

PURIFICACION l2E LA TESTOSTERONA X DIHIDROTESTQSTERONA* 

RADIACTIVAS fQR CROMATQGRAFIA llli ~ 

•Nota.- Como se puntualizó en las metodologias anteriores para 

estas hormonas, ya que el procedimiento básico es el mismo, sólo 

se considerarán aquellos puntos relevantes para ('H)-D!IT. 

Procedimiento. - ('11)-Testosterona obtenida de Amersham International 

Limited, con una actividad especifica de 92 Ci/mmol (58.4 Ci/nmol 

para DHT), se sometió a cromatografía de elución en una columna 

de Sephadex Lll-20. Se pesaron 7 g de Sephadex LH-20, en un matraz 

Erlenmeyer se le adicionaron 100 ml de una mezcla de 

tolueno-metanol (benceno-etanol para DHT), (85:15 v/v), dejándose 

en reposo 24 h. Para empacar la columna se colocó fibra de vidrio 

corno soporte del Sephadex y se transfirió a una columna de 

cromatografía permitiendo que se sedimentara gradualmente. 

Aproximadamente 30 µCi de T fueron resuspendidos en ~. 5 rol de 

tolueno-metanol (benceno-etanol para D!IT) en un tubo cónico y 

colocados en la columna de cromatografia con una pipeta Pasteur. 

Posteriormente se eluyó con la misma mezcla y se colectaron 

fracciones de l. o rol, en un total de 25 muestras. De cada una de 

las fracciones se tomaron 10 µl y se determinó la radiactividad 

presente. Se seleccionó el número de alícuota que demostró tener 

el mayor número de cuentas por minuto y esa fracción se consideró 

como la porción más "pura 11 de la Testosterona radiactí va. La Figura 

15, muestra el perfil ti pico de purificación, para T y DHT. 
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PURIFICACION DE 3H-TESTOSTERONA 

cpm x 1000 160¡-
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80 

~o 

10 19 

FRACCION 
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PURIFICACION DE 3H-OIHIOROTESTOSTERONA 

10 10 
FRACCION 

Figura 16. Purlfleoclón do 3H-T y 311-DHT. 
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APENDICE No. e 

El método consiste en mezclar los siguientes reactivos 

en el orden en que aqui aparecen: 

1) 5 µg de hormona en 50 µl de PBS 0.01 M con pH do 7.4 

2) 10 µl de "'I (equivalentes a 1 mCi). 

3) 15 µl de Cloramina T (a razón de 5 mg/3 ml de PBS 0.01 M) por 

30 s con agitación en vortex. 

4) 50 µl de Metabisulfito de sodio (15 mg/ 5 ml de PBS 0.01 M), 

para finalizar la reacción, agitando en vortex por 10 seg. 

Terminada la reacción, se separó la hormona marcada del "'I no 

reaccionante por medio de cromatografía por exclusión, empleando 

una columna de Sephadex G-100 (Pharmacia Fine Chemicals A.O.). La 

mezcla, hormona marcada y yodo libre, se colocó sobre la 

superficie de la columna de cromatografía con pipeta Pasteur y se 

eluyó con PBS 0.01 M, pH 7.0, conteniendo 0.1 % de albúmina sérica 

bovina (ASB, Sigma Chemical Co. E.U.A.) y 0.02 % de azida de 

sodio. Durante la cromatografía se recolectaron 30 fracciones 

de 0.5 ml en tUbos de 10 x 75 lllll que contenían 200 µl de PBS-BSA 

al 5 % • A cada una de éstas se les determinó el contenido de 

radiaci tvidad en un contador para radiaciones gamma durante 15 

segundos. La hormona marcada se colectó en las fracciones 9 a 10. 

De estas fracciones, se obtuvó una wezcla de donde se tomaron 

alícuotas de 100 µl que se guardaron a -2o•c hasta el momento del 

radioinmunoanálisis. En la Figura 16, podemos observar un perfil 

típico de iodación para estas hormonas. 
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IODACION DE FSH 
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Figura 16. Perfil de lodación para FSH y LH. 
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APENDICE No. 9 

OBTEHCIOH DE llliA ~ ESXAHDAR. 

Las diferentes concentraciones de los estándares fueron preparadas 

por doble dilución a partir de una solución concentrada de 

Testosterona con 24 nmol/l. 

Una vez preparados los diferentes estándares se añadió a cada una 

de las diferentes diluciones la misma cantidad de 'H-T purificada 

(10,000 cpm) y un volumen constante de antisuero previamente 

caracterizado. Se permitió que lleqara al equilibrio la reacción 

por incubación a 4°C durante 18 h; se separó la fracción de T 

libre del suero adicionando una suspensión de carbón-dextrán, 

centrifugando y decantándoles después. Se contó la radiactividad 

presente en la fracción de la ('H)-T unida al antisuero y se 

construyeron diferentes gráficas. La Figura 17 muestra una curva 

estándar normal para los ensayos de T, 5a-DHT, LH y PSI!. 

La evaluación de la curva Dosis-Respuesta se realizó de acuerdo 

a los criterios ya establecidos de precisión, reproducibilidad, 

linearidad y correlación. 

