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l. - INTRODUCCION 

Los estudios realizados entre 1978-1985 en aproximadamente 

7250 parejas estériles en diversas regiones del mundo,empleando 

como instrumento de evaluación el protocolo para el estudio 

integral de la pareja estéril propuesto por la OMS, aenalan que en 

el 45\ de estas parejas la esterilidad ea atribuible al factor 

masculino. este y otros estudios han permitido clasificar la 

esterilidad masculina en grupos: 

1. - Factor pretesticular Alteraciones hipotálamo-hipofisiarias. 

2. - Factor testicular: Alteraciones genéticas y /o adquiridas que 

afectan total o parcialmente la gónada. 

3.- Factor poetesticular: Alteraciones o ausencia de los conductos 

eferentes u obstrucción de los mismos, asl como también 

infecciones,alteraciones inmunológicas y trastornos eyaculatorios. 

Estos factores dan como resultado alteraciones en el 

número, morfolagia, metabolismo y capacidad fertilizante de los 

espermatozoides ( 1 , 2) , pudiéndose presentar una o más de éstos 

simultáneamente. 

De acuerdo a estas alteraciones se clasifica de manera más 

especifica la esterilidad. 



cómo :Oligozoospermia:concentración espermática baja <20xl0 

cél/ml 

Teratozoospennia :morfologia anormal > 60\ 

Astenozoospemia:movilidad disminuida < 40% 

Y las posibles combinaciones de éstas como es la 

oligoastenozoospetmia: concentración baja y movilidad disminuida 

(3). 

La oligoostenozoopermia idiopática constituye la causa más 

frecuente de eaterilidad masculina, los sujetos que la presentan 

tiene alteraciones en el ntlmero y movilidad espermáticas. por otra 

parte loe análisis hormonales convencionales como el 

radioinmunoensayo (RIA) no detectan alteraciones aparentes del 

sistema hipotálamo-hipófisis-teSticulo, de aqui que se le denomine 

idiopática o inexplicable ( 15, 16) . Sin embargo, aO.n cuando loa 

niveles hormonales basales de estos pacientes son similares a loe 

de sujetos fértiles , se requiere profundizar en el estudio de la 

liberación pulsátil de las gonadotrofinae , ya que este modo de 

liberación es una caracterietica fisiológica necesaria para que se 

lleve a cabo de manera adecuada la espermatogéneeis ( 4, 5) • Además 

en estos pacientes resulta de suma importancia la determinación de 

la actividad biológica de las hormonas hipofisiarias ya que pueden 

existir alteraciones significativas en este parámetro cuando se 

comparan con los valores de los sujetos sanos. 

El propósito de este estudio, es contribuir a encontrar la causa 

de esta enfermedad, por lo que este estudio tiene como finalidad 
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elucidar una entidad de la cual,no se tiene mucho conocimiento,como 

es la oligoastenozoospermia idiopática / pués hasta ahora el 

pronóstico y tratamiento de la esterilidad masculina de esta 

naturaleza son limitados , con este estudio se pretende una mejor 

comprensión de los mecanismos que regulan el funcionamiento del eje 

hipotálamo-hipófisie-testiculo ofreciendo mejores perspectivas para 

los pacientes. 

3 



2 • - GLOSARIO 

FSH ••••••••••••••• Hormona folículo estimulante 

LH •• , , ••• , •••.•• , Hormona luteinizante 

GnRH , , , •••••••••.•• Hormona liberadora de gonadotroplnae 

TSH • , , •.••••.••• , .Hormona estimuladora de tiroides 

hCG ••••••••.•••••• Hormona gonadotropina coriónica 

T •• , , ••••••• , , , • Testosterona 

E2 • , •••••••••..•• Estradiol 

CPM ••••••••••••••• cuentas por minuto 

xg , , • , , •••••• , , , , tantas veces la gravedad de la tierra 

MIX , •• , ••••••.•• , .3-isobutil- 1 metil >Cantina 

PBS , , ••••••...•• , • amortiguador de fosfatos 

RIA ••••.•..••••••. radioinmunoanálieis 

NIDDK-hLH-1-3 ..••••. nombre comercial estándar de LH,potencia 

biológica 5900 UI/mg 

OMS •••••••••••• , •• Organización Mundial de la salud 

ABP •....••.••••••• Proteina de unión de andrógenos 
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3. - OBJETIVOS 

Objetivo General 

Estudiar las caracter leticas de la secreción pulsátil de la 

hormona LH bioactiva en un grupo de varones con oligoastenozoosper­

-mia idiopática. 

Objetivos Especificos : 

1. - Determinar la concentración de LH bioactiva en 72 muestras de 

suero obtenidas durante 12 horas en un grupo de varones con 

oligoactenozooepermia idiopática. 

2. - En este grupo analizar la respuesta de la hipófisis ante un 

estimulo exógeno con hormona liberadora de gonadotropinae (GnRH) 

en términos de la liberación de LH bioactiva. 

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

sanos con el propósito de comparar los resultados de ambos grupos. 
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4.- HIPOTESIS 

l.- La pulsatilidad de le secreción de LH bicacti ve es diferente 

entre varones fértiles y loe varones estériles con oligoaetenozoo­

spermia idiopática. 

2 .- El estimulo exógeno con GnRH provoca una respuesta die tinta en 

ambos grupos de pacientes , en cuanto a la secreción pulsátil de 

LH bioacti va. 
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5. 1 - Generalidades 

Las dos principales funcioneo del eje hipotálamo-hipófisis­

teet1culo en el hombre son la de producir hormonas asteroides que 

determinan las caracterieticas sexuales secundarias y la produción 

de gametos sanos.Las dos actividades principales del teeticulo son: 

bioslntesie de andrógenos en las células de Leydig y la 

eepermatogéneeie que se lleva acabo en los t(ibuloa eemin1feros. El 

hipotálamo y la hipófisis participan en la regulación de estas 

funciones por medio de la secreción de GnRH y las gonadotropinae 

( LH Y FSH) respectivamente. Por lo tanto para comprender la 

fieiolog1a reproductiva del hombre es necesario examinar el eje 

hipotálamo-hip6fisis-test1culo tanto de forma individual como en 

conjunto. 

El estudio de la fisiologia reproductiva es complejo por lo que 

es necesario utilizar herramientas cada vez más sofisticadas. Actu-

-almente se usan ensayos biológicos para LH y hCG en suero empleado 

células intersticiales de rata (in vitre), que oon altamente sensi­

-bles a gonadotropinae Y responden produciendo testosterona, cuando 

se incuban con baja concentración de LH y hCG. Estos bioeneayos 

permiten medir la actividad biológica de LH circulante en suero 

bajo cualquier circunstacia fisiológica, Por lo tanto la combinación 
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de bioeneayo y RIA permiten el cálculo de relaciones de bloactivldad 

e irununoactividad que eon de utilidad para detectar cualquier 

cambio que se asocie a alguna patalog1a en el eje hipotálamo­

-hlpóflele-testiculo. 
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5.2 - Regulación hipotal6mica de la hipófisis 

El hipotálamo es el componente neural que regula la secreción 

de las gl4ndulae endocrinas y a su vez es regulado por éstas. El 

hipotálamo libera , entre otras a la hormona liberadora de 

gonadotropinas (GnRH), éste es un decapéptido, que es sintetizado 

en neuronas del área preóptica del hipotálamo medio y liberado en 

la eminencia media / en donde pasa a la sangre del sistema portal 

hipot1'lamo/hipcfisiario y llega a la hipófisis (ver figura 4). El 

GnRH estimula tanto la liberación de la LH como la de la FSH. Esta 

acción se logra mediante su unión a receptores especificas de alta 

afinidad, localizadas sobre las membranas plasmáticas de las células 

gonadotrópas de la hipófisis. 

La secreción del GnRH es pulsátil lo que es indispensable para 

mantener la secreción de las células blanco. 

Este decapéptido es liberado hacia la circulación portal en 

pulsos que ocurren cada 70 a 90 minutos (20) .sin embargo .tanto la 

frecuen·cia como la amplitud de los pulsos dependen de las 

condiciones fisiológicas . El efecto de un pulso de GnRH en lá 

hipófisis condiciona la respuesta a un segundo pulso. 

En estudios (in vivo) han demostrado que la respuesta de LH en 

una segunda inyección de GnRH con intervalo de 1 hora es 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 hipófisis está expu­

-esta a al tas concentraciones de GnRH por perlados cortos de 

tiempo, 

El patrón pulsátil de la liberación de GnRH es esencial en la 

regulación de la secreción de FSH y LH. Mientras que la exposición 

constante a GnRH resulta paradójicamente en efectos inhibitorios 

en la secreción de gonadotropinae ( 20). 

El GnRH como sus análogos han sido usados tanto para promover 

como inhibir la fertilidad tanto en el hombre como en la mujer.Loe 

análogos tienen la capacidad de unirse al receptor y producir la 

respuesta bioqulmica,mientrae los antagonistas se unen al receptor, 

pero no producen respuesta bioqu!mica. 

La manera en que estrógenos y testosterona regulan la respuesta 

de GnRH todavia no esta definida, ha sido dificil identificar 

el sitio de producción de GnRH (25). 
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5. 2 .1 - Mecanismos de acción de GnRH 

La acción del GnRH en la hipófisis tiene por la unión de 

éete a receptores especlficos de la membrana de las células 

gonadotropas (ver figura 9). 

La unión del GnRH induce la agregación del receptor lo cual 

provoca l La entrada de Ca2 + 2) y la unión del complejo GnRH­

receptor a la proteína de· 1a membrana Ge. Esto l1ltimo induce la 

actividad enzimática de la fosfolipasa"C" (PLC) que a su vez provoca 

la hidrólisis del fosfatidilinositol de la membrana (PIP2) para 

formar loe segundos mensajeros foefatidilinoeitol tiifoefato ( IP3) 

y el diacil glicerol (DAG). 

El DAG activa a la protelna cinaea e (PK-C) que a su vez regula 

la s1ntesis de las gonadotropinas y su glucoailación.Tarnhién induce 

la formación de más receptores a GnRH 11 up regulación• . 

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

El aumento del Ca2 + intracelular induce la salida de las 

gonadotropinas preformadas. 

