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PREBENTACION.

El estudio clinico de parejas con problemas de
infertilidad ha permitido la localizacién de algunas de las
alteraciones tanto en el factor masculino como en el
femenino, dando origen al desarrollo de numerosas
metodologias para su solucién. Algunos de los métodos usados
para reunir de forma artificial a los gametos masculino y
femenino para lograr el desarrolle de un embrién y en
consecuencia un embarazo son: inseminacién intrauterina
(IIU), transferencia de gametos a las trompas de Falopio
(GIFT), fertilizacién in vitro y transferencia intrauterina
de embriones (FIVTE). Estas metodologias son altamente
especializadas debido a que los gametos son células muy
fragiles y suceptibles de perecer en condiciones inadecuadas
y por tanto requieren de su mejor conocimiento.

En el caso del gameto femenino se sabe que en un
ciclo ovArice normal, la FSH estimula a un gran nGmero de
foliculos primordiales para su desarrollo. Sin embargo, sélo
uno de éstos foliculos llega a la madurez y, por ende a la
ovulacién; los demds presentan atresia, limitando asi las
posibilidades de un embarazo, ya que se sabe que no siempre
éste 6vulo llega a ser fecundado aln cuando se encuentre en
las mejores condiciones, o bien, en caso de fecundarse, en
muchas ocasiones no se presenta la segmentacidn adecuada, por
lo cual no se produce el desarrollo de un embrién. Son
mGltiples los factores que intervienen en éste proceso, en el
que estd involucrado el estado de madurez del ovocito y del
espermatozoide en forma inicial. En 1los programas de
Reproduccién Asistida los ciclos ovdricos son inducidos
utilizando para ello compuestos como: citrato de clomifeno
(cc), gonadotropina postmenopéusica humana (hMG) ,
bromocriptina, hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y
gonadotropina coriénica humana (hCG). Con éstos inductores de
la ovulacién se estimula a un mayor nfimero de foliculos
primordiales a crecer y madurar, con lo cual se aseguran
mayores posibilidades de embarazo.

En el GIFT y en el FIVTE, los ovocitos son extraidos
de los foliculos ovaricos por laparoscopia o ultrasonido
vaginal. El momento de captura de los ovocitos se realiza en
base al tamafio de los foliculos, medido por ultrasonografia
(mayor de 18 mm de didmetro), a los niveles de estradiol
sérico (mayor a 500 pg/folicule) y a la elevacién sanguinea
de LH.

El grado de madurez del ovocito es importante, ya que
de &l depende el momento en gque sea colocado en presencia de
espermatozoides: si el ovocito es inmaduro al colocarlo en
presencia de éstos se inhibe el desprendimiento del primer
cuerpo polar y ésto impide que el ovocito sea fecundado.

Algunos inductores de la ovulacién sefialan un
desfasamiento entre las caracteristicas morfolégicas del
ovocito y el grado real de madurez, por lo cual se ha buscado
en el 1liquido folicular algiin otro marcador interno gque
permita conocer el estado real del ovocito, ciertos



marcadores han sido estudiados y localizados a nivel de la
produccién de Ep, P4, fosfatasa &cida, proteinas y barrido
espectrofotométrico del 1liquido folicular. Pero mnuchas de
éstas determinaciones son de proceso lento y los resultados
se obtienen varios dias después. Otro parametro que permite
conocer mejor la evelucién del foliculo y del ovocito esta
dado por los niveles de la hormona peptidica, conocida con el
nombre de inhibina o feoliculostatina y que es producida por
las células de la granulosa y se localiza tanto en el liquido
folicular como en el plasma sanguineo. Esta sustancia se
describié primero como una hormona masculina; actualmente se
sabe que es idéntica en ambos sexos y que se localiza en
diferentes especies de vertebradeos e invertebrados.

La actividad de ésta hormona es de gran interés en la
regulacién del eje hipdfisis-génada y por elle surge la
necesidad de realizar una bdsqueda bibliogrdafica que permita
conocer mejor sus caracteristicas fisiolégicas, ademis de
implementar su posible uso en el estudio de la evoluci6én
folicular en ciclos normales e inducidos.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

REALIZAR UN ANALISIS BIBLIOGRAFICO DE LAS
CARACTERISTICAS DE LA INHIBINA.

