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RESUMEN 

En el presente trabajo se separaron mediante 
cromatoenfoqu• (rango de pH de 7.5 a 4.0) 
las diferentes formas de la hormona 
estimulante del folículo (FSH) extraídas de 
hipófisis anteriores de ratas androgenizadas 
neonatalment• mediante la administración de 
100 pío de propionato de testosterona, así 
como de testigos normales; en ambos grupos 
los animales fueron decapitados a los 5, 10, 
18, 21, 30, 60 y 90 días de edad. Con fines 
comparativos se estudiaron también 
glándulas hipofisarias obtenidas de ratas 
macho adultos de 90 días de edad. En todos 
los grupos de animales se encontraron 
múltiples formas de la FSH dentro de un 
rango de pH de 7.5 a 4.0, así como una forma 
recuperada después de la adición de 1.0 
mol NaCl/1 a las columnas de 
cromatoenfoqus ("pico de sal"). En animales 
de 5 a 30 días de edad (testigos y 
androgenizados durante el periodo neonata» 
la mayoría de la FSH depositada en la 
columna fue recuperada dentro del pico de 
sal (45-85% del total de la FSH 
inmunoreactiva recuperada). Sin embargo, 
conforme los animales avanzaron en edad, la 
cantidad de la FSH enfocada dentro de 
regiones menos ácidas [punto isoeléctrico 
(pl) de 5.9 a 5.0) se incrementó 
significativamente; las hipófisis de animales 
de 60 días presentaron la mayor proporción 
del total de la FSH recuperada y enfocada 
dentro de este rango de pH ( testigos de 60 
días, 39.2±0.6%; androgenizadas, 23.14.9%; 
testigos de 30 días, 11.811.4; 
androgenizadas, 8.90.4%; p<0.03 60 días vs 
30 días para ambos grupos). Esta desviación 
hacia pls menos ácidos de la hormona se  

presentó de una manera atenuada en los 
animales androgenizados comparados con 
los testigos (p<0.01). 

En ratas adultas testigo, el patrón de 
distribución por cromatoentoque de la FSH 
intrahipofisaria varió según el día del ciclo 
astral. Los extractos hipofislarlos de ratas 
testigo decapitadas durante la mañana del 
día del proestro, estro y diestro 1, 
presentaron las mayores proporciones de la 
FSH inmunoreactiva (23.2-28.8% del total) 
enfocada dentro de un rango de pH de 5.9-
5.0, en tanto que unicamente el 10.4% de la 
FSH proveniente de animales 
androgenizados fue recuperada dentro de 
este rango (p<0.05). En animales testigo 
decapitados durante la mañana del proestro 
y del estro, se encontró que del 10 al 26% 
de la FSH intrahipofisaria enfocó dentro de la 
región más alcalina (pl 7.5-6.0); el patrón 
por cromatoenfoque de la FSH 
intrahipofisaria proveniente d• ratas 
androgenizadas neonatalmente se 
caracterizó por presentar no más d• una 
isoforma de la FSH en esta región (1.54.5% 
del total). En las ratas macho adultas, la 
mayoría de la FSH intrahipofisaria enfocó 
predominantemente dentro de un rango de 
pH de 4.9-4.0 (52.411.2% del total de la FSH 
inmunoactiva) así como en el pico de sal (pH 
<4.0) (33.1±2.4% del total). Estudios in vitro 
empleando células de le hipófisis anterior en 
cultivo incubadas en presencia o ausencia de 
esteroide■ sexuales, de la hormona 
liberadora de gonadotropinas (GnRH) o de 
ambas, lograron demostrar que esta última 
(GnRH) fue posiblemente la responsable de 
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inducir a nivel hipofisario los cambios 
observados •n el pi de la FSH durante la 
mañana del día del pro•stro. 

Todas las formas de la FSH aisladas por 
cromatoenfoque representaron dítneros 
compuestas por subunidades cyBa juzgar 
por su patrón d• elución en Sefadex G-100. 
Las formas de la FSH con pus de 7.4 a 6.08 y 
7.4 a 5.5, mostraron la mayor capacidad de 
unión a su receptor así como actividad 
biológica in vitro, respectivamente. 

Estos resultados permiten sugerir que un 
patrón cíclico o "femenino" de secreción 
hipotalámica y gonadal conllevan hacia la  

producción final d• formas menos ácidas d• 
la FSH con alta potencia biológica a nivel d• 
la célula blanco, •n tanto que un patrón de 
secreción tónica o "masculina" (como el que 
prevalece en animales machos o hembras 
con el síndrome anovulatorio inducido por 
andróginos) se asocia a la producción de 
formas de la hormona fuertemente ácidas. El 
hallazgo de diferencias cualitativas y 
cuantitativas entre las moléculas 
pleomórficas de la FSH d• animales adultos 
ciclantes y los androgenizadosl  le brinda un 
apoyo adicional al concepto acerca d• la 
existencia de una dicotomía sexual en 
términos del tipo específico de la FSH 
producida por la hipófisis anterior. 
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INTRODUCCION 

La hormona estimulante del folículo (FSH) es 

una gonadotropina que pertenece, junto con 

la hormona luteinizante (LH) y la tirotropina, 

a una familia de hormonas hipofisarias de 

naturaleza glucoproteica (1). Cada una d• 

estas hormonas son heterodimeros 

compuestos por una subunidad a y una B 

(2). En una especie animal determinada, la 

subunidad a se encuentra codificada por un 

gene común, en tanto que su subunidad B, la 

cual confiere la especificidad hormonal, es 

producto de la transcripción de diferentes 

genes particulares para cada hormona (3,4). 

Ambas subunidades contienen una o dos 

cadenas de oligosacáridos heterogéneos 

ligadas al aminoácido asparagina, las cuales 

presentan diferentes grados de sulfatación y 

sialización (1). Este amplio espectro en 

glucosilación, sialización y sulfatación, 

constituye la base química de la formación 

de sus isoformas así como de la extensa 

heterogeneidad por carga que presentan. 

La hormona estimulante del folículo existe en 

diferentes formas moleculares tanto en la 

hipófisis anterior (HA) como en el suero y la 

orina de numerosas especies animales  

incluyendo la humana (5-25). El número y 

abundancia relativa de cada isohormona 

dependerán de la técnica específica 

empleada en su separación, del origen de la 

muestra biológica y del status endocrino del 

donador (7,10-12,14,18-21,25-28). En el 

estudio de esta heterogeneidad se han 

empleado diversas técnicas de separación 

tales como filtración en gel (28-30), 

cromatografla por afinidad (7,12,18) y 

recientemente 	isoelectroenfoque (IEF) 

(8,12,25,26) y cromatoenfoque (CF; 

16,17,19,31-33) [estas dos últimas técnicas 

permiten la separación de las diferentes 

formas moleculares de las gonadotropinas 

según su punto isoeléctrico (O]. El CF 

presenta algunas ventajas sobre el IEF, de las 

cuales la más importante es que las 

proteínas que se encuentren fuera de la 

ventana del rango de pH estudiado, pueden 

ser facilmente recuperadas y cuantificadas. 

Utilizando cualesquiera de estas 	dos 

técnicas se han identificado 6 a 10 

componentes de la FSH, heterogeneos en su 

carga y con pis de 6.4 a 3.8 (5,8,12,16,19). 

En algunas condiciones experimentales ha 

sido posible Identificar componentes 
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adicionales de la hormona en el "volumen 

vacío" o después de la adición de 1.0 mol/l 

de NaCI a las columnas de CF (16,19). Estas 

diferentes especies, formas moleculares o 

isohormonas de la FSH, difieren una de la 

otra no unicamente en sus pis sino también 

•n su abundancia relativa, actividad de 

unión a su receptor, bloactividad in vitro y 

vida 	media plasmática. En términos 

generales, los componentes de la FSH con 

pis >5.0 son menos abundantes que aquellos 

con pis relativamente más ácidos 

(5,12,25,28). Estas diferentes formas 

moleculares de la FSH, caracterizadas 

inicialmente en extractos crudos de HA, han 

sido también Identificadas claramente en 

sistemas in vitro, por ejemplo, en células 

hipofisarias dispersadas enzimáticamente y 

mantenidas en cultivo (15). Estudios por 

cromatografia en gel de las diferentes 

lapides de la FSH hipofiseria, han 

demostrado que todas son ~evos 

compuestos por las 2 subunidedes (15,16). 

Se ha encontrado que la FSH intrahipoftseria 

y circulante de primates no humanos y 

humanos existe también •n diferentes 

formas moleculares (16,20,34,35). ChlIPP*1  
coas (18) y Kahn y cola (34) empleando CF • 

IEF, respectivamente, han encontrado  

múltiples formas de la FSH Intracelular en 

HA de primates no humanos; el perfil de 

estas isohormonas es similar al caracterizado 

en roedores. Así mismo, se han aislado 

diferentes isohormonas de la FSH en HA 

normales obtenidas de autopsias de varones 

y mujeres en diferentes edades, asi como en 

cultivos de células provenientes de tumores 

hipofisarlos 	productores de la FSH 

(20,22,23). Estudios llevados a cabo por 

Wide (20), empleando la técnica de 

electroforesis en suspensión de *prosa, 

han demostrado que la FSH de la HA 

humana está compuesta por un número 

variable de formas (por lo menos veinte) con 

diferencias mínimas entre sus respectivas 

cargas eléctricas 

En sistemas in vitro, todas las formas 

intracelulares de la FSH son aparentemente 

secretadas hacia el medio de cultivo 

(15,32,36). Ulloa Aguirre y cola. (15) 

encontraron que el medio de cultivo 

proveniente de células de la HA del criceto 

(hamster dorado) hembra cultivadas durante 

cuatro días, contiene en condiciones bemoles, 

seis componentes bien definidos de la FSH 

separables por IEF en geles de 

pollacrilamida; estos componentes 

presentuon pis Idénticos a los encontrados 
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después del IEF d• extractos crudos d• HA 

y d• Usados de células •nzimMicamente 

dispersadas y cultivadas durante 4 días. 

Miller y cola (3S) y Chappel y cola (16) han 

informado resultados similares después d• 

incubar durante 2 horas hipófisis d• cric•tos 

y monos hembra, respectivamente. Mili« y 

cola. (36) demostraron además que la 

adición del péptido liberador d• las 

gonadotropinas (CinRH) al medio de cultivo, 

incrementó la secreción de las formas más 

básicas, con mayor actividad biológica en 

sistemas In vitro. 

La secreción d• la FSH heterogénea no 

ocurre unicamente en condiciones In vitro 

sino también in vivo. En condiciones basal•s, 

se han detectado varias formas moleculares 

de la FSH inmunoactiva en el suero de ratas 

machos adultos (32). En este estudio en 

particular, se detectó una disminución en la 

proporción relativa d• lu isohormonas 

menos ácidas, hallazgo que sugiere la 

existencia d• diferencias •n la tasa d• 

depuración metabólica entre las diversas 

formas moleculares. Estudios recientes en 

humanos han demostrado la existencia de 

múltiples formas d• la FSH en el suero y que 

ciertas manipulaciones endocrinas o estados 

fisiológicos específicos del donador, son  

capaces de Inducir cambios en el perfil 

heterogéneo de la hormona secretada 

(10,35). 

De los estudios descritos anteriormente, s• 

puede concluir que la FSH no se encuentra 

representada por una molécula de estructura 

única, sino por un continuoum de diferentes 

formas moleculares con propiedades 

fisicoquimicas y biológicas particulares para 

cada una. 

En el estudio d• la actividad biológica d• 

cada isohormona d• la FSH s• han empleado 

diferentes técnicas in vitro • In vivo. Los 

resultados obtenidos d• los análisis In vitro 

así como del radloinmunosnálisis (RIA) han 

sido utilizados para calcular las relaciones 

radioreceptorkadiolnmunoanállsie(RRA/RIA) 

y actividad biológicafinmunológIce (15/1) de 

la gonadotropina en estudio. Estos indices 

expresan, respectivamente, la actividad de 

unión al receptor y la potencia biológica de 

l■ hormona a nivel d• la célula blanco. En el 

estudio de l■ actividad biológica In viro de 

las diferentes especies de la FSH, se ha 

empleado un análisis por redloreceptor 

utilizando como ligador a homogenados de 

túbulos seminiferos obtenidos de cricetos o 

o ratas macho prepuberales (12,14,25,26). 
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Mediante esta técnica, se ha encontrado que 

cinco de las seis formas de la FSH 

separadas por IEF, poseen la capacidad de 

unirse a su receptor (12,26). El componente 

con un pi de 4.2-3.8 presenta una actividad 

de unión considerablemente reducida a 

Juzgar por este método (12,26). Esta 

actividad de unión al receptor es máxima en 

las formas de la FSH con pis > 5.3 y se 

encuentra persistentemente disminuida en 

las formas con pis de 5.1-3.8 (12). Esta 

tendencia se ha encontrado en forma casi 

constante en la mayoría de los modelos 

animales estudiados, principalmente en los 

roedores y primates (12,14,16). 

Un segundo método empleado en el estudio 

de la actividad biológica In vitro de los 

diferentes componentes de la FSH es el 

bioensayo basado en la capacidad de la FSH 

para estimular la síntesis y secreción de 

activadores del piasminógeno en células de 

la granulosa de la rata en cultivo (36,37). Con 

este sistema se han obtenido resultados 

muy similares a los observados en el análisis 

por redloreceptor (5,13,36). Las formas de la 

FSH con puntos isoelécricos de 6.0 ■ 5.3 

presentan mayor actividad biológica que las 

más ácidas (pl 5.1-3.8) 	cuando son 

analizadas a concentraciones equivalentes  

(36). Existe por lo tanto una estrecha 

correlación entre el pl de la Isohormona, su 

capacidad de unión al receptor y su 

actividad biológica in vitro, 

Recientemente, Wide y Hobson (24) han 

analizado las propiedades biológicas d• las 

diferentes formas moleculares de la FSH 

hipolisaria humana, separadas mediante 

• lectroforesis. Estos investigadores 

emplearon un análisis in vitro basado en la 

producción de estradiol por células de 

Sertoli en cultivo provenientes de ratas de 

10 dios de edad (38) así como la prueba in 

vivo del Incremento en el peso de los 

ovarios inducida por la administración 

exógena de hCG y FSH (39). En el bioensayo 

in vitro encontraron que las formas más 

básicas de la FSH mostraban la mayor 

potencia, mientras que las más ácidas 

expresaban una actividad muy Importante in 

whro. El hallazgo de que las formas ácidas 

de la hormona presentan una vida media 

plasmática relativamente prolongada 

(23,40), sugiere la existencia de un■ 

correlación positiva entre la actividad 

biológica in vivo de un■ Isohormona en 

particular y su vida media plasmátics, 

El contenido de ácido alón«, de una 
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hormona glicosilada como la FSH, u 

encuentra estrechamente relacionado con su 

punto isoeléctrico, carga eléctrica media, 

vida media plasmática, actividad de unión al 

receptor y potencias biológicas in vitro e in 

vivo (6,8,10,17,32,33,41,42) [en l■ FSH, el 

porcentaje d• oligosacáridos que poseen 

residuos d• ácido siálico varia de 28 a 83% 

dependiendo de la especie animal estudiada; 

el resto d• los oligocacáridos son neutros 

(sin carga eléctrica; 10 a 32% del total), 

~listados (2 a 30%) o mixtos (un residuo de 

acido ciático y otro de sulfato; 1 ■ 10 % del 

total) (1)j. Diversas evidencias 

experimentales apoyan estas relaciones: .1.-

Por medio d• métodos indirecto. (digestión 

con neuraminidasa), u ha demostrado que 

paralelamente al aumento en el pi d• un■ de 

les isohormonas de la FSH, disminuye su 

contenido en ácido *fálico y aumenta su 

potencia biológica in vitro (17); a. Wide y 

Wide (40) han demostrado que l■ FSH 

hipofisaria obtenida de varones adultos y 

mujeres ancianas presenta una desaparición 

Osmótica mas lenta que la proveniente de 

mujeres en edad reproductiva. Wide (23) ha 

sido capaz de demostrar que estas 

preparaciones de la FSH contienen mayor 

cantidad de residuos de ácido siálico 

comparadas con las de las donadoras  

jóvenes. a. La desialización d• la FSH y la LH 

así como de la gonadotropina coriónica 

humana (hCO), disminuye sus actividades 

biológicas in vivo sin alterar 

significativamente sus propiedades 

inmunológicas (4244); la disminución en 

actividad in vivo de la hormona deslalizada u 

ha atribuido a una tau de depuración 

metabólica más rápida. 4. Bium y Gupta 

(32) y Bium y cola (33) han demostrado 

recientemente que los componentes más 

ácidos de la FSH hipofisiarla de ratas machos 

adultas, están ricamente alanzados, 

presentan una vida media plasmática 

prolongada y son más abundantes en el 

1111111110. 

Aunque son desconocidos los mecanismo. 

biológico. involucradés en la Interacción de 

*atoe componentes moleculares de la FSH 

con su receptor en l■ glándula blanco, es 

probable que además del contenido 

particular de ácido siálico de la isohormona, 

las variaciones en la cantidad o arreglo 

espacial de otros carbohidratos situados 

internamente participen también en forma 

importante (26). Las formas de la FSH más 

básicas tienen mayor afinidad por la 

Concanavaline-A (la Concanavalina-A es una 

proteina vegetal con gran afinidad para 
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residuos de azúcar tales como manosa, 

glucosa y glucosamina, que se encuentran 

incorporados en las moléculas de los 

oligosacáridos) que las isohormonas con 

puntos isoeléctricos menores (26). Si los 

residuos de ácido siálico de las moléculas 

ácidas son eliminados enzimáticamente, las 

formas resultantes menos ácidas 

presentarán un incremento en su capacidad 

de unión a la lectina (26), La observación de 

que tal aumento en la afinidad para 

Concanavalina-A se acompaña de una mayor 

capacidad de unión al receptor, permite 

sugerir la existencia de una estrecha 

relación entre el contenido particular de los 

carbohidratos internos al ácido siálico, su 

arreglo espacial, o ambos, y •l 

comportamiento de la Isohormona a nivel de 

la célula blanco. Alternativamente, este 

hallazgo indicaría la presencia de efectos 

inhibitorios del ácido siálico sobre la unión 

de la FSH a su receptor. 

La mayoría de los estudios relacionados con 

la heterogeneidad por carga de la FSH, han 

demostrado que el patrón por IEF o por CF 

varia dependiendo del estado 

endocrinológico del donador (8,10,12,14, 

16,21,25,26). La administración de estradiol 

a cricetos ovariectomizados es capaz de  

modificar el perfil de distribución por CF de 

la FSH hipofisaria (31). La exposición a este 

asteroide durante 20 horas se acompaña de 

aumentos en las proporciones relativas de 

las isohormonas más ácidas (con menor 

actividad biológica in vitro) de la FSH; sin 

embargo, si el tiempo de exposición se 

prolonga durante 10 horas adicionales 

(periodo durante el cual estos animales 

inician la secreción máxima de 

gonadotropinas), es posible inducir 

aumentos en las proporciones relativas de 

las formas menos ácidas (31). Ya que este 

desplazamiento de las formas de la FSH de 

menor a mayor pl puede ser prevenido 

mediante la administración concomitante de 

fenobarbital (este fármaco evita la descarga 

de OnRH inducida por estradiol), se h■ 

sugerido que la producción de las 

isohormonas de la FSH, es regulada por un 

sofisticado mecanismo de retroalimentación 

entre la gónada y el hipotálamo. En apoyo a 

esta hipótesis, se ha encontrado que el perfil 

de heterogeneidad por carga de la FSH varia 

durante el 	ciclo ostral, en donde la 

proporción relativa de las formas menos 

ácidas es más evidente durante las horas 

que preceden a la descarga de LH y FSH 

inducida por GnRH y los estrógenos 

(proestro ■ las 13 horas) (26). Como seria de 
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esperar, existen diferencias importantes en 

la heterogenidad por carga de la FSH tanto 

entre sexos como después de la castración. 

