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1.- INTRODUCCION

Los estudios realizados entre 1978-1985 en' aproximadamente
7250 parejas estériles en diversas regiones del mundo,empleando
como instrumento de evaluacién el protocolo para el estudio
integral de la pareja estéril propuesto por la OMS,sefialan que en
el 45% de estas parejas la esterilidad es atribuible al factor
masculino, este y otros estudios han permitido clasificar la
esterilidad masculina en 3 grupos:

1.- Factor pretesticular : Alteraciones hipotélamo-hipofisiarias.
2.~ Factor testicular: Alteraciones genéticas y /o adquiridas que
afectan total o parcialmente la génada.

3.- Factor postesticular: Alteraciones o ausencia de los conductos
eferentes u obstrucci6én de los mismos, asi como también
infecciones,alteraciones inmunolégicas y trastornos eyaculatorios.

Estos factores dan como resultado  alteraciones . en el
ntimero, morfologia, metabolismo y capacidad fertilizante de los
espermatozoides (1 , 2), pudiéndose presentar una o més de éstos
simulténeamente.

De acuerdo a estas alteraciones se clasiffca de manera mas

especifica la esterilidad.



céme :0lig permiaz acién espermética baja <20x10
cél/ml
Teratozoospermia:morfologia anormal > 60%
Astenozoospermia:movilidad disminuida < 40%
Y las posibles combinaciones de éstas como es la
oligoastenozoospermia: concentracién baja y movilidad disminuida
(3).

La oligoastenozoopermia idiopética constituye la causa més
frecuente de esterilidad masculina, los sujetos que la presentan
tiene alteraciones en el nGmero y movilidad espermiticas. por otra
parte los anélisis  hormonales convencionales como el
radioinmuncensayo (RIA) no detectan alteraciones aparentes del
sistema hipot&lamo-hipéfisia-teSticulo,de aqui que se le denomine
idiopatica o inexplicable (15,16) . Sin embargo, ain cuando los
niveles hormonales basales de estos pacientes son similares a los
de sujetos fértiles , se requiere profundizar en el estudio de la
liberacién pulsatil de las gonadotrofinas , ya que este modo de
liberaci6n es una caracteristica fisiolé6gica necesaria para que se
lleve a cabo de manera adecuada la espermatogénesis (4,5) . Ademas
en estos pacientes resulta de suma importancia la determinacién de
la actividad biol6gica de las hormonas hipofisiarias ya que pueden
existir alteraciones significativas en este parémetro cuando se
comparan con los valores de los sujetos sanos.

£l propésito de este estudio, es contribuir a encontrar la causa

de esta enfermedad, por lo que este estudio tiene como <finalidad



elucidar una entidad de la cual,no se tiene mucho conocimiento,como
es la oligoastenozoospermia idiopdtica , pués hasta ahora el

pronéstico y tratamiento de la esterilidad masculina de  esta
naturaleza son limitados , con este estudio se pretende una mejor
comprensién de los mecanismos que regulan el funcionamiento del eje
hipot4lamo-hip6fisis-testiculo ofreciendo mejores perspectivas para

los pacientes.



2.~ GLOSARIO

FSH vessesasssssssHormona foliculo estimulante

LH tedsesessss... Hormona luteinizante

GnRH +i..ess0se0....Hormona liberadora de gonadotropinas
TSH sessasesesssss Hormona estimuladora de tiroides

hcG sesssssessresssHormona gonadotropina coriénica

T svissesssesar.Testosterona

E2 etssessacssaas BEatradiol

CPM viisseseessessCUentas por minuto

xg Vesessssessssstantas veces la gravedad de la tierra
MIX teesesesesassss3-isobutil~ 1 metil xantina
PBS viesesserassscamortiguador de fosfatos

RIA tesesserecssssradioinmunoandlisis

NIDDR-hLH-1-3 .......nombre comercial est&ndar de LH,potencia
biol6gica 5900 UI/mg

OMS tesssscaasaess.Organizacién Mundial de la salud

ABP vitesssnsesess.Proteina de unién de andrégenos



3.~ OBJETIVOS

Objetivo General :

Estudiar las caracteristicas de la secrecién pulsétil de la
hormona LH biocactiva en un grupo de varones con oligoastenozoosper-

-mia idiop&tica.

Objetivos Especificos :

1.~ Determinar la concentracién de LH bioactiva en 72 muestras de
suero obtenidas durante 12 horas en un grupc de varones con

oligoactenozoospermia idiopdtica.

2.~ En este grupo analizar la respuesta de la hip6fisis ante un
estimulo exégeno con hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)

en términos de la liberacién de LH bioactiva,

3.~ Realizar los mismos estudios(puntos 1,2) en un grupo‘de varones

sanos con el propésito de comparar los resultados de ambos gi’:upos.



4.~ HIPOTESIS

1.~ ta pulsatilidad de 1la secrecién de LH bicactiva es diferente
entre varones fértiles y los varones estériles con oligoastenczoo-

spermia idiopé4tica.

2.~ El estimulo exdgeno con GnRH provoca una respuesta distinta en
ambos grupos de pacientes , en cuanto a la secrecién puls&til de

LH biocactiva.



§.- MARCO TEORICO
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5.2- Regulacién hipotalémica de la
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5.9~ Patoldgla



5.1 - Generalidades

Las dos principales funciones del eje hipotélamo-hip6fisis—
testiculo en el hombre son la de producir hormonas esteroides que
determinan las caracteristicas sexuales secundarias y la producién
de gametos sanos.lLas dos actividades principales del testiculo son:
biosintesis de andrégenos en las células de Leydig y la
espermatogénesis que se lleva acabo en los tGbulos seminfiferos. El
hipotdlamo y 1la hip6fisis participan en la regulacitén de estas
funciones por medio de la secrecién de GnRH y las gonadotropinas
{ LI Y FSH) respectivamente. Por lo tanto para -comprender la
fisiologia reproductiva del hombre es necesario examinar el eje
hipotélamo-hip6fisis-testiculo tanto de forma individual como en
conjunto.

El estudioc de la fisiologfa reproductiva es complejo por lo gue
es necesario utilizar herramientas cada vez m&s sofisticadas. Actu-
—almente se usan ensayos biloldgicos para LR y hCG en suero empleado
células interaticiaies de rata (in vitro), que gon altamente sensi-
-bles a gonadotropinas Q responden produciendo testostercna, cuando
se incuban con baja concentracién de LH y hCG. Estos bioénsayos
permiten medir la actividad biol6gica de LH circulante en suero

bajo cualquier circunstacia fisiol6gica.Por lo tanto la combinacién



de bicensayoc y RIA permiten el célculo de relaciones de bioactividad
e inmunoactividad que son de utilidad para detectar cualquier -
cambio que se asocie a alguna patalogia en el eje hipotdlamo—

~hipéfiesis-testiculo.



5.2 - Regulaci6n hipotaldmica de la hip6fisis

El hipotdlamo es el componente neural que regula la secrecién
de las gl&ndulas endocrinas y a su vez es regulado por éstas. El
hipotélamo libera , entre otras a la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), éste es un decapéptido, que es sintetlzado
en neuronas del 4rea predptica del hipotédlamo medio y liberadc en
la eminencia media , en donde pasa a la sangre del sistema portal
hipot&lamo/hipofisiario y 1llega a la hip6fisis (ver fiqura 4). El
GnRH estimula tanto la liberacién de la LH como la de la FSH. Esta
acecién se logra mediante su unién a receptores especificos de alta
afinidad, localizadas sobre las membranas plasmdticas de las células
gonadotr6pas de la hipé6fisis.

La secrecién del GnRH es puls4til lo que es indispensable para
mantener la secrecién de las células blanco.

Este decapéptido es liberado hacia la circulacién portal en .
pulsos que ocurren cada 70 a 90 minutos (20).Sin embargo -tanto la
frecuencia como la émplitud de los pulsos dependen de las
condiciones fisiol6gicas . El efecto de un pulso de GnRH en la"
hip6fisis condiciona la respuesta a un segundo pulso.

En estudios (in vivo) han demostrado que la respuesta de LH en
una segunda inyeccién de GnRH con intervalo de 1 horé as mayor que

la primera (25).
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El GnRH tiene en la sangre una vida media corta estimada en
aproximadamente 2 a 5 minutos. Por lo tanto,la hipéfisis estd expu-—
~esta a altas concentracioneﬁ de GnRH por periodos cortos de
tiempo.

El patrén pulsdtil de la liberacién de GnRH es esencial en la
regulacién de la secrecién de PSH y LH. Mientras que la exposicién
constante a GnRH resulta paradéjicamente en efectos inhibitorios
en la secrecién de gonadotropinas (20).

El GnRH como sus andlogos han sido usados tanto para promover
como inhibir la fertilidad tanto en el hombre como en la mujer.Los
anilogos tienen la capacidad de unirse al receptor y producir la
respuesta bioquimica,mientras los antagonistas se unen al receptor,
pero no producen respuesta biogufmica. -

La manera en que estrégenos y testosterona regulan la respuesta
de GnRH todavia no esta definida, ha sido dificil identificar

el sitio de producci6én de GnRH (25).

11
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5.2.1 ~ Mecanismos de accién de GnRH

La accién del GnRH en la hip6fisis tiene por la unién de
éste a receptores especificos de la membrana de las células
gonadotropas (ver figura 9).