OBJETIVOS PARTICULARES:

A) CONOCER LA COMPOSICION QUIMICA ¥ ESTRUCTURA, ASY
COMO LAS TECNICAS QUE SE HAN UTILIZADO PARA EL
AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LA INHIBINA.

B) DESCRIBIR LAS HOMOLOGIAS DE LA INHIBINA EN
DIFERENTES ESPECIES Y SEXOS.

C) <CONOCER LOS ORGANOS Y TEJIDOS PRODUCTORES DE
INHIBINA.

D) EXPLICAR LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA INHIBINA,
ASI COMO SU RELACION CON LA ACTIVINA Y LA
FOLISTATINA.

E) CONOCER LA ACTIVIDAD DE LA INHIBINA EN CICLOS
ESPONTANEOS E INDUCIDOS Y SU RELACION CON La
MADURACION DEL OVOCITO.

F) DESCRIBIR LA RELACION EXISTENTE ENTRE LOS NIVELES
DE INHIBINA CON LOS DE FSH, LH, ESTROGENOS,
PROGESTERONA Y PROLACTINA.



1.- EJE HIPOTALAMO HIPOFISIS GONADA.

1,1.- CARACTERISTICAS ANATOMICAS Y FISIOLOGICAS DEL
HIPOTALAMO.

Por definicién, el hipot&lamo estA ubicado por debajo
del talamo éptico y recubre la pared lateral y borde inferior
del tercer ventriculo como un manto nmultineuronal
multisinaptico que en algunos puntos se condensa
constituyendo los denominados "nticleos". SeglGn el tamafio
celular se describe un sistema magnocelular con neuronas nuy
desarrolladas e irrigadas, productoras de vasopresina vy
hormona antidiurética y otro sistema parvocelular, con
elementos mAs pequefios, distribuidos principalmente en el
&drea mediobasal. El1 limite anterjor se corresponde con un
planc perpendicular y frontal al quiasma ©éptico y el
posterior, por otro limite gue pasa por detras de los
tubérculos o cuerpos mamilares. En la parte inferior, el piso
acanalado del tercer ventriculo, recubierte por tejido
nervioso, da origen a una formacién central prominente
llamada eminencia media, donde parece originarse el tallo
pituitario?.

Los limites laterales son mas dificiles de precisar y
como referencia se mencionan distintas estructuras distales
al hipot&lamo, a saber: la porcién mis inferior del t&lamo
Sptico, 1la célpsula interna, el globe palido d&el cuerpo
estriado, el asa lenticular y, por Gltimo la via éptica. Esta
pequefia zona del diencéfalo de aproximadamente 10 g y con una
superficie no mayor de 1 cm2 presenta una inmensa
especializacién andtomica y funcional. La irrigacién
sanquinea del hipotilamo es la mds rica del sistema nervioso
centrall.

2.1.1.~ NGcleos hipotaldmicos.

La porcién lateral, comprende agrupaciones neuronales
(nGcleo hipotalamico lateral) que actGan como estacién de
relevo para las fibras nerviosas que ingresan en los nicleos
mediales principales o salen de ellos (hipotdlamo medio).
Existen ntGcleos en la porcién anterior (pretuberal), media
(tuberal) y posterior (mamilar). En la regién anterior se
observan neuronas de gran tamafio y gran vascularizacién que
constituyen el sistema magnocelular. Incluyen nlcleos como el
paraventricular (hormona antidiurética), el suprabptico
(hormona oxitécica) y el supraguidsmico (ritmos circadianos).
La porcidén intermedia o tuberal presenta en su parte inferior
o ventral numerosos nGcleos de células m&s pequefias (sistema
parvocelular), estrechamente vinculadas con las funciones de
la adenchip6fisis y que por éste motivo fué denominada &rea
hipofisétropa del hipotdlamo. Dentro de é&stos nGcleos, el
nicleo arcuato o subarcuato es el principal productor de
GnRH, que promueve la sintesis de LH y FsH® (Fig 1).
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FIGURA 1: UNIDAD HIPOTALAMO - HIPOFISIARIA.
HEPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS MUCLECS QUE INIEGRAN EL HIPOIALAMO.