12 



LlbL..kkClu 1 kí'Ccptor 
úlJNAOUTHUr!Nf.ó 

.GnRH 

~ll'liTLblb 
Li.U1~....fJwTki..Pll\HS 

Fig. 9 Mecanismo de acción GnRH 



5. 3 - Relación estructura-función de las gonadotropinae 

Este grupo de hormonas protéicas LH, FSH aai como la hCG tienen 

en comO.n dos cadenas aminoácidos denominadas cadenas alfa y beta 

asociadas de manera no covalente. Las cadenas alfa de estas 

prote!nas contienen 92 aminoácidos,cuya secuencia es idéntica para 

las tres hormonas. Las diferencias sustanciales existen en sus 

respectivas cadenas beta, las cuales tienen distintas secuencias de 

amino4cidoe que lae dietinguen una de otra ( 20). 

Estudios indican que las eubundidades C( de las glicoprotelnas 

que son idénticas en las especies tienen mucha importancia en 

cuanto a unión y acción biológica y que las eubunidadee ¡i sirven 

principalmente para inducir cambios conformacionales de las sub-­

unidades o< y para dar especificidad a cada hormona, para su interac 

-ción can el receptor ( 24) • 

Por su contenido de carbohidratos ( 20%) estas protelnas se 

conocen como glucoprotelnae, (20) los grupos de carbohidratos están 

presentes en lugares especlficos en cada subunidad y son importan­

-tea en la acción biológica y metabólica (25), La eubunldad beta de 

La LH contiene un grupo de oligoeacáridos unidos en forma covalente 

a estos aminoácidos. 

Debido a la presencia de cinco paree de uniones dieulfuro en 

las subunidades alfa y seis paree en las eubunidadee beta , las 
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hormonas gonadotrópicae son marcadamente globulares La alteración 

de estas uniones por oxidación con ácido perfónnico o su reducción 

con agentes como el di tiotrei tal, impide tanto la unión a loe 

receptores especlficos como la expresón de su actividad biológica 

(20). 

La Lll es la más estable de las glicoproteinas y su estructura 

y función ha sido la más 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 grupos de carbohidratoe y a los 

aminoácidos. 

La composición de los carbohidratos determina el punto isoeléc­

-trico, los grupos de carbohidratos que tienen la LH son: manosa,ga-

-lactoea, fucosa, glucosamina, N acetilgalactoeamina y ácido siálico. 

En general las fonnas alcalinas de LH tienen mayor actividad bioló 

-gica en bioensayos (in vitre) pero también son degradadas más 

rápido de la circulación. Las isoformas más ácidas son menos activas 

(in vitre) , pero también son más lentas en su degradación y acti­

-vidad (in vivo). 

El tiempo de las glicoprotelnas en la circulación es influenci­

-ada por su contenido de 4cido siálico y es de más tiempo para 

aquellas con más ácidos siálicoe. 

Después de una desialización enzimática, la mayoría de las glico­

-prote1nas son rápidamente eliminadas de la circulación por el 

hígado. 
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Se ha visto que la LH y la FSH retienen su afinidad de unión a 

receptores después de haber sido retirados sus carbohldratos pero 

su habilidad para estimular la adenilciclaaa ae ve dieminuida ( 25). 

La actividad de las glicoproteínas no se debe sólo a la confor­

-mación de una eubunidad, sino que las dos eubunidadee prestan 

actividad biológica (26). 
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s.·4,- Mecanismos de acción de las gonadotrinas hipofisiariae 

Las hormonas de naturaleza protéica (LH y FSH), producto de la 

sinteeis y la secreción de la glándula hipofieiaria ejercen sus 

efectos en el testiculo mediante su unión a receptores especificas 

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 expresión biológica a nivel celular. 

Durante la pubertad, el sistema endócrino es de suma importancia 

en la inducción de las características propias del sexo , finalidad 

que requiere de la instalación de mecanismos finos de regulación 

entre la glándula hipofisiaria y las gónadas. Las gonadotropinas 

hipofieiariae (LH y FSH ) representan, en ambos sexos, el principal 

estimulo para el desempef\o de las funciones de la gónada. 

En la membrana plasmática de las células de Leydig se han 

demostrado receptores a la LH ( 2 O) • 

El hecho de que ocupen sólo un pequef'io porcentaje de los 

receptores de LH en la célula de Leydig es adecuada para producir 

una respuesta completa, Este fenómeno se observó al incubar 

testiculo y células de Leydig pero también se aplica in vivo y 

puede que se aplique a una acción normal de hormonas pept1dicas.La 

presencia de tal exceso de receptores de LH en la superficie de la 

célula de Leydig tiene como función aumentar la sensibilidad a la 
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respuesta celular a bajas concentraciones de gonadotropinas. Además 

sirven también como reservas de receptores ya que un gran número 

son internados y degradados después de la unión hormona-receptor 

(25). 

La sefial bioquímica generada, y secundaria a la formación del 

complejo hormona-receptor se traduce generalmente en la estimula­

-ción de la adenilciclasa y en la acumulación de AMP cíclico 

intracelular (20) (ver figura 5). 

La enzima adenilciclasa es la responsable de la formación de 

AMP cíclico, en este proceso participan dos tipos de proteínas N : 

una estimuladora Ns y una inhibidora Ni, las cuales se unen a dos 

tipos de receptores especificas (ver figura 6). La proteina 

estimuladora o Ne se une al receptor conocido como Re, mientras que 

la Ni se une al receptor Ri. El Mg y GTP son necesarios para la 

transformación de la molécula N a su forma activa. La unión de una 

molécula con el receptor Re induce un cambio conformacional en éste 

Oltimo , que le permite interactuar con la proteína adyacente Ns 

sensibilizándola al GTP que proviene del interior de la célula. La 

unión del GTP a la proteína Ne induce en ésta un cambio 

conformacional que activa a la enzima responsable de la formación 

del AMP c1clico, la adenilciclasa. La actividad del complejo Ns 

GTP termina con la hidrólisis del GTP por la enzima GTPasa. 

En el caso de la unión de una hormona a los receptores 

denominados Ri induce una nueva conformación de la protena Ni que 

también se activa al unirse al GTP pero en este caso se inhibe la 

enzima adenilciclasa ( 19). 
17 



La concentración de AMP c!clico intracelular es de aproximada­

-mente 10 6 M ésta aumenta en respuesta al estimulo hormonal y die 

-minuye por efecto de enzimas denominadas fosfodiesterasas ( 3 '5' 

ciclico 5' nucleótico hidrolasas ) que h!drolizan el enlace éster 

de la posición 3', formado 5' monosfosfato ( 5 'AMP). La fosfodieetera 

-ea es estimulada por iones calcio produciendo la hidrólisis del 

J\l>fP c1clico • La fosfodiesteraea ee inhibe por un grupo de moléculas 

(xantinae) naturales como son el caso de la teofilina y la cafeina 

y algunas sintéticas como MIX. Estos alcaloides prolongan la 

actividad del APM clclico al disminuir su hidrólisis (20). 

Una vez formado,el AMP cíclico internaciona con la enzima prote1-

na cinasa presente en el citoplasma. La cinasa est6 formada por dos 

subunidades diméricae una reguladora y una catalítica (19) .La unión 

del AMP c!clico a éstas provoca la disociación del las 2 eubunida­

des. La subunidad catal1tica es la responsable de los mecanismos de 

foeforilación de las proteínas celulares, sus acciones inmediatas 

son: Transporte de iones, metabolismo de carbohidratos y eeterodogé 

-neeie y sus acciones posteriores son: sin tesis de RNA y proteínas, 

crecimiento celular, síntesis de ONA y división celular.En el test! 

-culo, una de lae acciones de las prote!nas cinaeas dependientes 

del AMP cíclico es la estimulación de la actividad de ciertas enzi-

-mas, como las hldrolasas de los ésteres del colesterol libre que 

son utilizadas en la bios!ntesis de la testosterona. 
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s.s.- Testiculo 

Los testículos están localizados fuera de la cavidad abdominal en 

el escroto el cual no sólo sirve de protector sino también ayuda a 

mantener la temperatura testicular 2° C por debajo de la temperatu­

-ra abdominal. Tres membranas comprenden la cápsula testicular a) 

Túnica vaginalie b) Túnica albugínea e) Túnica vasculosa • La 

extensión de la tunica albugínea en los testlculos a manera de septo 

fibroso resulta en la formación de aproximadamente 250 lóbulos pir~ 

midales en donde cada uno contiene enrollados tübulos seminiferos. 

Estas estructuras constituyen del 80 al 90 de la masa testicular • 

Los t\l.bulos seminiferos además de ser la parte más voluminosa de 

los testiculos son responsables de la producción 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 serniniferos 

Las células de Leydig, vasos eanguineos y linfáticos, nervios y 

fibroblastoe están dispersos entre los túbulos seminiferos (19) 

(ver figura 3). 

LOs tóbulos seminiferos contienen gran número de células 

germinales pequef\as denominadas espermatogonias, situadas en dos o 

tres capas a lo largo del borde externo del epitelio tubular. 

Durante la primera etapa de la espermatogénesie las espermatogo­

nias primitivas, localizadas inmediatamente junto a la membrana 

basal, se dividen para formar células algo más diferenciadas , las 

eepermatogonias del tipo B.Deepuée de varias divisiones adicionales 

estas células acaban por producir espermatocitos primarios de gran 

tamafto,que son los precursores de loe espermatozoides.Durante vari­

as semanas cada espermatocito primario se divide para formar dos 

espermatocitos secundarios , que después se dividen de nuevo para 

formar cuatro espermátidee. 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 división celular no 

es del tipo ordinario (mitosis), sino que se divide por meioeis 

quedando 23 cromosomas impares en cada espermatocito secundario. 
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A continuación, al dividirse cada espermatocito secundario para 

formar dos eepermátides, se reproduce ahora cada cromosoma impar 1 y 

cada uno de los cromoBomas nuevos pasa hacia una espermátide secun­

daría. Por tanto, cada eepermátide retiene un juego completo de 23 

cromosomas impares, a este proceso se le conoce como meiosis. El 

intervalo desde el principio de la espermatogénesis hasta la libe­

ración de espermatozoides maduros en el lumen tubular es de aproxi­

madamente 74 diaa (18). 

Los tllbulos eeminiferos en el adulto tienen un promedio de 165 um 

de diámetro están compuestos por células de Sertoli y células 

germinales. Las células de Sertoli están en la base de la membrana 

y forman uniones con otras células de Sertoli. Estas uniones impiden 

el paso de proteínas del espacio intersticial al lumen de loe 

tú.bulos seminiferos estableciendo una barrera . Las células de 

Sertoli rodean a las células germinales en desarrollo y proveen a 

estas un ambiente esencial para su diferenciación. Se ha observado 

que las células de Sertoli son las responsables del movimiento de 

las células germinales desde la base del tú.bulo hasta cerca del 

lumen para la liberación de espermatozoides maduros, también activan 

la fagocitosis de células daftadas. 