La unién del GnRH induce la agregaci6én del receptor lo cuai
provoca 1 ( La entrada de Ca2 + 2) y la unién del complejo GnRH-
receptor a la proteina de la membrana Gs. Esto Gltimo induce la
actividad enzimadtica de la fosfolipasa"C*(PLC) que a Bu vez provoca
la hidrélisis del fosfatidilinositol de la membrana (PIP2) para
formar los segundos mensajeros fosfatidilinositol trifosfato (IP3)
y el diacil glicerol (DAG).

El DAG activa a la proteina cinasa c (PK-C) que a su vez regula
la sintesis de las gonadotropinas y su glucosilacién.También induce
la formacién de mas receptores a GnRH "up reguiacicn®.

El IP3 moviliza el Ca2+ intracelular y abre los canales de Ca2+

El aumento del Ca2 + intracelular induce 1la salida de las

gonadotropinas preformadas.

IZ
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5.3 - Relacién estructura-funcién de las gonadotropinas

Este grupo de hormonas protéicas LH,FSH asl como la hCG tienen
en comin dos cadenas aminodcidos denominadas cadenas alfa y beta
asociadas de manera no covalente. Las cadenas alfa de estas
proteinas contienen 92 aminodeidos,cuya secuencia es idéntica para
las tres hormonas. Las diferencias sustanciales existen en sus
regpectivas cadenas beta,las cuales tienen distintas secuencias de
aminodcidos que las distinguen una de otra (20).

Estudios indican gque las subundidades o de las glicoproteinas
que son idénticas en las especies tienen mucha importancia en
cuanto a unién y accién biol6gica y que las subunidades B éirveﬁ -
principalmente para inducir cambios conformacionales de las sub-—
unidades o« y para dar especificidad a cada hormona,para su interac

- —cién con el receptor (24).

Por su contenido de carbohidratos (20%) estas proteinas se
conocen como glucoproteinas, (20) los grupos de carbohidrétos estén
presentes en lugaree especificos en cada subunidad y sor importan~
-tes en la accién bioldgica y metabdlica (25)., La subunidad beta de
La. LH contiene un grupo de oligoaacétidoé tnidos en forma éovalante
a estos aminodcidos.

Debido a la presencia de cinco pares de uniones disulfuro en

las subunidades alfa y seis pares en las subunidades beta , las

13



hormonas gonadotrépicas son marcadamente globulares . La alteracién
de estas uniones por oxidacién con &cido perférmico o sau reduccién
con agentes como el ditiotreitol, impide tanto la uni6én a loe
receptores especificos como la expresén de su actividad bioldgica
(20).

La LH es la més estable de las glicoproteinas y su estructura
y funcién ha sido la mds analizadas, el peso molecular de la LH es
aproximadamente 28000 y de la FSH es 33000 y el peso molecular de
la subunidad es 14000. La diferencia en sus pesos moleculares se ——
debe a la heterogeneidad de los grupcs de carbohidratos y a los
aminodcidos.

La composicién de los carbohidratos determina el punto igoeléc-—
-trico,los grupos de carbohidratos que tienen la LH son: manosa,ga—
-lactosa, fucosa,glucosamina,N acetilgalactosamina y dcido sidlico,
En general las formas alcalinas de LH tienen mayor actividad bicls
-gica en. bioensayos. (in vitro) pero también son degradadas mas
rdpido de la circulacién.Las isoformas més dcidas son menos activas
(in vitre) , pero también son mis lentas en su degradacién y acti-
-vidad (in vivo}.

El tiempo de las glicoprotefnas en la circulacién es influenci-
~ada por su contenido de dcido sidlico y es de mds tiempo para
aquellas con més dcidos sidlicos.

Después de una desializacién enzimdtica,la mayoria de las glico-
-protefnas son répidamente eliminadas de la circulacién por el

higado.
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Se ha visto que la LH y la FSH retienen su afinidad de unidn a
receptores después de haber sido retirados sus carbohidratos pero
su habilidad para estimular la adenilciclasa ee ve disminuida (25).

La actividad de las glicoproteinas no se debe sélo a la confor-
-macién de una subunidad, sino que las dos subunidades preatan

actividad biolégica (26).
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5.4,~ Mecanismos de ac¢clén de las gonadotrinas hipofisiarias

Las hormonas de naturaleza protéica (LH y FSH), producto de la
sintesis y la secrecién de la gléndula hipofisiaria ejercen sus
efectos en el teaticulo mediante su unidén a receptores especificos
localizados en la membrana celular de la célula de Leydig,mecanismo
que constituye el primero de una serie de eventos que son
necesarios para la expresion biolégica a nivel celular.

Durante la pubertad, el sistema endécrine es de suma importancia
en la induccién de las caracteristicas propias del sexo , finalided
que requiere de la instalacién de mecanismos finos de regulacién
entre la glandula hipofisiaria y las goénadas. Las gonadotropinas
hipofisiarias (LH y FSH ) representan, en ambos sexos, el principal
estimulo para el desempefio de las funciones de la génada.

En la membrana plasmitica de las células de Leydig 8e han
demostrado receptores a la LH (20).

El hecho de que ocupen sé6lo un pegquefio porcentaje de los
receptores de LH en la célula de Leydig es adecuada para producir
una respuesta completa. Este fenémeno se observé al incubar
testiculo y células de Leydig pero también se aplica in vivo y
puede que se aplique a una accién normal de hormonas peptidicas.La
presencia de tal exceso de receptores de LH en la superficie de la

célula de Leydig tiene como funcién aumentar la sensibilidad a la

16



respuesta celular a bajas concentraciones de gonadotropinas. Ademds
eirven también como reservas de receptores ya que un gran nimero
son internados y degradados después de la unién hormona-receptor
(25).

La sefial bioguimica generada;y secundaria a la formacién del
complejo hormona~receptor ae traduce generalmente en la estimula-
~cién de la adenileiclasa y en la acumulacién de AMP ciclico
intracelular (20) (ver figura 5).

La enzima adenilciclasa es la feaponsable de la formacién de
AMP ciclico, en este proceso participan dos tipos de proteinas N :
una estimuladora Ne y una inhibidora Ni,las cuales se unen a dos
tipos de receptores especificos (ver figura 6). La proteina
estimuladora o Ns se une al receptor conocido como Rs, mientras gque
la Ni Be une al receptor Ri. El Mg y GTP son necesarios para la
transformacién de la molécula N a su forma activa. La unién de una
molécula con el receptor Re induce un camblo conformacional en éste
tltimo , que le permite interactuar con la proteina adyacente Ng
sensibilizdndola al GTP que proviene del interior de la célula. La
unién del! GTP a la proteina Ne induce en ésta un cambio
conformacional que activa a la enzima responsable de la formacién
del AMP cfclico, la adenilciclasa. La actividad del complejo Ns
GTP termina con la hidrélisis del GTP por la enzima GTPasa.

En el caso de la unién de una hormona a los receptores
denominados Ri induce una nueva conformacién de la protena Ni que
también se activa al unirse al GTP pero en este caso se inhibe la

enzima adenilciclasa (19). L
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La concentracién de AMP ciclico intracelular es de aproximada-

6 M ésta aumenta en respuesta al estimulo hormonal y dis

-mente 10
-minuye por efecto de enzimas denominadas fosfodiesterasas ( 3'5°'
ciclico 5' nucleético hidrolasas ) que hidrolizan el enlace éster
de la posicién 3',formado 5' monosfosfato (5'AMP). La fosfodiestera
-84 es estimulada por iones calcio produciendo la hidrélisis  del
AMP ciclico .La fosfodiesterasa se inhibe por un grupo de moléculas
(xantinas) naturales como son el caso de la teofilina y la cafeina
y algunas sintéticas como MIX. Estos alcaloides prolongan la
actividad del APM ciclico al disminuir su hidrélisis (20).

Una vez formado,el AMP ciclico internaciona con la enzima protef-
na cinasa presente en el citoplasma. La cinasa esté formada por dos
subunidades diméricas una reguladora y una catalitica (19).La unién
del AMP ciclico a éstas provoca la disociacién del las 2 subunida-
des. La subunidad catalitica es la responsable de los mecanismos de
fosforilaci6én de las protefnas celulares,sus acciones inmediatas
son: Transporte de iones, metabolismo de carbohidratos y esterodogé
~neeis y sus acciones posteriores son: sintesis de RNA y protefnas,
crecimiento celular, sintesis de DNA y divieién celular.En el testi
~culo, una de las acciones de las proteinas cinasas dependientes
del AMP cfclice es la estimulacién de la actividad de ciertas enzi-
~mas,como las hidrolasas de los ésteres del colesterol libre que

son utilizadas en la bilosintesis de la testosterona.
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5.5.- Testiculo

Los testfculos estdn localizados fuera de la cavidad abdominal en
el escroto el cual no s6lo sirve de protector sino también ayuda a
mantener la temperatura testicular 2°C por debajo de la temperatu-
-ra abdominal. Tres membranas comprenden 1la céapsula testicular a)
Tanica wvaginalis b) Tdnica albuginea ¢) Tanica vasculosa . La
extengién de la tunica albuginea en los testiculos a manera de septo
fibroso resulta en la formacién de aproximadamente 250 lébulos pirg
midales en donde cada uno contiene enrollados tudbulos seminiferos.
Estas estructuras constituyen del 80 al 90 de la masa testicular .
Los tibulos seminiferos ademés de ser la parte m&s voluminosa de
los testiculos son responsables de la produccién de aproximadamente
30 millones de espermatozoides por dia durante la vida reproductiva

del hombre.
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5.5.1.~ Estructura de los tubos seminiferos

Las células de Leydig, vasos sanguineos y linfdticos, nervios y
fibroblastos estan dispersos entre los tGbulos seminiferos (19)
{(ver figura 3).

