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RESUMEN

La glandula hipéfisis anterior se obtuvo de ratas macho de

5, 10, 15, 18, 21, 30, 40, 45, 50, y 90 dias de edad, Las di
ferentes especies moleculares de la hormona estimulante del
foliculo (FSH) presentes en esa glidndula fueron separadas por
cromatografia de afinidad con Concanavalina-A (Con-A) ¢ iso
electroenfoque en geles de poliacrilamida (IEF-GPA; rango de
pH de 3.5 a 9.5). A través de Con-A se separaron dos formas
de FSH (FSH-libre y FSH-unidad), las cuales fueron identifi-
cadas por radioinmunoandlisis (RIA). La forma ESH-unida siem
pre se presentd en mayor cantidad que la forma FSH-libre, la
~.relacibén (FSH-libre/FSH-unida) que guardaron &stas especies -

_no presentd diferencias significativas en las diferentes eda
.des’ estudiadas.

: Cuando los extractos hipofisiarios fueron sometidos a IEF-
,GPA, el Lontenldo de FSH presente en cada uno de los eluldos

Todas las muestras estud1adas _presentaron varios. picos de FSHf
1nmunoact1va dentro u“l rango de pH de 3.0 a 7.0, el p1ca ma

de gel fué determinado por RIA asf como por radloreccptor(RR).   B

yor enfoc6 en el rango de pH de 4,0°a 4.9, Para determlnar ~ A. 
d1ferenc1as cuantltatlvas en: el patron de corrlmlento de tlac
151ar1a, el pertll de IEP GPA se d1v1d16 en 7 éreas.r”,.




de FSll, mientras que en geles de animales mayores solo se
enfocé del 6 al 9% del total. Los cambios ohservados,en el
porcentaje de la FSH enfocada en las diferentes fireas de pI,
coincidieron con la aparicién de espermatogénesis a los 45
dias de edad.

‘Aunque la relacidn RR/RIA decrecid a medida que el pI de
la FSH disminuyd (drea 1 = 5,17 + 0,95; &rea 2 = 2,20 + 0.
29; 4rea 3 = 0.84 + 0.24; drea 4 = 0.60 + 0.22; Area 5 = 0.
65,: 0.22), la FSH enfocada en la regibn mis dcida del gel
~(éfeas'6‘y 7) mostrd un inusitado incremento en esa relacisn

(> 6.0).

‘Nuestros resultados demostraron que la FSH presente . en
*la h1p6f1515 anterlor ‘de ratas macho se encuentra en midlti
ﬁples formas moleculares, y que la transicifn de un - estado

“de 1nmadurez sexual a un estado adulto involucra cambios en

as prOpledades_flSlcoquimlgas de és;a hormona.



INTRODUCCION

El control hormonal de la funcidn gonadal y reproductiva en
roedores y otras especies de mamiferos es predominantemente re
gulada por dos hormonas gonadotréficas, sintetizadas y secreta
das por la hipéfisis anterior (11): la hormona estimulante del
foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Ambas son deno
minadas gonadotrofinas y ejercen diversos efectos sobre las g6
nadas, regulando y manteniendo procesos reproductivos tales co
‘mo gametogénesis, esteroidogénesis y ovulacién (11)., En gene
ral, la FSH es responsable de la regulacién de procesos relacig
~nados con el desarrollo de las cé&lulas germinales tanto en el
~testiculo como en el ovario, mientras que la LH acta sobre la
lprbduccién de esteroides en ambas génadas. Ambas gonadotrofi-
‘nas llegan a las génadas a través del torrente sanguineo y son
, réconocidas por receptores especificos localizades en las célu
735;135 de Sertoli dentro del tdbulo seminifero de los tcsticulos

ly en las células de la granulosa del ovario, en el caso de FSH,
:mxentras gque’'para LHse encuentran en las células de Leydig del-
'testiculo .y en las células de la teca y de la granulosa del
7fol1culo ovarlco (24 30) ‘ s o

"Al parecer ambaq ponadotroflnas s0n 51ntet12adas por un m1=ff‘,“
1po de célula el gonadotropo de-la- hlnoflsls anter101(11 ,

' 1 control de su 51ntes:s e secrec16n es- 1egu1ado por{‘“
ﬂnteracc16n cntre hormonas sexuales y otros produc:

el 51stema}
2,y
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polimorfismo (12,13,15,21).