Ante la respuesta a la FSH , las células de Sertoli secretan ABP 

que es una protelna con gran afinidad por loe andrógenos. Por lo que 

provee una alta concentración de testosterona en el lumen tubular, 

lo cual es necesario para que se lleve acabo d6 mánera adecuada el 

proceso de espermatogénesis. 
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Loe espermatozoides son transportados a través de loe duetos 

eferentes a un sólo tubo , el epid!dimo por presión de fluidos 

testiculares , movilidad ciliar y contración de los duetos 

eferentes, durante los aproximadamente 12 diae que requiere para 

transitar a través del epididimo , el espermatozoide sufre cambios 

morfológicos y funcionales esenciales que le confieren la capacidad 

para fertilizar el óvulo • El esperrr.atozoide almacenado en el 

epididimo entra a los conductos deferentes, cuya longitud es de 35-

50 cm y por movimientos periotálticos empuja el contenido dentro 

del dueto eyaculatorio.Los duetos eyaculatorioe recibAn fluidos que 

provienen de las veeiculas seminales y contienen sustancias como 

aztlcares , proteinas y minerales ( 19). Estos duetos terminan en la 

uretra loe espermatozoides que llegan a este punto no están listos 

para fecundar , necesitan un cambio que ocurre en el aparato 

reproductor femenino en donde adquiere la capacidad fertilizante 

(capacitación) (25). 

(ver figura 3) Las células de Leydig que se encuentran en las 

áreas intersticiales rodeando a loe tO.bulos semin1feroe cuya 

caracterletica de diferenciación con otras células son sus 

inclusiones de llpidoe (ésteres del colesterol que eon fuente para 

la biosintesis de esteroides) al ser estimuladas por la LH secretan 

testosterona que es de importancia en la eepermatogénesie. 

Existen 3 asteroides de gran importancia en el testiculo que 

son : testosterona, dihidroteetosterona y estradiol. 

La testosterona es necesaria para que se lleve acabo la 
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espermatogénesis además de proveer las caracteristicas sexuales 

masculinas. 

La dihidrostestoeterona fomenta la espermatogénesis además de 

ser más activa que la testosterona. 

El estradiol se debe a la transformación periférica de la 

testosterna y sólo el 10% esde origen testicular / además de ser 

clave en el control de retroalimentación de esteroidee en el 

hipotálamo (19). 
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5. 6. - Características morfológicas de las células esteroidogénicas 

Las células de Leydig se originan a partir de células del 

mesénquima y se les encuentra en el tejido intersticial que rodea 

a loe tllbulos seminlferos. 

Las células de Leydig eon poligonales , de m1cleo grande y 

ovoide , en el que se encuentran uno o dos nucleolos prominentes .El 

hallazgo estructural más importante en la ultraeetructura de la 

célula de Leydig es el abundante retlculo endoplásmico liso , lo que 

es característico de las células esteroidogénicas. 

Las células de Leydig permiten la secreción aproximada de 10, 800 

móleculas de testosterona por segundo. 

Las mitocondrias de las células de Leydig del humano y del 

roedor son de tamaf\o moderado , contienen láminas y cisternas 

tubulares características de las células productoras de asteroides. 

Otro dato estructural característico de las células productoras 

de asteroides es la presencia de cuerpos o gotas de lfpidos. 

Las inclusiones de lfpidos corresponden a ésteres de celeste.rol 

que al ser hidrolizadoe por esteraeas solubles , son fuente de 

colesterol libre para la biosfntesis de estero1dee. 

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

proviene de las células de Leydlg (20). 
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5. 7. - Bioe1ntesis de testoeterona 

La bioe1nteeie de novo de loe andrógenos , como la de todas las 

hormonas asteroides , se inicia a partir de acetato y utiliza 

invariablemente el colesterol como intermediario aunque debe 

senalarse que los órganos eeteroidogénicos, que son loe sustratos 

anatómicos· en la bios1ntesis de andrógenos, tienen además la 

capacidad de utilizar el colesterol circulante como precusor en 

la formación de hormonao con actividad androgénica. 

El primer paso en la ruta de bios1ntesis de los andrógenos lo 

constituye la conversión, a nivel mitocondrial de colesterol o 

pregnenolona / que tiene como paso limitante la hidroxilaci6n 

enzimática en C-20 (configuración a). Como ya se mencionó / este 

paso limitante es selectivamente activado en el testículo del 

adulto por la LH de la hipófisis anterior , mientras que durante la 

vida embrionaria es activada por la hCG de origen 

trofoblástico. Aunque diferentes desde el punto de vista químico e 

inmunológico, ambas hormonas glicoprotéicas tienen un modo idéntico 

de acción, el cual es mediado por un receptor con gran afinidad 

para LH y /o hCG, localizados en la membrana plasmática de las 

células productoras de andrógenos. 

La biotraneformación de pregnenolona a androetenediona y 

testosterona en loe mamlferos puede proceder a través de doe 
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diferentes rutas o vias metabolicao dependiendo del órgano endócrino 

y / o de la especie. Estas vias se han designado como D. 5 y /:>. 4 

segan la localización del punto de insaturación (doble enlace) de 

loe compuestos intermediarioe (ver figura 7). 

Por medio de una serie de estudios metabólicos con asteroides 

isotópicamente marcados ,se ha podido establecer que la bioeintesie 

de testosterona , a partir de pregnenolona en las células de Leydig 

del testículo humano , opera fundamentalmente , aunque no en forma 

exclusiva,por la vía de los 6 5 .El primer paso en esta secuencia 

bioeintética es la 17(;(.- hldroxilación de la pregnenolona que es 

inmediatamente seguida de la ruptura de su cadena lateral, un hecho 

que es mediado por la acción de la 17,20 desmolasa y de la 17i:><­

hidroxilasa (ver figura 7), la acción secuencial de estas dos 

enzimas microsomales dependientes de NADPH y oxigeno, condiciona la 

fomacion de dehidroepiandrosterona (OHA), un compuesto de 19 átomos 

de carbona (por la pérdida de la cadena lateral) que aan conserva 

el doble enlace entre los carbonos 5 y ( ,6. 5 ) y el grupo 

hidroxilo en el carbono 3 , presentes en la molécula de la 

pregnenolona. 

La reducción en C-17 de la cetona de la dehidroepiandrosterona 

por acción de la l 7p-hidroxiesteroide deshidrogenaea , localizada en 

el citoeol y dependiente de NADP ,da lugar a la formación del .ó. s­

androstendiol. Esta reación enzimática es reversible y su dirección 

esta determinada por el pH. 

El paeo final lo constituye la biotransformación del /::;. s-
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androetendiol a testosterona , que es catalizada por el sistema 

enzimático 6 S-3jl-hidroxiesteroide deshidrogenasa y 3-cetoesteroide 

¿ 5- isomeraea ,que ee localiza en la fracción 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 está expuesta a cambios en su estructura ,mediados por la 

acción de varios sistemas enzimáticos que influirán notablemente 

en la expresión de su actividad biológica. Estas modificaciones 

estructurales ocurren fundamentalmente en uno de los estremos de 

la molécula , el anillo A. ( Por la importancia de su significado 

fisiológico nos referiremos a dos cambios metabólicos sobre la 

molécula de la testosterona,que ocurren (extragonadalmente) a nivel 

de su órgano blanco periférico) 

a) Los procesos de reducción el anillo A que conducen a la 

formación de SCIC.- dihidrotestoeterona ( DHT posee una potencia 

andrógenica mayor que la testosterona por lo que llegó incluso a 

postularse que la testosterona era en realidad una prehormona ) y 

otros metabolitos de gran potencia biológica y b) La aromatización 

de su anillo neutro A que conduce a la bioslntesis de estrógenos, 

el de mayor importancia estradiol que regula el control de 

retroalimentación de hormonas esteroideas en tejidos no-endócrinos 

(17). 
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5. B. - Regulación hipotálamo-hipófisis-célula de Leydig 

(ver figura B) Como ya se mencionó el hipotálamo sintetiza a un 

decapéptido el GnRH y se secreta de forma pulsAtil en la vena 

portal • oeepués de llegar a la hipófisis el GnRH se un a las 

gonadrotropos y eatimula la liberación de la FSH y LH a la 

circulación.La LH es tomada por las células de Leydig ,donde se une 

a receptores especificas. Esto da lugar a la activación de la 

adenilciclaea y a la generación de AMPclclico y de otros mensajeros 

que su respuesta termina en la secreción de eeteróides (T y E2). la 

elevación de estradiol tiene efecto inhibitorio en la hipófisis 

tanto del LH y FSH , rnietras la testosterona a nivel de hipi;;t;sie 

inhibe a la LH pero estimula FSH. El efecto inhibidor de loe 

andrógenos en el hipotálamo es mediado por estradiol .La FSH se une· 

a receptores espec1ficos en la célula de Sertoli y estimula la 

producción de prote!na de unión de andrógenos .La FSH es necesaria 

para la iniciación de la. espermatogénesis / se ha visto que la 

maduración de los espermatozoides requiere no sólo FSH sino también 

testosterona • La mayor acción de la FSH en la eepermatogénesis es 

v!a la estimulación de proteínas de unión de andrógenos,que permite 

a una alta concentración intratubular de testosterona • Existe 

evidencia que otra sustancia , inhibina es secretada por ·células 

de Sertoli.Esta activa principalmente a nivel de la hipófisie,donde 
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inhibe la secreción de FSH . No se sabe si la inhibina ejerce una 

retroalimentación negativa en el hipotálamo . La testosterona , la 

dihidrotestosterona y estradiol son capaces de inhibir la secreción 

deFSH(l9). 

La consideración cuidadosa del mecanismo de retroalimentación 

negativa deecrito, pone de manifiesto que el factor importante que 

debe someterse a regulación no suele ser la magnitud secretada de 

la hormona , sino más bien el grado de actividad del órgano 

blanco; por tanto , sólo cuando esta 1Utima se incrementa hasta un 

nivel apropiado 1 se volverá lo bastante poderosa la 

retroalimentación hacia la glándula para disminuir la secreción 

ulterior de la hormona .si el órgano blanco reacciona pobremente a 

la hormona , la glándula endócrina continuará secretándola hasta que 

el órgano blanco alcance por ültimo el nivel apropiado de 

actividad 1 pero a expensas de una secreción excesiva de la hormona 

(18). 