Ulloa-Aguirre y Chappel (12) encontraron que 

las hipófisis anteriores obtenidas de cricetos 

macho castrados, presentaban incrementos 

significativos en sus contenidos de formas 

moleculares de la FSH mas ácidas (pi 4.7) 

en comparación con las glándulas de 

animales intactos. Por otra parte, el patrón 

de distribución por IEF de la FSH hipofisaria 

de animales machos adultos fue diferente del 

obtenido en las hembras; las isohormonas 

del macho fueron más ácidas que las de las 

donadoras hembra (25,26). Esta dicotomia 

sexual de las hormonas hipofisarias, ha 

llevado a postular la existencia de una FSH 

"androgénica" y de otra "estrogénica" o 

femenina, considerando que los esteroides 

°modales tienen un papel critico en el tipo 

especifico de l■ FSH producida por la HA 

(29). 

De los estudios descritos anteriormente, es 

posible concluir que 	las hormonas 

esteroides sexuales (principalmente 

•atrópenos) y la GnRH determinan 

concertadamente las caracteristicas 

flaicoquímicas y la potencia biológica de la 

FSH por producirse y secretara* a la  

circulación. Los efectos de estos dos 

factores son mediados posiblemente ■ 

través de modificaciones co- y 

post-traduccionaies en el contenido o arreglo 

espacial de los carbohidratos en la molécula 

de la gonadotropina (1). De hecho, Uu y 

Jackson (45) han demostrado que la GnRH 

regula el grado de gilcosilación de la 

molécula de L.H. El resultado final de esta 

fina interacción entre la gónada, el 

hipotálamo y la hipófisis seria la producción 

y secreción de diferentes tipos de la FSH, en 

proporciones acordes con los requerimientos 

fisiológicos del sujeto en un momento 

determinado, para llevar a cabo acciones 

temporales especificas sobre la función 

gonadal. 

En la presente tesis u describen un■ serie 

de estudios encaminados a obtener 

evidencias adicionales que apoyen la 

hipótesis de la dicotomia sexual en la 

producción del tipo especifico de la FSH 

sintetizada por la HA. Para llevar a cabo este 

objetivo se caracterizó el perfil de 

heterogeneidad por carga de la FSH 

hipofialaria en el modelo experimental de l■ 

rata hembra androgenizada (46-48). En este 

modelo, las ratas hembras recién nacidas 

que son sujetas a androgenización 
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hipotalámica mediante la administración de 

testosterona en los primeros 5 días de vida, 

permanecen en estro persistente durante la 

•dad adulta y desarrollan ovarios 

poliquísticos hipersecretores de andróginos 

aromatizables (46). La unidad 

hipotálamo-hipofisaria de los animales 

androgenizados presenta características d• 

secreción gonadotrópica semejantes a las 

del macho adulto en cuanto a que no guarda 

un patrón cíclico de secreción (49,50). Esta 

secreción tónica de las gonadotropinas 

induce el desarrollo de quistes ováricos, los 

cuales al ser persistente y 'cíclicamente 

estimulados por la LH, producen un exceso 

de andróginos aromatizables (50), 

perpetuándose así el patrón d• secreción 

tónico d• la unidad hipotálamo-hipofisaria. 

Este modelo, cuya contraparte en el humano 

está representada por el Síndrome de 

Ovarios Poliquisticos (51), 	ofrece un 

ambiente endócrino rico en andróginos y 

estrógeno*, 	sin 	variaciones cíclicas 

significativas •n el tono hipotalámico de 

GnRH. 

significativas en la heterogeneidad por carga 

de su FSH intrahipofisaria durante la 

prepubertad; sin embargo, durante su 

maduración sexual, debe desarrollar la 

capacidad para producir moléculas de la FSH 

con características 	fisicoquímicas y 

biológicas más semejantes a las del animal 

macho. 

OBJETIVOS 

1. Estudiar la heterogeneidad por carga de la 

FSH 	hipofisaria de ratas hembras 

androgenizadas utilizando la técnica de 

cromatoenfoque, 2. Caracterizar cada una de 

las formas aisladas de la FSH en cuanto a 

peso molecular aparente, actividad de unión 

a su receptor y potencia biológica in vitro y 

3. Analizar la participación de los esteroides 

sexuales y de la hormona hipotalámica 

liberadora de las gonadotropinas en la 

secreción de las diferentes formas 

moleculares de la FSH, empleando sistemas 

in vitro. 

HIPOTESIS 
Si la hipótesis de la dicotomía sexual en la 

glicosilación de la FSH es correcta, la rata 	La FSH sintetizada por la HA de ratas 
hembra androgenizada durante el periodo 	hembras androgenizadas existe en múltiples 
neonata' no debe presentar modificaciones 	formas moleculares que pueden ser 
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separadas por su punto isoeléctrico. El 

patrón de heterogeneidad por carga de la 

FSH hipofisaria de estos animales •s de tipo 

masculino debido a la predominancia de los 

andróginos como esteroide sexual. Al igual 

que lo observado en el animal macho, las 

formas moleculares de la FSH en la hembra 

androgenizada tenderán a ser más ácidas y 

con menor actividad biológica In Vitro. 

Existe una dicotomia sexual en el tipo 

específico de la FSH sintetizada por la 

hipófisis anterior. 

MATERIALES Y METODOS 

Se emplearon ratas adultas hembra 

preñadas de la cepa Cli Z-V (18) mantenidas 

en cajas individuales bajo condiciones de 

luz controladas (luz encendida de las 05.00 

a las 19.00 h). Las ratas hembra recién 

nacidas fueron Inyectadas s.c. con 100 lig 

de propionato de testosterona disuelto en 

aceite de maíz (Sigma Chemical Co., St. Louis 

MO, E.U.A.) (PT) o vehículo (testigos) en el 

día 1 de vida (día del nacimiento). Loe 

animales fueron decapitados en grupos de 

por lo menos diez animales a los 5, 10, 18, 

21, 30, 60 y 90 días de edad y las hipófisis 

anteriores se separaron de la porción 

posterior mediante disección bajo  

microscopio. En esta cepa particular de 

ratas, la apertura vaginal se presenta a los 

42±1.5 días de edad; es posible detectar 

ciclos ostrales regulares unicamente en 

aquellos animales mayores de 70t1.0 días. 

Las hipófisis anteriores de ratas testigo 

adultas (90 días de edad) se obtuvieron entre 

las 09.00 y 10.00 h de cada día del ciclo 

ostral; unicamente fueron incluidos aquellos 

animales que hubieran mostrado 

consecutivamente tres ciclos estragos 

regulares de 4 días. Se obtuvieron también 

glándulas hipofisarlas de ratas macho 

adultos (Intactos) de 90 días de edad, 

exclusivamente para propósitos 

comparativos. Cada glándula fue 

individualmente pesada y homogeneizada 

con 10 golpes de un pistilo de tefión a 4°C 

en 100 sal de amortiguador de fosfatos (0.05 

mol/1)-salino fisiológico (PES; pH 7.5) 

conteniendo 0.3 mg/ml del inhibido, de 

probases fenil-metilo-fluoruro de suifonilo 

(Sigma). El homogenado se centrifugó a 

1000 x g por 30 minutos a 4°C y la fracción 

sobrenadante (extracto de hipófisis anterior) 

fue recolectada y almacenada en 

congelación a -20°C hasta el día en que se 

realizó el cromatoenfoque. Los ovarios 

fueron disecados, pesados, fijados en liquido 

de Bouln y parafinados. Se realizaron cortes 
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seriados de 10 lam d• grosor que fueron 

teñidos con hematoxilina •osina y 

posteriormente se midió el diámetro 

folicular con la ayuda de un ocular 

micrométrico según el metodo de Weischen 

(52). 

a) Cromatoenfoque de eletractos de hipófisis 

anterior: 

La obtención de las diferentes formas 

moleculares de la FSH intrahipofisaria se 

realizó utilizando el cromato•nfoque como 

método d• fraccionamiento . por carga 

eléctrica (53). El poliamortiguador-74 y l■ 

resina d• Intercambio (PBE-94) fueron 

adquiridas d• Pharmacia Fine Ch•micals 

(Piscataway, NJ, E.U.A). La columna d• PBE 

fu• construida con dimensiones d• 30 x 1 

cm y equilibrada con 15 volumenes d• 

amortiguador d• Imidazol-HCI (0.025 mol/I, 

pH 7.4). Posteriormente so depositó sobre 

la superficie d• la columna una muestra 

(poza d• 6 a 7 extractos hipofisarlos 

individuales por grupo) d• extractos 

hipofisarios que habían sido previamente 

equilibrados con el amortiguador de •lución 

(Pollamortiguador 74 a un■ dilución 1:8 en 

agua desionizada) mediante cromatografía en 

Sefadex G-25 (microcolumnas de 6.7 x 0.6  

cm; Pharmacia Fine Chemicals). Inicialmente 

se corrieron 5 ml del amortiguador de 

•lución para evitar la exposición de la 

muestra depositada a extremos de pH. 

Finalmente se colectaron entre 110 y 130 

fracciones de 2 mi a una velocidad de flujo 

de 1 ml/4 min a 4°C. El pH de cada fracción 

fue simuitaneamente medido y cuando •I 

•luado de la columna alcanzó un pH d• 4.0 

el amortiguador s• cambió por una solución 

de NaCI (1 mol/1) para desplazar cualquier 

material no recuperado dentro del rango de 

pH d• 7.5 a 4.0 (pico de sal). Cada fracción 

fue almacenada en congelación a -20°C hasta 

• l día en que se realizó •l 

radioinmunoanálisis (RIA) de la FSH. Se 

cromatoenfocaron separadamente en 

columnas por duplicado un total de 3 a 4 

pozas de extractos de HA por grupo. Las 

recuperaciones d• la FSH por este método 

fueron de 7614% de le cantidad total 

originalmente depositada •n la columna. 

b) Cromatogralla en edades 0-100 de cada 

~mina intrahipollearia de la FSH: 

Para analizar si la totalidad de las diferentes 

formas moleculares identificadas mediante 

CF representaban dimeros de la FSH 

(hormona completa), subunidades alfa y beta 
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libres o ambos, se determinó su peso 

molecular aparente mediante cromatografía 

por exclusión en Sefadex 0-100. Posterior a 

la determinación del contenido de la FSH d• 

cada fracción obtenida después de la 

separación por cromatoenfoque de una poza 

de extractos d• HA proveniente d• ratas 

hembra adultas ovariectomizadas (de 120 

días d• edad, castradas a los 90 días), las 

fracciones que contenían las mayores 

concentraciones de cada isohormona d• la 

FSH, fueron dializadas separadamente contra 

0.01 mol/l de carbonato de amonio (pH 7.5) 

y concentradas por liofilización. Cada forma 

de la FSH o mezcla de formas con pH 

próximos fueron redisueltas en 0.05 mol/i 

de PBS conteniendo 1% d• albúmina serica 

bovina (Sigma; PBS-ASB) y posteriormente 

cromatografiadas a través de una columna de 

Sefadex 0-100 (57 x 2.7 cm), la cual habla 

sido calibrada con azul dextrán (Sigma; Mr  

2000,000), ASB (Sigma; Mr  67,000), 

1251-rFSH-I-6 (NIDDK, Beth•sda, MD, E.U.A.; Mr  

32,000), ovalbúmina (Sigma; Mr  21,500) y 

citocromo C (Sigma; Mr  13,370). Como 

eluente de la columna se utilizó PBS-ASB y 

la velocidad de flujo fue de 7 mI/h a 4°C. 

Todas las fracciones recolectadas (de 1 ml 

cada una), 	fueron almacenadas en 

congelación hasta la cuantificación de su  

contenido de FSH por RIA. 

c) RIA de la FIIH: 

FSH de rata altamente purificada (NIDDK 

rFSH-I-6) fue sometida a radiomarcaje con 
1251 por el método de lactoperoxidasa-glucosa 

oxidase como fue descrito por Bex y Corbin 

(54). Después de la separación de la 

fracción radiomarcada de la FSH mediante 

crornatografia en Sefadex 0-100, la 125I-FSH 

fue purificada por medio de cromatografi■ 

por afinidad en Concanavalina A (Pharmacia) 

(55). El RIA de rFSH se llevó a cabo 

empleando el estuche proporcionado por el 

NIDDK siguiendo el metodo de Coutifaris y 

Chappel (56). La preparación de referencia 

empleada en la construcción de l■ curva 

estándar fue la preparación de referencia 

(RP) rFSH-1 é rFSH-2 (NIDDK); rFSH-RP-2 es 

45 veces más potente que le preparación de 

referencia 1. Los resultados son expresados 

en nanogramos o microgramos de rFSH-RP-1 

a menos que se especifique lo contrario. 

Para evitar variaciones entre loe análisis, 

todas las muestras provenientes de una 

misma columna fueron incluidas en la 

misma corrida. La variación dentro del 

análisis fue de 7% y la sensibilidad de 4 a 8 

ng/tubo (RP-1). 
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d) Análisis por redioreceptor (RRA) de la 

FSH: 

Con el objeto de determinar la capacidad de 

unión a su receptor, cada isohormona mayor 

o poza 'de formas menores con pis cercanos 

• identificadas después del cromatoenfoque 

de extractos hipofiserlos provenientes de 

ratas adultas decapitadas en la mañana del 

proestro (pi 7.4, 6.08, 5.45-5.15, 4.884.42 y 

pico de sal, ver Figura 4 para su 
identificación), fueron sometidas a 
cuantificación por RRA. Previo a este 

procedimiento, cada muestra fue excluida 

cromatográrficamente a través de Sefadex 

G-100 tal y como se describió en la 

subsección h. El RRA se llevó a cabo 

empleando como ligador a hornogenados de 
túbulos seminiferos provenientes de ratas 

macho de 28 dios de edad y siguiendo el 

método de Unos-Aguirre y Chappel (12). 

Cada muestra fue analizada a 3 é 4 

concentraciones diferentes por duplicado. 

La variación dentro del análisis fue <12% y 

entre los análisis <18%. El estándar de la 
FSH empleado en la construcción de la 

curva fue la preparación RP-2 y la hormona 

radiomarcada rFSH-1-6. La sensibilidad del 

método fue de 8 ng/ tubo. La actividad de 

unión al receptor de cada Isohormona se  

expresa en términos de la relación RRA/RIA. 

e) ~ensayo la  yllito de FSH: 

La actividad biológica de cada lsohormona 

identificada por medio del cromatoenfoque 

de extractos hipofisarios de ratas decapitadas 

durante la mañana del dio del proestro ( ver 

subsección d para su aislamiento y la Figura 

4 para su identificación), se valoró 
empleando el método del activador del 
plasminógeno descrito por Bien y 

Strickland (37) y modificado por Millar y 

cola. (36). Este método se basa •n la 

capacidad de la la FSH para inducir la 

síntesis y secreción de activador del 

plasminógeno por células de la granulosa en 

cultivo. El estándar 	empleado •n la 
elaboración de la curva fue la preparación 

altamente purificada hFSH-1-3 (NIDDK), que 

de manera idéntica a la hFSH-I-2 del mismo 

origen (NIDDK), presenta las mismas 

potencias biológica • Inmunológica que 

sus homólogos en la rata (rFSH-1-5 • 14, 

NIDDK) (Figura 1). Estos estándares de 

referencia son Inmunológicarnente 30 veces 

más potentes que el estándar RP-1. Cada 

uno de los concentrados de las isohormonas 

se valoró por triplicado a 3 á 4 diferentes 

concentraciones. Las tres isohormonas 
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menos ácidas (pis 7.40, 6.08 y 5.45 a 5.15), 

se analizaron sin previa exclusión 

cromatográfica a través de Sefadex G-100, 

en tanto que las más ácidas (pi 4.88-4.42 y 

pico de sal) se analizaron tanto antes como 

después de este procedimiento. La potencia 

biológica in vitro, se expresa como la 

relación actividad biológica/actividad 

inmunológica (relación 13/1) después de la 

conversión de la cantidad Inmunológica 

detectada en ng de rFSH-RP-1 a ng de 

hFSH-I-3. Todas las Isohormonas fueron 

incluidas en la misma corrida para evitar las 

variaciones entre los análisis. La variación 

dentro del análisis fue «20% y la sensibilidad 

igual a 1 ng en términos de hFSH-l-3 (30 ng 

de rFSH-RP-1). 

1) Cultive de células de le hipó*" entice« 

y eeperecián de be leohormonee secretada' 

mediante enfoque leoellictsim 

Con el objeto de identificar aquellos factores 

hormonales tanto 	gonadales como 

hlpotalámicos (GnRH) que de una u otra 

manera podrían estar involucrados en la 

regulación de la producción y secreción de 

las diferentes formas moleculares de la FSH 

a nivel hipofisario, se analizó la 

heterogeneidad por carga de la FSH  

intracelular y secretada empleando cultivos 

de células de la hipófisis anterior 

provenientes de ratas hembra inmaduras de 

21 días de edad. Las células cultivadas 

fueron incubadas en presencia o ausencia 

de los diferentes factores hormonales 

gonadales • hipotalámicos a los cuales la 

hipófisis anterior se encuentra expuesta, en 

condiciones fisiológicas, ya sea en forma 

tónica (como en el caso del macho o de la 

hembra androgenizads) o de manera 

secuencial y cíclica, como sucede con la 

hembra adulta ciclante. Las células fueron 

dispersada' siguiendo el método descrito 

por Vale y cola (65) y sembradas en medio 

de Eso» modificado (Dulbecco) (Gibo*, 

Grand Island, NY, U.S.A.) conteniendo 5 

µg/ml de insulina, 4 mmol/I d• glutamine, 50 

pg/mi de gentamicina, 25 mmotil de HEPES 

(Sigma) y 10% de suero fetal de ternera 

inactivado, a una densidad equivalente a 2 

hipófisis/pozo • incubadas en 5% CO2-95% 

aire húmedo a 37°C durante 6 días. Durante 

los 2 primeros dime las células fueron 

preIncubadas en ausencia de factores; al 

tercer día los pozos fueron enjuagados dos 

veces con medio libre de 	suero, 

añadiéndose posteriormente medio de 

cultivo sin suero Mal ni factores o con 

estradlol (3.67 nmo1/1), •stradlol + 
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progesterona (3.67 y 31.8 nmoin, 

respectivamente) o testosterona (4 nmo1/1) 

dejándolos en incubación por 24 horas. Al 

quinto día d• cultivo se agregó GnRH 

(Genentech, San Francisco CA, EUA) a una 

concentración final de 10 nmoin a la mitad 

de los pozos de los grupos testigo sin 

factores, •stradiol, testosterona y 

estradiol+progesterana; esta concentración 

d•1 péptido hipotalámico liberador es 

suficiente para inducir la secreción máxima 

d• la FSH inmunor•activa (57). En estas 

diferentes condiciones, la incubación se 

prolongó por 48 horas más al cabo de las 

cuales los medios y las células fueron 

recolectados separadamente, dializados 

contra 2 cambios de 0.01 mol/I carbonato d• 

amonio a 4°C y concentrados por 

liofilización. El número d• pozos por grupo 

d• incubación por cultivo fu• de 3; se 

sembraron y analizaron un total d• 3 

cultivos. 