La FSH es una glucoproteina con peso molecular aproximado
de 30,000 daltens, compuesta por dos cadenas de polipéptidos
glucosiladas (11), denominadas alfa y beta, unidas por enla-
ces no covalentes. (33). La estructura de la cadena alfa es
comlin -en las tres hormonas glucoproteicas producidas por 1la

- hipdfisis anterior, LH, FSH, y TSH (11}, asi como en la gona

‘dotrofina corifnica humana (hCG) producida por la placenta,

~-Esta subunidad presenta una secuencia de 89 a 92 aminodcidos

(30) y contiene dos porciones de carbohidratos unidos a resji
duos.de asparagina (11,30), La subunidad beta tiene una se-

'vcuénéia de: 118 aminodcidos (11); 6sta es diferente en  cada

una de las hormonas mencionadas y les confiere a cada una de

féllas espec1{1c1dad biolBgica (5). Presenta, al igual que
la subunldad alfa dos radenas de carbohldratos unidos a erl
duos de asparaglna. Los carbohldratos que forman estas cadep

un mayor tiémpé de V1da medla
da de un16n(42 _3,44)




ANTECEDENTES

En los filtimos afios se ha demostrado que las gonadotrofi-
nas existen en miltiples formas moleculares que difieren en
tre si en sus propiedades fisicoquimicas (12,13,15,21,28,36,
42}, inmunol&égicas y biolbgicas (36,46). Ha sido posible ais
lar y parcialmente caracterizar diversas cspecies o formas
moleculares de las gonadotrofinas a partir de hip6fisis ante
rior (12,13,15,42), orina y suero (13,36), de diversas espe-
cies de mamiferos, incluyendo a primates no humanos y humanos
(14,36,46).‘ Esta multiplicidad ha sido demostrada a través
de técnicas de fraccionamiento tales como filtracifn en gel
(6,28,31), cromatografia de afinidad (13,15,42), e isoelec
s“troenfoque (12,15). El fenfmeno del polimorfismo se encuen-
' tra regulado por los productos de secrecifn endégena de las

‘ r!jg6nadas (10,15,27,42). Por ejemplo, la BSH hipofisiaria de
’.' ‘mono§ Rhesus (Rh) hembras castradas, posce mayor cantidad de

. residuos de dcido sidlico, desaparece mds tardiamente de la

‘_c1rculac16n y manifiesta mayor act1v1dad biol6gica in vivo -
5 que la 'FSH .de "animales intactos (28), Asi mismo, se ha encon
“trado: que Ya FSH de monos Rh machos intactos difiere de . su
fhbmﬁloga en 1a hembra intacta en su patrén de elucibn en cro"
.hatografia por exc1u516n (¢ volﬁmen de elucifn mayor ) - como
‘ “enor V1da medla en plasma (27), indicando - 1a.ex1stenc1a
»LaP&l@ rMa




n.idad de la FSH en ratas. Empleando Concanuvalina A unida
a4 sefarosa (Con-A; la Con-A es una protefna vegetal que posce
la propiedad de unir especificamente vesiduos de carbohidra-
tos) se han encontrado dos especies de FSH (13,45). Una de
ellas no sc une a la Con-A (FSH-libre) en tanto que la scgun
d¢ (FSH-unida) se adhiere a la Con-A y es cluida con una SO
lucidén de glucopiranosa(l13), ELstudios similares en hipdfisis
anterior de hamsters machos intactos y castrados han revela-
" do la presencia de las dos formas de FSH encontradas en  las
ratas hembra (42).

Al utilizar la técnica de isoelectroenfoque en geles de
poliacrilamida (IEF-GPA; estd técnica sépara las diferentes
~éspecies de la FSH en funcién de su punte isoeléctrico, pl)-
(12,42), en la separacibn de las diferentes especies molecu-
- lares de la FSH, se han encontrado seis especies con los si
»guientes pIfs: 6.0 a 5.9, 5.7,5.4 a 5.3, 5.1 a 5.0, 4.7,4.2

,“'7 a 3. 8. (12, 15, 42), tanto en hamsters como en ratas hembrqs La

"Tproporc16n relativa ‘de cada una de las seis formas varia de
~.pendiendo del estado endbcrino del animal al momento de recg‘
leccidn de la muestra: 1) en el hamster- hembra - castrado 'y
l""crat:ado con estrégenos, la forma més €c1da (pI de 4.2 a 3.8)
‘no aparece sxno hasta después de 28 horas post- 1nvecc16n(15),
‘Z)Henvelmacho, la. proporcaén relativa de la forma con pI de

‘,mayor en el anlmal castrado que en el 1ntact0 Y noﬁ <




en la distribucifn de cargas de la FSH hipofisiaria de ratas
machos y hembras, proporcionando asi evidencia adicional de
gue el tipo de gonadotrofina producida por la hip6fisis ante
rior estd bajo control endécrine (12,41).

En el presente estudio se intentd caracterizar el patrdn

de elucifn en cromatografia de afinidad con Con-A asi como
el perfil de distribucién'por IEF-GPA de la ¥SH presente en
la hip6fisis anterior de ratas macho durante el periodo de
-;madurac16n sexual de Sstas,




HIPOTESIS

La biosintesis y secrecidn de cada una de las especies mo
leculares de la FSH dependen del estado endbcrino (gonadal)del
animal presente al momento de su estudio (28,42}; ya que la
maduracidn sexual es el resultado de cambios complejos en el
ambiente enddcrino, la presencia y proporcidén de cada  forma
molecular de FSH variardn de acucrdo al ¢stadfio de maduracidn

especifico.