(Asch R. 1988. Avances en Reproduccién_Humana.
Ed. Médica Panamericana. Redibujado E. Mercado).



1.1.2.~ Sistema dopaminérgico.

Diseminadas en el nGcleo arcuato y el periventricular
adyacente a &1 y profundamente situado sobre la red lateral
del tercerr ventriculo se encuentran neuronas dopaminérgicas,
cuyos axones se proyectan sobre la zona empalizada de 1la
eminencia media, é&stas terminales se Jjuntan con 1las
provenientes del nilcleo arcuato y el A&rea hipofisdtropa; en
algunas especies animales constituyen hasta el 30 % del
total, todas en intimo contacto con los capilares
sinusoidales del sistema portal y encéfalopituitariol.

1.1.3.—- Conexiones del hipotdlamo.

Esta regién del diencéfale mantiene conexiones con
diferentes &reas del sistema nervioso central mediante vias
definidas o tractos nerviosos, qgque lo vinculan con el
paleocértex y con el neurocédrtex. A su vez presentan una
estrecha asoclacidén funcional con la adenchipéfisis, mediante
el sistema arterial portal.

1.1.4.- Hormonas del hjpotdlamo.

Las células neurosecretoras del sitema nervioso
central se caracterizan por la produccién de sustancias
relativamente simples, de molécula pequefia, gue actdan
modulando la accién de otras neuronas (neurotransmisores) o
bien, modificando el comportamiento de 6érganos blanco a
través de la circulacién sanguinea (neurochormonas). Dentro de
las primeras se encuentran c¢é&lulas monocaminérgicas que
liberan en sus terminales dopamina, norepinefrina,
serotonina, etc. En el segundo grupo se tiene a aquellas
sustancias que se depositan y liberan a nivel de la
neurchipéfisis y a las neuronas peptidérmicas, cuyas hormenas
regulan la funcidn adenohipofisiaria. Dentro de éste WGltimo
grupo se encuentra un decapéptido denominado "hormona
liberadora de gonadotropinas" {GnRH} o bien ‘*hormona
liberadora de LH" (LHRH) cuya funcién es regular la secrecién
de las gonadotropinast.

Este polipéptido se identifica en el hipot&lamo fetal
desde aproximadamente las 12 semanas de vida. Su distribucién
en el sistema nervioso central es relativamente amplia,
hallandose neuronas peptidérmicas de éste tipo afin fuera del
hipotdlamo, por ejemplo en el érgano vasculeoso de la l&mina
terminall,

En la mujer se ha comprobado la naturaleza pulsatil
de la secrecién del decapétido hipotalamico, con ciclos que
se repiten cada 90 a 120 minutos al inicio de la maduracién
folicular, luego la pulsatilidad se regulariza y aumenta
nuevamente en el periddo periovulatorio, para posteriocrmente
disminuir su frecuencia en forma notoria durante la formacién
del Euerpo 1Gteo con pocos pulsos en las 24 horas al final de
éstet.



.1e2.,~ CARACTERISTICAS ANATOMICAS Y FISIOLOGICAS DE LA
HIPQFISIS.

La glandula pituitaria o hipéfisis es un 6rgano
pequefio, que pesa alrededor de 0.5 gr y cuyas dimensiones
normales en el humano son aproximadamente 10 x 13 x 6 mm,
Descansa en la base del cerebro, debajo del hipotdlamo, con
el cual tiene relaciones anatémicas 2y funcionales, en una
cavidad Ssea llamada la "silla turca" €.

La pituitaria se forma tempranamente en 1la vida
embrionaria y tiene un origen doble, que se desarrolla en
parte del ectodermo oral y en parte del tejido nervioso. La
parte gue se origina del tejido nervioso, se desarrolla a
partir de una evaginacién del piso del diencéfalo y crece
caudalmente sin separse del cerebro, formando un tallo. Una
evaginacién del ectodermo del techo de la boca primitiva del
embrién crece cranealmente, formando una cavidad 1llamada
"bolsa de Rathke", en una etapa posterior, una construccién
en la base de ésta bolsa lo separa de la cavidad oral. Su
pared interior se desarrolla al mismo tiempo, reduciendo el
tamafio del lGmen de &sta, gque se vuelve un tejido pequefio?
(Fig 2a, B Y C).