Los  tidbulos seminfferos contienen gran nGmero de células
germinales pequefias denominadas espermatogonias, situadas en dos o
tres capas a lo largo del borde externo del epitelio tubular.

Durante la primera etapa de la espermatogénesis las easpermatogo-—
nias primitivas, localizadas inmediatamente junto a la membrana
basal, se dividen para formar células alge mds diferenciadas , las
espermatogonias del tipo B.Después de varias divisiones adicionales
estas células acaban por producir espermatocitos primarios de gran
tamafio,que son los precursores de los espermatozoides.Durante vari-
as semanas cada espermatocito primario se divide para formar dos
espermatocitos eecundarios , que después se dividen de nuevo para
formar cuatro espermdtides. Cada una de ellas cambia poco a poco
durante las semanas siguientes hasta convertirse en un espermato-
zoide (via mitosis). Cuando se divide cada espermatocito primario
para formar dos espermatocitos secundarios, la divisién celular no
es del tipo ordinario (mitosis), sino que se divide por meiosis

quedando 23 cromosomas impares en cada espermatocito secundario.
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A continuacién, al dividirse cada espermatocito secundario para
formar dos espermitides,se reproduce ahora cada cromosoma impar, y
cada uno de los cromosomas nuevos pasa hacia una esperm&tide secun-
daria.Por tanto, cada espermitide retiene un juego completo de 23
cromosomas impares, a este proceso se le conoce como meioeis, El
intervalo desde el principio de la espermatogénesis hasta la libe-
racién de espermatozoides maduros en el lumen tubular es de aproxi-
madamente 74 dias (18).

Los tubulos seminiferos en el adulto tienen un promedio de 165 um
de dismetro estén compuestos por células de Sertoli y células
germinales, Las células de Sertoll estén en la base de la membrana
y forman uniones con otras células de Sertoli.Estas uniones impiden
el paso de protefnas del espacio intersticial al lumen de los
tibulos sgeminiferos estableciendo una barrera . Las células de
Sertoli rodean a las células germinales en desarrollo y proveen a
estas un ambiente esencial para su diferenciacién. Se ha observado
que las células de Sertoli son las responsables del movimiento de
las células germinales desde la base del tdbulo hasta cerca del
lumen para la liberacién de espermatozoides maduros,también activan
la fogocitosis de células dafiadas.

Ante la respuesta a la FSH , las células de Sertoli secretan ABP
que.es una protefna con gran afinidad por los andrégencs.Por lo que
provee una alta concentracién de testosterona en el lumen tubular,
lo cual es necesario para que se lleve acabo de manera adecuada el

proceso de espermatogénesis.
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Los  espermatozoides son transportados a través de los ductos
eferentes a un 86lo tubo , el epididimo por presién de f£luidos
testiculares , movilidad ciliar y contraciém de 1los ductos
eferentes, durante los aproximadamente 12 dias que requiere para -
transitar a través del epididimo , el espermatozoide sufre cambios
morfolégicos y funcionales esenciales que le confieren la capacidad
para fertilizar el &vulo . El espermatozoide almacenado en el
epidfdimo entra a los conductos deferéntes, cuya longitud es de 35—
50 cm y por movimientos peristélticos empuja el contenido dentre
del ducto eyaculatorio.Los ductos eyaculatorios reciben £luidos que
provienen de las vesiculas seminales y contienen sustancias como .
aziicares , proteinas y minerales (19). Estos ductos terminan en la
uretra los espermatozoides que llegan a este punto no estéan listos
para fecundar , necesitan un cambio que ocurre en el aparato
reproductor femenino en donde adquiere la capacidad fertilizante
{capacitacién) (25}.

(ver figura 3) Las células de Leydig que se encuentran en las
dreas intersticiales rodeando a los ttbulos seminiferos cuya
caracteristica de diferenciaci6n con otras células son Bus
inclusiones de lipidos (&ésteres del colesterol que son fuente para
la biosintesis de esteroides)al ser estimuladas por 1la LH secretan
testosterona que es de importancia en la espermatogénesis,

Existen 3 esteroides de gran importancia en el testiculo que
son : testosterona, dihidrotestosterona y estradiol.

La  testosterona es necesaria para que se lleve acabo ‘la
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espermatogénesis ademds de proveer las caracteristicas sexuales
masculinas.

La dihidrostestosterona fomenta la espermatogénesis ademds de
ser m&s activa que la testosterona.

El estradiol se debe a la transformacién periférica de la
testosterna y sélo el 10% esde origen testicular , ademéds de ser
clave en el control de retroalimentacién de esteroides en el

hipotélamo (19).
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5.6.- Caracteristicas morfolégicas de las células esteroidogénicas

Las células de Leydig se originan a partir de células del
mesénquina y Be les encuentra en el tejido intersticial que rodea
a los tibulos seminiferos.

Las células de Leydig son poligonales , de ndcleo grande y
ovoide , en el que se éncuentran uno o dos nucleolos prominentes.El
hallazgo estructu;al més importante en la ultraestructura de la
célula de Leydig es el abundante reticulo endoplésmico liso ,lo que
es caracteristico de las células esteroidogénicas.

Lag células de Leydig permiten la secrecién aproximada de 10,800
méleculas de testosterona por segundo.

Las mitocondrias de las células de Leydig del humano y del
roedor son de tamafio moderado , contienen - ldminas ' y cisternas
tubulares caracteristicas de las células productoras de estercides.

Otro dato estructural caracteristico de las células productoras
de esteroides es la presencia de cuerpos o gotas de lipidos.

Las inclusiones de lipidos corresponden a ésteres de colesterol
que al ser hidrolizados por esterasas solubles , son fueﬁte de
colesterol libre para la biosintesis de estercides.

En el humano , cerca del 95 % de la testosterona circulante

proviene de las células de Leydig (20).
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5.7.~ Biosintesis de testosterona

La biosintesis de novo de los andrégenos ,como la de todas las
hormonas esteroides , se inicla a partir de acetato y utiliza
invarjablemente el colesterol como intermediario aunque debe
peflalarse que los drganos esteroidogénicos, que son los sustratos
anatémicoa’ en la biosinteais de andrégenos, tienen ademds la
capacidad de utilizar el colesterol circulante como precusor en
la formacién de hormonas con actividad androgénica.

El primer paso en la ruta de biosintesis de los andrégenos lo
constituye la conversién, a nivel mitocondrial de colesterol o
pregnenolona , que tiene como paso limitante la hidroxilacién
enzimética en C-20 (configuracién a). Como ya se menciond , este
paso limitante es selectivamente activado en el testiculo del
adulto por la LH de la hipéfieis anterior , mientras que durante la
vida embrionaria es activada per la  hCG de origen
trofobldstico, Aunque diferentes desde el punto de vista quimico e
inmunolégico, ambas hormonas glicoprotéicas tienen un modo idéntico
de accién, el cual es mediado por un receptor con gran afinidad
para LH y /o hCG, 1localizados en la membrana plasmitica de las
célulag productoras de andrégenos.

La biotransformacién §e pregnenclona & androstenediona y

testosterona en los mamiferos puede proceder & través de dos

25



diferentes rutas o vias metabolicas dependiendo del 6rgano endéerino
y / o de la especie. Estas vias 8e han designado como A5 y A 4
segin la localizacisn del punto de insaturacién (doble enlace) de
los compuestos intermediarics (ver figura 7).

Por medio de una serie de estudios metabSlicos con esteroides
isotépicamente marcados ,se ha podido establecer.que la biosfntesis
de testosterona , a partir de pregnenolona en las células de Leydig
del testfculo humeno , cpera fundamentalmente , aunque no en forma
exclusiva,por la via de los & 5 .El primer paso en esta secuencia
biosintética es la 174~ hidroxilacién de 1a pregnenolona que es
inmediatamente sequida de la ruptura de su cadena lateral, un hecho
que es mediado por la accien de la 17,20 desmolasa y de la 17,~
hidroxilasa (ver figura 7), la accién secuencial de estas dos
enzimas microsomales depehdientes de NADPH ¥y oxigeno; condiciona la
formacién de dehidroepiandrosterona (DHA),un compuesto de 19 4tomos
de carbono (por la pérdida de la cadena lateral) gue ain  conserva
el doble enlace entre lcs cartbonos 5 y 6 ( A 5 ) y el grupe
hidroxilo en el carbono 3 , presentes en la molécula de la
pregnenolona.

La reduccién en C-17 de la cetona de la  dehidroepiandrosterona
por accién de la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa , localizada en
el citosol y dependiente de NADP ,da lugar a la formacién del A 5~
androstendiol. Esta reaci6n enzimatica es reversible y su direccién
esta determinada por el pH.