OBJETIVOS

GENERAL

5_ Caracterlzar las dlfcrentes espec1es molcculares de 1a FSH f
7presente en‘la h1p6f;s1s anterior de ratas macho.a las edades

e s, 10, 15, 18, 21, 30, 40, 45, 50, y 90 dias, en base al | .
5 guontenldo ylo: conformac16n de carbohidratos en la molecula yoo

g de su punto 1soe1ectr1co.

‘:_ PARTICULARES'

'7Separac1on de las: dlferentes espec1es moleculares de 13 -
' cromatograffa de aflnldad utlllzando Concana;“
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas macho intactas de la cepa C-II-Z-V(E.
N.E.P. Zaragoza, U.N.A.M.), de 5, 10, 15, 18, 21, 30, 40,45
50, y 90 dias de edad, sometidas a un horario de 14 horas de
luz y 10 horas de obscuridad (luces euncendidas de las 5 A.M.

a las 7 P.M.}, con libre acceso al agua y alimento,.

Cada animal fué sacrificado por medio de decapitacidn, ob
teniéndose inmediatamente la hip6fisis anterior y la sangre
proveniente del tronco. La hipGfisis se homogenizé en solu
©.cibn amortiguadora de fosfatos salina (PBS, 0.05 M; pH 7.0 )
ﬁ’_a~ia cual se le adicioné previamente un agente antiproteolf-
tico (fenil- metil-sulfonil- fluoruro; Sigma Chemical Co.E.U.A.),
& la concentracidn de 30 mg/100 ml de PBS. EI voldmen utili
“zado fué de 100 pl por hipéfisis. La homogenizacibn se 1llevd
 a“cabo con 10 golpes de un pistile de tefl6n en un tubo de

'viarib' -Los homogenados se centrifugnron a 3000 rpm durante
Oﬁmzn. a 1a temperatura de 4°C, y el sobrenadante {extracto
’de hlpéflsls) se-almacend a ~20 c hasta el dia de SU procesa
to. La’ sangre de cada rata,. se dejd coagular duxante\ma
' aitemperatura amblente, posterlormente se centrxfugﬁ a
‘rpm durante 20 mln. i 4°C el sobrenadante (suero) ‘se al-'

tas de S y 10 dias, la sangre procedente de cada

toxlllna’edsxna.; A vexnte'iubulos
: ':determlnﬁ el area }fﬂé '

.meh 0(34) En los

m15mo>  '

acend a. '20 C hasta el dia en que se ut111z6 “En el ' casor:**k




rilnilos se cuantificd el contenido de espermatocitos, esper
mitides y espermatozoides.

CROMATOGRAFIA EN CONCANAVALINA-A(Con-A)

Con ¢l fin de separar las especies de FSH de acuerdo al
contenido o conformacién particular de carbohidratos en la
mol&cula (manosa y glucosa), los extractos de hipéfisis an
terior de cada grupo de cdades se sometif a cromatografia -
de afinidad en Con-A unida a microesferas de sefarosa(Phar-
macia Fine Chemicals, Piscatway, NJ, E.U.A.; 0.7 x 1.5 ¢cm).
La'cromatografia se llevd a cabo a 4°C,kcolectﬁndose 30 frac

" ciones de 1.0 ml cada una. Las primeras 10 fracciones se
".eluYeroﬁ con PBS 0.05 M, pH 7.0, conteniendo cloruro de cal
- ¢io y cleruro de magnesio a una concentracitn de 1.0 mM. Las
‘5_’0 fxacc1ones restantes fueron eluidas con glucopiranosa -

100 mM: agregadd a-la solucién anterior, El contenido de ESH
v‘fpiegéﬁte en cada una de las fracciones fué medido por radio
d”'inmunoanélxsls (ut1l17§ndose de 15 a 200 pl por fraccxén) '

,fLa FSH que apareC1o en las fracc1one< 1 a 10 fué considera- -
da como FSH 11bre mlentras que la F@H presente en las frac

'iénfde FSH por este método fué del 65\&1 851,

ISOELECTROENFOQUL BN GELES DB POLIACRILAMIDA

m 1ente en‘que se encuentra. Esta carga neta re'
tlvas . neg atlvas en- 1a’ supe1

4 uno muy alto

nes 11 2:30 se le considerd como FSH- unida, La recupera’7 L

Cuando se pasa de” n,f j7lf
1a carga neta ; cambla RO




12

de manera continua, de positiva a negativa; a cierto valor de
pH bien definido, la carga neta se hace igual a cero, Este
punto es denominado punto isoeléctrico (pI) de la proteina.

Cada uno de los extractos de hip6fisis se electroenfocd, -
por duplicado (40 pl), en geles de poliacrilamida (LKB Ins
trumens, Inc., Bethesda MD, E.U.A.; rango de pH de 3.5 a 9.5).
La muestra se colocd hacia el cdtodo. Anterior a &sto se co
locaron los electrodos sobre la superficie del gel; para el
dnodo se utiliz6 una solucibn de dcido fosférico 1 M, y para
el cdtodo la solucibn de hidréxido de sodio IM. Las condicip
nes ‘eléctricas bajo las cuales se 1llevd a cabo cada separacién
fueron: potencia 12 W, voltaje 1500 V, y corriente 50 mA,- a
temperatura constante de 4°C. La separacibn tuvo una duracifn
de 90 min., al término de los cuales se determiné el gradien-
te de pH. Cada linea de muestra fué recortada en 41 fraccio-:~
“:nes .de 2 nmm, éstas se incubaron en 400 pl de PBS con 0. 1% de
,;gelatlna durante 18 horas a 4°C. Pasado este tiempo- se cdh
J“gelaron a -20°C hasta el dia en que se sometieron a- radlolnmu‘ 
""noanéllsls Y radioreceptor. La recuperac16n que se tuvo por”\
éste método fue de 75 al 90%.