La parte de la pituitaria que se desarrolla del
tejido nervioso se conoce como neurohipéfisis. Consiste en
una porcién larga, la "pars nervosa" o proceso infundibular y
el infundibulo o tallo neural. El infundibulo estd compuesto
por el tallo y la eminencia media; se une con el hipotdlame
que sirve para conectar la pituitaria con el sistema nervioso
central. A través del infundibulo pasan tractes nerviosos
importantes y sustancias que actuaran sobre el 1ébulo
anterior de la pituitaria? (Fig 3).

La parte de 1la pituitaria que se origina del
ectodermo oral se conoce como adenchipéfisis y esti
subdividida en tres porciones; una parte larga, la '"pars
distalis" o "16bulo anterior", una parte craneal o 'pars
tuberalis" gque rodea al infundibulo y la parte intermedia
"pars intermedia", entre la neurohipédfisis y la '“pars
distalis", separada de é&sta Gltima por el tejido remanente de
la cavidad primitiva de 1la bolsa de Rathke, 1la cresta
residual? (Fig 3).

El 1lébulo posterior de la pituitaria consiste de 1a
“"pars nervosa'" y de la "pars intermedia®. La glandula esté
cubierta por una cipsula de tejido conectivo y est& situada
en una depresién del hueso esfenoide. Entre el periosteo del
hueso esfenoide y la céapsula de la gl&ndula pituitaria se
encuentra tejido conectivo laxo con un drenaje abundante de
vasos? (Fig 3).
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LLO EMBRIONARIO DEL COMPLEJO HIPOTALAMO - PITUITARIA EN HUMANO,
ami E. 1989. Handbook of human growth and developmental biology.
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PIGURA 2-C: DESARROLLO POSTERIOR DE LA HIPOFISIS
SEQCIONES SAGITALES DEL DESARROLLO DEL COMPLEJO HIPOTALAMO - PITUITARIA
A LAS 4, 6 Y 16 SEMANAS DE GESTACION.

FIGURA 2: DESARROLLO EMBRIONARIO DEL CCMPLEJO HIFOTALAMO - PITUITARIA EN HUMANO.

{Meisami E. 1989, Handbook of human th and devel tal biol .
C.R.C. Press Inc. Kedibujado V. de %tanam ¥ E. Hg%ol.



1.2.1.- orte s u Q.

El aporte de sangre de la pituitaria deriva de dos

grupos de vasos sanguineos: de la parte superior, las
" arterias hipofiseales superiores derecha e izquierda, y de la

parte inferior las arterias hipofiseales inferiores derecha e
izquierda. Las arterias hipofiseales superiores posteriores y
anteriores abastecen principalmente la porcién mis craneal
del tallo pituitario, donde se ramifican. Al mismo tiempo
tienen ramas hacia la porcién hipotalamica y caudal del tallo
pituitario. Los capilares asi formados se juntan nuevamente
dando origen a venas que se dividen nuevamente en la "pars
distalis®, formando capilares sinusoides, constituyendo asi,
un sistema portal? (Fig 4).

Esta disposicién vascular hace posible el transporte
de hormonas de la porcidén craneal del tallo pituitario a las
c&lulas de la "pars distalis". Hay dos arterias hipofiseales
menores corriendo a lo largo de la glindula y abasteciendo el
16bulo posterior de la pituitaria. La sangre de ambos lé&bulos
pituitarios, drena al seno cavernoso a través de muchos
canales venosos2 (Fig 4).

El abastecimiento nervioso del 18bulo anterior se
deriva del plexec carotideo que acompafia a las ramas
anteriores. Estos nervios parecen tener una funcién
vasomotora y no afectan directamente a las células del 1lébulo
anterior?,

1.2.2.- Estructura celular de la hipé6fisis.