El paso final lo constituye la biotransformacién del oS 5=
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androstendiol a testosterona , que es catalizada por el sistema
enzimdtico A 5-3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa y 3-cetoesteroide

/A 5- isomerasa ,que se localiza en la fraccién microsomal.
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5.7.1 Metabolismo periférico de testosterona

Una vez que la testosterona ha sido secretada al torrente
circulatorio , a través del cual alcanza su organo blanco , la
molécula estd expuesta a cambios en su estructura ,mediados por la
accién de varios sistemas enzimaticos que influirén  notablemente
en la expresién de su actividad biolégica. Estas modificaciones
estructurales ocurren fundamentelmente en uno de los estremos de
la molécula , el anillo A.( Por la importancia de su significado
fisiolégico nos referiremos a dos cambios metab6licos sobre la
molécula de la testosterona,que ocurren (extragonadalmente) a nivel
de su 6rgano blanco periférico) :

a) Los procesos de reduccién el anillo A que conducen a la
formacién de 5,- dihidrotestosterona ( DHT posee una potencia
andrégenica mayor que la testosterona por lo que llegé inclueo a
peatularse gue la testosterona era en realidad una prehormona ) y
otros metabolitos de gran potencia bioldgica y b) La aromatizacién
. de su anillo neutro A que conduce a la biosintesis de eacrégenos/
el de mayor importancia - e.stradiol que regula el control de
retrealimentacién de hormoﬁas asteroideas en tejidos no-endSerinos

n.
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5.8.~ Regulacién hipotdlamo-hip6fisis-célula de Leydig

(ver figura 8) Come ya se mencioné el hipotdlamo aintetiza a un
decapéptido el GnRH y se secreta de forma pulsitil en la vena
portal . Despu€s de llegar a la hip6fisis el GnRH se un a las
gonadrotropos y estimula la liberacién de la FSH y LH a la
circulacién.La LH es tomada por las células de Leydig ,donde se une
a receptores especificos. Esto da lugar a la activacién de la
adenilciclasa y a la generacién de AMPciclico y de otros mensajeros
gue su respuesta termina en la secrecién de esterdides (T y E2). la
elevacién de estradiol tiene efecto inhibitorio en la hipéfisis
tanto del LH y FSH , mietras la testosterona.a nivel de hipdéfisis
inhibe a la LH pero estimula FSH. E1 efecto inhibidor de loa
andrégenos en el hipot&lamo es mediado por estradiol .La FSH se une’
a receptores especificos en la célula de Sertoli y estimula ia
produccién de protefna de unién de andrégenos .La FSH es necesaria
para la iniciacién de la espermatogénesis , se ha visto que 1la
maduracién de 105 espermatozoides requiere no s6lo FSH sino también
testosterona .La mayor accién de la FSH en la espermatogénesis  es
via la estimulacién de proteinas de unién de andrégenos,que permite
a una alta concentracién intratubular de testostercna . éxiate
evidencia que otré sustancia , inhibina es secretada por "células

de Sertoli.Esta activa principalmente a nivel de la hipéfisis,ﬁonde
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inhibe la secreci6n de FSH . No se sabe 8i la inhibina ejerce una
retroalimentacién negativa en el hipotdlamo . La testosterona , la
dihidrotestosterona y estradiol son capaces de inhibir la secrecién
de PSH (19).

La consideracién cuidadosa del mecanismo de retroalimentacién
negativa descrito, pone de manifiesto que el factor importante que
debe Bometerse a regulacién no suele ser la magnitud secretada de
la hormona , sino m&s bien el grado de actividad del d6rgano
blanco; por tanto , sSlo cuando esta dltima se incrementa hasta un
nivel apropiado , se volver4& lo bastante poderosa la
retroalimentacién hacia la glé4ndula para disminuir la secrecién
ulterior de la hormona .Si el 6rgano blanco reacciona pobremente a
la hormona ,la gl&ndula endécrina continuarg secretédndola hasta que
el organo blanco alcance por ultimo el nivel apropiado de
actividad , pero a expensas de una secrecién excesiva de la hormona

(16).
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" Fig. 8 Relacion funcional del eje hipotalamo-hipfisis-
testiculo.



5.9.- Patologia

De acuerdo con la definicién propuesta por el Programa de
Reproduccién Humana de la Organizacién Mundial de la Salud , la
infertilidad,es la incapacidad de la pareja para lograr el embarazo
después de un afio de bisqueda consciente del mismo . En un estudio
propectivo en aproximadamente 5000 parejas en diversas regiones
del mundo , empleando como instrumento de evaluacién un mismo
protocolo, se establecid , que el 45% de las parejas estudiadas ,la
infertilidad era atribuible a disfuncionea del factor masculino.

La Inveatigacién del varén infértil requiere de un proceso de
sistematizacién,con el objeto de optimizar el tiempo y los recursos
disponibles por el médico y el paciente para establecer el
-diagnéstico.

La estrategia para investigar el potencial del sujeto en
estudio, se basa en los datos que se obtienen en los antecedentes
personales y hereditarios,los hallazgos de la exploracién clinica,y
las pruebas de laboratorio,

El anélisis del eyaculado es el punto principal para iniciar la
integracién de un diagnéstico déacriptivo . Asi dependiendo de las
caracteristicas - organolépticas y microscépicas del semen , se
clasifican las muestras y por lo tanto al-sujeto de estudio.

Los parémetros de evaluacién del eyaculado
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incluyen ,volumen,color, turbidez, licuefaccién,pH,concentracién de
iones , de azficares , y de enzimas . En el andlisis microscépico,la
ausencia o la presencia de espermatozoides, su ndmero total y
relativo al volumen,su grado y porcentaje de motilided , su pH ,s8u
morfologia y el porciento relativo al total de cada una de las
formas, es lo que finalmente describe a una muestra de
semen .Genéricamente se describen las caracteristicas del eyaculado

como sigue :

valores normales de las varibles del semen

humanc OMS (1987)

Volumen >2ml

pH 7.2~7.8

Cuenta espermatozoides >20x10%m1
Motilidad >50% grado IIX
Morfologfia >50% formas ovalés
vitalidad >50% formas vivase
Leucocitos <1x10°m1

Zine : >2.4 pMol

Acido citrico ’ >52 nMol

Fructosa : >13 nMol
Aglutinécién . <10%

Un  aspecto lmpori:ante que se debe tomar en cuenta para la

correcta interpretacién de un andlisis del semen, es el tiempo y la
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forma de coleccién de la muestra . Se deben hacer al sujeto de
estudio, las siguientes recomendaciones generales:Tener abatinencia
gexual de por lo menos 3 dias previose a la coleccién de la
muestra , obtener el semen por masturbacién y no por coito
interrumpido , colectar todas las fracciones del eyaculado en un
frasco estéril de pldstico , mantener el recipiente a temperatura
ambiente y depositarlo en el laboratorio para su an&lisis no
después de una hora de haber sido obtenida la muestra .

Debido & la gran variabilidad en las caracterfsticas del
semen , es8 recomendable que el estudic del eyaculado se realize en
por lo menos 3 ocasiones con un intervalo de 15 dias entre cada una
de ellas ,y que las conclusiones que se deriven del andlieis sea un
promedio de las observaciones. La nomenclatura de las alteraciones
mas frecuentes encontradas en el andlisis del semen ea la

siguiente :

Normozospermia eyaculado normal
Azospermia ausencia de espermatozoides -
Oligospermia concentracién espermitica

<20x10°% células

Astenospermia <50% motilidad grado III
Teratospermia <50% formas normales
Necrospermia <50% formas vivas
Aspermia ausencia de eyaculado

Y las posibles combinaciones de estos.
Para filnes précticos , se consideran tres aspectos como los
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fundamentales en el estudio de la funcién reproductiva : 1) La

integridad anatémica 2) La regulacién enddcrina y
funcionalidad sexual (21).
Causas de infertilidad
End6erinas :
Desérdenes hipotdlamo-hipofisiarios
Desérdenes testiculares
Defectos de accién androgénica
Hipertiroidismo
Hipotiroidismo
Insuficiencia adrenal congénita
Hiperplasia adrenal
Enfermedades sistémicas
Defectos en la espermatogénesis:
Sindrome de inmovilidad ciliar
Inducidos por drogas
Deficiencia en'tﬁbulos seminfferos
Obstruccién de ductos :
Congénita
Adgquirida
Enfermedades de vesicula seminal
Enfermedadee de prdatata
Varicocele

Eyaculacién retrégada

3

La
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Anticuerpos en espermatozoides plasma seminal
Defectos en el pene

Disfuncién sexual

Idiopdtica (no se conoce su causa)

La oligospermia o azospermia de causa no conocida se asocia con
valores basales hormonales normales . Dos subtipos se han descrito:
1) Bloqueo de maduracién de células germinales 2)
Hipospermatogénesis general.

El examen clinico no revela ninguna anormalidad ; el tamafio
los testiculoe es normal, en la biopsia testicular, s6lo una minima
hialinizacién peritubular [} elementos normales
peritubulares . Hipergonatropismo subclinico se presenta en el 30 %
de los pacientes demostrando aumento exagerado de FSH y LH después
de la administracién exégena de GnRH.

Muchos tratamientos se han propuesto como:

1) Induccidn de testosterona o© algun andrédgeno que provogque
azospermia.

2) Administracién de gonadrotopinas o GnRH.

3) E1 uso de citrato de clomifeno o tamoxifen para estimular 1la
secrecién endégena de gonadotropinas.

4) Administracién de dosis bajas de mesterolona (un andrégenoc
sintético oral).

5) El uso de un inhibidor como testolactona.