* YODACION DE LA FSH




2) 25 pl de PBS 0.05 M, pH 7.0
3) 25 pl de solucibn amortipguadora de fosfatos 0.5 M
1) 10 pl de '3

5) 20 pl de lactoperoxidasa (Sigma Chemical Co.E.U.A.}

I (equivalente a 1 mCi)

o) 10 pl de glucosa oxidasa (Sigma Chemical Co.BE.U.A.)

7} 10 pl de B-D(+)-Glucosa (Sigma Chemical Co.E.U.A.)0.5% en
agua destilada,

8) Agitacién en vortex durante 25 segundos

9) 100 pl de azida de sodio (0.1% en solucidbn amortiguadora
de fosfatos 0.1 M); con éste rcactivo se pone fin a la
reaccifn iniciada por la B-D{(+}-Glucosa.

, Temminada la reaccidn, se separ6 la hotmona marcada del '%°1

~'no reaccionante por medio de cromatograffia por exclusién;mmlg'

ando Sephadcx-G-100 (Pharmacia Fine Chemicals A.D.). La mez

cla, hormona marcada y yodo libre, se coloc sobre la superfi

©“cie de- la columna de cromatograffa con pipeta Pasteur y se g

“<1uyd con PBS 0.05 M, pH 7.0, conteniendo 0.1% de albGmina sé-

}:rlca bovina (ASB, Sigma Chemical Co. E.U.A.), y 0.02% de azi-

da de sodio.

Durante 1a cromatograf1a se colectaron 15 fraCC1ones de 1 0
. A cada una de 6stas se les determind el contenido de rgﬂ_‘
‘d”“ct1v1dad en un contador para radlablones gamma durante 15




ciones. La hormona no dafiada se une a 1a Con-A y fué despla-
zada por la glucopiranosa, colectindose en las fracciones 11
a 20. De éstas fracciones, las que contenian mayor cantidad

de radiactividad fueron mezcladas y guardadas en alicuotas de
100 pl a -20°C hasta el momento del radioinmunoandlisis.

RADIOINMUNOANALISIS DE ¥SH

El radioinmunoanfilisis (RIA), es una técnica cuantitativa
con alto grado de especificidad y sensibilidad (3}, que per
mite medir pequefias cantidades de un compuesto determinado. -
Es una reaccifn inmunolégica competitiva, en la cual dos apn
tigenos (hormona marcada y hormona fria) compiten por un anp
ticuerpo especifico.

E1 RIA para FSH se llevd a cabo de acuerdo a las instruc-
~.ciones dispuestas por los Institutos Nacionales de 1a Salud,
“ELULA., (NIAMDD). 1La curva estandard se elabord empléando -
"1la preparacidn de referencia de FSH de rata (NIAMDD-rFSH-RP-
“1), con las siguientes dosis: 4, 10, 20, 30, 40, 80, 120,200,
£400, y 800 ng por tubo en un volumen final de 300 nul, prepa
rada en PBS 0.05 M, pH 7.0, contenlendo 0.1% de gelatlna En
;,4nal}s;s,>e 1nc1uyeron alicuotas de 25, 50, 100, y 200 pl
 sQeué1d¢'raté5 hembras castradas como muestras de control
'cafrfédﬁ.'POT‘ﬁltimQ, se adicionaron alfcuotas por dupli
; 6é'éf¢ddafmuestra problema, ‘

ada”tubo se lc adicion6é hormona marcada, preparada . a

{: una de 145 alicuotas obtenxdas en la yodacibn (dcs
unterxormente) . Tal alicuota se d11uy6 en PBS 0.05.M,"
on'O 1% de gelat:na. A cada uno.de los tubos = del
:_se lcs agrcgé 100 41 de 1a 501uc16n de hormona mér
on unvcontenldo de rad1act1V1dad de 21000 + 1000 cpm.'
crpu (suero dc conego Ant1 rFSH NIAMDn A-rat- PSH S=.