Se clasifican en tres tipos en base a la hormona que
secretan y a sus caracteristicas de tinciénZ2.

a) células somatotrépicas.

Ultraestructuralmente se observan con el microscopio
electrénico por sus numerosos grinulos secretores densos de
300-350 nm de didmetro. La célula tiene un nGcleo central
cerca del cual se encuentra un gran aparato de Golgi. Est4n
relacionadas con la produccién de hormonas de crecimiento2.

b) células mamotrépicas.

Al microsc6pio electrénico se observan con granulos
secretores densos 550-600 nm de di&metro y son de varias
formas. El nimero y tamafio de éstas células aumenta durante
el embarazo y la lactancia. Secretan hormona lactogénica
(hormona luteotrépica, LTH, también llamada prolactina)®.

c) Células gonadotropas.
Las células gque producen la FSH muestran, tanto al
microscépio 6ptico como electrénico, un - cuerpo celular
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FIGURA 3: PARTES QUE COMPONEN LA PITUITARIA Y SU RELACION CON EL HIPOTALAMO.
{Junqueira L.C. 1977. Basic Histology. Lange Medical Publications.
Redibujado E. Mercado¥.,



redondo y grande. En el citoplasma se observan gréanulos
secretores densos usualmente de 200 nm de diimetro. E1
aparato de Golgi estd bien desarrollado. El ;eciculo
endopldsmico granular estd compuesto de elementos vesiculares
distendidos.

Por otro lado estan las células gonadotropas due
secretan IH (en el macho también se llama hormona
estimuladora de 1las cé&lulas intersticiales (ISCH). Estas
células son pequefias y redondas, con granulos densos mis
grandes y m&s uniformes en tamafio - aproximadamente 250 nm de
diametro-~ que los gue producen FSH.

En el humano ambos tipos de células gonadotropas se
distribuyen Gnicamente a lo largo de la pituitaria, y ambas
pertenecen al subgrupo baséfilo.

qa) Células tirotrépicas. Producen TSH (hormona
estimuladora de la tiroides o tirotrofina), est&n localizadas
principalmente en la parte central de la adenohipéfisis. Son
largas y poliédricas, ficilmente identificables en el
microscépio electrénico por sus granulos pequefios (120-200 nm
de diametro).

e) Células corticotropas y melanotropas.

Las células corticotropas producen hormona
adrenocorticotropa, (corticotropina, ACTH) y 1las células
melanotrépicas proeducen hormona estimulante de los

melanoccitos (MSH). Las células humanas corticotropas humanas
se identifican por inmunotincién con un antisuero especifico
para corticotropina. Se encuentran principalmente en la parte
central de la pituitaria, algunas en la porcién lateral y
algunas en la pars tuberalis.

1.2.3.- Pars distalis.

En oposicidén a la neurohipéfisis que tiene algunas
caracteristicas del sistema nervioso, 1la parte de la
pituitaria que deriva del ectoederme oral presenta la
apariencia tipica de una gldndula endécrina, compuesta de
células agrupadas en cordones y foliculos. Sus capilares
sinusoides son clé&sicamente considerados como parte del
sistema macrofagico, aungue ha sido verificado que sus lineas
celulares no tienen la capacidad de fagocitarZ2.

En esta regidn se han descrito tres tipos de células:
foliculares, croméfobas y croméfilas.

Las células foliculares son largas, con procesos
citoplasmicos en forma de estrella que se interconectan
formando una red gque parece constituir puentes entre los
capilares. Han sido descritos en varias especies (incluyendo
la humana), tienen un citoplasma claramente perinuclear con
pocos organeles y pocos o ningn granulo secretorio.
Probablemente formen parte del estroma de soporte de las
células glandulares?2,
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FIGURA 4: ABASTECIMIENTC DE SANGRE EN LA HIPOFISIS.
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Las células crom&fobas reciben éste nombre porgue no
tienen 'afinidad con las tinciones normalmente usadas en
histologia. Cuando se observan en el microscépio 6ptico no
presentan gr&nulos secretores visibles pero en el mi¢roscépio
electrénico la mayoria de ellos los presenta y por ello son
células glandulares activas?.