Se analizaron las siguientes representaciones gráficas: 

a) Aritmética Dosis / cpm 

Dosis / % Unión 
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donde % Unión 

UT 

UNE 

(X) 

b) Semilogaritmica 

c) Logit / Log 

donde: y 

CPM (X) - CPM (UNE) 

CPM (UT) - CPM (UNE) 

Unión total 

Unión no especifica 

X 100 

Unión a cualquier dosis 

Log dosis / % Unión 

Lag dosis / Logit Unión 

% Unión 

y 
Logit y Ln 

100 - y 

Siendo la representación Logit / Log la que se seleccionó para la 

interpretación de todas las curvas generadas (44). 
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APENOICE No. 10 

OBTE}!CIOH Ill:L fEIU:I.L D.& IHPRECISION D.&L ANALISIS. 

La forma más accesible en que se obtiene manualmente el Perfil 

de Imprecisión 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 

Imprecisión para los Radioinmunoanálisis de las distintas hormonas 

empleadas en el presente estudio y en que puntos, éstas tienen una 

precisión aceptable, es decir un coeficiente de variación (C.V.) 

del 10 %. 



PERFIL DE IMPRECISION DEL RIA DE 
TESTOSTERONA 

e 
o 
E 

~ "I e 

~ 'ºl. ,. 
1 

~ 10j 
~ 1 

~ :1 ... 1ij,8 311.1:1 71il,2 1&8.'4 :Jt8.6 

LOGARITMO DE LA DOSIS 

PERFIL DE IMPRECISION DEL RIA DE FSH 

m ro ~ w ~ ~ ~ ~ ~ 

LOGARITMO DE LA DOSIS 

e 
o 
E 
F 
1 
e 
1 
E 
N 
T 

PERFIL DE IMPAECISION DEL RIA DE 
Sd-DIHIDAOTESTOSTERONA 

12.11 2G 60 100 200 

LOGARITMO DE LA DOSIS 
•oo 

PERFIL DE IMPRECISION DEL RIA DE LH 

E 18 

V 12 
A 
R 
1 
A 
e 
1 
o 
N 

31.2 e2.5 12& 2&o aoo 

LOGARITMO DE LA DOSIS 
1000 

Figura 18. Perfil de lmprecie16n para cada RIA. 

M 

"' 



APEl!DICE No. 11 

EX'l'MCC I Oti Llli LA ll.QfillQHf. ( TESTOSTEROHA l IIBL El.l\Slli\!:, 

La forma como se controló el proceso y la eficiencia de la 

extración fué agregando a un "pool" de plasma humano, 

testosterona marcada con tritio a razón de aproximadamente 5000 

cpm/ml. A un volumen del plasma se le adicionaron 10 vol. do éter 

dietílico frío y se agitó en vortex por 1 minuto. Una vez 

separadas las fasos se congeló la fase acuosa, empleando un baño 

de acetona y anhídrido carbónico. El éter se decantó y evaporó a 

sequedad en una campana de extracción b4jo corriente de nitrógeno. 

El extracto seco se resuspendió en 2 al de buffer de fosfatos 

salino o .1 M, pH 7. 2 y se contó la radlacti vi dad recuperada 

empleando una mezcla de centelladores en tolueno. 

El resultado de 3 experimentos practicados en días diferentes se 

expresa en la Tabla 15: 

TABLA 15 ; RESULTADOS DE !.AS PR\!RDAS DE REC!JPEllhCIOH, 

Experimento Muestras % Recuperación c.v. % 

l 

2 

30 

30 

30 

93 + 6 

91 + 4 

95 + 3 

6.4 

4.2 

3.1 

En todos los experimentos llevados a cabo, la recuperación de la 

Testosterona radiactiva adicionada al plasma fue siempre superior 

a un 90 % lo que demuestra que el proceso os eficiente y 

reproducible. 

Cl procedimiento se aplicó también a DHT , 
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APl!:llDICE No. 12 

PREPABACIQH IIB lllif&rlW.i EM!A mí ~ m; ~ llE 

i::ALI!lAI! nw:IillQ 

Para evaluar la precisión y la reproducibilidad 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. 

Para tal efecto se colectaron los residuos de suero de las 

muestras procesadas en el laboratorio central de Endocrinologia 

del IllNSZ, se mezclaron y se hicieron cuantificaciones por 

radioinmunoanálisis de cada lote. Una vez obtenidos los valores 

promedio, se aqreqó la cantidad de hormona necesaria para obtener 

el valor deseado de cada lote. x - n, los valores obtenidos 

fueron los siguientes: 

control de Calidad Bajo 

Control de Calidad Medio 

control de calidad Alto 

o. 21 nmol/l 

o. 97 nmol/l 

2.02 nmol/l 

La reproducibilidad de los datos obtenidos se evaluó calculando 

el coeficiente de variación intra e inter-análisis. 

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 16: 

TABLA 16: RESULTADQ DE LA VABIACIQH IllTRA E INTEBA.llALIS DE LQS PCC. 

PCC Bajo 

PCC Medio 

PCC Alto 

% De Variación 
Intra-análisis Inter-análisis 

7.33 11.04 

2.25 3.51 

5.17 6.98 
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