i1) se agregd a todos los tubos diluido 1:3000, preparado en
PBS 0.05 M, pH 7.0, con ctilen-diamino-tetraacético (EDTA -
.05 M) y suero normal de concjo diluido 1:300, en un volitmen
Jde 200 pl, excepto en aquellos tubos en los que se cuantifi-
caron las uniones no especificas ( o sea toda aquella unidn
diferente a la unidn especifica FSH-antiFSH) los cuales lle-
varon 200 pl de la solucidén de PBS + EDTA y suero normal de
concjo dUnicamente. Al principio y al final del anflisis se
ceantificaron tanto la unién total, en tubos qué contenfan
PBS + 0.1% de gelatina (300 pl), hormona marcada y anticuer-
po, cumo la uni@n no .especifica. Después de agregar el anti
cuerpo, el andlisis se incubé durante 18 horas a temperatura
ambiente, - Al término de la incubacidn se adiciond el segun-
“do. dnticucrpo, obtenido de un carnero previamente inmunizado,
~diluido 1:20 en PBS 0.05 M, en un voliimen de 200 pl, el and
>flisis se incubd nuevamente 18 horas a temperatura ambiente.
Finalmente, el anilisis se centrifugdé a 3000 rpm-durante 40
 ‘m1n.'a 4° C, yel contenido de radiactividad presente en el
;1=prec1p1tado de cada uno de ‘los tubos fué cuantificado en un
5ffcontador Packard Auto-Gamma 500, Para evitar var1ac1ones in
““;terana1151s, las muestras de unn misma 1inea asi como las. de

uuna mlsma columna se 1ncluyeron en el mismo lote. La varla-'
”c16n lntraanﬁlls1q fué del 7%y 1a sen51b111d1d de 6 ng/tubo.

RADIOR CEPTOR DE LA YSH

ant‘f:c c16’ de la PSH por rad1oreceptor (RR), se llef f7
'allwétodo descrltp prevxamente por Ulloa“‘

‘ un . omogenado crudo de tﬁbulo
‘imachos 1nmaduros (28 dlasg

't'; yodadofde acuerdo al

de los Inst1tutos Nac1o:"fiw
anto que. la hormona' ;o;1
méto‘ﬁ;;:7
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do ya descritok(4). E1l volumen final de incubaci6én fué de
300 ul ( 174 pl de solucidn amortiguadora del receptor (Tris
0.025 M, cloruro de magnesio 10 mM y ASB 0.1%) mds 100 pl de
hormona marcada (aproximadamente 18000 cpm) mis 25 pl del ho
mogenado de tibulos seminiferos), el tiempo de incubacidn fu€
de 18 horas a 4°C, con agitacifn continua. La unién especi-
fica fué de 14 a 16%, y la unién no especifica fué del 159
con respecto a la unifn especifica. La sensibilidad obteni-
da en el andlisis fué de 8 ng/tubo. La variacidn intra e
interandlisis fud menor del 10 y 15% respectivamente.

RADIQINMUNOANALISIS DE TESTOSTERONA

- La cohdentracién de testosterona en suero fué determinada -
';medlante RIA después de su extraccin y separacifn’ ern croma
"tografla de celita, como ha sido descrito previémenté pot f;
Ab;gham Y tol;7(l). Los coeficientes de variacibn intra e
“interanilisis Ffueron menores del 8 y 10% respectzvamente.

: ANAL‘?ISIS _vasTAbrsrrco




RESULTADOS
El contenido de FSH hipofisiuria asi como las concentra
cicnes en suero de FSH y testosteroma se muestran en la  Ta
bla No.1. En la Tabla No.2, se muestran el patrén histoldgi
co y la celularidad de los tdbulos seminiferos. Como se ha
informado previamente (16,29), todos estos parfmetros se in
crementaron con la edad.

Como se muestra en la Fig, No.2, cuando los extractos. de
hip6fisis anterior se cromatografiaron en Con-A, se encon-
traron dos formas de FSH. Una de las formas no se uni6 a la
‘Con-A (FSH-libre; fracciones ! a 10}, mientras que la otra
(FSH-unida; fracciones 11 a 30), si unié a la Con-A y fué

-eluida con la solucibn de glucopiranosa. La relaci6n FSH-1i
;brc/FSH~unida (0.149 + 0,019, ¥ + D.E.), que guardaron estas

‘fractiones, no presénté variaciones significativas en los

_diferéntes cstadios de desarrollo de la rata macho.

1“Cuandm los extractos de hlpéilsx ‘anterior fueron some
tidos a 1EF-GPA, se obtuvieron varlos picos = de FSH - inmuno.
iogxcamente actlva dentro del Tango de pH de: 3.0 a
"No 3) El. plco mayor se enfocé en el rango de . pH-
40, Para tener una V1516n cuant itativa mis  cla -
kaﬂSé k:
'2;=' pi
pI e 4.9
de 3. 9 a 3053
“La cantldad de FSH presente en cada,‘uné -
' y por. “RIA y -
de edad (Flg No 5) La
‘ea§7i" a’ 5 desplaz& del vl
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anticuerpo en una forma paralela a la FSH marcada con 1251;13

presencia de paralelismo en las dreas 6 y 7 no pudo ser deter
minada debide a su bajo contenido de FSH inmunoactiva.