Los liofilizados fueron r•suspendidus •n 100 

µI de PBS y las diferentes formas 

moleculares de l■ FSH contenidas en cada 

muestra, se separaron de acuerdo a su carga 

eléctrica mediante enfoque isoeléctrico en 

geles de pollacrilamida (rangos de pH d• 6.5 

a 4.0 ú 8.5 a 3.5 (LX13 Instrumenta,  

Piscataway, NJ, E.U.A)j, siguiendo el método 

descrito por Unos-Aguirre y cola (12,25,26) y 

depositando •n los carriles del gel 

volúmenes d• 10 a 40 µI d• muestra. Ya 

que la separación en geles con un gradiente 

d• pH d• 8.5 a 3.5 reveló un patrón de 

distribución d• la FSH similar al obtenido 

con los geles corridos en el rango d• 6.5 a 

4.01  se emplearon ambos indistintamente 

para la separación de las diferentes 

isohormonas secretadas. El 

isoel•ctroenfoqu• se llevó a cabo durante 

2.5 h a 8°C para los geles con rango de pH 

de 6.5 a 4.0 y durante 1.5 h a 4°C para 

aquéllos con un gradiente d• pH de 8.5 a 

3.5, al cabo de los cuales previa medición 

del gradiente d• pH, s• fraccionó cada carril 

en 27 rebanadas d• 3 mm cada una. Las 

proteínas contenidas •n cada fracción o 

rebanada de gel, fueron recuperadas 

mediante incubación en 400 01 de POS-ABS 

durante 24 horas a 4°C. Cada fracción •luida 

fu• cuantificada en su contenido d• la FSH 

por RIA. S• realizaron un total de 3 a 4 

electroenfoques por grupo d• incubación 

por cultivo. El IEF en geles de poilacrilamida 

fue seleccionado como método de 

separación •n estos estudios considerando 

la cantidad relativamente baja d• la FSH 

recuperada d• los cultivos en comparación 

16 



con la contenida en los extractos de 

homogenados crudos de 	hipófisis 

anteriores. 

g) Análisis ~adiada« 

Las diferencias entre grupos fueron 

analizadas empleando un análisis de 

varlanza (una vía) cuando el número de 

grupos fue >3; este análisis fue seguido de 

la prueba de comparación múltiple de 

Walker y Duncan (58). Cuando el número de 

grupos fue igual a 2, se aplicó la prueba de 

t de Student. Para determinar el grado de 

correlación entre la cantidad de la FSH 

recuperada dentro de un rango específico de 

pH y la edad del donador se empleó un 

análisis de correlación. Finalmente, para 

comparar las diferencias entre los valores de 

las pendientes generadas por el estándar 

de la FSH y las diferentes isohormonas 

obtenidas mediante cromatoenfoque en el 

FM y RRA, se utilizó la prueba de t de 

Studsnt para valores no pareados. Se 

consideró como diferencia significativa a 

aquellos valores de p<0.05. 

RESULTADOS 

cromstoenfoque presentaron varios picos de 

la FSH inmunoactiva dentro de un rango de 

pH de 7.5 a 4.0 así como en aquellas 

fracciones recuperadas después de la 

adición de 1.0 mo1/1 de NaCI a las columnas 

de CF (pico de sal) (Figuras 2 a 5). Cada uno 

de estos picos representó una isohormona o 

especie particular de la FSH. Todos los 

picos identificados •n las fracciones 

recolectadas, 	desplazaron al trazador 

(1251-FSH) del anticuerpo en forma paralela 

con la curva estándar, sin encontrarse 

diferencias significativas entre los valores de 

sus pendientes (Figura 8). La presencia y 

abundancia relativa de estas isohormonas 

identificadas varió dependiendo del estadio 

de maduración sexual, el día específico del 

ciclo cotral, el sexo del donador y las 

manipulaciones experimentales realizadas. 

Con •l objeto de cuantificar las diferencias 

•n los patrones de CF de la FSH entre los 

diferentes grupos de animales, cada perfil de 

CF fue dividido en 4 regiones según los 

siguientes rangos de pH: área 1, pi 7.5-8.0; 

área 2, pi 5.9-5.0; área 3, pl 4.9-4.0; área 4, 

pl <4.0 (pico de sal), y la cantidad de la FSH 

inmunoactiva presente en cada una de ellas 

se utilizó en las comparaciones estadísticas. 

Todos los extractos de HA sometidos a 
	Patrones d• distribución por 
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cromatoenfoque de la FSH intrablponsarie en 

animales testigo y tratados con PT y 

decapitados entre los 5 y 30 Mas de edad: 

En los grupos testigo y experimental de 5 a 

30 días de •dad, la mayoría de la FSH 

intrahipofisaria cromatoenfocada fue 

recuperada dentro del pico de sal (45 a 85% 

del total de la FSH inmunoactiva recuperada) 

así como dentro de un rango de pH de 

4.9-4.0 (12-39% del total) (Figuras 2 y 3, 

Tabla 1). La cantidad relativa de la FSH 

recuperád■ dentro de este pico de sal 

(pH<4.0), disminuyó progresivamente 

conforme los animales avanzaron en •dad (r= 

-0.729 y -0.732, p<0.01, tanto para los grupos 

testigo como para los tratados con PT); por el 

contrario, la cantidad relativa de la FSH 

recuperad■ dentro de las áreas 2 (pl 5.9-5.0) 

y 3 (pl 4.9-4.0) se incrementó 

significativamente (Tabla 1). 

En los grupos testigo y experimental con 

edades entre 18 y 30 días, las distribuciones 

por CF de la FSH fueron similares, 

detectándose unicamente discretas pero 

significativas diferencias en las cantidades 

de la FSH recuperadas dentro de las áreas 

1 y 2 (valores de pi de 7.5- 6.0 y 5.9-5.0 

respectivamente) entre los animales testigo  

y tratados con PT de 18 días de edad (Tabla 

1). Aún cuando los patrones de distribución 

de la FSH de los animales testigo más 

jóvenes (5 y 10 días) fueron aparentemente 

diferentes a los de los experimentales de la 

misma edad, se detectaron diferencias 

significativas entre ambos grupos en la 

cantidad de la FSH recuperada dentro del 

gradiente de pH correspondiente al área 2 

(pl 5.9-5.0) (p<0.01) unicamente en los 

animales de 10 días. 

Patrones d• distribución por 

croenstoenfoque de la FSH intrehipollserla en 

anknelse testigo y tratados con PT y 

decapitados a los GO y 90 dios de edad: 

A los 60 y 90 días de edad se detectaron 

claras diferencias significativas, tanto 

cualitativas como cuantitativas, entre los 

patrones de distribución de la FSH por CF de 

los animales hembras 	testigo y las 

androgenizadas durante el periodo neonatal 

(Figuras 3, 4 y 5; Tablas 1 y 2). En ambos 

grupos se observó un incremento 

significativo en la cantidad de la FSH 

recuperada dentro del rango de pH de 

5.9-5.0 a los 60 días de edad; este 

incremento en moléculas de la FSH menos 

ácidas, fue sin embargo más pronunciado en 
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Tabla 1. Cambios en la distribución de FSH a través de un gradiente con pH en hipófisis anteriores 

obtenidas de animales testigo y tratados con propionato de testosterona (PT) de 5 a 60 días 

de edad. Los valores representan la media ± E.E. (n=3 6 4 cromatoenfoques por grupo). 

Edad 

FSH por área 	(como % del total recuperado) 

pI 7.5 - 6.0 pI 	5.9 - 5.0 pI 	4.9 - 4.0 pI 	< 4.0 
Testigo PT Testigo PT Testigo PT Testigo PT 

(días) 
abc abc a a a a a a 

5 1.9 ± 	1.1 1.5 ± 0.5 1.1 ± 0.6 0.5 ± 0.3 12.0 ± 	1.1 13.0 ± 	1.1 85.2 t 2.0 84.9 t 2.0 
a ac a a* ab b a b 

10 1.2 ± 0.1 1.5 ± 0.2 0.07 ± 0.06 0.9 ± 0.02 21.0 ± 4.5 28.5 ± 1.8 77.7 ± 4.5 70.0 t 2.9 
b a* b b* b cb b cd 

18 3.5 ± 0.2 1.6 ± 0.1 22.0 ± 0.9 14.2 ± 2.0 29.7 ± 1.5 37.0 ± 3.6 44.8 ± 0.5 47.1 ± 3.6 
c b c b c c cb d 

21 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.2 15.4 ± 	1.5 10.9 ± 0.3 35.7 ± 1.4 38.7 ± 1.4 48.2 ± 3.0 49.6 ± 1.4 

ac b c b b b c c 
30 1.0 ± 0.1 0.7 ± 	0.1 11.8 ± 	1.4 8.9 ± 1.4 30.9 ± 0.9 32.8 ± 0.9 56.3 ± 1.7 57.6 ± 2.2 

60 4.1 ± 0.4 1.1 
* 

± 0.1
c 

39.2 ± 0.6
d 

23.1 
* 

± 0.9
c 

31.0 
bc 

± 1.0 40.0 ± 1.6
c* 

25.7 ± 1.5
d 

36.0 ± 0.7
e* 

pI, punto isoeléctrico 

Las medias identificadas por diferentes letras son estadísticamente diferentes entre sí (p < 0.03) dentro 

de la misma columna (ANOVA y prueba de Walker y Duncan). 

* p4C0.01 vs testigo en el mismo rango de pI (prueba de t no pareada). 



Tabla 2. Cambios en la distribución de FSH a través de un gradiente de pH en 

hipófisis anteriores obtenidas de ratas adultas de 90 días de edad ya sea 

testigos ó tratadas con propionato de testosterona (PT). Los valores 

representan la media ± E.E. (n=3 ó 4 cromatoenfoques por grupo). 

Grupo 

FSH por área 	(como % del total recuperado) 

pI 7.5 - 6.0 pI 5.9 - 5.0 pI 4.9 - 4.0 pI <4.0 

a a a a 
PROESTRO 26.5 ± 	1.1 28.8 ± 2.0 17.5 ± 	1.5 27.1 ± 1.8 

b a h bd 
ESTRO 10.0 ± 	1.5 25.4 ± 	1.5 25.2 ± 	1.3 39.4 ± 2.6 

c a b b 
DIESTRO 1 3.3 ± 0.3 23.2 ± 2.6 24.5 ± 0.7 49.0 ± 2.9 

d b b c 
DIESTRO 2 1.3 + 0.6 11.6 ± 0.5 27.6 ± 	1.1 59.5 ± 	1.2 

de b ab c 
PT 1.5 ± 0.5 10.4 ± 	2.1 23.4 ± 2.2 64.7 ± 4.0 

ce b c ad 
MACHOS 3.0 + 0.5 11.5 ± 3.2 52.4 ± 	1.2 33.1 ± 2.4 

pI, punto isoeléctrico 

Las medias identificadas por diferentes letras son estadísticamente diferentes entre 
sí (p <0.05) en el mismo rango de pI (ANOVA y prueba de Walker y Duncan). 
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Patrones representativos de distribución por pl de la FSH intrahipofisaria después del 
cromatoenfoque de extractos de hipófisis anteriores obtenidas de ratas testigo de 90 dias de 
edad, decapitadas durante la mañana de los dias del proestro (A), estro (B), diestro 1 (C) y diestro 
2 (0). Las flechas indican la adición de 1 moin de NaCI a las columnas. 
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FIGURA 5 

Patrones representativos de distribución por pi de la FSH intrahipofisarla después del 
cromatoenfoque de extractos de hipófisis anteriores obtenidas de hembras adultas 
androgenizades durante el periodo neonatal (e) y de ratas adultas macho (b). Las flechas indican 
la adición de 1 mol/l de NaCI a las columnas. 
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el grupo testigo que en el androgenizado 

(p<0.01) (Tabla 1). Por •l contrario, la 

cantidad de la FSH recuperada •n las 

regiones más ácidas (pH <4.9) fue mayor en 

las ratas tratadas con PT (p<0.01). 

En los animales adultos (de 90 días de edad), 

los patrones de distribución por CF de la 

FSH intrahipofisaria variaron dependiendo 

del día especifico del ciclo y de la 

exposición a testosterona durante el periodo 

neonatal. Todas las hembras adultas 

androgenizadas neonataimente presentaban 

estro vaginal persistente el día de su 

decapitación. Como se muestra en la Figura 

4 y en la Tabla 2, los extractos hipofisarlos de 

las ratas testigo decapitadas durante la 

mañana del día del proestro y del estro, 

presentaron mayores cantidades de la FSH 

inmunoreactiva dentro de los valores de pH 

de 5.9-5.0 (ares 2) que los animales 

decapitados la mañana del diestro 2 y los 

androgenizados (Figura 5), en los cuales la 

mayoría de la FSH fue recuperada •n la 

región con pis de 4.9-4.0 y el pico del sal 

(>87% del total de la FSH recuperado). Las 

hipófisis anteriores obtenidas el día del 

proestro y sdel estro, contenían las 

proporciones más altas de la FSH alcalina, la 

cual enfocó en pis de 7.5-5.0 (Tabla 2 y 

Figura 4); el patrón de cromatoenfoqu• de 

las ratas androgenizadas se caracterizó por 

mostrar no más de un pico de la FSH en 

esta región alcalina (Figura 5). Por lo tanto, el 

desarrollo sexual y 	la adquisición de 

competencia reproductiva en los testigos, se 

asoció 	con un incremento en las 

proporciones relativas de moléculas de la 

FSH con valores de pi menos ácidos; este 

incremento fisiológico hacia la producción 

de formas de la FSH más básicas y con 

mayor actividad biológica de la FSH (vide 

infra), fue parcialmente inhibido por la 

administración de testosterona durante el 

periodo neonatal. 

La FSH intrahipofisaria de los animales 

machos adultos enfocó predominantemente 

en la región con pl de 4.9-4.0 (52.411.2% del 

total recuperado; 1+EE) (Figura 5), en tanto 

que únicamente 23.412.2% de la FSH 

intrahipofisaria total proveniente de los 

animales adultos androgenizados, fue 

recuperada dentro de este gradiente de pH 

(p<0.01) (Tabla 2). Sin embargo, la cantidad 

de la FSH recuperada dentro del pico de sal 

fue mayor en las hembras androgenizadas 

que en los machos intactos (64.714.0% vs 

33.1t2.4, p<0.01). Las proporciones de la 

FSH recuperadas dentro de regiones menos 
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ácidas (pH 7.5-5.0), fue similar en ambos 

grupos. 

Crornatografis en Seledex G-100 de las 

isohormonas de la FSH: 

Con el objeto de investigar si las 

isohormonas de la FSH obtenidas por CF 

correspondían a dimeros de subunIdades a 

y 1, todas las 	isohormonas posibles 

presentes en extractos de hembras adultas 

castradas (Figura 7A), fueron concentradas 

en 7 pozas y posteriorm•nt• 

cromatografiadas a través de Sefadex 0-100. 

Como se muestra en las Figuras 78 a 7H, 

todos los picos obtenidos por CF *luyeron a 

través de Sefadex 0-100 •n proximidad con 

el estándar de la FSH (peso molecular 

aparente de 44,000-54,000 en este sistema). 

En todas las columnas se detectaron 

cantidades mínimas de la FSH •n las 

fracciones correspondientes a un peso 

molecular aparente de 21,500; estos 

pequeños picos de la FSH inmunoreactiva 

podrían corresponder a subunidades libres 

detectadas por el sistema de RIA de la FSH 

empleado en el estudio. Por lo tanto, la 

mayoría de la Inmunoactividad recuperada 

•n forma de isohormonas de la FSH después 

de CF correspondió a formas diméricas. 

Radloreceptor y bloensayo kat!» de las 

diferentes isohormonas de la FSH separadas 

por croinaoenfoque: 

Cada uno de los picos (isohormonas) de la 

FSH obtenidos después del cromatunfoque 

de extractos de animales decapitados 

durante la mañana del día del proestro 

(Figura 4A), fue analizado por RIA y por RRA 

después de su separación cromatográfica 

•n Sefedex 0-100 y de su concentración por 

liofilización. En ambos sistemas, todas las 

isohormonas mostraron desplazamiento del 

trazador •n forma paralela al estándar 

empleado (Figuras 6 y 8). En la Figura 9 se 

muestran las relaciones RRA:RIA que 

expresan la actividad de unión de cada 

isohormona a su receptor. Las isohormonas 

mayores con pis de 7.40 y 6.08, mostraron la 

actividad más alta, en tanto que aquella 

identificada en el pico de sal resultó ser la 

menos activa. 

En virtud de que la unión al receptor no 

expresa directamente la activación de los 

sistemas membranales • intracelulares que 

conllevan a una respuesta biológica, se 

llevaron a cabo bioensayos In vitro para 

analizar la potencia biológica de cada 

isohormona. En la Figura 10 se muestran los 
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Cromatografia por exclusión en Sefadex G-100, d• cada pico mayor de FSH o poza de picos 
menores recuperados después del cromatoenfoque de extractos de hipófisis anteriores de ratas 
adultas ovariectomizadas. k Patrón de cromatoenfoque de FSH intrahipofisaria proveniente de 
ratas ovariectomizadas. Los números sobre cada pico o grupo de picos indican el pico individual 
o la poza de picos concentrados y cromatografiador 1. pi 7.36; 2, pls 7.04.65; 3, pls 5.904.45; 
4, pl 5.06; 5, pl 4.86; 6, pl 4.60; 7, pico de sale a H: Cromatografia por exclusión de los picos o 
pozas 1 a 7. Yo= volumen vacío; I-FSH= 1251-FSH; 21,500 y 13,370 representan los pesos 
moleculares de la ovalbúmina y el citocromo C respectivamente. 
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FIGURA 9 

Actividad de unión al receptor d• cada isohormona mayor o poza de isohormonas menores d• 
FSH obtenidas después del CF de extractos hipofisarlos de ratas adultas normales decapitadas 
durante la mañana del proestro. La actividad es expresada como la relación RRA:RIA y cada valor 
representa la madiatEE. , p=0.01 va pis 7.40, 6.08 y 4.88-4.42; ", p=0.01 ve pis 7.40, S.08, 
5.45-5.15 y pico del sal; 5.*Ip=0.01 va pis 7.40,6.08 y 4.88-4.41, 
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G-100. Cada valor representa la media de incubaciones por triplicado. 



resultados de la capacidad de cada 

isohormona mayor (o pozas de isohormonas 

menores) de la FSH para estimular la 

producción de activador del plasminógeno 

por células de la granulosa en cultivo. A las 

dosis analizadas, las isoformas de la FSH con 

pie de 4.88-4.42 así como el pico de sal 

mostraron una actividad mínima en este 

sistema, en tanto que las formas con pis 

7.40, 6.08 y 5.45-5.15 exhibieron actividades 

significativas y paralelas con el estándar 

hFSH-I-3. Las relaciones 13:1 para estas tres 

isohormonas fueron de 3.0810.24 (pi 7.40), 

2.2610.14 (pi 6.08) y 2.3010.45 (pi 5.45-5.15) 

(p<0.05 pi 7.40 vs pls 6.08 y 5.45-5.15). 

Diámetro folicular en las ratas testigo y 

androgenizadas durante el periodo n•onatal: 

La Tabla 3 muestra el promedio de los 

folículos medidos en los ovarios de animales 

testigo y experimentales de 18 a 90 días de 

•dad. Con la excepción del grupo de 18 

días, no se detectaron diferencias 

significativas en la proporción de folículos 

de 300-500 lam entre los animales testigo y 

androgenizados de 18 a 60 días de edad. A 

los 90 días, sin embargo, el porcentaje de 

folículos > 500 ion fue el doble en los 

animales androgenizados que en los testigos  

(46% vs 19%, p<0.05). 

Efectos in vitro de diferentes factores 

hormonales gonadale* e hipotalimico sobre 

la producción y secreción de las 

isohormonas de la FSH: 

En la figura 11 se muestran las 

concentraciones de la FSH secretada a los 

medios de cultivo bajo las diferentes 

condiciones experimentales. En todas las 

incubaciones, la adición de GnRH indujo un 

aumento significativo en la cantidad de la 

FSH secretada hacia el medio de cultivo en 

comparación con las incubaciones testigo. 

En las figuras 12 y 13 se muestran patrones 

representativos de separación por 

isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida 

de la FSH secretada in vitro, después de la 

incubación de células de la hipófisis anterior 

con las diferentes hormonas gonadales e 

hipotalámica. En todas las condiciones de 

cultivo estudiadas, se detectaron por lo 

menos 2 formas mayores de la FSH, tanto en 

los sisados célulares como en los 

concentrados del medio de cultivo (la FSH 

secretada); estas formas mayores y 

predominantes presentaron pis <5.5 sin 

importar las variables introducidas. 