Las células croméfilas contienen granulos
citoplasmiticos especificos que tienen gran afinidad con
algunas tinciones. Se encuentran generalmente cerca de los
capilares. Se clasifican como acidéfilas o baséfilas segiGn la
afinidad de sus grénulos para las tinciones &acidas o basicas.

Las hormonas sintetizadas en la pars distalis son
capaces de ejercer varias clases de efectos. Algunas tienen
acciones metab6licas generales en el organismo completo,
mientras gque otras actfian sobre estructuras especificas
conocidas como "érgano blance", éstos Gltimos incluyen casi
todas las démas glandulas endécrlnas2 (Fig 5).

Estudios del abastecimiento de sangre a la pituitaria
revelan gue su sistema portal puede transportar sustancias a
la pars distalis, producidas en el hipotdlamo y acumuladas en
la regién infundibular y tuberal del hipot&lamo. Se les han
1llamado factores liberadores o inhibidores de acuerdo a su
capacidad para estimular o inhibir la liberacién de hormonas
producidas por 1las células de 1la pars distalis. Del
hipotdlamo de mamiferos se han extraide los siguentes
factores:

Factor liberador de la hormona de crecimiento

Factor inhibidor de la hormona de crecimiento

Factor liberador de la prolactina

Factor inhibidor de la prolactina

Factor liberador de la tirotropina

Factor liberador de la hormona foliculo estimulante

Factor liberador de la hormona luteinizante

Factor liberador de la corticotropina

Se ha postulado gque éstos factores son sintetizados
en el cuerpe de neuronas hipotalamicas o extrahipotalamicas
ain desconocidas, y transportadas por sus axdnes a una regién
especifica del hipotalamo: la eminencia media. En ésta
regién, se cree que los factores son acumulados en forma de
grdnulos secretorios en dilataciones con forma de bulbos al
final de los axones. Estas estructuras est&n muy cercanas a
vasos capilares primarios del sistema portal pituitario,
mediante el cual se transportan los polipéptidos activos
liberados de 1la eminencia media a la pars distalis. E1l
control de la funcidén de las gléndulas por la influencia de
las hormonas de la pars distalis es unos de los papeles mas
importantes de la pitultarla Yy estd acompafiado por mecanismos
de retroalimentacién:



Nicleo supraéptico

o

) Raa‘prsorcidn del agua

@

Rifon

Homa ar Qoamientn via
rlato g

epifigeal f ][ 2
T FSH'
= Factor . K
hoperghoémico Bpeomto>-
Misculo crecimiento geais T ——— Testioun

PIGURA 5: EFECIO DE VAKIAS HORMONAS FITUITARIAS SUBRE ORGANOS ¥ HLANCOS. °
{Junqueira L.C. 19/7. Histology. lage Mxliml RAsliovtyrs. Redihijabo E
Mevado) . .



1.2.4.- pars tuberalis.

Es la regién que rodea el infundibulo de 1la
neurohipé6fisis, microscépicamente estd muy vascularizada;
para lo cual se conecta con las arterias hipofiseales
superiores que forman, en &sta regién, la parte inicial del
sistema portal hipofiseal. Sus células difierea en estructura
e histogquimica de las de la pars distalis. Est&n arregladas
en cordones alrededor de los vasos sanguineos y su funcién
atn se deconoce2,

1.2.5.~ Pars intermedia.

En el humano es una regidén rudimentaria, compuesta de
células bas6filas que presentan granulos secretores pequefios
(200-300 nm) apenas visibles en el microscépic electrédnico.
la fisura que se origina de la bolsa de Rathke, raramente se
encuentra en el adulto y, en su lugar, aparecen foliculos
alineados por epitelio cuboidal; conocidos como quistes de
Rathke. La pars intermedia sintetiza un polipéptido, 1la
hormona estimuladora de los melanocitos, que en los anfibios
actGa sobre los melanéforos, causando dispersién de los
granulos de melanina y, consecuentemente, oscureciendo 1la
piel del animal. En el hombre la funcién de é&sta regién no
guarda paralelismo.
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1.3.~ CARACTERISTICAS ANATOMICAS DEL OVARIO, CICLO OVARICO Y
CICLO HORMONAL.