Como se muestra en la Tabla XNo.3 y Fig.No.3, del 2§ al 55%

de la FSH hipofisiaria inmunolégicamente activa de ratas de 5

a 30 dias de edad enfocd dentro del Arca &4 (pI de 4.9 a 4.5;

p < 0.05, comparada con el Area 4 de animales de 40 a 90
dias de edad), mientras que en animales de 40 dias y mayores,
del 40 al 61% de la FSH inmunocactiva fué enfocada en el Area

>"5 (pI de 4.4 a 4.0; p £0.05, comparada con el Area 5 de anima
\:: les de 30 dfas y menores}. Los cambios observados en el . pl

- de la FSH hipofisiaria se correlacionarcn.estrechamente con
“ el incremento observado en el porcentaje de los tdbulos semi-

' niferos conteniendo espermitides y espermidtides en maduracibn
,;' a los 40 y 45 dfas de edad respectivamente (Tabla No.2 y No.

3],

En los extractos h1pof151arlos de ratas de 40 y 50 dias de

;,edad 1a FSH enfocada en el Area 6 {pl de 3.9a 3.5) fuénmyor_
que” 1a ohservada en los grupos ‘restantes (p € 0,05), El Area

 3J(pI de 5.4:a 5 0) comprendlé del 14 al 21% del total de la

Sﬂren ratas de. 5 a 30 dfas de edad, mientras que en anlmales'
' "es 5610 se presentﬁ del 6 al 91.

CAPACIDAD DE UNION DE CADA ISGHORHONA A SU
RECEPTOR S

fﬁreas de pl

fue recono‘;fff
;La capacxdad de un16n '
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‘gcl.  La actividad de FSH expresada por la relacidn RR/RIA dis
minuy® en la misma direccidn (Fig.No.6). Sin embargo, 1a FSH
enfocada en las freas 6 y 7, mostrd un marcado incremento en
st capacidad de unién al receptor. Las &reas 4 y 5 no presen

tivon diferencias significativas en su capacidad de unidn al
receptor.




TABLA 1, Contenido de FSH hipofisiaria y concentraciones en
y T (X + EE) de ratas macho a través de la maduracién sexual y

despuds de la castracibn.

suero de FSH

- “caStradas 181.4

Edad Contenido de FSH hipofisiario FSH en suero T en suero n
(dias) {(pg/hip6fisis) { ng/ml ) { ng/ml )
5 2.1 + 0.06° 192 + 7° 0.342 + 0.094° 4% (7
10 3.8 + 0,10° 125 + 114 0.185 + 0.015 48 (7)
15 6.3 + 1,00 80 + 6 0.139 + 0.036" 8
18 5.0 + 0,1 90 + 9° 0.381 + 0.074% 7
21 5.6 + 0,379 a8 + 5¢ 0.517 + 0.052° 8
30 14,5+ 1,50° 144 + 17¢ 0.714 + 0,093 10
40 48.4 +10.16° o 203 + 184 0,972 + 0,157 7
45 185.0 + 33,017 290 + 34 1,036 + 0.408 6
50 119.5 + 31,90 298 + 28P 1,017 + 0.054 7
90 134.8 + 22,09 245 + 149 1,090 + 0.200¢ 6
+ 33,90 1475 + 64 0.133 + 0.007 9

%p & 0.05 vs el grupo siguiente

,-;'bpk<‘0..02, f " "
Cp <‘0 01 " " n.
' p< 0.00% " L

nﬁmelo de- h1p6f151s.

nﬁmero de mezclas (3. muestras 1nd1v1duales

por mezcla);



TABLA 2. Patrbn histolégico de los tibulos seminfferos: cambios con
la edad. :

CELULARIDAD TUBULAR(G DE TUBULOS) |
Edad - | Arca de superficie
{dias) Espermdtides | Espermdtides |Mitosis en | Esperma Espermatozoides . .
’ en maduracién | Espermato- tocitos naduros hz'hul‘“s
citos. {p° X 107)
5 S0 0 0 0 0 27.52 + 0.93°
10 0 0 0 0 0 16.43 + 1,90 J
15 0 0 0 0 0 54,48 + 1,98 f
. - _,_.}
18 0 0 0 0 0 53.67 + 2.17° :
21 0 0 0 100 0 78,82 + 3.19°
30 14 0 a 100 . 0 188,70 + 8.,48%
40 56 0 4 100 0 256,92 + 6.33%
45 = 100 72 2 100 2 417,40 + 7,278
50. 100 © 100 4 100 B 613.73 + 24.03%
g0 | 100 100 5 100 16 1055.26 + 53.57

© %< 0.01 vs el grupo siguiente.




TABLA 3. Cambios en la distribucidn de FSH hivofisiaria de ratas
macho a lo largo de un gradiente de pH, y en relacién
con la edad (X + EE).