Unicamente en las incubaciones con GnRH 
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Tabla 3. Diámetro promedio de los folículos ováricos medidos en los animales testigo y tratados 
con propionato de testosterona (PT) durante el periodo neonatal. Los valores representan 
la media ± E.E. (n=6) y son expresados como el porcentaje de la población folicular medida 
total. 

Edad 
(días) 

300-349 um 

Número de folículos 	(% del total) 

500 um 350-399 um 400-449 um 450-499 um 

10 

Testigo 100 .UW1. 

PT 100 

18 

Testigo 60 ± 	2 40 ± 4 

PT 53 ± 10 19 ± 6* 17 ± 6 9 ± 4 2 ± 2 

21 

Testigo 52± 	8 30 ± 8 8 ± 2 8 ± 2 2 ± 2 

PT 39± 	9 25 ± 5 15 ± 7 15 ± 8 5 ± 3 

30 

Testigo 34± 	8 15 ± 4 17 ± 5 15 ± 4 18 ± 6 

22±PT 	2 17 ± 3 20 ± 4 17 ± 4 23 t 5 

60 

Testigo 28 ± 	6 29 ± 9 10 ± 4 8 ± 3 25 ± 5 

PT 26± 	4 27 ± 5 10 ± 4 5 ± 2 32 ± 4 

90 

Testigo+  30 ± 	6 19 t 3 21 	± 5 11 	± 3 19 ± 5 

PT 9± 	4* 18 ± 5 15 ± 5 12 ± 5 46 ± 11* 

* P(0.05 Vs Testigo (prueba de t) 
+ Día del Estro 
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FIGURA 11  

Concentraciones de la rFSH secretada por células de la hipófisis anterior en cultivo • incubadas 
en ausencia (testigo) o presencia de GnRH, estradiol (E2), estradiol + progesterona (E2+P4) y 
testosterona (T), solos o en diferentes combinaciones. Las concentraciones se expresan como 
nanogramos de rFSH inmunoreactiva/ml de medio. Las barras indican la media t error estándar 
de incubaciones efectuadas por triplicado. Aquellas barras identificadas con diferentes letras 
indican la existencia de una diferencia significativa (p<0.05) entre ellas. 
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de FSH secretadas por células de la hipófisis anterior en cultivo • Incubadas •n presencia o 
ausencia (testigo) de testosterona, GnRH y testost•rona+GnRH. Los números sobre cada pico de 
inmunoactividad de FSH indican •I pl de dicha isohormona. 



Tabla 4. Cambios en la distribución de pH de la FSH secretada de células de la hipófisis anterior 
en cultivo incubadas en presencia o ausencia (testigo) de esteroides sexuales, GnRH y 
esteroides sexuales + GnRH. Los valores representan a la media * error estándar de 3 
a 5 corridas por grupo. 

Tratamiento 

FSH por zona 	(como % del total recuperado) 

pi 6.5 - 6.0 	pl 5.9 - 5.0 	pl 4.9 - 4.0 

Testigo 5.3 ± 	1.8 32.1 	t 	1.2a 65.6 t 1.0ab 

Estradiol 5.5 t 2.8 21.7 t 	1.9b 72.9 t 4.5b  

Estradiol+progesterona 3.6 t 	1.4 19.7 t sioab 76.6 t 8.6b 

GnRH 5.8 t 0.9 43.2 t 2.0c 51.1 	t 	1.4c 

Estradiol+GnRH 7.3 t 	1.6 39.4 t 2.5c 513 t 3.6c 

Estradiol+progesterona+GnRH 8.5 t 2.8 29.5 t 2,9ab61.5 t 308abc 

Las medias de los valores identificados por diferentes letras en la misma columna son 
estadfsticamete diferentes (p< 0.05) (ANOVA y prueba de comparación múltiple de Walker 
y Duncan) 



Tabla 5. Cambios en la distribución de pH de la FSH secretada de células de la hipófisis anterior 
en cultivo incubadas en presencia o ausencia (testigo) de testosterona, GnRH y testosterona 
+ GnRH. Los valores representan a la media ± error estándar de 4 a 5 corridas por 
grupo. 

Tratamiento 

FSH por 	zona (como % del total 	recuperado) 

pl 6.5 - 6.0 pl 5.9 - 5.0 pl 4.9 - 4.0 

Control 2.2 ± 0.9 13.8 ± 0.5a 83,9 ± 	1.2a 

GnRH 4.3 ± 2.4 20.7 ± 	1.9b 75.0 ± 2.4b 

Testosterona 1.1 ± 0.4 12.8 ± 	1.6a 86.0 ± 	1.7a 

Testosterona+GnRH 2.2 ± 0.7 20.2 ± 	1.6b 77.6 t 1,8b  

Las medias de los valores identificados por diferentes letras en la misma columna son 
estadísticamente diferentes (p ( 0.05) (ANOVA y prueba de comparación múltiple de Walker 
y Duncan) 



fue posible detectar de manera clara y 	acción prolongada del péptido; 2. La 

consistente 2 formas menores secretadas de 
	

hormona intracelular fue discretamente más 

la FSH con puntos lsoeléctricos >5.5 (pis 
	

ácida que la secretada. 

6.154.35 y 5.9-5.6)(Fig. 12, panel inferior). 

DISCUSION 

Las incubaciones en presencia únicamente 

de estradiol, testosterona o estradiog+ 

progesterona, mostraron un pico dominante 

de la FSH secretada con pis de 4.9-4.3, así 

como una á dos formas menores con pis de 

5.45 a 5.21; estos patrones fueron similares 

a los obtenidos en condiciones testigo (Figs. 

12 y 13). Todos loe cultivos que incluyeron 

GnRH, con excepción de los coincubados 

en presencia de estradiol+progesterona, 

mostraron un incremento claro en la 

abundancia relativa de formas secretadas 

menos ácidas con pis entre 5.9 y 5.0 (Figs. 

12 y 13 y Tablas 4 y 5 ); la adición de 

progesterona a los cultivos con estrógenos 

+GnRH, inhibió estos incrementos (Figura 

12, panel inferior y Tabla 4). El patrón de 

distribución por IEF de la FSH intrahipolisaria 

presente en los libados celulares, fue similar 

a los de la FSH secretada en su grupo de 

incubación correspondiente, con 2 

excepciones: 1. la cantidad intracelular de la 

FSH inmunoreactiva detectada en los ligados 

de células expuestas a GnRH fue mínima 

posiblemente por depieción secundaria a la  

Los resultados de esta investigación 

extienden •studios previos de 

fraccionamiento de la FSH Intrahipofisaria 

que emplearon gradientes de pH cercanos 

(6.0-4.0) como técnica de separación (14). 

En esos estudios, Chappel y cola (14) 

detectaron que en las hipófisis anteriores de 

ratas hembra inmaduras decapitadas antes 

del día de la apertura vaginal, la mayoría de 

la Inmunoactividad de la FSH migraba dentro 

de las regiones más ácidas del gel (4.2-3.8); 

no se observaron modificaciones importantes 

•n su patrón de distribución por pi sino 

hasta el día de la apertura vaginal, momento 

durante el cual 	se incrementó 

significativamente el porcentaje de formas de 

la FSH con alta capacidad de unión al 

receptor y pis de 6.0 a 5.0. Estos autores no 

detectaron diferencias entre los patrones de 

electroenfoque de la FSH 	de ratas 

decapitadas durante el día de la apertura 

vaginal y las decapitadas en la mañana 

(08:00 h) del día del proestro. 
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En el presente estudio, empleando una 

ventana d• pH más amplia, fue posible 

identificar tanto en los testigos como en los 

animales 	androg•nizados, desviaciones 

significativas más tempranas (a los 18 días 

d• edad) en el pl de la FSH intrahipofisaria 

hacia regiones menos ácidas. Aún cuando 

este cambio en la distribución de pH no fu• 

abolido en su totalidad por la administración 

de testosterona durante el periodo neonata!, 

la producción di la FSH con pls menos 

ácidos se presentó de una manera atenuada 

en las hembras androgenizadas en 

comparación con los testigos. 

En condiciones fisiológica., la hipófisis 

anterior de la rata se encuentra expuesta a 

concentraciones variables tanto de GnRH 

como de esteroides sexuales (estradloi y 

progesterona), dependiendo del día 

especifico del ciclo ostral (59,60). Los 

cambios más dramáticos se presentan 

durante el día del proestro, cuya mañana se 

caracteriza por presentar incrementos 

significativos en las concentraciones de 

•stradiol y GnRH, en tanto que entre las 

22:00 y 24:00 h es posible detectar 

aumentos importantes •n las 

concentraciones circulantes d• •stradiol y 

progesterona (59). Los Incrementos  

matutinos en las concentraciones 

circulantes de •stradiol son los 

responsables, por un mecanismo de 

retroalimentación positiva, del aumento en la 

secreción de GnRH hipotalámlco, •I cual 

induce en turno l■ liberación preovulatoria 

de las gonadotropinas alrededor de las 15:00 

h del mismo día (13,18,59). 

En ratas adultas normales (de 90 días de 

edad), •I patrón de distribución por CF de 

la FSH intrahipofisaria se caracterizó por la 

presencia de un incremento marcado en las 

cantidades relativas de moléculas de la FSH 

con alta actividad biológica (pis de 7.5-5.0), 

particularmente en momentos durante los 

cuales l■ glándula hipofisaria se encontró 

expuesta a altas concentraciones de 

estrógeno. ováricos y de GnRH, o sea, 

durante la mañana del día del proestro 

(59,60). Esta observación concuerda con el 

estudio de Galle y coi.. (31) quienes 

encontraron incrementos significativos en la 

proporción de formas d• la FSH con pis 

>5.2 en cricetos ovariectomizados expuestos 

en forma aguda a altas concentraciones de 

•stradiol. Estos mismos investigadores 

también encontraron que la desviación hacia 

formas d• la FSH más básicas, podía ser 

abolida mediante la administración de 
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fenobarbital (el fenobarbital inhibe el pico d• 

secreción de la GnRH hipotalámica 

inducida por la exposición aguda a altas 

concentraciones d• ~radio», sugiriendo 

por lo tanto que en condiciones fisiológicas 

la acción acoplada de estrógeno* y GnRH es 

el factor que determina los tipos •specificos 

de la FSH que serán producidos y 

secretados por la hipófisis durante 

momentos fisiológicos específicos. 

En los experimentos in vitro llevados a cabo 

•n el presente estudio, fuimos capaces de 

definir que el péptido hipotalémico GnRH es 

el efector directo responsable de la 

producción y secreción de moléculas d• la 

FSH con pis menos ácidos y por lo tanto 

mayores capacidad de unión al receptor y 

actividad biológica a nivel de la célula 

blanco; ya que 	estas moléculas se 

caracterizan por presentar vida media 

plasmática corta (vide infra), su posible 

acción en condiciones fisiológicas se 

limitaría a inducir, junto con la LH, la ruptura 

folicular y la ovulación. Es posible que la 

GnRH actúe en el gonadotropo modificando 

la glicosilación de la FSH a nivel co- ó 

postraduccional tal y como Uu y Jackson 

(45) lo han sugerido para LH en sistemas in 

vitro. Nuestros resultados sugieren, así  

mismo, que los esteroides sexuales 

estrógeno* y testosterona, no ejercen un 

efecto directo en la regulación d• la 

heterogeneidad por carga (grado d• 

incorporación de residuos de ácido idílico 

o de sulfato) de la FSH a nivel hipofisario, 

sino que lo llevan a cabo indirectamente por 

modificaciones en la producción de GnRH, 

en su secreción temporal o en ambas. Fue 

interesante el encontrar que la Inclusión de 

progesterona en los cultivos con •strógenos 

+GnRH inhibió el incremento en la 

producción y secreción de moléculas de la 

FSH menos ácidas (con pls >5.5 y entre 5.45 

y 5.20) observado en las Incubaciones con 

GnRH solo o asociado a estrógeno*. Es 

posible que en condiciones fisiológicas, la 

presencia de 	progesterona en 

concentraciones elevadas [tal y como se 

observa entre las 22:00 y 24:00 h del 

proestro (59)], incremente a nivel hipolisario 

la producción selectiva de moléculas de la 

FSH 	predominantemente ácidas, 

secretables, de vida media larga (vide infra) 

y por lo tanto más adecuadas para una 

estimulación prolongada sobre el ovario; 

esta condición sería aparentemente la ideal 

para el reclutamiento efectivo de nuevos 

folículo* durante la mañana del día del 

estro. 
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Los animales adultos androg•nizados 

(machos intactos y hembras adultas tratadas 

con PT durante •l periodo neonatal), 

presentaron patrones d• distribución de la 

FSH por CF cualitativa y cuantitativamente 

diferentes a aquellos mostrados por las 

hembras adulta■ cíclicas. En los 

■ndrogenizados s• detectó una disminución 

•n la cantidad relativa d• formas de la FSH 

con pis >5.0 y alta potencia biológica; la 

mayor parte d• las moléculas d• la FSH 

intrahipofisarlas fueron recuperadas dentro 

del rango más ácido (pi 4.9-4.0) y •n el pico 

de sal. En virtud d• que las ratas adultas con 

•l síndrome anovulatorio inducido por 

andróginos presentan concentraciones 

relativamente elevadas d• •stradiol como 

resultado d• la aromatización periférica d• 

los andróginos gonadal•s (50), debería 

esperare• que sus glándulas hipolisarias 

mostraran proporcionalmente formas más 

básicas de la FSH, como aquellas detectadas 

•n las testigos durante los días del pro•stro 

y estro. Esta aparente discrepancia podrá■ 

ser explicada por la exposición continua, en 

vez d• cíclica, d• 	las hembras 

androg•nizadas a los •stróg•nos circulantes 

y por la bien conocida incapacidad d•I tejido 

hipotalámico adulto para concentrar y 

responder a los estrógeno* como resultado  

d• la exposición neonatal a los andróginos 

(49-64). En conjunto, los resultados 

presentados demuestran que un patrón 

cíclico o "femenino" de secreción gonadal • 

hipotalámica, induce incrementos 

temporales en la producción de Isoformas 

menos ácidas de la FSH, las cuales 

presentan una vida media en la circulación 

relativamente disminuida por su bajo 

contenido en ácido *lineo (17,33), pero une 

alta potencia biológica a nivel de su célula 

blanco (presente tesis, 33). Por •i contrario, 

un sistema d• secreción tónico o 

"masculino", como el que prevalece en 

machos adultos y hembras androgenizadas, 

lleva a la hipófisis anterior hacia la 

producción d• móleculas de la FSH 

fuertemente ácidas, cuyos efectos 

biológicos están más relacionados a su alto 

contenido en ácido siálico y vida media 

plasmática prolongada (17,33). 

Fue interesante encontrar que en las 

hembras adultas androgenizas, la 

acumulación de moléculas ácidas de la FSH 

se correlacionó con un incremento 

significativo en el porcentaje de folículo* 

>500 lam de diámetro y los cuales podrían 

representar un■ condición prequistica. El 

estudio presente, sin embargo, no nos 
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permite definir claramente si 	estas 

moléculas de la FSH de vida media 

prolongada producidas por la hipófisis de 

las hembras androgenizadas, **directamente 

responsable d• la formación d• los folículos 

prequísticos o quísticos característicos de 

este síndrome (47). 

Fue notorio que •n algunas de las 

condiciones fisiológicas analizadas, la 

mayoría de la FSH intrahipofisaria separad■ 

por cromatoenfoque fu• recuperada dentro 

d• las fracciones correspondientes al pico 

d• sal. Es probable que este pico de la FSH 

fuertemente ácido, detectado más allá del 

limite inferior del gradiente de pH, se 

encuentre compuesto a su vez por varios 

componentes imposibles de definir mediante 

los métodos de cromatoenfoque disponibles 

en la actualidad. De hecho, Chappel y cola 

(16) han demostrado que en hipófisis de 

monos hembra Cynomoigus, este pico de la 

FSH reúne por lo menos dos isoformas 

separables por cromatografía d• intercambio 

fónico y que su digestión con 

neuraminidasa conlleva a la producción d• 

varias d• las 'mofarme* de la FSH (con pis 

7.0-5.1) detectadas en los extractos crudos 

de la hipófisis anterior. Es posible que esta 

forma particular de la FSH, represente a una  

familia d• precursores de isoformas maduras 

y secretables de la hormona, considerando 

particularmente que en el presente estudio 

comprendió más del 70% del total de la FSH 

intrahipofisaria recuperada después del 

cromatoenfoque de extractos provenientes 

d• los animales más inmaduros (de 5 y 10 

días de edad), y menos del 30% de la FSH 

total identificada en muestras recolectadas 

durante la mañana del día del proestro, horas 

antes del pico preovulatorio de l■ FSH. 

La presente caracterización de los patrones 

d• heterogeneidad por carga de la FSH 

intracelular y secretada durante diferentes 

condiciones in vivo • in vitro, indican 

claramente que esta gonadotropina no es 

estructuralmente una molecula única, sino 

más bien un continuo de formas diferentes 

cuyas características 	fisicoquímicas y 

biológicas son reguladas por el patrón 

particular de 	secreción ganada' • 

hipotalámica existente en un momento 

fisiológico determinado. 

CONCLUSIONES 

La hipófisis anterior d• la rata produce y 

secreta múltiples formas moleculares de la 

FSH, La abundancia relativa de cada 
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isohormona depende del estado fisiológico 

presente en el animal donador al momento 

de la recolección de la muestra. 

Cada isohormona presenta actividades de 

unión a su receptor y biológica In vitro 

particulares y que dependen de sus 

propiedades fisicoquimicas. El presente 

trabajo•confirma y extiende estudios previos 

que sugieren la existencia de una dicotomia 

sexual respecto al tipo especifico de 

molécula de la FSH producida y secretada 

por la hipófisis anterior del roedor. Aún  

cuando la acción concertada de los 

esteroides gonadales y la GnRH determina el 

tipo predominante de moléculas que serán 

secretadas en un momento fisiológico 

especifico, es probable que el péptido GnRH 

sea el efector directo de este fenómeno 

mediante la inducción de modificaciones en 

la estructura de los oligosacáridos 

incorporados a la molecula de la hormona, 

particularmente a nivel de sus residuos 

terminales cargados negativamente (ácido 

idílico, grupos sulfato o ambos). 
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ABSTRACT 

Anterior pituitary glands were removed from neona-
tally androgenized (100µg testosterone propionate) 
female rats and normal controls at 5, 10, 18, 21, 30, 60 
and 90 days of age, and the multiple forms of FSH 
present within them were separated by chromato-
focusing (pH range 7.5-4.0). Additional pituitary 
glands from intact adult males (90 days old) were also 
studied for comparative purposes. Ali animal groups 
exhibited multiple forms of immunoactive FSH within 
a pH range of 7.5-4.0, as well as an additional FSH 
form obtained after the addition of 1.0 mol NaC1/1 to 
the chromatofocusing column (salt peak). In animals 
5-30 days old (controls and androgenized) the majority 
of FSH applied to the chromatofocusing columns was 
recovered within the salt peak (45-85% of total FSH 
immunoactivity recovered). However, as the animals 
aged, more FSH immunoactivity focused within less 
acidic regions (isoelectric point (pl) 5.9-5.0); pituitarias 
from animals 60 days old contained the greatest pro-
portion of FSH focused within this pH range (controls, 
39.2 +0.6%; androgenized, 23.1 + 0.9% of total 
immunoactivity recovered; P < 0.03 vs animals 30 days 
old for both experimental groups). This shift towards 
less acidic FSH was attenuated in androgenized 
animals compartid with the controls (P X 0.01). 