Se ha observado un aumento del 20% al 40 % de las cuentas
espermaticas pero ningino. ha sido capaz de establecér los

beneficios de los tratamientos.
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Ademés en estos pacientes resulta de suma importancia la
determinacién de la actividad biolégica de las hormonas hipofisi-
arias durante ciertos perfodos de tiempo ya que pueden existir
alteraciones significativas en este pardmetro cuando Be comparan

con los valores de los sujetos sanos.
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6.~ DISERO DEL EXPERIMENTO

6.1.-Cdlculo del tamafio de muestra
6.2.-Pacientes

6.2.1- Criterios de inclusién
6.3.-0Obtencién de muestras
6.4.-Procesamiento de muestras
6.5,-Bioensayc en células de Leydig

6.5.1.-anugma
6.6.~RIA

6.6.1.~ Esquema

6.7.-Metodolegfa estadistica

6.7.1.- Descripcién de variables -
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6.1.- CAlculo del tamaflo de muestra

EL cglculo de la muestra se obtuvo mediante siguiente férmula:
A
n=
g
en donde n = tamafio de la muestra
2z = coeficlente de confiabilidad
o = desviacién est&ndar de la muestra
d = intervalo de confianza
El valor de o se estimd a partir de estudios semejantes
publicados con anterioridad.

El valor de O Be obtuvo de la siguiente formula :

d = g—<
In”
en donde o es el error estdndar tomado de esos estudice
L

y el valor de z es igual a 1.96 que corresponde al coeficiente de
confiabilidad al 95 &.

Variables % o d : n
LH-B 1.96 2.73(mUI/ml) 1.4(mUI/ml) 15
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6.2.~ Pacientes

GRUPO 1: 15 Varones fértiles.

GRUPU 2: 15 valores estériles con oligoastenozoospermia idiopdtica.
Evaluados de acuerdo a los siguientes criterios:

Vargn fértil: individuo sano que haya procreado un hijo en los 3
afios previos al estudioc y que el resultado de 2 espermato -
bioscoplas ge  encuentren dentro de los limites conside-

rados como normales por la OMS.

Varén con oligoastenozoospermia idiopdtica: individuo sin patologia
aparente gue comprometa el eje hipotdlamo-hipéfisis-testiculo y que
el resultado de 2 espermatobioscopfas reporten concentracién

espermitica menor a 20x10° cél./ml ¥y movilidad célular menor a 40%
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6.2.1.~ Criterios de inclusién de los pacientes

(ambos grupos)

1.~ Edad entre 25 y 40 afios.

2.~ Sanos de acuerdc a examen fisico e historia clinica.
3,- 8in tratamiento terapéutico.

4.~ BEspermocultivo negativo.

5.- Obesidad no mayor al 30% del peso ideal.

Procedimiento:

Cada uno de los varones participantes , proporcions 2
muestras de semen con un intervalo de 15 dias, obtenidas por
masturbacién después de tres dias de ahstinencia sexual, a cada una
se le realiz6 una espermatobioscopia, siquiendo los criterios de
la OMS (3).

Para obtener las mediciones basales de LH bioactiva a cada
paciente se le extrajeron 3 muestras de sangre con intervalos de
media hora entre cada una , las cuales se configuraron para—
obtener los sueros , congeléndoce a -4°C para su posterior

anélisis.
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6.3.— Obtenci6n de las muestras

Los 30 pacientes se internaron en el Instutito Nacional de
Perinatologia , durante el periodo comprendido entre 20:00 hrs
del viernes y las 20:00 hrs del s&bado.

Los pacientes engresaron una noche anterior al estudio, con el
propésito de la adaptacién fisica.La obtencién del suero se efectud
a través de un catéter insertado en una de las venas cubitales , el
estudic comenzé a las 8:00 a.m. del s&bado, tomando € ml de sangre
cada 10 min durante 12 hre, durante este tiempo loos pacientes se
desplazaron libremente en el &rea e ingirieron sus alimentos
normalmente, el estudio finalizé a las 20:00 p.m. del sébado.

Para evaluar la respuesta de la hip6fisis al estimulo con GnRH
en cuanto al incremento en la secrecién de hormona luteinizante
bioactiva (LHb) , al término de las primeras 8 hrs de obtencién de
las muestras sanguineas se administraron a los pacientes 2 dosis
de 10 mg de GnRH por via intravenosa, con un intervalo de 2 hrs
entre cada una y se continué con el muestreo de sangre durante 4
hrs mds , con la misma periodicidad, Despues de la recoleccién de
muestras , los pacientes fueron dados de alta , previa valoracién
médica completa . El volumen total de sangre obtenido de cada

paciente fue de 432 ml (9,10).
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Conforme se fueron obtenidos las muestras , se fueron
centrifugando para extraer los sueros ,los cuales se congelaron a
-70°C en alfcuotas de 1.5 ml aprox, de cada muestra hasta que se

efectud el anslisis,
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6.4.~ Procesamiento de las muestras

Las 72 muestras cada una con su duplicado de un mismo paciente
se analizaron en el mismo ensayo para eliminar la varlacién
interensayo.

La concentracién de LH bioactiva en suero, se evalué utilizando
el bicensayo de 1la produccién de testosterona , por células
intersticiales de rata (TCIR) , seguida de la determinacién de

testosterona por RIA .(ver anexoc 1 y 2).
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6.5.~ Bioensayo de LH en células de Leydig

Para el bioensayo de LH se siguié la técnica descrita por Dufau
y col. (1976).El ensayc consiste en extirpar quirdrgicamente los
testiculos de 5 ratas macho adultas (3 meses o de 250g aprox.) a
los cuales se les quita la tinica albuginea que los envuelve y
posteriormente se diseca y elimina la arteria principal. (ver anexo
1)

Se digieren en medio Dulbecco con albfmina 0.1% y colagenasa
(de clostridium histolyticum 14.88 U/ml) en un bafio de agua a 37°C
con sistema de agitacién , de 1B0 cliclos/min durante 15 min.Una vez
trasncurrido este tiempo , se filtra con una malla de nylon {250pm)
para eliminar los tdbulos seminiferos y el resto de tejido no
disgregado y e lava afladiendo el doble de medio Dulbscco para
eliminar el exceso de colagenasa, y se centrifuga a 150 Xg durante
10 min.

Finalmente el precipitado se resuspende en medio que contiene
0.125 nam de MIX, guardando una proporcidn de iml de medio por cada
0.1 ml de paquete celular aproximadamente , y se filtra nuevamente

con una malla de nylon (l00um)para eliminar los acdmulos celulares.

Para contar las células y determinar su viabilidad, se toman 200

ul de la suspensién celular, previamente diluida 1:10 ,se adicionen
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0.3 ml de medio y se tifien con S00 nl de una solucién azul

trypano al 0.4 % y se cuenta en una cé&mara de Neubauer.

La suspensién final se diluye para tener una concentracién

aproximada de 1—2x10"cé1u las/ml.

Para la incubacién se toman alicuotas de 100 uml de la suspensitn
celular previamente filtrada, y se colocan en frascos de 10 ml que
contienen medio Dulbecco con albiimina 1% y MIX . 1 mM,a cada frasco
se afladen 100 ul de cada muestra de suero problema o estandar , el
volumen final de incubacidn tanto para las muestras como para los
estédndares y los controles es de 2.2 ml, cada muestra y esténdar se

elabora por duplicade.

Para la curva estdndar de LH se usé NIDDK-hLH-1-3 en PBS a
diferentes concentraciones 5,15,25 y 50 mUI/ml , como se indica en
el anexo 1. .

A cada estédndar se le agregd suero inactivo para mantener las
mismas condiciones que en el suero sanguineo.

Se usé suero de mujer con concentracién baja de LH , como
control ,el cual se colocéd por duplicando en 2 distintas posiciones
en el ensayo.

La incubaciénse realiza en un bafio a 37°C con agitacién de 60
ciclos /min, durante 3 ‘hrs., ‘una vez transcurrido este ti_empo los
medios se centrifugan a 2500 X g durante 15 min y el sobredante
se guarda a -20°¢c para ‘ posteriormente determinar la concentracién

de testosterona por RIA.
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La concentracién de LH de las muestras problema,se determina de
iu curva estdndar (testostercna vs LH ). La sensibilidad que tiene
el bioenaeydres de 0.4 mUI de LH.

Se llevo acabo un control de calidad con los resultados de la
LH en los sueros control ,para conocer las variaciones intra e
interensayo. Se calcula la media de los valores del suero
control , si m&s de uno de los valores se alejan del valor promedio
(calculado a partir de 10 bioensayos previos) por més de 2
desviaciones esténdar , se rechaza el bicensayo y se repite .

El andlisis tambien se rechaza cuande el coeficiente de variacion
intraensayc es mayor del 20 & (l1), ver figura 1.

{ver técnica anexo 1)
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6.6.— RIA

El radioinmunoensayo se basa en la competencia entre un antigeno
marcado con un is6topo radiactive y otro que no lo es de la misma
naturaleza quimica, por sitios especificos de anticuerpe , formando
complejos antigeno-anticuerpo. Esta reaccién se describe por la

siguiente expresi6n:

antigeno + anticuerpo especifico- --> complejo antigeno

anticuerpo
Ag + AC  eemmmemmmmseo—ee > Aghc
antigeno radiactivo + anticuerpo especificop -——=———--—-- > complejo
antigeno
anticuerpo
radioactivo
Ag* + Ac w=m——w=> Ag*AC

La fraccién Ag-Ac* - es dependiente de la cantidad de antigeno no
radiactivo. La concentracidén de antigeno en muestras desconocidas
se determina midiendo la fraccién Ag-Ac* obtenida por incubacién
de varias cantidades conocidas de antigenc no radiactivo " con la
misma cantidad de anticuerpo (curva esténdar).