Edad AREA DE pl
(dias) 1 ; 2 3 4 5 6 7
(7.0-6.2) ' (6.2-5.5)  (5.4-5.0)  (4.9-4.5)  (4.4-4.0) (3.9-3.5) (€3.5)
5 14.7+42,5  16.2+2,5%  13,944,0  25,2¢4,0  18.745.0 5.6+1.6 5.6+0.,6
10 9.3+¢2.5  12.1#1.2  22.9+3.0°  32.6+5.0°  17.433.7 1.1+0.2 4.7+1.8
15 4,9+1.8  11.3+0.6  14.2+2,5°  45,5+6.0°  21.5+2.7 1.140.3 1.440.4
18 4.6+1.2  11.8+1.6  17.1+4.2°  40.8+6.4%  21.7+2.6 1.0+0.4 2.240.5
21 5.0¢0.9  14.1+1.7 1554315 50.4+1.2°  13.242.7 0.7+0.2 1.040.3
28 4.5¢1.9  9.9+0.7  15.0+3.2° 55.8+3.0°  13.,4%45.4 . 0.6%0.2 0.7+0.2
30 4,3+1.1  10.5+1.6  20.8+2.2°  47.5+2,7%  13.1:2.2 1,440.3  2.330.9
10 2.5 407 9.0¢2.7  6.6+1,1  20.3+5,0  41.5+1.95€ 2260808 0,740
45 1.7+0.1 7.5+0.9 8.740.8  16.5+0.8  61,7:2.59 0.7+0.2 0.2+0.1
50 3,340.7  7.3+2.2  6.241.0  19.1+4.7  41.6+1.4%¢  2t.0e70f qi20002
CU90 2.540.3  7.240.2  8.2¢0,7  26.8+4.7  54.6+4,99 0.5+0,1 0.1+0.03
“castrados 3,5+0,6 9.9+0.4  14.5+1,08  27.9+1.7 A4.s;o.sd'° 0.2+0.3 0.06+0.02
. Brangoe de pl

" Pp.¢0.05 vs 28 to 90 dfas £
b_comoig'r»upo,' p0.05 vs 40 a 90 dias

.‘r,'zcomoi grupo p¢ 0.05 vs 40 a 90 dias- 8y & 0.05 vs 90 dfas |
ComOgrupo P';<:‘0'05 vs 5a 30 dfas ©) € 0.05 vs 45 y 90 dfas.

grupos restantes

p & 0.05 comparado con cada uno de los
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DISCUSION

El micropolimorfismo presentado por la FSH y por las hormo
nas glucoproteicas de 1la hipéfisis anterior, es un fenfmeno
originado, probablemente, por variaciones en la proporcién de
carbohidratos incorporados en la molécula (13,28,45), por el
estado endécrino que presente el organismos al momento de su
estudio (10,15), o por ambos (26,37).

En estudios previos se ha demostrado que existen mliltiples
formas de gonadotrofinas dentro de la hipG6fisis anterior de
varias especies animales {11,!4,39); La cantidad y  propor

" cibn de esas formas depende de la t&cnica utilizada en su sg
paracién y de las condiciones endcrinas existentes al momen
to de recoleccifn de la muestra (10,26,39). La mayor parte

~de los estudios referentes a la heterogeneidad de la FSH en
_fﬁeddres y en especifico en ratas macho, se han 1llevado a ca
/bquéin»conSidefar la transicifn de un estado de inmadurez se
ngual a un éstado adulto. Bsta observac16n es 1mportante yd
'ﬂque la pubertad represents un estado endécrzno cambzante, el
cual hlpotetlcamente podria modlflcar 1la estructura molecular
d ’las gonadotroflnas.

'}presente estud;o utlllzamos Concanavallna-A la cual
}roteina vegetal que une especxflcamente re51duos de

hamsters hembras Y ratas hembras (13 42)
ferente edades analxzadas en el presente estudlo se obser :
i H- unlda fué mayor pnrporclonalmente que la
Tma FSH- 11bfe, y 1a relac16n que prescntarén éstas (YSH 11r"




Lre /FSH-unida) no present6 variacidén durante el desarvollo
sexual del animal. La ausencia de variacidén en la relacidn
descrita podria debersc ya sea a que la conformacidn de car
buohidratos en las formas separadas no sufre modificaciones
importantes, o bien que los cambios promovidos por ¢l medie
ambiente endbcrino son tan finos que no fué posible detectar
los a través de esta técnica. En estudios previos se han in
formado cambios en la relacifn presentada por cstas dos espe
cies de FSH en diferentes modelos de estudio (42), y manipu-
‘lando en forma ex6gena el ambiente endbcrino (13,45) de los
organismos estudiados.

Al utilizar la téciica de isocelectroenfoque, las diferen-
‘tes especies de FSH fueron separadas de acuerdo al pI de cada
~“una. Mediante esta técnica, se observd un claro desplazamien
“to de la ESH inmunol6gicamente activa presente en el pico ma
..yor-hacia la regi6n mis dcida del gel, coincidiendo con la
"apﬁricién de éspérmatézoidés maduros entre los 45 y 50 dias
..de edad. Los resultados obtenidos en el presente estudio‘con
’cuerdan con los informes previos de Robertsom y col (37),quie -
nes pncontraron que la 1sohormonaq de 1n FSH hipofisiaria de
ratds macho adultas 1ntactas Yy castradas cnfocan pxedom1nan—
eménte‘en un’ pI de- 4.0 a 4.5, Kl comporuamlento de la - FSH B
arla de ratas macho a 10 Targo.de su madurac1on se.
xual contraQta claramente con el comportamiento presentado

ratas hembra (12), en 1ag que se presenta un 1ncremen L




que el pI de las formas separadas era mds Acido. Consideran
do que el pI de la hormona disminuye a medida que su conteni
do de dcido siflico aumenta (43), estos hallazgos  sugieren
que a mayor presencia de este carbohidrato, menor su capaci-
dad de unién al receptor. De forma sorprendente, las Areas
4 y 5 ro presentaron diferencias sipnificativas en su capa-
cidad de unibn al receptor; es posible que la isohormona del
frea 5 gea una molécula con mayor contenido de fcido sifili-
co {43), mayor tiempo de vida media en plasma (7), y por 1lo
tanto mayor actividad bioldgica in vivo.