In control adult rats, the chromatofocusing 
distribution pattern of pituitary FSH varied accord-
ing to the day of the oestrous cycle. Pituitary extracts 
from control rats decapitated during the morning of 
pro-oestrus, oestrus and day 1 of dioestrus exhibited 
the highest proportion of immunoactive FSH  

(23.2-28.8% of total) focused within a pH range of 
5.9-5.0, whilst only 10.4-11.6% of FSH from andro-
genized rats and those on day 1 of dioestrus was 
recovered within this pH range (P<0.05). In control 
animals decapitated during the morning of pro-
oestrus and oestrus, 10-26% of FSH focused within 
the most alkaline region (pl 7.5-6.0); the chromato-
focusing pattern of pituitary FSH from the neonatally 
androgenized animals was characteristic, in that no 
more iban one peak (1.5+0.5% of total) was detected 
in this alkaline region. In the adult male rats, the 
majority of pituitary FSH eluted from the chromato-
focusing columns within a pH of 4.9-4.0 (52.4± 1.2% 
of total FSH immunoactivity) and the salt peak (pH 
<4.0)(33.1 +14 of total). AH FSH isoforms obtained 
after chromatofocusing represented u and j3 dimers as 
disclosed by size exclusion chromatography. 

The resulis strongly suggest that a cyclic or `female' 
pattern of hypothalamic and gonadal secretion leads 
the anterior pituitary towards the production of iess 
acidic FSH isoforms, whereas a tonic or landrogenic' 
type of secretion, as that present in adult males 
and females with the ahdrogen-induced anovulatory 
syndrorne, leads more to the production of strongly 
acidic FSH isoforms. The iinding of qualitative and 
quantitative differences among normally cycling and 
androgenized animals gives further support for the 
concept of the existence of a sexual dichotomy in 
terms of the type of FSH synthesized by the anterior 
pituitary gland. 
Journal of Epuiocrinology (1990) 126, 323-332 

INTRODUCTION 

Follicle-stimulating hormone (FSH) exists in multiple 
molecular forms or species within the anterior  

pituitary gland and serum of severa! animal species 
(Chappel, Coutifaris & Jacobs, 1982; Robertson, 
Foulds & Ellis, 1982; Chappel, liethea & Spies, 1984; 
Khan, Katzija, Froysa & Diczfalusy, 1984; Wide, 
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1985; Keel & Schanbacher, 1987). The number and 
relative abundance of each FSH species depends upon 
the specific separation techniquc utilized, the source 
of tissue (pituitary or serum), the sex and the 
endocrine environment present in the donor animal at 
the time of collection of the tissue or sampie (Blum & 
Gupta, 1980; Robertson el al. 1982; Chappel, Ulloa-
Aguirre & Ramaley, 1983; Ulloa-Aguirre, Torra, 
Dominguez et al. 1985; Ulloa-Aguirre, Espinoza, 
Damián-Matsumura et al. 1988a). Separation of 
intrapituitary FSH by isoelectric focusing has dis-
closed the existence of at least six FSH forms with 
isoelectric points (pl values) ranging from 6.2 to 3.5 
(Chappel et al.. 1983; Ulloa-Aguirre et al. 1988a). 
Anterior pituitary glands obtained from animals 
cyclically exposed to an oestrogen-enriched environ-
ment exhibit larger proportions of forms with more 
basic pl values (Galle, Ulloa-Aguirre & Chappel, 
1983; Chappel et al. 1983, 1984; Ulloa-Aguirre et al. 
1988a), whilst glands from animals continuously 
exposed to androgens have more acidic FSH forms 
(Ulloa-Aguirre & Chappel, 1982; Ulloa-Aguirre, 
Mejía, Dominguez et al. 1986). These findings have 
led us to suggest the existence of a sexual dichotomy 
in the type of the FSH molecule synthesized and 
eventually secreted by the anterior pituitary gland 
(Ulloa-Aguirre, Espinoza, Damián-Matsumura & 
Chappel, 1988b). 

In the present study we have further explored 
this concept using, as an experimental model, the 
neonatally androgenized female rat during the tran-
sition from sexual immaturity to adulthood. FSH 
from androgen-treated rats was fractionated by 
chromatofocusing, and the distribution of the differ-
ent FSH components so separated was detennined 
and compared with that of normal controls. 

MATERIALS AND METHODS 

Pregnant female rats of the CII Z-V strain from our 
own laboratory (Ulloa-Aguirre et al. 1985) were 
maintained in individual cages under light-controlled 
conditions (lights on from 05.00 to 19.00 h). Female 
pups were injected s.c. on day 1 of life (day of 
birth) with either 100µg testosterone propionate (TP; 
Shering Mexicana, Mexico) or vehicle (controls). They 
were decapitated in groups of at least ten animals at 5, 
10, 18, 21, 30, 60 and 90 days of age, and the anterior 
pituitaries dissected free from the posterior pituitary. 
In this particular strain of rats, vaginal opening nor-
mak occurs at 42+ 1.5 days of age; regular oestrous 
cycles can be detected only in those animals older than 
70+1 days. Anterior pituitaries from adult control 
rats (90 days of age) were obtained between 09.00 and 
10,00 h on each day of the oestrous cycle; only those 
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animals which had shown three consecutive 4-day 
cycles were included. Additional pituitary glands from 
intact adult males (90 days old) were also obtained 
for comparative purposes. Glands were individually 
weighed and homogenized at 4 °C with ten strokes 
of a Teflon pestie in 100111 phosphate (0.05 mo1/1)-
buffered physiological (0.15 mol/I) salive (PBS; pH 
7'5) containing the protease inhibitor phenylmethyl-
sulphonyl-fluoride (0.3 mg/mi; Sigma Chemical Co., 
St Louis, MO, U.S.A.). The anterior pituitary 
homogenate was centrifugad at 1000g for 30 min at 
4 °C, and the supernatant fraction (anterior pituitary 
extract) removed, divided finto samples in separate 
vials and stored frozen at - 20 °C until the day of 
chromatofocusing. Ovaries were dissected, weighed, 
fixed in Bouin's Huid and embedded in paraffin 
wax. Serial scctions (10 Inn thick) were stained with 
haematoxylin and eosin and the follicular volume was 
recorded according to the method of Welschen (1973). 

Chromatofoeusing of anterior pituitary extracts 

Polybuffer-74 and polybuffer exchangc resin (PBE-94) 
were purchased from Pharmacia Fine Chemicals, 
Piscataway, Ni, U.S.A. A column of PBE-94 was 
constructed with dimensions of 30 x 1 cm and equili-
brated with 15 bed volumes starting buffer (0.025 mol 
imidazole-HC1/1, pH 7.4). Thereafter, a pool (six to 
seven individual pituitary extracts per group) of 
anterior pituitary extracts which had been equili-
brated with eluent buffer (1:8 dilution of Polybuffer 
74 in deionized water, pH 4.0) by chromatography 
in Sephadex G-25 (microcolumns of 6.7 x 0.6 cm; 
Pharmacia Fine Chemicals) was applied on the top 
of the column. Eluent buffer (5 ml) was run before 
sample application to avoid exposure of the sample 
proteins to extremes of pH. Between 110 and 130 frac-
tions (2 ml) were collected at a flow rate of 1 m1/4 min 
at 4 °C. The pH of each fraction was measured and, 
when the column eluent reached pH 4.0, the eluent 
buffer was then changed to a solution of Naa 
(1 mol/1) lo displace any material which failed to elute 
within the pH range of 7.5-4.0 (salt peak). Each frac-
tion was stored frozen at - 20 °C until the day of 
radioimmunoassay (RIA) of FSH. A total of three or 
four anterior pituitary FSH pools per group were 
chromatofocused separately in duplicate columns. 
Recoveries of FSH by this method were 76 ± 4% of 
the total amount originally applied to the column. 

Sephadex G-100 chromatography «cada anterior 
pituitary FSH species 

After determination of the FSH content of each 
fraction obtained after chromatofocusing of a pool of 
pituitary extracts from adult ovariectomized rats 
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(120 days oid, ovariectomized at 90 days of age), frac-
tions containing the greatest concentrations of each 
FSH form were dialysed against 0.01 mol ammonium 
carbonate/l (pH 7.5) and freeze-dried. Each FSH form 
or pool of forms were redissolved in a small volume of 
0.05 mol PBS/1 containing 1% (w/v) bovine serum 
albumin (Sigma: PBS-BSA) and then chromato-
graphed across a Sephadex G-100 (Pharmacia Fine 
Chemicals) column (57 x 2.7 cm) which had been pre-
viously calibrated with blue dextran (Sigma; Mr  
2 000 000), BSA (Sigma; Mi. 67 000), 1251-labelled 
rat FSH-I-6 (NIDDK, Bethesda, MD, U.S.A.; Mr  
32 000), ovalbumin (Sigma; Mr  43 000), trypsin 
inhibitor (Sigma; Mr  21 500) and cytochrome C 
(Sigma; Mr  13 370). The column eluent was PBS-BSA 
and the flow rate 7 mI/h at 4 °C. All fractions (1 ml 
each) were stored frozen until measurement of FSH 
.content by RIA. 

RIA of FSH 

Purified rat FSH (NIDDK rat FSH-I-6) was iodinated 
by the lactoperoxidase-glucose oxidase method as 
described by Bex & Corbin (1981). Following separ-
ation of protein-bound and free 1251 by Sephadex 
G-100 column chromatography, 1251-labelled FSH 
was further purified by Concanavalin A chromato-
graphy (Pharmacia Fine Chemicals) as described by 
Dufau, Tsurahara & Catt (1972). The RIA of FSH 
was performed using the rat RIA kit provided by 
the NIDDK as previously reported (Coutifaris & 
Chappel, 1982); the reference preparation employed to 
construct the standard curve was either rat FSH-RP-1 
or rat FSH-RP-2 (NIDDK). The latter preparation is 
45 times more potent than the former. Results are 
expressed as ng or Ng rat FSH-RP-1 standard 
(NIDDK) unless specified. To avoid interassay vari-
ations, all samples from a single column were included 
in the same batch. Intra-assay variability for this RIA 
system was 7% and the sensitivity was 4-8 ng/tube. 

Statistical analysis 

One-way analysis of variance (for): > 3), the Walker-
Duncan multiple comparison test (Walker & Duncan, 
1972), and the unpaired 1-test (for tr=2) were used 
(after log transformation of each value to yield 
normally distributed groups) to analyse differences 
between groups. Regression analysis and t-test were 
performed to determine the degree of correlation 
between the amount of FSH recovered within a 
specific pH range and the age of the donor animal. 
Student's t-test for unpaired samples was used to com-
pare differences among the slopes from the RIA of 
FSH generated by the FSH standard and the severa' 
FSH peaks obtained by chromatofocusing. 

RESULTS 

MI anterior pituitary pools chromatofocused exhibited 
severa) disctinct peaks of FSH immunoactivity within 
a pH range of 7.5-4.0 as well as in those fractions 
recovered after addition of 1.0 mol NaC1/1 to the 
chromatofocusing columns (sait peak) (Fig. 1). AH 
these FSH peaks displaced 12)1-labelled FSH from the 
antibody in a parallel fashion (Fig. 2). The presence 
and relative abundance of these FSH peaks varied 
according to the stage of sexual maturation, the 
specific day of the oestrous cycle, the sex of the 
donor animal and the experimental manipulations 
performed. To quantify differences in the chromato-
focusing pattern of FSH among the different animal 
groups, each chromatofocusing profile was divided 
finto Tour regions (arca 1, pI 7.5-6.0; area 2, pI 5.9-5.0; 
area 3, pl 4.9-4.0; anea 4, pl <4.0 and the salt peak) 
and the amount of immunoactive FSH present within 
each was used for statistical comparisons. 

Chroniatofocusing patterns oí anterior pitultary FSH 
from 5- to 30-day-old control and TP-treated animals 

In 5- to 30-day-old control and experimental groups, 
the majority of FSH applied to the chromatofocusing 
column eluted within the salt peak (45-85% of total 
FSH immunoactivity recovered) and within the pH 
range of 4.9-4.0 (12-39% of total) (Table 1). The rela-
tive amount of FSH recovered within the salt peak 
(pH <4.0) progressively decreased as the animals 
aged (r= —0.729, P <0.01, for both the control and 
TP-treated groups combined); meanwhile, the relative 
amount of FSH recovered within arcas 2 (pl 5.9-5.0) 
and 3 (pl 4.9-4.0) dramatically increased. 

Both the control and TP-treated animals aged 
18-30 days exhibited similar chromatofocusing pat-
terns of FSH distribution; there were only slight but 
significant differences in the relative amounts of FSH 
recovered within arcas 1 and 2 (pI values 7.5-6.0 and 
5.9-5.0 respectively) between the 18 day-old control 
and TP-treated groups (Table 1). Even though the 
patterns of FSH distribution were apparently dif-
ferent among the youngest (5 and 10 days old) control 
and androgenized animals, they only differed from 
each other in the amount of FSH recovered within the 
pH gradient corresponding to area 2 (pI 5.9-5.9) 
(P<0.01) in animals 10 days oid. 

Chromatofocusing patterns of anterior pitultary FSH 
from 60- and 90-day-old female control, TP-treated 
and mate animals 

At 60 and 90 days of age, clear and significant 
qualitative and quantitative differences were found 
among the chromatofocusing patterns of pituitary 
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FIGURE I. Representative profiles of pH distribution of immunoactive FSH after chromatofocusing of anterior pituitary 
extracts obtained from 90-day-old control rats decapitated at 09.00-10.00 h on the day of (a) pro-oestrus, (b) oestrus, (c) 
dioestrus day 1 and (d) dioestrus day 2. Vertical broken lines delineate four pH regions into which each chromatofocusing 
distribution was divided for comparisons. The arrows indícate the addition of I mol %Gil to the chromatofocusing 
column. 

FSH from female control and androgenized animals. 
Both groups exhibited a significant increment in the 
amount of FSH recovered within the pH range of 
5.9-5.0 at 60 days of age; this increase in less acidic 
FSH was, however, more pronounced in the control 
group (P < 0.01) (Table 1). In contrast, the amount of 
FSH recovered in the most acidic regions (pH <4.9) 
was higher in the TP-treated animals than in controls 
(P <0.01). In adult animals (90 days of age), the 
chromatofocusing pattern of anterior pituitary FSH 
varied according to the day of the cycle and the 
exposure to testosterone during the neonatal period. 
All female adult, neonatally androgenized animals 
presented persistent vaginal oestrus at the time of 
decapitation. As shown in Fig. 1 and Table 2, extracts 
from control rats decapitated during the morning 
of the day of pro-oestrus and oestrus and day of 
dioestrus exhibited higher amounts of FSH within pI 
values of 5.9-5.0 (arca 2) than extracts from animals 
on day 2 of dioestrus and in TP-treated animals, in 
which the majority of FSH was recovered in the pI 
region 4.9-4.0 and the salt peak (>87% of total 
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FSH recovered). Furthermore, anterior pituitaries 
obtained at the day of pro-oestrus and oestrus con-
tained the highest proportion of alkaline FSH which 
focused at pi values 7.5-6.0 (Table 2; Fig. 1); the 
chromatofocusing pattern of adult TP-treated rats 
was characteristic in that no more than one peak was 
detected in this alkaline region. Thus, as the animals 
developed sexually and became reproductively com-
petent, a higher proportion of anterior pituitary 
FSH with less acidic pI values was evident. This 
shift towards more basic FSH forms was partially 
prevented by testosterone administration during the 
neonatal period. 

Anterior pituitary FSH from adult intact males 
mainly focused within the pI region of 4.9-4.0 
(52.4 ± 1.2% of total FSH recovered; mean ± s.E.m.), 
whilst only 23.4 ± 2.2% of total pituitary FSH from 
adult TP-treated animals was recovered within this pH 
gradient (P< 0.01) (Table 2). However, the amount 
of FSH recovered within the salt peak was higher 
in the androgenized females than in intact males 
(64.7 ±4.0% vs 33.1 ± 2.4%, P <0.01). No significant 
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FIGURE 2. The ability of each FSH peak (isoelectric points (pis) 7'4, 6.1-5.9, 
5.5, 5.2-5.1 and 'mit peak') or pool of minor peaks (pl 4.8-4.1) to displace 
123I-labelled FSH-I-6 in the FSH radioimmunoassay system cmploycd in this 
study. Peaks of immunoactive FSH detected after chromatofocusing of pitu-
itary extracts frotn 90-day-old rats decapitated on the morning of the day of 
pro-oestrus (see Fig. la), were quantitated by radioimmunoassay (RIA) at 
two to threc different dilutions to assess for parallelism with the reference 
preparation employed in this RIA system. Similar results were obtained 
when rFSH-RP-1 was used as standard. 

TAI3LE 1. Changes in the distribution of FSH from anterior pituitaries of vehicle- or testosterone propionate (TP)-treated 
female rats 5-60 days old across a pH gradient. Values are means ± S.E.M. (n.3 or 4 chromatofocusing columns per group) 

FSH per zoom (as % of total recovered) 
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pl 5.9-5.0 

 

pl 4.9-4.0 

 

pi <4.0 

       

Vehicle 
	

TP 	 Vehicle 	TP 	Vehicle 
	

TP 
	

Vehicle 	TP 

Age (days) 
5 1.9± 1•14'g 1.5±0.5"c 1.1±0.6a 0.5±0•3' 12.O±1.1' 13.0± 1.1' 85.0±2.00  84.9±2.0' 

10 1.2 ±0.16  1.5±0.2*c 0.07±0.06' 0.9 ± 0•02's 21.0±4.5" 28'S± 140 77.7±45' 70.0±2.94  
18 3.5±0.2° 1.6±0.1" 22.0±0.9b 1+2 ± 2.0" 29.7± 37.0± 3.64  44.8±0.5" 471 ± 340 
21 0.7±0.1' 0.6±0.2" 15.4± 1.5' 10.9 ± 0.31  35.7± 1.4' 38.7± 1 4c 48-2±3.04  49.6± 
30 1.0±0.1ac 0.7 ±0.11  11.8±1.4' 8'9± 1.41  30.9±0.95  32.8±0,9" 56.3± 1.7' 57.6± 
60 4.1 ±0.4b4  1.1 ±0•Ics 39.2±0.6° 23.1 ±0,9'• 31.0± 1.0k 40.0± 1.6'• 25.7± 1.5° 36.0±0.7'• 

Mcans identified by different superscript 'citen in the same col umn are statistically different (P<0.03)(one•way analysis of variance and Walker-Duncan multiple 
cornparison test); • 13  <0.0 1 compartid with vehicle in the same pl rango (unpaired s.test). 
pl, isoeiectric point. • 

differences were detected among these two groups of 
animals in the proportion of FSH recovered within 
less acidic regions (pH 7.5-5.0). 

Sephadex G-100 chromatography of FSH species 
To investigate whether the FSH species so obtained 
were a and j3 dimers, all possible FSH forms present in 
anterior pituitary extracts from adult ovariectomized  

rats (Fig. 3a) were concentrated in seven pools and 
then chromatographed across Sephadex G-I00. As 
shown in Figs 3b-h, all FSH peaks obtained after 
chromatofocusing eluted through Sephadex G-100 
size exclusion chromatography in close proximity 
with the FSH standard (apparent Mr  44 000-54 000). 
In MI columns, negligible amounts of FSH were 
recovered in fractions corresponding to an apparent 
Mr  of 21 500; these small peaks of FSH activity might 
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TABLE 2. Changes in the distribution of FSH from anterior pituitaries of vehicle-
or testosterone propionate (TP)-treated rats 90 days old =osa a 01 gradient. 
Values are means (n = 3 or 4 chromatofocusing columns per group) 

IFSII per zote (as % of total recovered) 

p17.5-6.0 pl 5.9-5.0 pl 49-4.0 pi <4.0 

Group 
Pro-oestrus 26.5±1•I' 28.8±2  17.5± 1.5" 27.1 ± 1.8' 
Oestrus 10.0± 1.5h 25.4±1.5'  25.2± 1.31  39.4± 2.6w 
Dioestrus day 1 3.3 ±0.3c 23.2 ± 2.6' 24.5 ±0.7b 49.0 ± 2.9b 
Dioestrus day 2 1.3 ±0.6d 11.6 ±0.5b 27.6 ±1.1b 59.5 ± 1.2' 
TP 1.5 ±0,54  10.4± 214 ± 2.2" 64.7 ±4.0' 
Malo 3.0±0.5e" 11.5 ±3.2/1  52.4± 1.2' 33.1 ± 2.0 

Means identitied by different superscript letters in the same pl range are statistically different 
(P < 0.05) (onc-way analysisofvariance and Waiker-Duncan multiple comparison test). 

isoelectric point. 

correspond to free subunits detected by the FSH 
RIA system employed. Thus the majority of FSH 
immunoactivity recovered alter chromatofocusing 
corresponded to dimeric forms of FSH. 