30 



1 
11) 

'.!il 

'º .e. f o E
 

s \(IJ
 

.... ·ª' .s::. 
Q

) 

a> 
Q

) 
'O

 

'! o 
'6

 
e: 
a 
,e: 
.2 

M
 

~ /!R
 

co& 
.;ij 
u. 



5.9.- Patología 

De acuerdo con la definición propuesta por el Programa de 

Reproducción Humana de la Organización Mundial de la Salud , la 

infertilidad, es la incapacidad de la pareja para lograr el embarazo 

después de un ano de b\lequeda consciente del mismo . En un estudio 

propectivo an aproximadamente 5000 parejas en diversas regiones 

del mundo , empleando como instrumento de evaluación un mismo 

protocolo, se estableció , que el 45% de las parejas estudiadas 1 la 

infertilidad era atribuible a disfunciones del factor masculino. 

La investigación del varón infértil requiere de un proceso de 

sietematización,con el objeto de optimizar el tiempo y los recursos 

disponibles por el médico y el paciente para establecer el 

·diagnóstico. 

La estrategia para investigar el potencial del sujeto en 

estudio, se basa en los datos que se obtienen en loe antecedentes 

personales y hereditarios, los hallazgos de la exploración cl!nica,y 

las pruebas de laboratorio. 

El anAlisis del eyaculado es el punto principal para iniciar la 

integración de un diagnóstico descriptivo • Asi dependiendo de las 

caractoristicas organolépticas y microscópicas del semen , se 

clasifican las muestras y por lo tanto al· sujeto de estudio. 

Los parámetros de evaluación del eyaculado 
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incluyen , volumen, color, turbidez, licuefacción, pH, concentración de 

iones , de azo.caree , y de enzimas • En el análisis microecópico, la 

ausencia o la presencia de espermatozoides 1 eu nllmero total y 

relativo al volumen,su grado y porcentl):je de motilidad , su pH ,su 

morfologia y el porciento relativo al total de cada una de lae 

formas, ea lo que finalmente describe a una muestra de 

semen .Genéricamente se describen las caracter!eticae del eyaculado 

como sigue : 

valores normales de las var iblee del semen 

Volumen 

pH 

Cuenta espermatozoides 

Motilidad 

Morfología 

vitalidad 

Leucocitos 

Zinc 

Acido cítrico 

Fructoea 

Aglutinación 

humano OMS ( 1987) 

>2ml 

7.2-7.8 

>20x1o'm1 

>50% grado III 

>50% forma e ovales 

>50% formas vivas 

<lx1o'm1 

>2 .4 µMol 

>52 JJMol 

>13 pMol 

<10% 

un aspecto importante que se debe tomar en cuenta para la 

correcta interpretacióf1. de un análisis del semen, ea el tiempo y la 
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forma de colección de la muestra • Se deben hacer al oujeto de 

estudio, las siguientes recomendaciones generales: Tener abstinencia 

sexual de por lo menos 3 dlas previos a la colección de la 

muestra , obtener el semen por masturbación y no por coito 

interrumpido , colectar todas las fracciones del eyaculado en un 

frasco estéril de plástico , mantener el recipiente a temperatura 

ambiente y depositarlo en el laboratorio para su análisis no 

después de una hora de haber sido obtenida la muestra . 

Debido a la gran variabilidad en las características del 

semen / es recomendable que el estudio del eyaculado se realize en 

por lo menos 3 ocasiones con un intervalo de 15 dlae entre cada una 

de ellas ,y que las conclusiones que se deriven del análisis sea un 

promedio de las observaciones. La nomenclatura de las alteraciones 

más frecuentes encontradas en el análisis del semen es la 

siguiente : 

Normozoepermia 

Azospermia 

Oligospermia 

Astenospermia 

Teratospermia 

Necrospermia 

Aspemia 

eyaculado normal 

ausencia de espermatozoides 

concentración espermática 

<20x10 6 células 

<50% motilidad grado III 

<50% formas normales 

<50% formas vivas 

ausencia de eyaculado 

Y las posibles combinaciones de estos. 

Para fines prácticos , se consideran tres aspectos como loe 
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fundamentales en el estudio de la función reproductiva : 1) La 

integridad anatómica 2) La regulación endócrina y 3) La 

funcionalidad sexual ( 21) • 

Endócrinae 

Causas de infertilidad 

Desórdenes hipotálamo-hipofieiarios 

Desórdenes testiculares 

Defectos de acción androgénica 

Hipertiroidismo 

Hipotiroidismo 

Insuficiencia adrenal congénita 

Hiperplasia adrenal 

Enfermedadeo sistémicas 

Defectos en la espermatogéneeie: 

Síndrome de inmovilidad ciliar 

Inducidos por drogas 

Deficiencia en t\'.lbulos seminiferos 

Obstrucción de duetos : 

Congénita 

Adquirida 

Enfermedades de vesícula seminal 

Enfermedadee de próstata 

Varicocele 

Eyaculación retrógada 

34 



Anticuerpos en espermatozoides plasma seminal 

Defectos en el pene 

Disfunción sexual 

Idiopática (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: 

l) Bloqueo de maduración de células germinales 2) 

Hipospermatogénesie general. 

El examen clinico no revela ninguna anormalidad ; el tamaf\o 

loe teetlculoe es normal, en la biopsia testicular., eólo una mínima 

hialinización peri tubular o elementos normales 

peritubulares Hipergonatropismo aubcllnico se presenta en el 30 % 

de los pacientes demostrando aumento exagerado de FSH y LH después 

de la administración exógena de GnRH. 

Muchos tratamientos se han propuesto como: 

l) Inducción 

azospermia. 

de testosterona o algun andrógeno que provoque 

2) Administración de gonadrotopinas o GnRH. 

3) El uso de citrato de clomifeno o tamoxifen para estimular la 

secreción endógena de gonadotroplnae. 

4) .Administración de doeie baja e de mesterolona (un andrógeno 

sintético oral) . 

5) El uso de un inhibidor como testolactona. 

Se ha observado un aumento del 20% al 40 % de las cuentas 

espermáticas pero ningino ha sido capaz de establecer los 

beneficios de loe tratamientos, 
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Además en estos pacientes resulta de suma importancia la 

determinación de la actividad biológica de las hormonas hipofisi­

arias durante ciertos períodos de tiempo ya que pueden existir 

alteraciones significativas en este parámetro cuando se comparan 

con los valoree de los sujetos sanos . . 
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6. - DISEllO DEL EXPERIMENTO 

6 .1. -Cálculo del tamaf'io de muestra 

6. 2. -Pacientes 
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6. 3. -Obtención de muestras 

6. 4. -Procesamiento de muestras 
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6. 5 .1. -Esquema 

6.6.-RIA 

6.6.1.- Esquema 

6. 7. -Metodologia estadistica 

6. 7. 1.- Descripción de variables 
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6.1.- Cálculo del tamaf\o de muestra 

El cálculo de la muestra ee obtuvo mediante siguiente fórmula: 

z" cr'I. 
n= ____ _ 

d~ 

en donde n = tamaf\o de la muestra 

z = coeficiente de confiabilidad 

o= desviación estándar de la muestra 

d = intervalo de confianza 

El valor de CT se estimó a partir de estudios semejantes 

publicados con anterioridad. 

El valor de o· se obtuvo de la siguiente formula 

d = z-cr __ 

1n 

en donde O" ea el error estándar tomado de esos estudios 

y el valor de z es igual a 1. 96 que correepond~ al coeficiente de 

confiabilidad al 95 \, 

Variables d n 

LH-B 1.96 2.73(mUI/ml) l.4(mUI/ml) 15 
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6. 2. - Pacientes 

GRUPO 1: 15 Varones fértiles. 

GRUPO 2: 15 valores estériles con oligoastenozoosperrnia idiopática. 

Evaluados de acuerdo a los siguientes criterios: 

Varón fértil; individuo sano que haya procreado un hijo en loe 3 

aftos previos al estudio y que el resultado de 2 espermato -

bloscop!as se encuentren dentro de los limites conside-

radas como normales por la OMS, 

Varón con oligoaetenozoospermia idiopática: individuo sin patolog!a 

aparente que comprometa el eje hipot4lamo-hip6fisis-test!culo y que 

el resultado de esperrnatobioscop1as reporten concentración 

espermática menor a 2ox10' cél./ml y movilidad célular menor a 40% 
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6.2.i.- Criterios de inclusión de los pacientes 

(ambos grupos) 

1.- Edad entre 25 y 40 años. 

2. - Sanos de acuerdo a examen fieico e historia clínica, 

3. - Sin tratamiento terapéutico. 

4.- Espermocultivo negativo. 

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

Procedimiento: 

Cada uno de los varones participantes proporcionó 2 

muestras de semen con un intervalo de 15 diae, obtenidas por 

masturbación después de tres diao de abstinencia sexual, a cada una 

se le realizó una espermatobioscopia, siguiendo loe criterios de 

la OMS (3). 

Para obtener lae 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 , congelándoce a -4°C para su posterior 

análisis. 
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6. 3. - Obtención de las muestras 

Los 30 pacientes se internaron en el Instutito Nacional de 

Perinatologla , durante el periodo comprendido entre 20: 00 hrs 

del viernes y las 20:00 hrs del sábado. 

Loe pacientes engrasaron una noche anterior al estudio, con el 

propósito de la adaptación física.La obtención del suero se efectuó 

a través de un catéter insertado en una de las venas cubitales , el 

estudio comenzó a las 8:00 a.m. del sábado, tomando ml de sangre 

cada 10 min durante 12 hrs / durante este tiempo looo pacientes se 

desplazaron libremente en el área e ingirieron sus alimentos 

normalmente, el estudio finalizó a las 20:00 p.m. del sábado. 

Para evaluar la respuesta de la hipófisis al estimulo con GnRH 

en cuanto al incremento en la secreción de hormona luteinizante 

bioactiva (LHb) , al término de las primeras e hrs de obtención de 

las muestras sanguíneas se administraron a los pacientes 2 dosis 

de 10 mg de GnRH por vla intravenosa, con un intervalo de 2 hrs 

entre cada una y se continuó con el muestreo de sangre durante 4 

hrs más , con la misma periodicidad. Des pues de la recolección de 

muestras , los pacientes fueron dados de alta , previa valoración 

médica completa . El volumen total de sangre obtenido de cada 

paciente fue de 432 ml (9,10). 
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con fome se fueron obtenidos las muestras , ee fueron 

centrifugando para extraer los sueros , los cuales se congelaron a 

-7oºc en al!cuotae de 1.s ml aprox, de cada muestra hasta que se 

efectuó el análisis. 
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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 variación 

interensayo. 