La sensibilidad es del orden de 10 fmoles/litro.La especificidad

es dependiente de la capacidad del antisuerc para reconocer lia
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estructura del antigeno {13), (ver anexo2)

La radiactividad se detecta con un contador de radiciones
gamma . )

En el presente estudio se trata de medir la
testosterona (producida por las células de Leydig en el bioensayo
de LH )usando un antigeno especifico para éste,

Como trazador radioactivo se utiliza testosterona marcada con

Vs
I

La Gnica marca que se detecta es la que proviene del complejo
anticuerpo-testosterona marcada , siendo la cantidad de
radioactividad medida en CPM, inversamente proporcional a la
testosterona presente en las muestras problema.

Para conocer el porcentaje de unién del anticuerpo asi como la

unién inespecifica de la marca se colocan los siguientes controles:

Cuentas totales (CT) :cantidad total de marca en CPM (T+) que se

afiade ,es la misma en todos los tubos del RIA.

Unién inespecifica (UNE) : cantidad de T* que permanece en el tubo
unida de manera inespecifica ya que no estd presente el anticuerpo
Esta debe ser menor del 5% de la CT , debe sger restada a todas las

otras CPM.

Unién méxima (Bo) : cantidad total de T* que se unié - al
anticuerpo, aqui no exite testosterona fria.El Bo debe ser 30-60 %

de la CT.
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Se elabora una curva estdndar concentraciones de 0.2,1,4,8
y 16 ng/ml de Testosterona.

Se afiade marca y sueros de acuerdo con la técnica (ver aﬁexo
2).

Las CMP de cada esténdar es inversamente proporcional a su
concentracién de testosterona.

El célculo para obtencién de las concentraciones problema
consiste en hacer una transformacién logistica como sigue :

100 (b -UNE)

(Bo - UNE)
Logit Y = Ln (Y / 100-Y)
en donde b sBon las CPM de cualquier estdndar o problema, Bo es la
unién mé&xima en CPM y UNE es la unién inespeclfiga también en CPM,
los datos se grafican de acuerdo a la férmula siguiente :
Logit ¥ = mlog X + 8 +sovevessssl
X = Conc. de testosterona de los problemas

La concentracién de testosterona de los problemas se calculan
por medio de la curva de regresién 1 en donde se interpolan los
datos de Logit Y previamente calculados para cada muestra
desconocida {14).
Todos los cdlculos ee realizaron con ayuda de un gran programa pafa

computadora PC IBM compatible denminado RIA-logit. (ver figura 2).
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6.7.- Metodologia estadistica

Log métodos estadisticos usados para el siguiente trabajo
fueron : La prueba de rangos con signo de Wilcoxon y la prueba de
Mann Whitney para dos muestras independientes ,las cuales estén
dentro del grupo de pruebas No Paramét;icas. Las pruebas No
Paramétricas son técnicas alternativas para datos que no dan
supuestos de normalidad y son de utilidad para tamaflos de muestra
pequefios como en este caso.

La prueba de Wilcoxon es una prueba para datos
apareados , adecuada para el caso de dos medianas en un mismo
individuo : que en este trabajo corresponden a antes y después de
recibir una dosis de GnRH

La prueba de Mann Whithey es también una prueba de rangos para
comparar dos poblaciones via sus medianas ,por lo cual en este
caso . se us6 para comparar la poblacién de enfermos con la de sanos.

La descripci6n de las pruebas se da a continuacién :

PRﬁEBA DE RANGOS DE WILCOXON

Bsta prueba se usa cuando se tienen observaciones apareadas
(x1,y1);{x2y2);....{xn,yn) de una variable donde :

x: es la varisble antes de la primera inyeccién con GhRH
y ¢ x es la variable después de la primera inyeccién con

GnRH.
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Se calculan los cambios de antes a después es decir para cada
pareja (Xi,Yi), se calcula Di = Yi-Xi y se asignan rangos a loe
valores absolutos de las Di’'s. Los supuestos de esta prueba son :

1) Cada Di es una variable aleatoria continua

2) La distribuci6n de cada Di es simétrica

3) Las Di son independientes

4) Las Di tiene la misma mediana

S5) La escala es la menos de un intervalo en las Di

Las hip6tesis o contrastes de hip6tesis factibles son sobre la
mediana de las Di‘s

Ho = hipétesis nula Ha = hip6tesis alternativa MD = Medianas

A) Ho : MD=0 VS Ha : MD#0
B) Ho : MDgO VS Ha : MD>0
C) Ho : MD20 VS8 Ha : MD<O

donde en A, gse tiene el cagso bilateral y en B y C ‘los casos
unilaterales . La hipétesis alternativa en A puede interpretarse
como "Las X son distintos de la Y es decir , hay cambios de antes a
después de la inyeccién ," en el caso de B como “"Las Y son mayores
que las X osea existe respuesta al momento de la inyeccién” y en el
caso C como*Las X son mayores que las Y por tanto no hay respuesta":
En esta prueba desaperecen los empates es decir los casos en que
Xi = vi.
Ahora bien, si se define Ri (rango) como :
Ri = 0 8i Yi < Xi (Di<0)
rango asignado a (Xi,Yi) si Yi>Xi (Di>0)
El estadigrafo de prueba es W = Ri
el cual se compara con los valores tabulados de Wilcoxon para

decidir si se rechaza o no la hip6tesis nula elegida.

51



PRUEBA MANN WHITNEY

Esta prueba se utiliza para comparar das poblaciones
independientes usando sus rangos. El estadistico es la suma de los
rangos de una de las muestras ,después de que los rangos han sido
asignados a las dos muestras combinadas es decir , se tienen dos
muestras i X1,%2 ....Xn de una poblacion y Y1,Y2....Yn de otra
poblacién.Se asignan rangos 1,2....,n + m a las obsevaciones.Sean
R (Xi) y R(Yi) los rangos asignados a Xi y Yi respectivamente .
Las suposiciones son :
1) Ambas muestras son independientes
2) Las muestras son variables aleatorias continuas
3) La escala de medicién es la menos ordinal
Las hipétesis factibles de probarse son :

Ho = hip6tesis nula #Ha = hip6tesis alternative
A) Ho : MX = MY VS Ha : MX#MY
B) Ho : MX > MY VS Ha : Mx<My
C) Ho : MX ¢ MY VS Ha : Mx>My

En el caso de A , se tienen caso bilateral , la hipétesis
alternativa Be puede interpretar como las dos poblaciones
son idependientes.
El estadigrafo de prueba es :

T = R{Xi)- n(n+l)
el cual al calcularse se compara con los valores tabulados de
Mann-Whitney para decir si se rechaza o mno - la Ho de la
hipStesis elegida y el nivel de significancia usado.
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6.7.1.- Descripci6én de variables

En el presente trabajo , se llevé acabo un anélisis.
estadistico (Prueba de Mann Whitney) de las muestras basales
anteriores al estudioc (ver 6.6 ) del promedic de los duplicados
entre pacientes sanos y enfermos.

A continuacién se presentan las tablas de relizacidn de los

mismos.
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BASALES

ENFERMOS SANOS R(e) R(S}
4.3756 1
5,8927 2
6.2503 3
7.3147 4
7.5898 5
8.0359 6
8.5449 7
8,5565 8
9.0153 9
10.5787 10
11.0907 11
11.3978 12
11.995 13
12.0844 14
12,2604 15
13.3135 16
13.7542 17
14,1674 18
15,5603 19
15,7238 20
17,9936 21
16.3456 22
19.4462 23
21.0864 24
21,1868 25
23,0419 26
24.2621 27
25,0667 28
27.0697 29
SUMA 213
TC 108
TALFA 60
T1-ALFR/2 150

NO SE RECHAZA



Al término del estudio , se realizaron 6 pruebas de Wilcoxon

para los casos que se{describen a continuacién para X y Y tanto en

muestra de enfermoes como en la de sanos , es decir , 12 pruebas en

total.

Caso 1.- Cuando
Caso 2.- Cuando
Caso 3.- Cuando

Caso 4 .- Cuando
Caso 5.- Cuando

caso 6.- Cuando

X:
Y
X:
Y:

X:
Y:

Libio
LHbio

LHbio
LHbio

LHbio
Libio

antes de

estimular con GnRH

10 min. después de la primera inyeccién

antes de

estimular con GnRH

20 min, después de la primera inyeccién

antes de
una hora

X:LHbio del punto

¥:

LHbio
GnRH.

del punto

X:LHbio del punto
Y:LHbio del punto

GnRH.

X:LHbio del punto

¥:

A continuacién

mismos,

Libio

del punto

estimular GnRH
después de la primera inyeccién

méx. antes de estimular con GnRH
mAx. después de estimular con

min. antes de estimular con GnRH
min, después de estimular con

méx. en el primer estimulo
méx. en el segundo estimulo

ge presentan las tablas de realizacién de los
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FRUEBA WILCOXON
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Se llevaron a cabo 5 pruebas de Mann Whitney para comparar

. sanos (Y) y enfermos {X), Los casos se describen a continuacién:

CASO 1.-

CASO 2.~

CASO 3.-

CASO 4.-

CASO 5.~

CASO 6.-

X:Dif. entre el
y a los 10 min.
Y:Dif, entre el
y a los 10 min.

X:Dif, entre el
y a los 20 min.
Y:Dif. entre el
Yy a los 20 min.

punto antes de
después en los
punto antes de
después en los

punto antes de
después en los
punto antes de
después en log

la primera inyeccién
pacientes enfermos.
la primera inyeccién
pacientes sanos.

la primera inyeccién
pacientes enfermos.
la primera inyeccién
pacientes sancs.

X:Dif. entre el punto antes de la primera inyeccién
y a la hora después en los pacientes enfermos.
Y:Dif. entre el punto antes de la primera inyecci6n
y a la hora después en los pacientes sanos.