Follicular diameter in control and TP-treated rats 

Table 3 shows the folicular diameter in 18- to 90-day-
old normal control and TP-treated animals. With the 
exception of the 18-day-old group, there were no 
significant differences in the proportion of follicles 
measuring 300-500 pm between the control and 
androgenized animals aged 18-60 days. At 90 days of 
age, the percentage of follicles 50011m was more 
than twice as high in the androgenized females than in 
controls (46% vs 19%, P <0.05). 

DISCUSS1ON 

The results presented here extend previous FSH 
fractionation studies using isoelectric focusing in 
narrow pH gradients (6.0-4.0) as the separation 
technique (Chappel et al. 1983; Ulloa-Aguirre el al. 
1988a). In these studies, Chappel et al. (1983) found 
that in anterior pituitaries obtained from immature 
female rats before the day of vaginal opening, the 
majority of the FSH immunoactivity migrated to the 
most acidic regions (pl 4.2-3.8) without any change in 
its pH distribution pattern until the day of vaginal 
opening, when a significant increase in the percentage 
of FSH focusing within a pH of 6.0-5.0 occurred; 
these authors did not detect differences among the 
isoelectric focusing patterns of FSH from rats 
decapitated during the day of vaginal opening and the 
morning (08.00 h) of the day of pro-oestrus. In the 
present study, ernploying a wider pH window, we 
were able to identify significant shifts of pituitary FSH 
towards less acidic pH regions in both normal and 
androgenized rats at earlier stages of maturation, e.g. 
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18 days of age. The finding of a clear-cut increase in 
the relative amount of FSH recovered within the pi 
range of 5.9-5.0 in normal mid-postpubertal animals 
(60 days old) is in agreement with the findings 
reported by Chappel et al. (1983). Even though the 
occurrence of this shift was not prevented by testoster-
one administration during the neonatal period, the 
production of pituitary FSH with less acidic pis was 
clearly attenuated in the female androgenized animals 
compared with the controls. 

In normal adult female rats (90 days of age) the 
chromatofocusing pattern of pituitary FSH was 
characterized by a marked increase in the relative 
amounts of FSH focusing at pis 7.5-5.0, particularly 
at times when the pituitary gland was exposed to 
high concentrations of ovarian steroids and gonado-
trophin-releasing hormone (GnRH), e.g. the morning 
of the day of pro-oestrus (Shaikh & Shaikh, 1975; 
Sherwood, Chiappa, Sarkar & Fink, 1980). This 
observation is in agreement with the study of Galle el 
al. (1983) who observed significant incrementa in the 
proportion of anterior pituitary FSH forms with pis 
> 5.2 in ovariectomized hamsters acutely exposed to 
high concentrations of oestradiol. These authors also 
found that this shift towards more basic FSH forms 
could be prevented by phenobarbital administration, 
thus suggesting that the coupled action of oestrogens 
and GnRH determines the specific types of FSH 
produced by the pituitary gland during a specific 
physiologic time. Our results are also in agreement 
with those of Chappel et al. (1984) who found a 
steady increase in the relative proportion of the more 
basic FSH forros in pituitaries from castrated female 
monkeys exposed to physiological levels of oestradiol 
and progesterone during periods of 12-36 h. 

Adult androgenized animals (intact males and 
adult females neonataily treated with testosterona) 
exhibited qualitative and quantitative differences in 
the chromatofocusing pattern of pituitary FSH 
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FIGURE 3. Size-exclusion chromatography across Sephadex G-100 of each FSH peak or pool of minor peaks recovered 
after chromatofocusing of anterior pituitary extracts from adult ovariectomized donors. (a) Chromatofocusing pattern of 
pituitary FSH from adult ovariectomized rats. Numbers aboye the brackets indicate the individual peak or pool of peaks 
concentrated and thereafter chromatographed: 1, isoelectric point (p1) 7.36; 2, pis 7.0-6.65; 3, pis 5.90-5.45; 4, pi 5.06; 5, pi 
4.86; 6, p14.60; 7, salt peak (SP). (b) Exclusion chromatography of peak 1. (c) Exclusion chromatography of pool 2. (d) 
Exclusion chromatography of pool 3. (e) Exclusion chromatography of peak 4. (J) Exclusion chromatography of peak 5. 
(q) Exclusion chromatography of peak 6. (h) Exclusion chromatography of peak 7 (salt peak). Vo  void, volume; 1-FSH, 

1-labelled FSH; 21 500 and 13 370 represent MM  values. 
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TABLE 3. Follicular diameter in control and testosterone propionate (TP)-treated rats of different 
ages. Values are means ± S.E. (ti = 6) and are cxpressed as a per cent of total follicular population 

%oler of Wide' (% of total) 

 

300-349 pm 	350-399 Itm 

 

400-449 ¡un 	450-499 pm 	>500 pm 

Att(daYs) 
lo 

Vehicle 	100 
TP 	 100 

l8 

       

rwm. 

Vehicle 60 ± 2 40±4 
TP 53 ± 10 19 ± 6' 17±6 9 ± 4 2±2 

21 
Vehicle 52 ± 8 30 ± 8 8 ± 2 8 ± 2 2 ± 2 
TP 39 ± 9 25± 5 15 ±7 15±8 

30 
18±6

5±3  

Vehicle 34 ± 8 15±4 17 ± 5 15±4 
TP 22±2 17±3 20 ±4 17±4 23±5 

60 
Vehicle 28± 6 29 ± 9 10 ± 4 8 ± 3 250 
TP 26± 4 27±5 10±4 5 ± 2 32 ±4 

90 
Vehiclet 30 ± 6 19 ± 3 21 ±5 11 ± 3 190 
TP 9 ± 4* 18±5 15±5 12 ± 5 46± 11* 

*P<0.05 compued with vehicle (unpaircd Mea). 
tDay of ocstrus. 

compared with adult cyclic animals. In the former 
groups, decreased relative amounts of FSH molecules 
with pIs > 5.0 were found and the majority of intra-
pituitary FSH was recovered within the most acidic pH 
range (4.9-4.0) and the salt peak. Since adult rats with 
the androgen-induced anovulatory syndrome exhibit 
relatively raised serum titres of oestradiol (Uilenbroek, 
Arendsen de Wolff-Exalto & Blankestein, 1976), it 
might be expected that their pituitaries should exhibit 
proportionately more basic rather than acidic FSH iso-
forms as found in normal animals decapitated 
during the day of pro-oestrus and oestrus. The fact 
that these animals are continuously rather than 
cyclically exposed to oestrogens, coupled with the 
well known relative inability of the adult hypothala-
mic tissue to concentrate and respond to oestrogens 
as a consequence of neonata! exposure to androgens 
(Anderson & Greenwald, 1969; Flerko, Mess & Illei-
Donhoffer, 1969; McGuire & Lisk, 1969; Neill, 1972; 
Marrone & Feder, 1977), might explain this apparent 
discrepancy. The overall results strongly suggest that 
a cyclic or 'female' pattern of hypothalamic and 
gonadal secretion leads to a temporal increase in the 
production of less acidic and short-lived (Blum & 
Gupta, 1985) forms of anterior pituitary FSH with 
high biological potency at the target cell level (Ulloa-
Aguirre & Chappel, 1982; Chappel et al. 1983; Miller, 
Ulloa-Aguirre, Hyland & Chappel, 1983; Ulloa-
Aguirre, Miller, Hyland & Chappel, 1984). By con- 
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trast, a tonic or 'androgenic' type of secretion, such as 
that present in ad ilt males and females with the 
androgen-induced anovulatory syndrome, switches 
on the pituitary gland towards the production of 
strongly acidic molecules whose biological effects 
are more related to their high sialic acid content 
and longer plasma half-lives (Ulloa-Aguirre, Miller, 
Hyland & Chappel, 1984; Blum, Riegelbouer & 
Gupta, 1985). Interestingly, in adult female andro-
genized animals, the accumulation of these acidic 
FSH molecules correlated with a significant increase 
in the percentage of follicles 500 pm in diameter, 
some of which might be representing a precystic 
condition. Whether the long-lasting FSH molecules 
predominantly produced by the pituitary gland of 
these animals are directly involved in the formation of 
precystic or cystic follicles (Barraclough & Gorsky, 
1961) cannot be ascertained by the present study. 

It is noteworthy that in some of the physiological 
conditions analysed, the majority of the intrapituitary 
FSH chromatofocused was recovered within the salt 
peak. This strongly acidic FSH peak detected out-
side the lower-limiting pH is probably composed of 
multiple components which are difficult to separate 
with the chromatofocusing reagents currently avail-
able. In fact, Chappel et al. (1984) have shown that in 
samples from female Cynomolgus monkeys this peak 
comprises at least two isoforms as disclosed by ion 
exchange chromatography, and that its digestion with 
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neuraminidase produces many of the FSH isoforms 
(pis 7.0-5.1) observed in crude pituitary tissue. It 
is possible that this particular form of FSH may 
represent a family of precursors for rnature stored and 
readily releasable isoforms of FSH, particularly con-
sidering that in the present studies it comprised more 
than 70% of the total FSH recovered after chromato-
focusing of extracts from the most immature animal 
groups (5 and 10 days old), and less than 30% in 
samples collected during the morning of the day of 
pro-oestrus, just before thc preovulatory FSH surge. 

The present description of the polymorphic patterns 
of anterior pituitary FSH under different physiological 
conditions of .the donor animal clearly indicate that 
this gonadotrophin is not structurally represented 
by a unique molecule, but rather by a continuum 
of heterogeneous forms whose physicochemical and 
biological characteristics are modulated by the par-
ticular pattern of hypothalamic and gonadal secretion 
present at a given time. 
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Pitultary gonadotropins luteinIzing hormona (LH) and %Nicle- etimulating 
hormona (FSH) belong to a family of closely related glycoproteins. Each hormona 
la a heterodlmer consisting of an a- and 1-subunit (17,21). Within e viven animal 
species, the a- subunits of these glycoproteins irise from a :abete gene, whereas 
the II-eubunits, whlch confer hormona specillcity, irise from asperete genes and 
«ler In aminoscid sequen«, (3,7,17,1127). The s• and 11-subunIts of *sok 
humane contaln either one or two Asn-linked heterogeneous oligosaccharides 
with different degrees of sulfation and sialyiation (1). This vide epectrum In 
glycoeylation, sialylation and sullation constitutss the @herniad baste for isoform 
formation (microheterogenelty) and the extensivo charge heterogeneity »in with 
sil the.* gonadotropic hormones. 

This papar briefly reviews recent information on rodent (r) and human (h) FSH 
and LH isoforms separated by thek charge propertim *Ince these specles 
represen, the most extensIvely examinad modele for the charecterization of 
gonadotropin isohormones. 

Charg Haterogeneity of FSH{ 

Intracellular FSH from severa! animal *pedes (including human and non-human 
primates),exhibits charge heterogenelty and therefore existe as a serles of forme 
or Isohormones whlch can be saparated by techniques such as isoelectric 
focusing (IEF) and chromatolocusing (CF) (the» techniques *aparato, the 
different isoforms by their Isoelectric point (pl)j. Using either of these techniquolli 
slx to aoven dimeric componente of FSH with pi values of 7.3 to 3.* have bien 
identified (2,5,20,30). When chromatofocusing le employed, ono additional 
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component flash peak" may be detectad by adding 1 fál Hila to the column after 
elution of isoforms with a pl of 4.0 (4,16). Thema FSH species differ from each 
other not only In their pl but siso in elativo abundance, receptor binding activity 
and in vitro blological pot•ncy (Figs. 1 to 3). In general, FSH isoforms with pie 
>L5 are leso abundant but exhibit higher jr: vitro blological potencies than the 
more acidic forms (4,5,15,31) (Figs. 1 and 3). 

F10. 1. Representativa pediere» of pH distribution of FUI after 
chromatofocusing of pituitary extracta from :adule rata decapitated 
at 09:00-11:00 h. Arrow indicaba the addition of 1.011 NaCi to the 
coluenn. Numbers aboye peaka of FSH activity denote ths pi of that 
FON isoliorenone. 

Froto a physlologlcal polnt of view, both the presence and relativo abundancs of 
!hese Isolorme will depend on ths specillc endocrino milleu exhiblted by the 
donar at a elven time. In the rato  female sexual maturation Is accompanled by an 
enhanced production of Isolorms with pis >5.0 having higher Jul vitro blological 
&divides (Fig. 3) and shorter circuido/ half-lives (2,5,15) then the more acide 
forme. TM oppoelte situation le sien duran° mate sexual maturation when a IBM 
toward acidity (from pis of 4.9 to 4.5 to pis of 4.4-4.0) occurs uound the time of 
appearence of spermiogenesis and balano-preputial separation (31); oven though 
thsss more negatively charged isoforms present reduced in vitrg blological 
ectivities, their time of survival in the circulation is long« than the losa acidic 
species. In adult donors the pH distribution of the rFSH isoforms verles 
throughout the estrous cycie (30). Pituitary extracta from rata decapitated during 
the morning (09:00 h) of proestruso  sstrus and diestrus day 1 contain the highest 
proportion of immunoactive FSH focuaed within e pH ranga of 7.54.0 (26.5 to 
55.3 % of total FSH recovered; Fig. 1), whilst only 13% of FSH from rata on day 2 
of disatrus le recovered within thls pH rango. Pituitarios from normal adult males 
and neonatally androgenized adult females contaln predominantly acldic forms 
with pis « 5.0 (>50% of total; Fig. 4). 
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The pH distribution profile of intrapituitary rFSH prsssnt at a given time may be 
alterad by *peak pharmacological manipulations (8). When removed from 
ovariectomized hamsters at specific times after estradiol (E) administration, 
anterior pituitary glande contained sil forms of FSH Identified by CF (8), with the 
exception of the "Balt peak" which was not sought in this particular study. 
However the relativa abundance of the more or leas acldic forms changad 
depending on the time of pituitary exposure to this sterold. Short-term exposure 
(20 h) was relatad to the presence of greater proportions of the more acIdic FSH 
forms comparad with ovarlectomized controls; estradiol exposure for an 
additionai 10 h (at a time whsn these E-treated animals were abad to Initiate e 
surge release of U1 and FSH), causad an increase in the relativo abundance of 
the leas acidic isohormones. Since this shift to more basic FSH @pedes could be 
prevented by phonobarbital adrninistration (which prevente the E-Induced, 
neurally msdiatsd d'echarpe of hypothaiamic GnRH) It was suggested that the 
production of FSH isohormones is regulated vis a sophisticatid reguiatory system 
mediated by gonadal and hypothalamlc factor*. This hypothasis was further 
upported‘by IEF studies performed in our Iaboratory ernploying intact femait 
and mala rete u well u neonstally androgsnized females (29,30). 
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FIG. 2. The RRA:R1A FSH activity ratio of **eh FSH 
isohormone o( pool of minor forms obtained after 
chromatofocusing of pituitary extracta from adult 
formal* rata decapitated during the /nomine of 
proestrus (ase F10.1). 1% ps0.01 ve pis 7.40, 6.01 
and 4.884.42; **, p=0.01 va pis 7.40, 5.454.15 and 
saft peak;***, p=0.01 va pis 7.40,8.08 and 
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The overol" data strongly suggest that at least In rodents, a cyclic or %malo" 
pedem of hypothalamie and gonadal secretion leeda the anterior pituitary towards 
the production of leas acidic follicle-stimulating Isohormones, whereas a tonic or 
sandrogenIcs type of secretion, u that present in *club males and females with 
the androgen-inducid anovulatory syndrome, liada more to the production of 
strongly ecidic FSH forma. Hinco, there is a sexual dichotomy in terma of the type 
of FSH synthesixed by the anterior pitultary giand (Figs. 1 and 4). 

Sex-and ege-dependent differences in charge heterogeneity of intrapitultary FSH 
have 'siso bien detectad In humsns (35,37). Acidic laohonnones ere moro 
prevalent In oidor Individual* (both males and females) and the most acidlc forma 
ere found in glande obtained from eiderly women (35,37,35). In agreement wlth 
the studies performed in rodents, the median choree of FSH le more bulo In 
young women than in young men (35); In males, the median chupe of pitultery 
F$H from 'gel 0.2-5 years la fess acklic than that of men 17-42 years oid. 
Likewise, as found In the rodent, both the In vitro blologIcal ectivIty (411340 and 
pluma disappearence retes (34) of human and monkey Intrepitultary FSM 
'sobren* Inercia* as** pi or median chame of the isotorm bscomss losa acido. 
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P10. 3. A'. The *batey of each FSH peak or pool of peaks to 
etimulate plasminogen activator production by rat granuloso coila 
In culture.The activity exhibited by pool with pi 4.U-4.42 me 
similar lo that presentad by the sok peak. 1: Ths activity of pool 
with pi 4.544.42 and the salt peak atter size exclusiva 
chromatography through Sephadex 0-100. Tho Sil rallos tor 
Isohormones with pis 7.40, 11.011 and 5.454.15 were 3.08424, 
2.26t0.14 and 2.30t0.45, respectively. Values representthe misas 
of triplícate Incubations. 

Heterogeneity of circulating F$H In humsns has beim demonstrided by Wide (34) 
and Padmanabhan et el (15) mane cone electrophoresis or chromatofocusing as 
the separation technique, respectively. Serurn FSH from prernenopeusal women 
was leas acidia than that exhibited by postmenopausal women, normal men, 
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castrated men and patients with gonadal dysgenssis (34,38). Circulating FSH 
from sil the» subject groups is /V10111 negatIvely charged than Intrapitultary FSH 
(35). In a recent study, administration of GnRH to patisnts with gorrada' 
dyseeneals wu followed by the appsarsncs of loso negatively chamad forms of 
FSH in serum, with a highly significant correlation between the relativo Inerme 
In serum levet* of FSH after GnRH and the decrease In relativo electrophoretic 
mobility (38). ibis observation suggests that the prevalence of strongly acidic 
forms of semen FSH detectad In banal conditions may be due to selectivo survival 
In the circulation of the different Isoforms released by the pitultary. Padmanabhan 
et al (14) chromatolocused serum from women with normal ovulatory cycles and 
showed that the pH dietributIon pattern of FSH changad depending on the 
*porcino phase of the cycle. Serum from women during the midcycle phase 
contained more lommunoreacthre FSH In the pH rango of 6.0-4.81 comparad Lo the 
luteal and %Melar phase samples, In which the majority of FSH forms were 
detectad within the pH rango of leas than 4.81. InterestIngly, administration of the 
synthetic 'atrofien diethylstlibestrol to a patio nt with gonadal dysgenesis, Inducid 
a *hitt of the serum FSH Isoforms to the basic pH rango (18). Similar qualftative 
changas In the pH distributIon of serum FSH forms were detected by Wide (34) 
In *amplia from men with prostatic cancer Vestid with estrogens. Ali the** 
observado/1s «ron* support the concept of the exIstence of a sexual dichotomy 
with regard to the type si FSH producid by the pitultary. 

FIG. 4. Representativo prollies of pH distribution of pitultary FSH 
efter chromatofocusing of extracta from adult males and neonstally 
androgenized temido rats. Numbsrs aboye poaks denote the pl of 
that FSH Isohormone. Arrow indicatos the addNion of 1 M NaCI to 
the chromatofocusing column. 