La concentración de LH bioactiva en suero, se evaluó utilizando 

el bioeneayo de la producción de testosterona , por células 

intersticiales de rata (TCIR) , seguida de la determinación de 

testosterona por RIA . (ver anexo 1 y 2). 
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6.5.- Bioeneayo de LH en células de Leydig 

Para el bioeneayo de LH se siguió la técnica descrita por Dufau 

y col. (1976) .El ensayo conoiete en extirpar quiríirgicamente los 

teet1culoe de 5 ratas macho adultas (3 meses o de 250g aprox.) a 

los cuales se les quita la tünica albug!nea que loo envuelve y 

posteriormente se diseca y elimina la arteria principal. (ver anexo 

1) 

Se digieren en medio nulbecco con albllmina o .1 \ y colagenasa 

(de cloetridium histolyticum 14, BB U/ml) en un bano de agua a 37 ° e 

con sistema de agitación , de 180 clcloe/min durante 15 min. Una vez 

trasncurrido este tiempo , se filtra con una malla de nylon (250µm) 

para eliminar loe tübulos eeminlferos y el resto de tejido no 

disgregado y se lava af\adiendo el doble de medio Dulbecco para 

eliminar el exceso de colagenasa, y se centrifuga a 150 Xg durante 

10 min. 

Finalmente el precipitado ee reeuspende en medio que contiene 

O .125 .1111\ de MIX, guardando una proporción de lml de medio por cada 

0.1 ml de paquete celular aproximadamente , y ee filtra nuevamente 

con una malla de nylon (100.um)para eliminar loa ac11rnuloa celulares. 

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

ul de la suspensión celular, previamente diluida l: 10 , se adicionan 
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O. 3 ml de medio y se tifien con 500 JJl de una solución azul 

trypano al O. 4 \ y se cuenta en una cámara de Neubauer. 

La suspensión final se diluye para tener una concentración 

aproximada de l-2xl06células/ml. 

Para la incubación se toman alícuotas de 100 ,ul de la suspensión 

celular previamente filtrada, y se colocan en frascos de 10 ml que 

contienen medio Dulbecco con albllmina 1% y MIX . 1 mM,a cada frasco 

se aftaden 100 ,ul de cada muestra de suero problema o estándar , el 

volwnen final de incubación tanto para las muestras como para los 

estándares y loa controles es de 2. 2 ml 1 cada muestra y .estándar se 

elabora por duplicado. 

Para la curva estándar de LH se usó NIODK-hLH-1-3 en PBS a 

diferentes concentraciones 5 1 15,25 y 50 mUI/ml , como se indica en 

el anexo l. 

A cada estándar se le agregó suero inactivo para mantener las 

mismas condiciones que en el suero sanguineo. 

Se usó suero de mujer con concentración baja de LH , como 

control , el cual se colocó por duplicando en 2 distintas posiciones 

en el ensayo. 

La incubaci6nse realiza en un bai1o a 3T°C con agitación 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(\ e para posteriormente determinar la concentración 

de testosterona por RIA. 
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La concentración de LH de las muestras problema, se determina de 

la curva estándar (testosterona vs LH ) . La sensibilidad que tiene 

el bioeneayo ee de O. 4 mUI de LH. 

Se llevó 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 más de uno de los valores se alejan del valor promedio 

(calculado a partir de 10 bioensayoe previos) por más de 

desviaciones estándar / se rechaza el bioensayo y se repite • 

El análisis tambten se rechaza cuando el coeficiente de variación 

intraensayo es mayor del 20 % (11), ver figura l. 

(ver técnica anexo 1) 
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6.6.- RIA 

El radioinmunoensayo se basa en la competencia entre un ant1geno 

marcado con un isótopo radiactivo y otro que no lo es de la misma 

naturaleza quimica, por sitios especificos de anticuerpo , formando 

complejos antígeno-anticuerpo. Esta reacción se describe Por la 

siguiente expresión: 

antígeno + anticuerpo especifico----------------> complejo antígeno 

anticuerpo 

Ag + Ac -----------------> AgAc 

antigeno radiactivo + anticuerpo eepec1ficos ------------> complejo 

antígeno 

anticuerpo 

radioactivo 

Ag* + Ac ------> Ag•Ac 

La fracción Ag-Ac* es dependiente de la cantidad de antígeno no 

radiactivo. La concentración de ant19eno en muestras desconocidas 

ae determina midiendo la fracción Ag-Ac* obtenida por inc:ubación 

de varias cantidades conocidas de antigeno na radiactivo 

misma cantidad de anticuerpo (curva estándar). 

con la 

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

es dependiente de la capacidad del antisuero para reconocer la 
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estructura del antigeno ( 13). (ver anexo2) 

La radiactividad ee detecta con un contador de radicionee 

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 

·~· I 

La Onica marca que se detecta es la que proviene del complejo 

anticuerpo-te e toe tero na marcada , siendo la cantidad de 

radioactividad medida en CPM, inversamente proporcional a la 

testosterona presente en las muestras problema. 

Para conocer el porcentaje de unión del anticuerpo ae1 como la 

unión inespecifica de la marca se colocan loe siguientes controles: 

Cuentas totales ( CT) : cantidad total de marca en CPM ( T*) que ee 

afiade ,ee la misma en todas las tuboa del RIA. 

Unión inespecifica (UNE) : cantidad de T* que permanece en el tubo 

unida de manera inespecifica ya que no está presente el anticuerpo 

Esta debe ser menor del 5\ de la CT , debe ser restada a todas las 

otras CPM. 

unión máxima ( Bo ) cantidad total de T* que se unió al 

anticuerpo, aqui no exite testosterona fria.El Bo debe ser 30-60 % 

de la C'!'. 
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Se elabora una curva estándar concentraciones de °'.2,1,4,B 

y 16 ng/ml de Testosterona. 

Se af"i.ade marca y sueros de acuerdo con la técnica (ver anexo 

2). 

Las CMP de cada estándar ea inversamente proporcional a su 

concentración de testosterona. 

El cálculo para obtención de las concentraciones problema 

consiste en hacer una transformación log1stica como sigue 

100 (b -UNE) 

y = -------------

( Bo - UNE) 

Logit Y = Ln (Y / 100-Y) 

en donde b son las CPM de cualquier estándar o problema, Bo es la 

unión máxima en CPM y UNE es la unión inespeclfica también en CPM, 

los datos se grafican de acuerdo a la fórmula siguiente : 

Logit Y = mlog x + a ••..••..•• 1 

X = conc. de testosterona de los problemas 

La concentración de testosterona de los problemas se calculan 

por medio de la curva de regresión 1 en donde se interpolan los 

datos de Logit Y previamente calculados para cada muestra 

desconocida ( 14) • 

Todos los cálculos se realizaron con ayuda de un gran programa pal-a 

computadora PC IBM compatible denminado RIA-logit. (ver figura 2). 
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6. 7. - Metodolog1a estad1stica 

Los métodos eetadisticos 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 están 

dentro del grupo de pruebas No Paramétricas. Las pruebas No 

Paramétricas son técnicas alternativas para datos que no dan 

supuestos de normalidad y eoi:i de utilidad para tamaf\os de muestra 

pequen.os 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 usó para comparar la población de enfermos con la de sanos. 

La descripción de las pruebas se da a continuación : 

PRUEBA DE RANGOS DE WILCOXON 

Esta prueba se usa cuando se tienen observaciones apareadas 

(xl,yl) ¡(x2y2); .... (xn,yn) de una variable donde : 

x: es la variable antes de la primera inyección con GnRH 

y : x es la variable después de la primera inyección con 

GnRH. 
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Se calculan loe 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' e. Los supuestos de esta prueba son : 

1) Cada Di es una variable aleatoria continua 
2) La distribución de cada Di es simétrica 
3) Las Di son independientes 
4) Las Di tiene la misma mediana 
5) La escala es la menos de un intervalo en las Di 

Las hipótesis o contrastes de hipótesis factibles son sobre la 

mediana de las Di' e 

Ha hipótesis nula Ha hipótesis alternativo. MD = Medianas 

A) Ha MD=O VS Ha MD,lO 
B) Ha MD~O VS Ha MD>O 
C) Ha MD~O VS Ha MD<O 

donde en A ' se tiene el caso bilateral y en B y C los caeos 

unilaterales • La hipótesis alternativa en A puede interpretarse 

como •Las X son distintos de la Y es decir , hay cambios de antes a 

después de la inyección , " en el caeo de B como "Las Y son mayores 

que las X osea existe respuesta al momento de la inyección" y en el 

caso e corno"Las X son mayores que las Y por tanto no hay respuesta• 

En esta prueba desaperecen loa empates es decir los casos en que 

Xi = Yi. 

Ahora bien, si se define Ri (rango) como 

Ri = O si Yi < Xi (Di<O) 

rango asignado a (Xi,Yi) si Yi>Xi (Di>O) 

El estadlgrafo de prueba es w = Ri 

el cual se compara con los valores tabulados de Wilcoxon para 

decidir si se rechaza o no la hipótesis nula elegida. 
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PRUEBA MANN WHITNEY 

Esta prueba ee utiliza para comparar dos poblaciones 

independientes usando sus rangos. El eetadietico es la suma de loe 

rangos de una. de las muestras ,después de que loe rangos han sido 

asignados a las dos muestras combinadas es decir , se tienen dos 

mueEJtrae : Xl,X2 •... xn de una poblacion y Yl,Y2 •••• Yn de otra 

población. Se asignan rangos 1, 2 •.•• , n + m a las obeevacionee. 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 medición es la menos ordinal 

Las hipótesis factibles de probarse son : 

Ha = hipótesis nula Ha = hipótesis alternativa 

A) Ha :MX=MYVSHa : MXfMY 
B) Ha :MX~MYVSHa : Ml<<My 
C) Ho : MX ~ MY VS Ha : Ml<>My 

En el caso de A, se tienen caso bilateral 

alternativa se puede interpretar como las dos 

son idependientes. 