Por otro lado, se encontraron diferencias en 1a FSH hipo
fisiaria de animales de 40 dias y mayores, y en animales de
30 dias y menores. El contenido de la forma de T'SH presente
,gn el 4rea 3 (pI de 5.4 a 5.0) fué mayor en el segundo grupo
de animales, mientras que el contenido de la forma presente
' “:én‘e1 drea 6 (pI de 3.9 a 3.5 ) fué mayor en el primero. Aun
 3q Jas- isohormonas de la FSH enfocadas en esas dreas pfg
Asentaron alta actividad b1016g1ca in vitro, la cantidad de
iectable de 1la forma mas aC1da 51empre fue m1n1ma, por. lo .
,ual su 1mportanc1a flslolﬁglca real es 1nc1erta.

o{aspecto 1mportantc £ué 1a 1nua1tada LapaC1dad de unifn
receptor que mostraron ‘las 1sohormonas presentes en. las 

reas 6.y 75 contrastando con 1a extremadamente baJa activi. -
' nmunoléglca encontradf’en 1as m»Smas. En’ estud1os recx-’;r
ntes(8) ufillzando cromatoenfoque como tecnlca de separacidn,f',
a encontfado que:formas de. FSH h1po£151ar1a CON pI de 3, 7. .
en ‘ 101ogia 1n v1tro., Esta obser‘“




i.as bases bioquimici
por la FSH, no han si
la proporcidn de dcid

I'SH es uno de los fac

(3:,38). En estudios
tritados con neuramin
ducs de dcido sidlico

cula (11,43),se ha en
za hacia el cdtodo, y
FSH disminuye e inclu
la hipbtesis anterior
co es, en gran parte,
- la molécula de la FSH

Los resultados obte
que la maduracién sex
ticas fisicoquimicas

‘varias especies de FS}

- 'sean secretadas, en d

anterior para llevar
 ‘ﬂQuraCi6nty funcién te
sarrollo. La sintesi
probablementc el resu
anterzor a: factorcs h
es‘(test‘Sterona} o
estudlos‘preV1os h

Tla;hlpﬁflals anter

tores que contribuyen a este

1s de la microheterogeneidad presentada
lo claramente definidas; posiblemente,

» sidlico incorporado en la molécula de
fendmeno
realizados con extractes hipofisiarios
idasa (15,43),
presentes en la superficie de la molé-
contrado que el pl de la FSH se despla-

el micropolimorfismo presentado por la

enzima que separa  resi

sive desaparece, Estos estudios apoyan
nente mencionada, de que el Acido sidli
el responsable del pl presentado  por

y por lo tantoe de su micropolimorfismo.

nidos en el presente estudio demuestran
ual involucra cambiocs en las LdT&CtGTlS
de la FSH hipofisiaria. Probablemente

i con potencias bioclégicas particularus
iferentes proporciones, por la h1p5£1sxs
a cabo acciones especificas sobre la. ma
sticular .en sus diferentes etapas de’dg
s de esas‘difeféntes formas de FSH son
1ltado de 1la expo>1c16n de la hlpéilsls
lpotalﬁmlcos (LHRH);, & hormonas  gonada. -
a. ambos [12 17) Resultados obtenldos
an- demostrado que la exposlc16n in vitro
1or a esos’ factores modlflca el tlpo de
1 gonadotropovLZI 25) Asi nismo, se- ha

éc1das de'FSH (23)

&escr1pc16n del fenémeno del mlcropol1

‘*Q‘o oflnas modiflcarﬁ de manera 1mportanfl.'

‘ deVi,*L

‘1 a etca de la: regulac15n
h1p6f151s_g6nada., :

ulas adenohlpoflslarlas en- CulthO, des R
°'"con testosterona, secretan una mayor can
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CONCLUSIONES

La FSH presente en la hip6fisis anterior de ratas macho
se encuentra en varias formas moleculares cuyo nlmero y
proporcidn dependen de la t&cnica utilizada en su sepa
racibn y del estado endbcrino del animal al momento de
recoleccidn de la muestra,

La maduracidn sexual en la rata macho se asocia a . cam

bios en las propiedades fisicoquimicas de la FSH hipofi

‘siaria, particularmente en su punte. isoeléctrico.

Lés diversas formas moleculares de la FSH difieren entre;f

“si‘en su capaC1dad de un16n al receptor y por 1o tanto -

‘en su potenc1a bloléglca in V1tro.
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