Studies from both rodante and primates clearly Indicare that sex sterold 
hormones and GnRH, acting in concert at the hypothalarnic and pitultary !ovil*, 
regulate the physicochemical and biological characteristIcs of the FSH moteo" 
to be released ftom the pitultary gland at a elven time. 

Charge heterogeneity of Uj 

Charco heterogenelty of Intracellular LH has brin extensively examinad In 
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severa, animal apioles. Six to aovan dimeric componente of rat and human 
pitultary LH with isoelectric points ranging from 9.8 to <7.0 have been identified 
by saber IEF or chromaofocusing (9-12,19,22,33). As it has been found for FSH, 
» veril studies have shown that the** LH isohormones differ from each other in 
relativo abundance (12), receptor binding activity (33) and In vitro biological 
poterscy (10,12,22). Variations in relativo abundance are closely relatad wlth the 
endocrino status of the donor (12,19; seso below). In both humana and rodents. 
it has been demonstrated that the more basic isohormones pomas the greatest 
ARA:RIA (radioreceptor to radiolmmunoassay) and 0:1 (In vitro blological to 
immunological) LH activity ratios, and that these ratios decrease linearly wlth 
decreasing pi (12,22,33). In contrast, little la known concerning the circulatory 
hatf-ilves of the LH isohormones. Survival time experimente done in mate rata 
injected with different human LH isoforms with pis ranging from 7.4 to 
showod that there were no significant differences In the disappearence retes 
between the four isohormones tostad (9). This obervation le what should be 
expedid considering the narrowness among the pis of the isohormones studied; 
Incluslon of more isohormones with extremes pH (pis <7.0 and >9.0;12) would 
probsbly yield significant differences in hin-Oyes among LH isoforms. 

Even though In rodents the *ex of the donor and its endocrino status does not 
chango significantly the numbsr of pitultary LH Isohormonos detectad (12), there 
may be changas in the relativo abundance of rUl among the varlous 'Worms. 
Hattorl et al (11), found that the relativo amounts of rLH componente with pis 9.3 
to 9.8 were higher in glande from Intact females (morning o( proestrus) than 
those from Intact mate and orquidectomized animal*, whilet componente with pie 
7.9 lo 9.0 (wlth lower In vitro blological potencies) were dominant In 
orquidectomized doctore. Robertson it el (20) found significan*/ more lmmuno 
and bloactive rat LH In the pH rangos of 7.0-9.5 In Intact males than In diestrus 
females; castration Incressed the proportIon of alkallne LH (pa 7.0 lo 11.0) from 
$3 and SM to 78 and 75% in malo and female donors, respectiva,. Although 
Mei and Ovalan (12) did net obsorvod significant changos among the pH 
dletribution prollles of Intrapitultary mala and tem" LH, they found that the 
relativo amount of the moet alkaline LH lsoform (appuent pi >9.9) was reduced 
2.5- and 3.5 bid *tersas that of midalkaline U4 (pi 9.00) Increased se a rssuN of 
mirabel In both II•X•11. Uchlda and Suginaml (28) observad cyclic changos in 
both the bloactIve and ImmunoactIve lovols of the most basic leohormone of rat 
LH (p110.3) +visores* midalkaline or acldic *pedes remained cona!~ throughout 
the cycle. 'This basic lashormone was the moet predominant during prosa,'" 
decreased during ostrus and Osen increased during diestrus. Thus, structural 
modifications of the hormona associated with the mIdcycle release of LH rnight 
resuit in en alkaline shiR in pi anda subsecuent increase in blological potency of 
the LH molecule released at thls time. In fact, when serum LH bloactivity le 
measured In cycling rata, a marked increase in LH !Orado may be found alter the 
proestrue-assoclated LH surge (24). 

Age-dependent «brincos In chupe heterogenelty of human pitultary and 
plasma LH have been oxplorod in detall. RIOCIOr et al (19) obeerved that >34% of 
the biombos pltultary LH from postmenopausal women (aged 91 to 75 your» 
migrated asa mejor discreto isoelectric focusing peak to an acklic pH regios% (c 
1.0), whilat «9.0% of the LH from premenopausals (19 to 35 yeare oid) was 
detected In this loro bloactIvity regias. This observados' was le agreement with 
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that of Strollo et al. (25) who found muked differences in pH distribution between 
Maldivo LH from plasma of postmenopausal womsn comparad with normally 
menstruating womsn; In the formar group, a more acidic molecular species (pH 
7.1) wu detected. Wide (35) using zona electrophoresla found that acidic LH 
isohormones were more prevaient In older individuals (both males and females) 
and that the mol* acidic forms wsrs found in glande from eiderly women; there 
was a highiy significant correlation between the median charpa of LH in Individual 
pitultary extracte and age, In both men and womsn (age rangos studied: 19 to SI 
years for men and 14 to 91 for womsn). The median charpa of pitultary LH was 
similar in young msn and womsn (35), flnding whlch was in egreement with the 
dudas* in rodante performed by Keil and Grotjan (12) but not with thoee of 
Robertson el al. (20). Thou discrepando* could be relatad to ~ronces in the 
endocrino status of the female donors at the time of tiemple collection. 

The electrofocusing profiles of the two pools of humen LH retened by the seden 
of sxogsnous OnRH (where the first pool represente the »cuts releasable pool of 
mature atorad hormona, and the sacond one the ralease of the reserve pool of 
LH which involves synthesis and/or chemical modificados' of the hormona) have 
osen examined by Suginami st al (20). In mldcycls sampies from the first pool, 
the dominant LH apodes had pis ranging from 9.5 to >9.0, whereu sarly follicular 
and luteal phase first pool predominantly migrated within the pi rango 7.54.0. LH 
from the second pool consistently exhiblted an Incresse in the percentage oí 
acidic LH *pedes (pi 47.0), in whlch the en ratio was sign.ificantly depressed. 
Thus, alkaline LH isohormones mlght represent the Morid, roa" releasable pool 
of LH, whilst acidic Mofarme might represent the young generation of U4 
rnolecules prior lo acquisition of biologIcal potsncy through modifications in thelr 
carbohydrate composition. 

The oyeran data dem+, indica% that, as ft hu been documentad for FSH, LH 
plsomorphlsm le finek regulated by the conceded actlon of both gonadal and 
hypothedamk (OnRH) factor*. 

plgehengul »di for gonadotropin heterogenelly 

Recent evIdence indicates that gonadotropin microheterogeneity Is the result 
of variations In ollgosaccharide structurs. The elegant studies of thenziger and 
Oreen (1) have allowed to slucldats soma possibie relatIonshIps behveen 
oligouccharide heterogeneity and charge heterogeneity. Most oligosaccharide 
chaina in LH and FSH are dibranched structurss in which both of them terminals 
in e negatively chargsd group (GaINAc404  or GAL• sialic acid) or one branch in 
• negatively charpa group and the othsr In a mannoss. Dibranched complsx-typs 
oligosaccharides with and without a bisectIng GicHAc molety and tribranched 
complex-type ofigosaccharides of different typee but containIng all of thsm 
terminal sialic acid residuos are alio found. Sines the relativo distribution of 
neutral, sulfated and sulfatedisialylated oligosaccharides on pituitary 
gonadotropins shows significant between-species variations (1), it Is very difficult 
to generalizo on the role of these terminal groups In hormona heterogeneity. 
Several *lucilos have shown that the slalic acid contsnt of a elven gonadotropin 
Os duck correlated with its pi and in vitro, blological ectivity. (ludid ~migo 



digestion of rat LH (10), hamater FSH (32) and human FSH (34,35,37) with 
neuraminidase progreasively decreasod the acidic isohormones of the hormona, 
while concomitantiy increasing the proportion of basic forma until a single, 
completely dealaiyiated lsoform was detectad. This desialyiation was 
accompanied by a progressive increase in in vitro biological activity (10,32). Thus, 
in these particular gonadotropins sIaiic acid content seems to play a primary role 
in the observad charge heterogeneity as disclosed by electrofocusing and zona 
electropharesis. In contrasto  treatment of ovina LH with neuraminidase resultad 
only in a minimal shift towards the alkaline region, suggesting that at least in ibis 
animal *pedes terminal suffates play a critica, role on LH heterogeneity (1). 
Studies on hLH are controversial. Coi* et al (6) observad a marksd shift from 
acidic to basic forma u a real* of neuraminidase digestion, whilst Uchtenberg 
and Urban (14) detectad a pardal shlft which was extended only alter further 
digeetion with arylsulfatase. Thus, it seems that In the case of hLH both 
negatively changad terminal groups account for most of the charge heterogeneity 
of the hormona. In fact, structural analysis of the oligosaccharides present in hLH 
have shown the existence of neariy equal proportlons of suffated and alalylated 
oligosaccharides (sialylated/sulfated oligosaccharides 'd'ostia) Oh 

Although the blochemical mechaniams Involved In the Interaction of the** 
gonadotropic 'Worms with their specific receptor* st the target cell remain 
incompletely understood, it appears that in addltion to dalle acid incorporation, 
varlations In the etructure of the carbohydrate ~Sedes lnterpal to Magic *cid or 
terminal sulfatos* siso play e criticad role. More basic rat FSH and human LH 
Isoforms exhiblt a higher effinity for the lectin Concanavalin A Osan the more 
acldlc leohormones (22,32), which sugeriste that basic leoforms comban more 
hybrld ollgosaccharides (with one branch terminating in a rnannose), whereas 
ecidlc molecules contain more complex oligosaccharides in which both branches 
probably tOrminate in negatively changad groups. M dalle acid residuos are 
enzymatically removed from acidic rat FSH Isohormones, the resuitant leca acidic 
forms Mil show a significant increase in the!' capacity to bind thls lectin (32). The 
obeervation that such en increment in affinky for Concanavalin A presentad by the 
lees negsthrely changad Isoforms paralela their enhancement in receptor-hindi% 
actIvIty snd jn vitr* blological potency strongty suggasts the existence of a alosa 
relationship between the particular content and/or *partici arrangement of 
carbohydrates infernal to negatively changad terminal moled** upon the FSH and 
LH molecules and their behavior lit the target cell leve,. Alternatively, tisis finding 
might aleo indicate the presence of inhibitory effects of negatively changad 
groups upon either binding of the isohormones to their receptor or activation of 
the receptoradenylate cyciase system. 

Conclusione 

Although the physlological significance of gonadotropin heteroganelty still 
remain* to be clearly definid, the studies describid above indicate that the 
pltuitary gland has the capaclty to reguista not only the quantity but aleo the 
quality of the gonadotropin signa! producid and retened from the gland at any 
elven time to perform specific acciona upan gonadat maturation and functlon. An 
Intereating level of control appears to exist at the pitultary giand. Depending upen 
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the endocrina miiieu, the pitultary preferentially release, different typos of 
gonadotropins, highiy. potent but short-lived or long-acting but lees biologically 
active forms. Thus, the existence of gonadotropin heterogensity representa an 
exquisito fine-tuning mschanism for controlling gonadal activity. The study of the 
blochemical basis for gonadotropin heterogeneity and the siucidation of the 
precise control of isohormone biosyntesis will undoubtedly allow not only a better 
understanding of the mechanisms controlling the function of the hypothalamic-
pitultary-gonadal mis but siso the design of nsw therapeutic strategies to obtain 
a better control over follicular development, comparad with conventiondtherapy, 
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Foilicie-stimulating hormona (FSH) is produced and secretad from the anterior pituitary gland of 

female rata in multipl• molecular forms. At times of high GnRH and oestrogen output (e.g. the 

morning of the pro-oestrous day) the pituitary increases the production of FSH Isoforms with 

isoelectric point (pl) values >5.0, whilst sex sterold deprivation leed* to the production of strongly 

acidic and leas In-vitro biologically active FSH molecules. It la not known, however, whether saz 

steroids moduiate the production of specific FSH isoforms by a direct action at the pituitary 'ovil 

or indirectly through altering the rata of synthesis and/or secretion of that hypothalamic 

decapeptide. In order to get some insight on thi■ lame, we examinad the charpa heterogenelty 

of FSH escribid by duitured pituitary cella expoaed to different FSH-releasing factors, oestradlol-

178 and progesterona, aione or In different time-sequenced comblnations. Anterior pitultary 

glande from 21-day-old female rata were •nzymatically dispersad Into a single cell suspension ■nd 

cuitured for 6 days. During days 1 to 3, cella were Incubated in the einems of factor* or aterold 

hormones; on days 3 to 4, cella were incubated in the absence (controls) or presence of either 

oestradiol-170 (3.67 nmo1/1) or oestradiol-170 plus progesterona (3.67 and 31.8 nrno1/I, 

respectively). Finally, during days 4 to 6, GnRH (10 nmol/I) or recombinant human Activin-A (2 

nmol/I) were added to haif of all culture ~lis. Media from each cell group were concentrated and 

the severa, forms of secretad FSH were then separated by polyacrylamide gel isoelectric focusing 

(pH ranga 4.0 to 6.5) and quantitated. MI media concentrates contained severa, forma of 

immunoactive secretad FSH focusing within a pH ranga of 6.44-4.23. Fifty one lo 78% of total FSH 

recovered focused within an isoelectric point rango of 4.9-4.0 (ares 3), whilst 20 to 43% and 4 to 

8% of total were identifled within pl rangos of 5.9-5.0 (ares 2) and 6.54.0 (ares 3), respectively. 

Addltion of GnRH to control or oestradiol-primed cella significantly increased the release of FSH 

isoforms recovered within ares 2 comparad with the remaining °rompa (percent FSH recovered 
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within ares 2 in GnRH and oestradiol plus GnRH cell groups= 39.412.5 to 43.24.0% of total; 

controle, oestradiol-178-, oestradiol-178 plus progesterone- and Activin-A-exposed groups= 

20.112.2 to 32.1t1.2% of total, p<0.05). The presence of progesterone in the cultura media 

prevented GnRH-mediated ~d. Cella exposed to oestradloi-178, oestradio1-178 plus 

progsstsron• and Activin-A (with or without saz stsroids) predominantly rebasad FSH forms 

recovered within the most acidic arca of the gel (ares 3) (88.14.9 to 70.915.9% of total, p<0.05 

va GnRH and oestradio1-178 plus GnRH, n.s. va the remaining groups). There were not between-

group differences in the amount of FSH recovered within ares 1 (pi 6.5-5.0). FSH molecules that 

focused within aria 2 exhibfted a higher receptor-binding activity than those recovered from the 

most acidic region of the gel (radioreceptor assayiradiolmmunoassay FSH activity ratio in are* 2= 

2.5610.29, ares 3= 0.8310.03, p<0.01). 

Wi conclud• that under in-vitro conditions GnRH selectively increases the release of leas acide 

FSH isoforms possessing an enhanced receptor-binding potancy. it la suggsatsd that °estudio, 

modulates the in- go production and secretion of specific FSH 'zafarme indirectly through 

temporal modifications in saber the rete of syntehale and/or **cuidan of GnRH at the hypothalamic 

levet or the pituitary sensitivity to thls releasing hormona. 
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Follicle-stimulating hormona (FSH) la produc•d and secretad by the anterior pltultary gland 1n 

muitiple molecular forms (Robertson, Foulds & Ellis, 1982; Millar, Ulloa-Aguirre, Hyland & Chappsl, 

1983; Khan, Katziga, Froysa & Diczfalusy, 1984; Wide, 1985; Ulloa-Aguirre, Espinosa, Damián-

Matsumura & Chappsl, 1988a). The number of the» isoforms and their relativo abundan• will 

depend on the endocrino status of the donar at the time of coiloction of the tissue or sample 

(Nide, 1982; Chappsl, Ulloa-Aguirre 4 Ramaiey, 1983; Padmanabhan, Lang, Sonstein et ■l, 1988; 

Ulloa-Aguirre, Espinoza, Damián-Matsumura et al, 1988b; Ulloa-Aguirre, Damián-Matsumura, 

Espinoza •t al, 1990). Since the different isoforms of anterior pitultary FSH have been separated 

mostly on the basis of their chame, it is thought that they differ from each other in their 

carbohydrate composition, mainly sialic acid (Chappsl, Bethea & Spies, 1984; Blum, Riegelbauer 

4 Gupta, 1985; Wide, 1985). 

Sepuation of FSH from anterior pituitarios of femele rata and harnsters by polyacrylamlds gel 

isoolectricfocusing (PAG-IEF) has disclosed the existence of Gomal FSH isoforms with isoelectric 

point (p1) values ranging from 6.2 to 3.5 (Chappsl, Coutifaris & Jacobs, 1982; Unos-Aguirre et al, 

1988b). Pitultary glande removed from animal, exposed to en oestrogen and GnRH enriched 

environment ['g., during the late morning of the day of pro-oestrous (Ulloa-Aguirre et al, 1988b; 

Ulloa-Aguirre •t al, 1990) or during long toren (30 h) exposure of ovarlectomized animals to 

oestradiol (Chappel et al, 1982; Gallo, Ulloa-Aguirre & Chappsl, 1983)j, exhibit largor proportlons 

of isohormones with more basic pis. These particular Isohormones contain leu sialic acid residuos 

(Blum et al, 1985; Ulioa-Aguirre, Millar, Hyland & Chappsl, 1984), have shorter plasma hall-Ilves 

(Blum & Gupta, 1985) and exhibit hlgher irrifltro biological potencies than FSH forms with more 
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acidic pl. (Millar et al, 1983). However, it is atill incornpietely undsrstood whether the production 

of specific FSH isoforms in these in-vivo condltions is regulated by direct actlons of sex sterolds 

at the pituitary leve' or if they exert this effect indirectly through modNyIng the synth•sls and/or 

release of GnRH, a factor whlch has bien shown to induce changos in the glycoslistion of LH In 

in vitro conditions (Liu, Jackson & Gorski, 1976; Vogel, Magn•r, Sherine & Weintraub, 1946; 

Ram•y, Highemith, Wilfinger & Saldwin, 1987). 

To further explore this legue, we analysed the direct effects of sex stsroids, OnRH and the potent 

FSH-releasing factor Activin-A, clon• or in different time-sequenced combinations with se* 

sterolds, upon the choree distribution of the FSH molecules produc•d and secretad by anterior 

pituitary cella in cultura,. 

MATEMALAN12210~ 

Pilultary cell cubre 

Anterior pituitary glande from 21-day-old Sprague-Dewley %mai rata wsrs dispersed hito a single-

cell suspenelon according to the mediad of Vale, Grant, Amoss et al (1972). Dispersad calla were 

plated In Dulbecco's Modified Eagl•'s Mediten (DPAEM) (Gibco, Grand Island, New York, USA) 

suplementad with 10 % (vol/vol) fetal calf serum (Gibco), 5 µg/ml Insulin, 1 mg/mi bovinos serum 

albumin (Sigma Chemical Co., St Louis MO, USA), 50 iag/ml gentarnicin (Gibco) and 4 mol/1 

glutamine (Sigma), at ■ d•nsity equivalent of two pituitarios per mon in 35-mm Nunclon cultura 

dishes (Nunc, Roskilde, Denmark). Two doy* latir (on cultura day 3), the cella were washed 

twiced with fresh medlum, and the treatments shown In Tabla 1 were 'n'Usted. On days 3 to 4, 

cella were incubated in the presence or abscenc• (controls) of either oestradio1-176 (E2; 3.67 

nmol/I) or E2 plus progesterona (P4) (Sigma) (at a concentration of 3.67 and 31.8 nmo1/1, 
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respectively) whilat during days 4 to 6, GnRH (10 nmol/l) (Genentech, Inc., San Francisco CA, USA) 

or recomblnant human Activin A (rhAct-A; 2nmo1/1) (Genentech) were added to half of the control, 

E2- and E2 plus P4-containing cultura w•lls. AH these incubations were performed in fetal calf 

serum-free cultura medium and in humidified 5% CO2-95% sir at 37°C. 