El eetadigrafo de prueba ea 

T = R(Xi)- n(n+l) 

. la hipótesis 

poblaciones 

el cual al calcularse se compara con los valores tabulados de 

Mann-Whitney para decir si se rechaza o no la Ho de la 

hipótesis elegida y el nivel de eignificancia usado. 
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6. 7 .1. - Descripción de variables 

En el 

estad1stico 

presente 

(Prueba 

trabajo / se llevó 

de Mann Whitney) de 

acabo un análisis 

las muestras basales 

anteriores al estudio (ver 6. 6 ) del promedio de los duplicados 

entre pacientes sanos y enfermos. 

A continuación se presentan las tablas de relización de loe 

miemos. 
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BASALES 

ENFERMOS SANOS R(e) R(S) 

4. 3756 
5. 8927 

6. 2583 3 
7.3147 4 
7. 5898 5 

8, 0359 
8. 5449 

8, 5565 
9. 0153 

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 
18.3456 22 
19 .4462 23 
21. 0864 24 
21.1888 25 

23. 0419 26 
24.2621 27 

25. 0667 28 
27. 0697 29 

SUMA 213 
TC 108 
TALFA 60 
Tl-ALFA/2 150 
NO SE RECHAZA 
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Al término del estudio 1 se realizaron pruebas de Wilcoxon 

para loe casos que ee(describen a continuación para X y Y tanto en 

muestra de enfermos como en la de sanos 1 es decir , 12 pruebas en 

total. 

Caso l.- cuando X: LHbio antes de estimular con GnRH 
Y: LHbio 10 min. después de la primera inyección 

Caso 2.- Cuando X: LHbio antes de estimular con GnRH 
Y: LHbio 20 rnin. después de la primera inyección 

Caso 3.- Cuando X: LHbio antes de estimular GnRH 
Y: LHbio una hora después de la primera inyección 

Caso 4.- Cuando X:LHbio del punto máx. antes de estimular con GnRH 
Y:LHbio del punto máx. después de estimular con 

GnRH. 

Caso S.- Cuando X:LHbio del punto mln. antes de estimular con GnRH 
Y:LHbio del punto mln. después de estimular con 

GnRH. 

caso 6.- Cuando X:LHbio del punto máx. en el primer estimulo 
Y:LHbio del punto máx. en el segundo estimulo 

A continuación se presentan las tablas de realización de los 

mismos. 
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Se llevaron a cabo 5 pruebas de Mann Whitney para comparar 

eanoe (Y) y enfermos (X), Los caeos se describen a continuación: 

CASO 1.- X:Dif. entre el punto antes de la primera inyección 
y a loe 10 min. después en los pacientes enfermos. 
Y:Dif, entre el punto antes de la primera inyección 
y~ a loe 10 min. después en los pacientes sanos. 

CASO 2.- X:Dif. entre el punto antes de la primera inyección 
y a loe 20 min. después en los pacientes enfermos. 
Y: Dif. entre el punto antes de la primera inyección 
y a loe 20 min. después en loe pacientes sanos. 

CASO 3.- x:oif. entre el punto antes de la primera inyección 
y a la hora después en los pacientes enfermos. 
Y:Dif. entre el punto antes de la primera inyección 
y a la hora después en los pacientes sanos. 

CASO 4.- X: Dif. entre el punto máx. antes de est.lrnular y el 
punto máx. después de estimular en pacientes 
enfermos. 
Y:Oif. entre el punto máx. antes de estimular y el 
punto máx. antes de estimular y el punto méx, después 
de estimular en pacientes sanos. 

CASO 5 .- X: oif. entrt: el punto m!n. antes de estimular y el 
punto m1n. después de estimular en pacientes 
enfermos. 
Y: Oif. entre el punto m1n. antes de estimular y el 
punto m1n. después de estimular en pacientes sanos. 

CASO 6.- X:Dif.entre el punto máx. del segundo estimulo y el 
primero en enfermos. 
Y:Dif.entre el punto máx. del segundo estimulo y el 
primero en sanos. 

A continuación Be presentan las tablas de realización 
de los mismos. 
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7, - RESULTADOS 

7 .1- Gr4ficae 

7. l. l- Curva estándar promedio de RIA 

7 .1. 2- curva estándar promedio de LHblo 

7 .1. 3- Gráfica promedios basales 

7 .1. 4- Gráficas pacientes sanos 

7 .1. 5- Gráficas pacientes enfermos 

7, 2- Coeficientes de Variación 

7. 3- Descripción de resultados 
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Fig. 7.1.1 

CURVA ESTAHDAR PROMEDIO RXA 

LOG )( 

Cada punto de la curva representa el promedio y desviación estandar 
de 58 radfoinmunoanállsfs. Los valores de logit se calcularon como 
se describe en el capítulo 6.6.Las concentraciones de Testosterona 
(x) empleadas fueron: .2,1,4,8,16 ng/ml.Los valores de m= -t.653tl :!: 

0.1039, b= 0.1708 ~ 0.1051 y R= - 0.9978 ~ o.0028. 



La curva anterior es una representación de la forma en que se 

comportaron cada una de las curvas estándar del RIA y coincide con 

la reportada en la bibliografía, en la figura 7.1.2 que es la curva 

estándar del bioeneayo ee observa un aumento proporcional de 

testosterona al aumento de LHbioactiva y tiene a saturarse después 

de los 30 mUI/ml LHbio • 

En la gráfica 7 .1. 3 que muestra las ntediciones basales 

previas al estudio en donde la cantidad de LHbioactiva tanto en los 

pacienteo sanos como enfermos es muy homogénea, no hay diferencias. 

Estas mediciones se hicieron con la finalidad de observar lo 

dificil que ha sido elucidar esta enfermedad y esto también lo 

demuestran las gráficas de pulsatilidad de cada paciente,pues éstas 

son muy distintas inclusive hay diferencias entre pacientes sanos 

y enfermos, la diferencia es más notable en loe enfermos. 

Se intentó la. posibilidad de hacer subgrupos de loe grupos ya 

establecidos, pero como la cantidad de pacientes era muy pequeña 

pues no es estédfsticarnente significativo y no se llevó a cabo este 

procedimiento. 
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Fig. 7.1.2 

CURVA ESTANDAR PROMEDIO LHBIO 

... 
LHBIO <mUI...-ml) 

~8d~~"!:,p~j~~0c~~v~8rgf;E!e~:a"y~¡~~!~m~~~Zlod6~~iacI6n estandar 
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CONCENTRACIONES BASALES DE LHBIO 
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Las barl"as representan la concentraci6n de LHbioactiva basal en pacientes enfermos (números) 
y en pacientes sanos (letras) vease capítulo 6.2.1. Cada valor Indica el promedio y la desvia­
ción estandar de los duplicados en el bloensayo. 
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7, 2, - COEFICIENTES DE VARIACION 

Se obtuvieron loe siguientes coeficientes de variación de loe 

sueros control (SC) : 

INTERENSAYO 

n = 19 

Coeficiente de variación !;! 20. 03 38 

INTRAENSAYO 

n = 19 

Promedio general = 25. 6263 

Sx general = 3.4768 

Coeficiente de variación 

general = 13. 56 

El cálculo de los datos se hizo de acuerdo a (Bedolla et al 14). 
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7. 3, - Descripción de resultados 

En la prueba de Hann Whitney previa al estudio en cuento al 

promedio las pruebas basales no existió diferencia significativa 

con un alfa = o.os 

De las 12 pruebas de Wilcoxon para loe caeos 1, 2, 3 1 4 y 5 tanto 

para pacientes sanos como enfermos hay diferencia significativa 

con un alfa = O. os y para el caso tanto para pacientes sanos 

como enfermos no hay diferen~la significativa con un alfa = o. 05. 

De las 5 pruebas de Mann Whitney para el caso 1, 2, 3, 4 y 5 no hay 

diferencia significativa con un alfa = O. 05 y para el caso 6 hay 

diferencia significativa entre ellas con alfa = O. 05. 
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6. - DISCUSION 

De acuerdo con los resultados que se obtuvieron , se interpretan 

de la eiguente manera : el hecho de que en las pruebas de 

Wilcoxon para los 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 10 

min., 20 min. y una hora después , aei como en el punto mlnimo del 

intervalo de tiempo sin estimular y el punto minirno después de 

estimular y el punto máximo del intervalo de tiempo sin estimular 

y el punto máximo después de estimular, esto pudiera dar lugar a 

pensar que si se compararan estos miemos casca entre sanos va. 

enfermos (Prueba Mann Whtney) podrían dar alguna diferencia pero 

al efectuarlas no dio asi,esto quiere decir que las dos poblaciones 

son muy se:mejantes entre si. Velduhie ei: • a.1 . dicen observar una 

respuesta 10 min.,cleepués de inyectar lOmg 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,eeto quiere decir que el primer estimu­

lo al llegar a su punto mAl<imo es igual al segundo estimulo al 

118.gar a su punto máximo, pero al ser comparados sanos ve 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 alteración 

evidente en relación a loe mecanismos hipotálamicos que conducen a 
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la liberación de GnRH y como consecuencia de LHbioactiva, si existe 

diferencia entre pacientes sanos y enfermos en la hipófisis al -­

estimulo de GnRH, ya que es mayor la respuesta en el caso de los--­

pacientes enfermos. 

Existe diferencia entre los pacientes sanos y loe 

enfermos cuanto a la sensibilidad al estimulo de GnRH, en donde la­

respuesta es mayor en el caso de los enfermos, 

Es posible que esta diferencia se pueda explicar por ana altera­

ción en los niveles de eeteroides que actuan a nivel de la hipófi­

sis, que afectan la sensibilidad de esta al estimulo de GnRH, 

Los resultarles del presente trabajo son preliminares ya que es 

necesario que sean analizados por un método de desconvolución de 

parametroa mll.ltiples en el cual se mide frecuencia,duración,ampli­

tud del pico, asi como el tiempo de vida media, de la eliminación 

y la secreción de las hormonas los cuales dan una mayor profundidad 

al análisis .No se llevo a cabo en este trabajo por ser un análisis 

matemático complicados pero loe resultados ya estan siendo analiza­

dos en el laboratorio del Dr. Velduhis quien ha estado perfeccionan­

do este tipo de análisis . 

La información que se tiene acerca de 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 hipotálamo-hipófisis y sus diferentes 

relaciones para profundizar en la patologiá de esta enfermedad. 

Este estudio es parte de un proyecto en donde se midieron las 

67 



siguientes hormonas ademas de LH bioactiva que fueron: testosterona, 

LH inmunoreactiva y FSH la primera medida en México y las otras dos 

en Estados Unidos. 