X: Dif. entre el punto méx. antes de estimular y el
punto méx. después de estimular en pacientes
enfermos.

Y:Dif. entre el punto mAx. antes de estimular y el
punto max.antes de estimular y el punto mAx.después
de estimular en pacientes sanos.

X: Dif. entre el punto min. antes de estimular y el
punto min. después de estimular en pacientes
enfermos.

Y: Dif. entre el punto min, antes de estimular y el
punte min. después de estimular en pacientes sancs.

X:Dif.entre el punto mix. del segundo estimulo y el
primerc en enfermos.

Y:Dif.entre el punto méx. del segundo estimulo y el
primero en sanos.

A continuacién se presentan las tablas de realizacién

de

los

mismos.
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7.~ RESULTADOS

7.1- Graficas
7.1.1- Curva estéandar promedio de RIA
7.1.2- Curva estandar promedio de LHbio
7.1.3- Gré&fica promedios basales
7.1.4~ Gréaficas pacientes sanos
7.1.5- Graficas pacientes enfermos
7.2- Coeficientes de variacién

7.3- Descripcién de resultados
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7.1.1

CURVA ESTANDAR PROMEDIO RIA

LaG X

Cada punto de la curva representa el promedio y desviacién estandar
de 58 radioinmunoanilisis.lLos valores de logxt . se calcularon como
se describe en el capitulo 6.6.Las de Ti ona
{x) empleadas fueron: .2,1,4,8,16 ng/ml. Lns valores de m= ~1.6534 &
0.1939, b= 0.1708 + 0.7051 y R= - 0.9978 + 0.0028.




La curva anterior es una representaci6én de la forma en que se
comportaron cada una de las curvas est&ndar del RIA y coincide con
la reportada en la bibliografia, en la figura 7.1.2 que es la curva
estédndar del bicensayo se observa un aumento proporcional de
testosterona al aumento de LHbioactiva y tiene a saturarse después
de los 30 mUI/ml LHbio .

En la gréfica 7.1.3 gque muestra las mediciones basales
previas al estudio en donde la cantidad de LHbioactiva tanto en los
pacientes sanos como enfermos es muy homogénea, no hay diferencias.
Estas mediciones se hicieron con la finalidad de cobservar lo
diffcil que ha sido elucidar esta enfermedad y esto también lo
demuestran las gréficas de pulsatilidad de cada paciente,pues é&stas
son muy distintas inclusive hay diferenclas entre paclientes sanos
y enfermos, la diferencia es mAs notable en los enfermos.

Se intenté la posibilidad de hacer subgrupos de los drupos ya
establecidos, pero como la cantidad de pacientes era muy pequeiia
pues no es estdd{sticamente significativo y no se llevé a cabo este

procedimiento.



CURVA ESTANDAR PROMEDIO LHBIO
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Qda punto de fa curva representa el promedio y desviacién estandar
de cada dupl} de 28 b yos,vease capftulo 6.5
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7.2.—~ COEFICIENTES DE VARIACION

Se obtuvieron los siquientes coeficientes de variacién de los

sueros control (SC) :

INTERENSAYO

19

o
[}

coeficiente de variacién = 20.0338

INTRAENSAYO

‘n =19 }
Promedio general = 25,6263 Coeficiente de variacién

general = 13,56
Sx general = 3,4768

El cédlculo de los datos se hizo de acuerdo a (Bedolla et al 14).
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7.3.- Descripcién de resultados

En la prueba de Mann Whitney previa al estudio en cuenéo al
promedio las pruebas basales no existié diferencia significativa

con un alfa = 0.05

De las 12 pruebas de Wilcoxon para los casos 1,2,3,4 y 5 tanto
para pacientes sanos como enfermos hay diferencia significativa
con un alfa = 0.05 y para el caso 6 tanto para pacientes sanos
como enfermos no hay diferencia significativa con un alfa = 0.05.

De las 5 pruebas de Mann Whitney para el caso 1,2,3,4 y 5 no hay
diferencia seignificativa con un alfa = 0.05 y para el caso 6 hay

diferencia significativa entre ellas con alfa = 0.05.
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8.~ DISCUSION

De acuerde con los resultados que se obtuvierch , se interpretan
de la siguente manera : el hecho de gque en las pruebas de
Wilcoxon para 1los 1,2,3,4 y 5 en enfermos y sanos en donde
existe diferencia significativa quiere decir que al ser
estimulados con una dosis de GnRH existe respuesta tanto a los i0
min., 20 min. y una hora después , as{ comc en el punto minimo del
intervalo de tiempo Bin estimular y el punto minimo después de
estimular y el punto méximo del intervalo de tiempo sin estimular
y el punto maximo después de estimular, esto pudiera dar lugar a
pensar que 6i se compararan estos mismos casos entre sanos va.
enfermos (Prueba Mann Whtney) podrian dar alguna diferencia pero
al efectuarlas no dio asi,esto quiere decir que las dos poblaciones
son muy semejantes entre si. Velduhis et . al. dicen observar una
respuesta 10 min.,después de inyectar 10mg de GnRH en pacientes --—
sanos y esto se comprueba en el estudio.

Para el caso 6 en la prueba de Wilcoxon tanto para sanos como
enfermos no hubo diferencia,esto quiere decir que el primer estimu-
lo al llegar a su punto méximo es igual al sequndo estimulo al
llagar a su punto miximo, pero al ser comparados eanos va enfermos
estos son diferentes en cuanto a la amplitud de la respuesta al
primer y segundo estimulo con GnRH (Prueba Mann Whitney caso 6},
indicado lo siguiente: No obstante, aunque no existe una alteracién

evidente en relacién a los mecanismos hipotdlamicos que conducen a
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la liberacién de GnRH y como consecuencia de LHbioactiva, si existe
diferencia entre pacientes sanos y enfermos en la hip6fisis al ~-
estimulo de GnRH, ya qgue es mayor la respuesta en el caso de log-——
pacientes enfermos.

Existe diferencia entre los pacientes sanos y los
enfermos cuanto a la sensibilidad al estimulo de GnRH, en donde la-
respuesta es mayor en el caso de los enfermos.

Ee posible que esta diferencia se pueda explicar por una altera-
ci6n en los niveles de esteroides que actuan a nivel de la hip6fi-
sis, que afectan la sensibilidad de esta al estimulo de GnRH.

Los resultados del presente trabajo son preliminares ya que es

necesario que sean analizados por un método de desconvolucién de
parametros mdltiples en el cual se mide frecuencia,duracién,ampli-
tud del pico, asi como el tiempo de vida media, de la eliminacién
Y la secrecidn de las hormonas los cuales dan una mayor profundidad
al ané&lisis .No se llevo a cabo en este trabajo por ser un analisise
matemdtico complicados pero los resultados ya estan siendo analiza-
dos en el laboratorio del Dr.Velduhis quien ha estado perfeccionan—
do este tipo de andlisis .
La informacién que se tiene acerca dé estos pacientes es muy poca y
actualmente se han seguida estudiando a estos pacientes . El Dr.
Velduhis sugiere una serie de mediciones de diferentes hormonas que
estan involucradas en el eje hipotdlamo-hip6fisis y sus diferentes
relaciones para profundizar en la patologié de esta enfermedad.

Este estudio es parte de un proyecto en donde se midieron las
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siguientes hormonas ademas de LH bjoactiva que fueron:testosterona,
LH inmunoreactiva y FSH la primera medida en México y las otras dos
en Estados Unidos.

El prop6sito de que se midieran estas hormonas, es porque todas
estan relacionadas unas con otras en el funcionamiento del eje—

hipot&dlamo-hipofisis.
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9.- CONCLUSIONES

1.~ 8i existe diferencia entre pacientes sanos y enfermos.
2.- La diferencia esta en la respuesta ante GnRH que fue mayor en
pacientes enfermos.

Se lograron alcanzar los objetivos e hipétesis planteadas.

Estos resultados seguiran un andlisis de desconvolucién y serdn
comparados con los resultados de las otras hormonas y se harén
relaciones entre ellas para averiguar y elucidar el origen de la
enfermedad, como se pudo cbservar,el presente trabajo es muy exten-
80 y aunque los resultados sean preliminares, se hizo este anédlisis
con el propésito de dar una idea para el seguimiento de los resul-
tados finales. Se espera que el presente trabajo sea un estimulo
para un estudio mé&s profundoc y un reto  para - las proximas

generaciones.
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10.- ANEXOS
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ANEXO 1

BIOENSAYO DE LH EN CELULAS INTERSTICIALES (LEYDIG) DE RATA

PRINCIPIO :

Las células intersticiales testiculares (células Leydig)
reasponden a las gonadrotopinas bioactivas (LH,hCG) produciendo
testosterona.

Animalea usados :Se usan ratas macho de raza Wistar de 250g de peso
o de 90 dias.

Reactivos :

~ Medio Dulbecco

- Albdmina de suerc bovina

Colégenasa

- MIX

tsténdar de LH (NIDDK-hLH-1-3 en PBS)

Azul trypano

Eter etilico

Alcohol

—-.Bicarbonato de sodio

Soluclones :

— Soluci6én libre de Ca y Mg pH=7.4

- NgCl 2g.