At the and of the incubation podad, all media samples and cellular lysates [preparad by adding 

phosphate (0.05 mo1/1)-buffered physiological (0.15 mol/1) salina (POS), pH 7.4, containIng 1% 

Triton X-100 to the ~hes after the medium was collected] were separately dIalysed againet two 

changos of 100 volumes of 0.01 mol NH4HCO3/1 and freeze-dried. Each concentrate was 

redissolved in 0.01 mol/1 PBS and atorad frozen at -70°  C until the day of PAG-1EF. 

Polyacryismide gel isoelectric focusing of media and cellular lyeates ponceffirates; 

Sampies in duplícate or triplicate (10-20 'Misch) from at least three concentraba per incubador) 

group, were applied to polyacrylamide gel (LKB-Produlder AB, gramma, Sweden) and focueed 

(pH rings 4.0-6.5). At the and of the focusing period (2.5 h) each lene was sliced Int° 27 3-mm 

sections and focused proteins more eluted by incubation In 0.05 molfi P1381 pH 1.41 contelning 

0.1% gelatin, for 18 h at 4°  C. Eluent simples more removed and atorad frozen untll analysie by 

FSH radloimmunoassay (RIA). Gradiente of pH were determinad alter Incubador+ of dices from 

blank iones (top, middie and bottom) in de-ionizad water. Eluents from blank gel. treated In the 

same manner as test gala did not interfere with the specific binding of the RIA at the volumes 

employed (50-200 µI). Recoveries ranged from 70 to 75%. 

RIA of f§11 

Purified rat FSH (NIDDK ret FSH-1-6, Bethesda IZAD, USA)) was iodinated by the lactoperoxidase- 
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glucosa oxidase msthod a described by Bex & Corbin (1981). Following sepuation of protein-

bound and free 125i by Sephadex Q-100 column chromatography, 1"1-labelled FSH wu further 

purified by Concanavalin A chromatography (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, USA) as 

described by Dufau, Tsurahara & Catt (1972). The RIA of FSH was perforrned ueing the rat RIA kit 

provided by the NIDDK; the reference preparation employed to construct the standard curve wu 

rat FSH-RP-2 (NIDDK); resulte are expressed u ng of this FSH standard. To avoid interaesey 

varletione, sil emplee from a single PAG4EF lene were included in the same batch. Intre-assey 

coefficent of variation for thie RIA system wu 7% and the sensitivity was 0.25 ngitube. 

Radloregeptor assay (ARA) 9f FSii 

PAG-IEF gel media eluents from fractions with pis 5.9-5.0 and 4.9-4.0 were separately pooled and 

then quantitated by ARA at tour different dilutIons. The RRA of FSH was performed u described 

previously (Guevara-Aguirre, Schoener, Ulloa-Aguirre, et al, 1986). rat FSH-1-6 (NIADDK) was 

radiolodinated and purified as described aboye; specific activity of 1251-labelled FSH was 20-25 

IsCl/lag protein. The standard curva was constructed employing rat FSH-RP-2 as standard. Spscific 

binding of 1251-labelled hFSH to the receptor propendan was 20-25% of total radloactivity added; 

non-specific binding was amasad by adding 1000-foid exceso; of uniabelled orine FSH (Sigma) 

and representad <5.0% of the total FSH bound to the receptor preparation. Each sample was 

assayed in triplícate Incubatlons. Within and behveen-assay coeficiente of varlation ware <10 and 

15%, respectiveiy. The sensitivity wu 0.35 ng rat FSH-RP-2/tube. 

Statistical Analyels 

One-way analysis of variance (ANOVA) (for n >3) and the unpaired Hut (for n= 2) mire usad to 

determine differences behveen groups. When differences oxidad by the ANOVA, the Duncan', 

muitiple rango test (1980) was usad to determine which mean• more different. A probabllity < 0.05 
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was considerad statistically significant. 

HEILULTI 

Ali media from calla incubated in the abscence or presence of sterold hormones without FU-

releasing factors, contained modest but ciearly detectable amounts of immunoacthie secretad 

FSH. Exposure of cultura anterior pituitary cella to both releasing factors OnRH and rhAct-A, 

promoted a significant increase in FSH secretion (Figure 1). 

PAG-IEF patterns of secretad FSH 

Media concentrates obtained from sil incubation groups contained severa' forms of eecreted FSH 

focusing within a pH rango of 8.44 to 4.23 (Figures 2 and 3). To quantlfy diferencia in the 

Isoelectric focusing pedem of secretad FSH between thoss groups differently stimulated, sach 

PAG-IEF penen was divided into three regions (arca 1, pi vaiue 6.5-6.0; ares 2, pl valu 5.9-5.0; 

aria 3, pl value 4.94.0) and ths amount of FSH present within each was determinad. Secretad FSH 

recovered within **eh of theu reglons displaced 1"1-labelled FSH from the antlbody in a paran& 

fashion (Agur* 4A). Fifty one to 70% of total FSH recovered focused within a pl yelmo of 4.9-4.0 

(arca 3), whilet 20 to 43% and 4 to 8% of total were identified within rangos of 5.9-5.0 (ares 2) and 

8.54.0 (crea 1), respectively (Tabla 2). Addition of GnRH to control and E2-primed calla 

significaniy increased the release of FSH isoforms identified within arma 2 (Figure 2 and 'rabie 2); 

the presence of P4 in ths cultura media prevented this OnRH-mediated effect (Figure 2, lower 

panel and Tabla 2). In those cell groups incubated in ths presence of rhAct-A (groups VII to IX, 

Tableo 1), there were no significant shifts towards the release of leas acidic (pl value>4.9) FSH 

isoforms (Figure 3 iowsr panel and Tibie 2). 
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Even though cella expos•d to E2 and rhAct-A (with or without priming with sex eterolds), r•leased 

lower relativo amounts of FSH isoforms with pl vaiues 5.9-5.0 than th• controls (Tibie 2), their 

concomltant increase within the most acidic ares of th• gel was not significantly different from that 

observad in the control group. 

To examine the receptor binding capacity of the secreted lsoforms, FSH recovered within oreas 

2 and 3 w•r• quantified by RRA; FSH material r•cover•d from th• losa acidic pH rango (aria 1, 

pi valu• 6.5-6.0) was insuffici•nt to perform these receptor binding studies. Even though FSH 

pr•s•nt In thes• two regions of the gol displaced 1251-labell•d FSH from the receptor preparation 

in a doce-depend•nt manner (Figure 48), th• receptor binding activity variad with the pl vale• of 

the particular ■roa testad. Expressed as the RRA/RIA activity ratio, the receptor binding activity 

of FSH recovered from aria 2 (pi veludo 5.9-5.0) was significantly higher than that exhibited by FSH 

from th• most acidic region CRRAMIA ratio of FSH from aria 2, 2.564.29; FSH ratio from aria 3, 

0.6330.03 (XtSD), (p<0.01)]. 

PAG-IEF patt•rna of intracellular FP" 

Intracellular FSH r•covred after complation of the incubation p•riod was aleo present in multipl• 

molecular forms (Figures 3 and 5). In all incubations the majority of intracellular FSH recovered 

was identified within pis of 4.9 or leas (61 to 91% of total, Tabla 3); in general, intrac•llular FSH 

was found to be mor• acidic than th• hormona releas•d (compare perc•nt FSH recoverlee within 

pH rangos 5.9-5.0 and <4.9 between Tibies 2 and 3). In thoee cella incubat•d in the ibicenco of 

GnRH, the amount of immunoactive intracellular FSH identified within the pH rango of 6.5 to 1.0 

was minimal (aproximately half the amount identified as hormona secretad) and there more not 

clearly distinguishabl• p•aks of FSH in this aria (Table 3). Cella Incubat•d in the presence of 

OnRH done and thos• treat•d with E2 plus OnRH exhibited the highest relativo amounts of 
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intrac•lullar FSH r•ccvsr•d within a pl valus of 5.9-5.0 rp<0.05 for GnRH clon• va the remalnIng 

groups and for E2 plus GnRH va E2 ■Ion• and E2 plus P4 (Tibie 3)1. 

"Mal 

It la well known that within ■ species, the glycoprotein hormones display • high delires of 

aminoacid s•qusncs conservation (Pierce é Parsons, 1981). How•vsr, ••ch of theme complex 

hormones la not a uniform molecular structurs but rather an array of isoforms that are regulated 

hormonally (Uiloa-Aguirre st al, 1988•). 

We have pr•viousiy shown that rodent pituitary cella that have been •nsimatically dissoclated and 

cultured for M l•ast four days, contain and secrete multipls *pedes of FSH that may be separable 

by PAG-IEF (Ulloa-Aguirre, Coutifaris & Chappsl, 1983). In the pr•sent study, rat anterior pituitary 

colla in cultura released several isoforms of FSH, thus conflrming and extending that report. 

However, under the particular conditions of the study, the PAG-IEF patterns of the hormona 

secretad variad depending on the trsatmsnt administsr•d. Only those mili groups incubated In 

the presenc• of GnRH clon• or in combinatIon with E2, released forma of FSH with leas acidia pl 

valuss and a higher r•csptor-bindinp •ctivity, whilst calla treated with the potent FSH r•1•asing 

factor Activin-A, secretad FSH molecul•a with pl valuss similar to those observad in control and 

sterold-enriched conditions. These findings are in agreement with thos• of Millar, Uno.-Aguirre, 

Hyland & Chappel (1983) who demonstrated that hemipitultary glande from ovarlectomIzed 

hamsters rslsassd a highsr proportion of FSH ~lindes with pl valuss >5.2 whsn incubat•d 

during a short period of time (2 h) in the presence of GnRH, but disagree with the observations 

of Sium & Gupta (1985) who were unable to d•tsct differences between the chromatofocusing 

patterns of FSH secretad by anterior pituitarios incubated during tour hours in the prssenc• or 

absc•nce of this releasing factor. These dlscord•nt resulte mlght be sttributed to differences in 
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experimental designa and methode employed, including the addition of fetal caif serum to the 

media contalning GnRH. 

Considering that the synthesis and secretion of pituitary gonadotrophins Induced by GnRH In 

static non-puleatile in-vitro systems are apparently two uncouplod functional procesa'', and that 

under these conditions the synthesis of gonadotrophins le negligible (Salton, Blum, Jonusen & 

Clayton, 1988; Shupnik, 1990; Welas, Jameson, Burrin & Crowlsy, 1990), it le possIble that the 

secreted lado:Irme of FSH Idontified in the present study ropresented atorad and already 

synthesized fractions of FSH, rather than nswiy eynthesized molecules. Furthermore, the majorlty 

of the FSH molocules rocovered from the cultura media as secretad forme, were probably 

reloased during the first hours following the addition of GnRH, since It is known that cella in 

cultura incubated with GnRH for six hours become rsfractory to further stimulation by the 

releasing hormona, requiring 2 to 4 dan to recover from this refractory condition (Jinnah & Conn, 

1985). Likewise, it le siso possible that GnRH had increased the ralease of leas acidic FSH 

molecule• through post-transiational modifications in the structurs of the ollgosaccharlde chaina 

linked to thair protein core, Including their sialic acid content. Several linos of svidencs support 

this hypothesis: 1. By indirect msthods (neuraminidase trsatmsnt of anterior pituitary extracta) 

Uiloa-Aguirre st al (1984) have previously demonstratod that as the FSH molecules movss clocar 

to the cMhode and becames leas acidic, its sialic acid content docreases; 2. Ws have previously 

shown that enzymatic desialyiation of an acidic FSH isoform with a pi value of 4.8, producsd 

severa) peaks of immunoactive FSH, with more basic pi veludos, that exhibited a higher affinity for 

Concanavalin A than that presentid by the intact untreatsd molecule ( Ulloa-Aguirre 1988b) and 

3. Severa' studies have demonetrated that LH glycosilation may be modified by the addition of 

GnRH to cultured rat pituitarios, with lidie or no effect on apoprotein synthesis (Uu et al, 1976, 

Vogel st al, 1986, Ramey et al, 1987). 
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In contrast to GnRH, rhAct-A which la ibis to Induc• both synthesis and secr•tlon of FSH in static 

In-vitro systems (Schwall, ~once, Szonyl st al, 1988; Atterdi 4 Miklos, 1990), dld not Induce 

detectable incresses In the pi valu•s of the secretad FSH molecules. This finding strongly 

suggests that the chango■ In FSH synthesis and release inducid by the stetic rhAct-A treatment 

were not coupled to significant and/or specific modifIcations in the final structur• of the 

carbohydrat•s linked to the protein coro of the FSH molecules to be secreted by the anterior 

pitultary colla. Evsn though the pi value of FSH molsculss released by the addition of OnRH was 

unaffected by o•stradiol, the presence of progest•rons in the cultura medie prevented the OnRH-

Inducid release of Iris scidic Isoforms of the hormona. The finding that the release of FSH 

triggered by GnRH was unaffected by progesterona sugg•sts that this stsrold selectively 

influenced the m•chanisms by which GnRH might modify FSH glycosilation, without any 

interference upan those mediating FSH release. 

The oyeren data strongly suggest that in in-vivo conditions, the production and ~Mon of ion 

acidic (and more biologically active) forms of FSH by ths anterior pitultary gland l• regulated by 

OnRH and that oestradiol might modulate this elfect indirectly through temporal modifications in 

•ither the rete of synthesis candi« secretion of OnRH at the hypothelemic levet or the pitultary 

responsiveness to this 'elimine hormona. Nevertheless, further studiee are Mili required to clarIfy 

the exact mechanisms by which the pitultary gland may respond to en .ver-changing endocrino 

environment by influencing not only the absoluto amount but siso the potency of the FSH signe' 

to ths gonad. 
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FIGURE LEGENDS 

Figuro 1. Immunoactive concentrada'. of FSH secretad from anterior pitultary cella In cultura 

during exposure to GnRH, recombinant human Activin-A, oestradiol-170 (E2) and 

progesterone (P4) alons or In different time-sequenced combinations lee Table 1). Sara 

identified by different lettere are statistically different (p<0.05). 

Figure 2. Representativo pattsrns of pH distribution of immunoactive FSH secreted from pitultary 

cella in cultura not-exposed (control) and sxpossd to oestradio1-170 (E2), ~radiol plus 

progesterona (P4) or GnRH, alons or in different time-sequenced comblnatIons (seo Tibie 

1). Numbers aboye inch peak of immunoactivity indicate the isoelectric point of that 

Isoform. 

Figure 3. Representativo pattsrns of pH distribution of intracsllular FSH rscovsrsd after exposure 

to sex sterolds or GnRH, alons or in different comblnations. Numbers aboye each peak of 

FSH immunoactivity indicaste the isoelectric point of that Isoform. 

Num 4. A: Ths ability of secreted FSH molecules separated by PAG-IEF to displace 1251-labelled 

FSH from the antlbody in the FSH RIA system employed in this study. O: The abIllty of 

secretad FSH molecules with pi values 5.9-5.0 and 4.9-4.0 to displace 125I-labelled FSH from 

the receptor preparation in the FSH RRA system. 

Figure 5. Representativo pattsrns of pH distribution of intracellular (upper graphs) and secroted 

(lower graphs) FSH recovered aftsr exposure to rhAct-A (Activin-A), oestradloI-170 (E2) plus 

rhAct-A and oestradiol-175 plus progssteron• (P4) plus rhAct-A. Numbers aboye each peak 

of FSH immunoactivIty indicate the isoelectric point of that Isoform. 
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dan 3-42  da~ 

 

PreIncubatIon 
PreIncubatIon 
PreincubitIon 

PreIncubation 
PreIncubatIon 
PreIncubatIon 

PreIncubatIon 
PreIncubatIon 
PreincubatIon 

Nons 
OestradloI3  
Oestradlol plus 
progesterone4  
Nons 
Oestradlol 
Oestradlol plus 
progesterona 
Non* 
Oestradlol 
Oestradlol plus 
progesterona 

Non, 
Oestradlol 

Oestradiol plus progesterone 
GnRH5  
Oestradlol plus OnRH 

Oestradlol plus progesterone plus OnRH 
Activin-A5  
°estudio, plus ActIvIn-A 

 

Oestradlol plus progesterone plus ActivIn-A 

No sterolds or factors added; pielncubation In the presence of 10% fetal calf seruen 

2  Incubstions In the abocine' of fetal calf »ruin 

3  Oestradlol concentration, 3.67 nmo1/1 

4 

 

Progesterona concentretlon, 31.6 nono1/1 

5  OnRH concentretion, 10 nenolil 

6  ActivIn-A concentratIon, 2 nmoln 



TABLE 2 

Changes in the pH distribution of secreted FSH from anterior pituitary cetas in culture 
incubated in the presence or absence (controls) of sex steroids, FSH-releasing factors 
and FSH-releasing factors plus sex sterolds. Values are means t S.D. (na: 3 to 5 IEF runa 
per group). 

FSH per zone (as  % of total recovered) 

pl 6,5 - 6.0 	pl 5,9 - 5.0 	pf 4,9 - 4,0 

Treatment  

Control 

Oestradiol 

Oestradiol+progesterone 

GnRH 

Oestradiol+GnRH 

Oestradiol+progesterone+GnRH 

Activin-A 

Oestradiol+Activ in-A 

Oestradiol+progesterone+Activin-A  

5.3 t 1.88  

5.5 t 2.8a  

3.6 ± 1,4a 

5.8 t 0.98  

7,3 t 1.68  

8.5 t 2.8a  

7,6 t 2.9a  

6.8 t 1.0a  

6.5 t 4.18  

32.1 t 

.21,7 t 

19.7 ± 

43.2 t 

39.4 t 

29.5 t 

21,5 t 

25.1 t 

20.1 t  

1.28  

1.9b 

5,0ab 

2.0c 

2.5c 

2.9ab 

4.0db  

1,9db 

2.2db  

65.6 t 

72.9 t 

76.6 ± 

51.1 t 

53.3 t 

61.5 t 

70.9 t 

68.1 t 

73.4 t  

isoab 

4,5b 

8,6b 

1,4c 

3.6c 

3,8abc 

5,9b  

2,9b 

6,3b  

Means identified by different superscript ietters in the same column are statistically different 
(p 	0.05) (one-way analysis of variance and Duncanis multiple range test). 



Treatment  

Control 

Oestradiol 

Oestradiol+progesterone 

GnRH 

Oestradiol+GnRH 

Oestradiol+progesterone+GnRH 

Activin-A 

Oestradiol+Activ in-A 

Oestradiol+progesterone+Activin-A 

2.4 * 0.6ad 

1.8 * 

2.7 t 

8.6 t 

6.6 t 
7.9 t 

2.0 * 
3.1 t 

4,2 t 

0.4a 
ijab 

2.3c 
3,4cbd 

0.9c 

0,2ab 

1.3a 
1.3ac 

TABLE 3 

Changes in the pH distribution of FSH recovered within anterior pituitary cells in culture 
incubated in the presence or absence (controls) of sex steroids, FSH-releasing factors 
and FSH-releasing factors plus sex steroids. Values are means * S.D. (n= 3 IEF runs per 
group). 

FSH per zone (as % of total recovered)  

pl 6.5 - 6.0 	1_5.9 - 5.0 	p1‘4.9  

14.8 * 1.8" 

6.4 t 1,0ab 

10.7 ± 1.0ab 

29.7 t 7.5c 

20.5 ± 3.2de 
14.8 ± 0.7be 

14.9 ± 1.0ae 

10.9 t 1.5ae 

11.2 t 3.4ae  

82.8 t 1.3abf 

91.7 t 1.2a 

83e8  * 0.8ab 

61.6 t 6.1c 
72.9 t 6,1df 
77.3 t ubde 

83.0 ± 1.2ae 

85.9 t 2,9ae 

84.6 t 4.7ae 

Means identified by different superscript Ietters in the same column are statistically 
different (p C 0.05) (one-way analysis of variance and Duncan's multiple range test). 
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