El propósito de que se midieran estas hormonas, es porque todas 

estan relacionadas unas con otras en el funcionamiento del eje­

hi potál amo-hipófisis • 
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9, - CONCLUSIONES 

1. - Si existe diferencia entre pacientes sanos y enfermos. 

2.- La dif~rencia esta en la respuesta ante GnRH que fue mayor en 

pacientes enfermos. 

Se lograron alcanzar loe objetivos e hipótesis planteadas. 

Estos resultados eeguiran un análisis de desconvolución y serán 

comparados con loe resultados de las otras hormonas y se harán 

relaciones entre ellas para averiguar y elucidar el origen de la 

enfermedad, como se pudo observar,el presente trabajo es muy exten­

so y aunque los resultados sean preliminares, se hizo este análisis 

con el propósito de dar una idea para el seguimiento de los resul­

tados finales. se espera que el presente trabajo sea un estimulo 

para un estudio más profundo y un reto para las proximas 

generaciones. 
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10.- ANEXOS 
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ANEXO 

BIOENSAYO DE LH EN CELULAS INTERSTICIALES (LEYDIG) DE RATA 

PRINCIPIO : 

Lae células intersticiales testiculares (células Leydig) 

responden a las gonadrotopinae bioactivae (LH,hCG) produciendo 

testosterona. 

Animales usados : Se usan ratas macho de raza Wistar de 250g de peso 

o de 90 d!as. 

Reactivos : 

- Medio Dulbecco 

- Alb1lmina de suero bovina 

- Colágenaea 

- MIX 

- Estándar de LH (NIDDK-hLH-1-3 en PBS) 

- Azul trypano 

- Eter et!lico 

- Alcohol 

- Bicarbonato de sodio 

Soluciones 

- Solución libre de Ca y Mg pH=7. 4 

- NaCl 2g. 

- KCl O.lg. 
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- NaHCO O. OB7g. 

Glucosa o. 25g. 

- Vol. Final 250ml 

- Azul trypano o. 4\ 

- Bicarbonato de sodio 1 % 

Preparación del medio Dulbocco/Albllmina 

Las cantidades pesadas de Dulbecco y albúmina se disuelven en agua 

bideetilada con cuidado de no hacer espuma( la espuma daf\a 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 colagenaea como la xantina,esto se hace con la 

ayuda de un agitador magnético. 

Preparación de estándares : 

Se utiliza como estándar NIDDK-hLH-1-3 en PBS ( amortiguador de 

fosfatos) 1 se utilizan alicuotae con conc. de 100 Ul/ml, de ésta se 

parte para elaborar y la curva estándar. 

l.- se toman 50 ,ul de la alicuota con conc. lOO UI/ml + 4.950 ul de 

medio Dulbecco. Conc. del estándar es 1000 mU/ml. 

2.- Se toman 200 µl del estándar l + l.BOO ul de medio. Conc. del 

estándar es lOO mU/ml. 

3.- Se toma lml del estándar 2 + lml de medio.Conc. del estándar es 

50 mU/ml. 

4 .- Se toman 500 ul del estándar 3 + 500 µl de medio .Conc. del 

estándar es 25 mU/ml. 

5.- Se toman 300 ,ul del estándar 3 + 700 µl de medio, Conc. del 

estándar es 15 mU/ml. 



6.- Se toman 100 µl del estándar 3 + 900 JJl de medio. conc. del 

estándar es 5 mU/ml. 

7.- Se toman 200 pl del estándar 6 + 800 µl de medio . cene. del 

estándar ee l mv/ml.. 

Material 

- 1 caja de Petri de 90 X 15 mm (para colocar loe teeticulos) 

- 160 frascos con tapón capacidad 10 ml. 

- 2 mallas (Mesh) 

- 10 tubos cónicos con tapón de 15 ml. 

- 2 pipetas Paeteur d~ diferentes diametros (previmente flameadas, 

para evitar rompimiento de células). 

- puntas para micropipetae 

- 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 lOOml. 

- 6 tubos de ensaye (para la curva estándar). 

Equipo : 

- l bano con agitación (Dubnoff) 

- l centrifuga clinica de mesa 

- l microscopio de luz con objetos de lOx y 40x. 

- Material de cirugía y microcirugia 

- 1 hemacitómetro 

- Micropipetas 
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PROCEDIMIENTO : 

La solución de medio Dulbecco ee puede filtrar en condiciones 

estériles usando filtros millpore de 0.45 u.En estas condiciones la 

solución oe puede almacenar durante 3 semanas a -4ºc. 

La solución de colagenaea se hace el mismo d!a del experimento y 

se guarda a 4"C hasta su uso. 

OBTENCION DE CELULAS 

Las ratas se anestesian con éter, tomándolas de la cola e introdu­

ciéndolas en un vaso de 2 Lte, con algodón impregnado de éter, e 

inmediatamente se tapa el vaso. Una vez anestesiadas se sacrifican, 

y se moja la región pó.bica con alcohol. 

Se corta la piel utilizando las pinzas de ratón y las tijeras 

grandes,posteriormente se corta el músculo tomándolo con las pinzas 

medianas y usando las tijeras medianas. Finalmente los testiculos 

se extraen, y se colocan en una caja de Petri con solución libre de 

calcio , con las tijeras y pinzas de microcirugia se limpian 

retirando la tünica albuginea,se diseca la alteria principal 

cuidando de no romperla, se transfieren a otra caja de petri con 

medio Oulbecco. 

Después de obtener los testlculos el procedimiento debe ser rá!>ido. 



una vez reunidos loe 4 testículos, se trasfieren a una matraz de 

contienen la solución de colagenasa, el matraz se tapa y se coloca 

en una bafto con agitación a 37.:-C durante 15 min. 

Tranecurido este tiempo, la suepención se hace pasar a través de 

un embudo que contiene la malla Mesh ( 250 J,lm) / esto se hace con el 

fin de eliminar los to.bulos y ahl mismo se hace pasar el doble de 

volumen de medio oulbecco, 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 nümero de células posibles. 

El volumen filtrado se transfiere a 4 tubos cónicos, los cuales 

se tapan y centrifugan a 150 x g duante 10 min., posteriormente se 

desecha el sobrenadante y la pastilla celular se resuspende con la 

pipeta Pasteur, primero la de mayor diámetro en medio que contiene 

O .125 mM de MIX, guardando una proporción de lml de medio por cada 

O.lml de paquete celular aproximadamente y se filtra nuevamente con 

una malla Mesh ( 100 Jlffi) para eliminar loe acümulos , y se mantienen 

en agitación lenta. 

Conteo de células : 

Para contar las células, se transfiere O. Sml de azul trypano al 

% a un tubo y se adiciona O. 3 ml de medio y se coloca O. 2 ml de 

suspensión célular (diluidas previamente 1/10 el factor de dilución 

es 50 ) • 

Usando un pipeta Pasteur se transfiere una pequen.a cantidad de 

la auspeneión célular con azul trypano a las cámaras del hemocitóm~ 

tro tocando loa extremos de la cubierta para que se llene la 

carnára por capilaridad. 
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Comenzando por la cámara 1 se cuentan las células viables (no 

tef\idas)del cuadro de lmm, repetir procedimiento· para las cámara 2. 

Células/ml = Promedio de las 2 cámaras x 50 x 10 .. 

Se incuban entre 1 y 2 x 10' células/rol. aprox. 

Tubo t D/A/X 

1-2 2ml 

3-4 l. 9ml 

5-6 

7-8 

9-10 

ll-12 2 ml 

13-14 

15-16 

17-18 

etc 

157-158 

PROTOCOLO DE TRABAJO 

susp.célular Estándar o 

muestra 

lOOul 

100 Ul El 

E2 

E3 

E4 

Ml 

M2 

M3 

M4 

se 

Suero 

estándar 

lOO ul 
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Se colocan eueroe de control (SC) a la mitad del ensayo y al 

final. 

La incubación ee lleva acabo en un bano con agitación a 37 ° C 

durante 3 hre. Transcurrido el tiempo lae euepencionee 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 loe cuales se tapan y se guardan a -20 e para posterior 

análisis de testosterona por RIA. 

77 



ANEXO 2 

RIA DE TESTOSTERONA 

Se usó un kit de testosterona marca DPC ( diagnostic producto 

corpor.ation), Cout-A-Count. 

PRINCIPIO : 

El kit se basa en que el anticuerpo espec!fico se encuentra 

inmobilizado en la pared del tubo de propileno.Se utiliza testaste-
ll.'l rana marcada con I que compite con la testosterona producida 

en el bioensayo. El tubo es decantado para separar el complejo de la 

fracción libre y los tubos son contados en un contador gamma. La 

cantidad de testosterona presente es determinada por una curva 

estAndar. 
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Material: 

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

ración ) • . ... 
2.- Testosterona marcada con I (deben mantenerse en refrigeración). 

3. - Estándares de testosterona 

Tipo 

A 

Conc. de testosterona ng/ml 

B 

e 

D 

E 

F 

Equipo 

Contador de radiación gamma. 

PROTOCOLO DE TRABAJO : 

0.2 

16 

Se efectüan las diluciones correspondientes de cada mu~~tra 

como sigue: basal y eetándaresl/S, el de mayor concentración 1/6,de 

la muestra l a la 49 1/4. también los se, de la 50 a la 72 1/6. 

Diluciones 1/4 50 µl de"'inuestra + 150 µl de medio·. 

Diluciones 1/5 50 ;il de muestra + 200 µl de medio 

Diluciones 1/6 50 µl de muestra + 250 µl de medio .. 
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Se colocan 50 ul de los estándares por duplicado, en loe tubos­

de propileno , al igual que 3 sueros controles con cantidades 

baja,media y alta de testosterona proporcionados por el Instituto-­

de Nutrición. 

Se procede a colocar 50 ,ul de cada muestra de bioensayo diluida 

en los tubos de propileno, después se les adiciona 250 ..ul de traza 

radioactiva (testosterona marcada I t·l'l ) , al terminar de colocar 

la traza al llltimo tubo, se agitan en un vortex,ee tapan y se dejan 

incubando 20 hrs, a temp. ambiente, después de transcurrido este 

tiempo se vacía la traza y se enjuagan los tubos 2 veces con lml de 

agua, se secan bien los tubos a manera de que la cantidad de o.gua 

residual sea mlnima,para posteriormente ser contados en el contador 

garruna. 