- KCl. 0.1g. i
n



- NaHCO 0.087g.
- Glucosa 0.25g.
- Vol.Final 250ml
- Azul trypano 0.4%
~ Bicarbonato de sodio 1%
Preparacién del medio Dulbecco/AlbGmina
Las cantidades pesadas de Dulbecco y albtimina se disuelven en agua
bidestilada con cuidade de no hacer espuma( la espuma dafia las
células) y antes de llegar al volumen final se ajusta el pH a 7 con
NaHCO 3 1%,preparado éste se adicionan las cantidades correpondien—
tes para disolver la colagenasa como la xantina,esto se haée con la
ayuda de un agitador magnético.
Preparacién de esténdares :
Se utiliza como estédndar NIDDK-hLH-1-3 en PBS {( amortiguador de
fosfatos), se utilizan alficuotas con conc. de 100 Ul/ml, de ésta se
parte para elaborar y la curva esténdar.
1.~ 8e toman 50 1l de la alicuota con conc. 100 Ul/ml + 4.950 ul de
medio Dulbecco. Conc. del estédndar es 1000 mU/ml.

2.~ Se toman 200 nl del esténdar 1 + 1.800 ul de medio. Conc. del
eéténdar es 100 mu/ml.

3.- Se toma lml del estandar 2 + 1lml de medio.Conc. del esténdar es
50 mu/ml.

4.- Se toman 500 unl del estédndar 3 + 500 pl de medio .Conc. del
egténdar es 25 mU/ml.

5.~ Se toman 300 al del esténdar 3 + 700 pl de medio. Conc. del

esténdar es 15 mU/ml.
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6.—- Se toman 100 pl del estAndar 3 + 900 ul de medio. conc. del
estédndar es 5 mU/ml.
7.~ 8¢ toman 200 ml1 del esténdar 6 + 800 pl de medio . conc. del

estandar es 1 mu/ml.

Material :

- 1 caja de Petri de 90 x 15 mm (para colocar los testiculos)

- 160 frascos con tap6n capacidad 10 ml.

= 2 mallas (Mesh)

- 10 tubos cénicos con tapén de 15 ml.

- 2 pipstas Pasteur de diferentes dfametros (previmente flameadas,
para evitar rompimiento de células).

- puntas para micropipetas

- 2 matraces Elermeyer de 500 y 250 ml.

- 2 vasos de pp. de 250 ml., 1 vaso de pp. de 2 lts o recipiente
similar y 2 vasos de pp. de 100ml.

- & tubos de ensaye (para la curva esténdar).

Equipo : ‘

- 1 baflo con agitacién (Dubnoff)

- 1 centrifuga clinica de mesa

- 1 microscopic de luz con objetos de 10x y 40x.

- Material de cirugfa y microcirugia

- 1 hemacitdémetro

~ Micropipetas
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PROCEDIMIENTO :

La solucitén de medio Dulbecco se puede filtrar en condiciones
estériles usando filtros milipore de 0.45 u.En estas condiciones la
solucién se puede almacenar durante 3 semanas a -4°C,

La solucién de colagenasa se hace el mismo dfa del experimento y

se guarda a 4°C hasta su uso.

OBTENCION DE CELULAS

Las ratas se anestesian con éter,tom&ndolas de la cola e introdu-
ciéndolas en un vaso de 2 Lts, con algodén impregnado de éter, e
inmediatamente se tapa el vaso, Una vez anestesiadas se sacrifican,
y se moja la regién ptbica con alcohol.

Se corta la piel utjlizando las pinzas de ratén y las tijeras
grandes,posteriormente se corta el misculo tomandolo con las pinzas
medianas y usando las tijeras medianas. Finalmente los testiculos
se extraen, Yy se colocan en una caja de Petri con solucién libre de
calcio , con las tijeras y pinzas de microcirugia se limpian
retirando 1la tdnica albuginea,se diseca la alteria principal
cuidando de no romperla, se transfieren a otra caja de petri con
medio Dulbecco.

Después de obtener los testiculos el procedimiento debe ser réapido.
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Una vez reunidos loes 4 testiculos, se trasfieren a una matraz de
contienen la solucién de colagenasa, el matraz ce tapa y se coloca
en una bafio con agitacién a 37°C durante 15 min.

Transcurido este tiempo, la suspencién se hace pasar a través de
un embudo que contiene la malla Mesh (250 um), esto se hace con el
fin de eliminar los tdbulos y ahf mismo se hace pasar el doble de
volumen de medio Dulbecco, se recibe el filtrado en un vaso de
pp., el objeto de esto es diluir la colagenasa y por otro lado se
lava el tejido para obtener el mayor ntmero de células posibles.

El volumen filtrado se transfiere a 4 tubos cénicos, los cuales
se tapan y centrifugan a 150 x g duante 10 min., posteriormente se
desecha el s8obrenadante y la pastilla celular se resuspende con la
pipeta Pasteur, primero la de mayor didmetro en medio gue contiene
0.125 mM de MIX, guardando una proporcién de 1ml de medio por cada
0.1ml de paquete celular aproximadamente y ee filtra nuevamente con
una malla Mesh (100 pm) para eliminar los actimulos , y se mantienen
en agitacién lenta.

Conteo de células :

para contar las células,se transfiere 0.5ml de azul trypano al
4% a un tubo y se adiciona 0.3 ml de medio y se coloca 0.2 ml de
sugpensién célular (diluidas previamente 1/10 el factor de dilucién
es 50 ).

Usando un pipeta Pasteur se transfiere una pequefia cantidad de
la suspensidén célular con azul trypano & las cémaras del hemocitéme
tro tocando los éxtremos de la cubierta - para que se llens la

caméra por capilaridad.
75



Comenzando por

la

cémara 1 se cuentan las células viables (no

tefiidas)del cuadro de lmm, repetir procedimiento para las cémara 2.

Céiulas/ml = Promedic de las 2 clmaras x 50 x 10"

Se incuban entre 1 y 2 x w0t células/ml. aprox.

Tubo #

3-4
5-6
7-8
9-10
11-12
13-14
15-16
17-18

167-158

D/AIR

2ml

1.9ml

PROTOCOLO DE TRABAJOQ

susp.célular

100u}

Esténdar o

muestra

100 ul El

E2
E3
E4
M1
M2

M3
M4

§C

Suero
esténd

100 u

16

ar

1



Se colocan sBueros de contrel (SC) a la mitad del ensayo y al
final.

La incubacién se lleva acabo en un bafio con agitacidén a 377 C
durante 3 hrs. Transcurrido el tiempo las suspenciones celulares
se transfieren a tubos de ensaye y se centrifugan a 2500 xg durante
15 min. Finalmente el sobrenadante se transfiere a tubos de
ensaye los cuales se tapan y se guardan a —20‘6 para posterior

andlisis de testosterona por RIA.
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ANEXO 2

RIA DE TESTOSTERONA

Se usé un kit de testosterona marca DPC ( diagnostic products

corporation}), Cout—A-Count.
PRINCIPIO :

El kit se basa en que el anticuerpo especifico se encuentra
inmobilizado en la pared del tubo de propileno.Se utiliza testoste-
rona marcada con I que compite con la testosterona producida
en el bioensayo.El tubo es decantado para separar el complejo de la
fraccién libre y los tubos son contados en un contador gemma. La
cantidad de testosterona presente es determinada por una curva

estédndar.
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Material:

1.- Tubos de propileno con anticuerpo (deben mantenerse en refrige-
racién ).

2.- Testosterona marcada con I”(sdeben mantenerse en refrigeracisdn).

3.~ Esténdares de testosterona

Tipo Conc. de testosterona ng/ml
A 0
B 0.2
c 1
D 4
E 8
F 16
Equipo @

Contador de radiacio6n gamma.

PROTOCOLO DE TRABAJO :

Se efecttan las diluciones correspondientes de cada muestra
como sigue: basal y esténdares1/5, el de mayor concentracidn 1/6,de
la muestra 1 a la 49 1/4: también los SC, de la 50 a la 72 1/6.
Diluciones 174 50 pl de™muestra + 150 ul de medio.

Diluciones 1/5 50 al de muestra + 200 nl de medié

Diluciones 1/6 50 pl de muestra + 250 pl de medio
R
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Se colocan 50 ul de los esténdares por duplicado, en los tubos~—
de propileno , al igual que 3 sueros controles con cantidades
baja,media y alta de testosterona proporcionados por el Instituto—-
de Nutricién.

Se procede a colocar 50 ul de cada muestra de bioensayo diluida
en los tubos de propileno, después se les adiciona 250 nl de traza

radioactiva (testosterona marcada I '*%

), al terminar de colocar
la traza al Gltimo tubc, se agitan en un vortex,se tapan y se dejan
incubando 20 hrs, a temp. ambiente, después de transcurrido este
tiempo me vacia la traza y se enjuagan los tubos 2 veces con 1lml de
agua, se sBecan bien los tubos a manera de que la cantidad de agua
residual sea minima,para posteriormente ser contados en el contador
gamna .

Antes de poner los tubos en el contador gamma,se colocan 2 tubos
de propileno Gnicamente con traza radioctiva (cuentas totales ), se
procede a colocar la curva esténdar y finalmente las muestras, como
las muestras son 72 por duplicado + el duplicado del RIA, se coloca
a la mitad del ensayo otra curva estdndar.

Después de obtener las CPM (cuentas/min) se hace un ajuste de la
curva de tipo logarftmico en donde X = logx ¥ Y= logity , después
para conocer las conc. de testosterona de cada muestra,se efectia --
un cllculo de regresién lineal de X y Y (vedse RIA).

Los célculos se realizaron con ayuda de un programa para compu-
tadora PC IBM compatible denominado RIA-Logit.

La precisién del kit es el 0.04ng/ml.
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