Antes de poner loe tubos en el contador garruna, se colocan 2 tubos 

de propileno O.nicamente con traza radiactiva (cuentas totales ) 1 se 

procede a colocar la curva estándar y finalmente las muestras, como 

las muestras son 72 por duplicado + el duplicado del RIA, se coloca 

a la mitad del ensayo otra curva estándar, 

Después de obtener las CPM (cuentas/mio) se hace un ajuste de la 

curva de tipo logarítmico en donde X = logx y Y= logity , después 

para conocer las conc. de testosterona de cada muestra, se efecto.a --

un cálculo de regresión lineal de X y Y (veáse RIA). 

Los cálculos se realizaron con ayuda de un programa para compu­

tadora PC IBM compatible denominado RIA-Logit. 

La precisión del kit es el O. 04ng/ml. 
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dlf 10d1os m.H n,.6J IJJ.lJ ,5,J(I 39.IS 40.68 57,,, 35.44 58.6\ '8.?82\8,72 67.81 7.2J 1\.8b. 
dif1tlnlm 41.15 :.?.ll' 27.lZ lJ.12 1.11 IS.SI -Z.23 15.24 j,CO 11.64 JMI 35.75 4.78 25.H 

s.i,,Ql 
1ihrrnelu '"' p.>dl pacH P'cl pac:J ''"' par" p1cN '"º '"' pacü '"' "" p1cT ""' 1 61N-715e '1.71 24.71 12.a 18,511 37.S\ Jl,68 58.19 18.66 25.e.e o.J\ l'J.f3 5"51 21,Sl 28.89 45;,55 
1 81Sl·715& 16.&J 25.14 ~.37 42.71 36,18 41.17 56.94 22.36 25.73 89,06 16.23 7M8 24.42 Jl,47 35.22 
•. 81te-7:st Z'l.83 18.71 7t),J7 4UI 39.19 76.11 Sl,71 48.BS 4USleJ.% 31.84 64,84 O.IS 58.79 \lj,67 
Jlfmhai 38.98 11.27 t)2,79 é5.L4 Z6.Z7 87.H 62.1' JS.91 Jl.la!H.ZJ 31.2 71.112 ,C:6.7t 45.51 41.21 
.uf llnhu IS.SS Me 12.87 22.tfi 18,7' JUS 38.55 19.37 ll.3J u.112 25.36 49.57 22.Lt 16,97 2l,J1 

Enftr101 
1bululu pacl pac3 pac7 p<c'I p¡c:JI p¡cll p¡c:li! p1c:l3 picl5 pltl& pac:l7 p1cl8 p¡c:l9 p1c28 
l 8:N·71S9 s:i.er.. 7"44 25.58 87.19 48.7' 27.11 sz.;s 11.11 17,16 38.11 7,8, ,,,69 
!8151·715' 82.25 JS.IB 11.11111.13 31.16 11.93 15,17 JS,SZ 23.42 23.SS IJ&,L'J 81.13 13.57111.14 
~ 8119-71S8 !9,JI 65.66 !IS.JI 11.31 37.57 36.27 lJ.56 8\,64 25.11 t?Z.67 5'.JZ 11.191!3.81 
ltf.O•hos Ht.74 76,63 UJJ '5.39 J,,IS 4ll.&& 57.91 35.44 sa.64 20.Ja 218. 72 67.&I 7.'9 ,4.6' 
llfllnho1 41.15 ~.Je 27.Z2 JJ.12 7.66 é5.8' 2.23 IS.2' 3,2& IU\ .l8.IJZ ~.75 4.78 2!i.41 

Sa;io$ 
tbuMai pac:A p¡cG· p.itff p1cf pEJ pad pacM pteN pacO picP p¡tiJ F'CR pat'S p.a:T pKU 
~ 8100-7150 U,77 24.7' 7Z.26 18.58 37,5-\ Jl,68 5a.4t 18.66 25.03 '9.34 llJ.63 59.st 21.51 Z!.81 45.SS 
~ 81:.f-71~ 16.BJ 25.14 56.37 42.78 u;.1a .. 41.11 56.'4 22.Jó 25,73 U.1.'16 IL.23 7M8 2-4.42 J¡",47 ~.22 
: 6110-7158 29,BJ l&.71 1,.31 H.N 3'." 76,11 51,71 48.BS 40.65 103.% llj,84 64,84 47.95 58.71 4,,67 
llf •hilos 3M8 11.27 '2.7i 25.'4 26.27 !J,N 62.1' l5.IJ6 34.06111.23 JI.Si? 71,U í:f.,71 45,51 41.21 
llf t0nhol IS.SS ,,1!8 12.67 22.3 18.7' JUS 38.55 llJ,37 13.JJ '9.82 25.36 4,,57 22.61 tr...'7 2\,J' 

86 



12. - BIBLIOGRAFIA 

1.- Comhaira F.H; de Kretser D.M;Farley T.M.M;Rowe P.J(eds) :Towarde 

more objetlvity in diagnosis and managemet of male infertility, Int. 

J .Androl.Suppl 1, 1987. 

2.- Calamera J.C;Brugo Olmedo S.;Nicholeon R.F:Metodologia diagnós­

tica del factor masculino En:Avances en Reproducción Humana Asch R. 

Acosta A. (eda). Editorial Médica Panamericana, Buenos Aires 1990 

pag. 262-271. 

3. - World Health Orgnnitation : WHO Laboratory manual far the 

exarnination of human semen and semen-cervical mucus interacion. 

Cambridge Univ.Press 1987. 

4. - Lipner H: Mechanism of mammalian ovulation En: The Physiology of 

Reproduction. Knobil E.;Neil J, (ede) Raves Press Ltd;New Yoyk 1988 

pag. 447-488. 

5.- Bardin C. W • The neuroendocrinology of male reproduction En: 

Neuroendocrinology, Krieger D.K.; Hughes J.C. (eds) Sunderland M.A, 

Singuer associate inc 1980 pag. 239-250. 

6.- carrere C.A. :Factor masculino En:Avances en reproducción humana 

Asch R; Acosta A. (eds} Editorial Médica Panamericana, Buenos Aires 

1990 pag. 272-295. 

7.- Veldhuis J.D ;Evans w.s ;Urban R.J; Rogol A.O; Johnaon M.L: 

Phyeiologic attributes of the LH puloe signa! in the human crose­

validation studies in rnen.J.Androl 9,1986. pag.69-77. 

87 



B.- Graquilli V.A;Verrneulen A: Leydig cell fuction in infertile roen 

with idiopathic oligospermic infertility.,J'.Clin. Endocrino!. Metab. 

1988' 66 : 62-67. 

9 .-Tsatsoulis A. ;Shalet S .M;Tabol A. ¡Robertson W.R:Quantitative and 

qualitative changee in LH eecretion following puleatile GnRH 

therapy in man with idiopathic hypogonadotropic hypogonadiem, Clin. 

Endocrinol.Metab.1987, 30 :167-175. 

10 .-Veldhuis J .o • ; Johnson M.L ;Dufau M.L:Preforential releas e of 

bioactive luteinizing hermane in response to endogenous and low 

dose exogenous gonadotropin releasing hermane pulses in man 

J. Clin.Endocrinol. Metab •• 1987,64 :1275-1282. 

11.- Dufau M. l;Pock R;Neubauer A. ;Catt K.J: In vitro bioassay of LH 

in human serum: The rat intersticial cell testosterona (RICT) aseay 

J.Clin.Endocrinol.Metab.1976,42 : 958-969. 

12 .-Petraglia F:Beta endorphin in the hypathalamus-pituitary­

adrenal and gonadal axis.Serano eympoeia from Raven Presa 1988, 52: 

287-299. 

13.-Leonard M.Freeman;M. Donald Blaufox. Radioinmunaassay ,Grune and 

Stratton, 1975 New York, USA. 

14.- Rev.Inv.Clinica(index),1984 México,36 :17-192. 

15.- Chavarr!a M. E, Diaz-Sánchez V,Mc Lachlan R.I,Villegas H,Reyee 

A: Concentración de inhibiña, hormonas asteroides y gonadrotopinas 

en el suero sangulneo de varones fértiles y ésteriles y su relación 

con la función testlcular.Ginec.Obstet.Mex. (aceptado para publica­

ción , Marzo 1991). 

88 



16.- Morrow A.F, Baker H.W.G, Burger H.G:Differnt testosterona and 

LH relationehips in infertile men.J. Androl. 1986, 7: 310-315. 

17.- Hicke Gómez J. J,, D1az Zagoya J.C.Bioqulmica e Inmunologla , 

Facultad de Médicina , UNAM,México 1988,pag 78-81. 

18.- Guyton A.C. Tratado de Fieiologia Médica, McGraw-Hill,México 

1989,pag : 868-872. 

19. -Greenepan F. S and Foreham P. H, Baeic and Clinical Endocrinology 1 

Langa Medica! Publications,Los Al toe California, USA 1986, cap. 13 1 1. 

20.- Dom!nguez R.C.Topicos Selectos de Biologla de la Reproducción, 

Porríta UNAM,México 1991,cap. 3,5,9,8. 

21.- Dlaz Sánchez V, ,Martinez M., Noruega M. Investigación y diagnós­

tico del varón infértil, Departamento de biología de la reproducción 

Inetltuto Nacional de la Nutrición •salvador Zubirán" ,México. 

22.- E. Knobil y J.Neill et. al,Fisiologla de la Reproducción,Raven 

Preas,New York 1988,capitulo 32. 

23.- P. Michael Conn,William R. Huckle,William V.Andrews and Craig 

A. Mcarlde, Recent progresa in hormona research,Molecular Mechanism 

of action of gonadrotropin releazing hormone (GnRH) in the 

pituitary. vol.43 pag 29. 

24.- Maria L.Dufau, Ovarían and Testicular LH/hCG receptora, Serano 

Symposia, USA 1990,pag. 369. 

25.- Yen & Jáffe, Reproductiva Endocrinology, Saundere, USA 1991. 

capi.tulos 2, 4. 

89 



26.-John G.Pierce,Thomae F. Pareone;Glycoprotein hormones atructure 

and function, Ann.Rev.Bioquem. 1981 50 : 465-95. 

27.- Veldhuis J.O. y col. J Clin. Endocrino!. Hetab. 65 929,1987. 

90 


	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Glosario
	3. Objetivos
	4. Hipótesis
	5. Marco Teórico
	6. Diseño del Experimento
	7. Resultados
	8. Discusión
	9. Conclusiones
	10. Anexos
	11. Apéndice
	12. Bibliografía