: La influencia de la FSH y la LH en la formacién de
6vulos y espermatozoides en las gbnadas es muy importante, ya
que de ellas depende en gran parte la concepcién de un nuevo
organismo y el funcionamiento del eje hipot&lamo-hip6fisis-
génada3.

Las c¢élulas que daran origen a los &vulos y
espermatozoides, embrionariamente derivan de las células
germinales primordiales (CGP), que se encuentran inicialmente
en el endodermo del saco vitelino, cerca del alantoides.
conforme avanza el desarrollo del organismo van migrando,
ayudadas por pseudépodos y corrientes sanguineas, primero al
intestino (aproximadamente de 13-20 somitas), 1luego al
mesonefros (aproximadamente 20 somitas y alrededor de los 30
dias después de la fertilizacién) y, finalmente, hacia el
quinto mes de vida intrauterina, al primordio gonadal; donde
la diferenciacién en 1la 2zona cortical resultard en 1los
ovarios y en la zona medular en los testiculos3 (Fig 6).

Durante todo el +trayecto, el nGmero de células
aumenta por mitosis, pero el aumento es mayor al llegar a la
regién gonadal (Tabla 1). Después de la Gltima divisién
mitética, comienza la interfase celular, durante la cual se
replica ADN para la meiosis y el nilicleo se aprecia ccmo una
mancha, ésta etapa también se conoce con el nombre de
preleptéteno por ser previa a la profase mei6ica que comienza
inmediatamente después con el leptdteno, identificado por el
namero diploide de cromosomas del padre y de la madre,
seguido del cigéteno que se caracteriza por la atraccién de
los cromosomas homélogos y su apareamiento o sindpsis en
algtn punto, la duracién de &sta fase es muy corta y continda
con la etapa de paguiteno, un poco mids larga en comparacién,
en la que los cromosomas est&n apareados en toda su longitGd,
acortindose y engrosdndose por espiralizacién mientras gque se
lleva a cabo el intercambio genético., En la sigquiente fase,
pagquiteno tardfo, se observa la formacién de tétradas;
sequido de é&sta, el dictiéteno marca un periédo de letargo
durante el cual los cromosomas son altamente difusos y se
replica ARN mensajero. Finalmente, la repulsién de los
cromosomas y su separacién excepto en las zonas dénde ha
ocurrido el entrecruzamiento (guiasmas) marca la etapa del
dipléteno3.

Hasta ésta fase el proceso es idéntico para
espermatogénesis y ovogénesis; posteriormente los oveccitos
entran en un letargo que se termina poco antes de 1la
ovulacién, con cambios mei6éticos preovulatorios en el
foliculo de Graff. En especies como la humana, el primer
ovocito viable lleva a cabo la meiosis en la pubertad, y el
Gltimo en pasar por la maduracién preovulatoria se encuentra
en mujeres de 45 a 50 afiosd.



TABLA 1

DIFERENCIACION DE LAS CELULAS GERMINALES
EN EL OVARIO FETAL HUMANO

ETAPA DE DESARROLLO EDAD FETAL APARIENCIA DEL OVARIO
(SEMANAS)
INDIFERENCIA SEXUAL 4-6 CELULAS GERMINALES
MIGRAN AL CANAL GENITAL
DIFERENCIACION SEXUAL 6-9 DIFERENCIACION TESTICULAR
DE LAS GONADAS EVIDENTE, OVARIO NO

DIFERENCIADO CON CELULAS
GERMINALES PRIMITIVAS

PROLIFERACION DE 9-1 OVOGONIAS EN INTERFASE Y
OVOGONIAS MITOSIS

INICIA LA OVOGENESIS 11-12 COMIENZA LA MEIOSIS
DIFERENCIACION DEL 12-18 OVOCITOS PASAN A LA
oVvocCIiTo PROFASE MEIOTICA, LAS

OVOGONIAS PRESENTAN
MUCHAS CELULAS
GERMINALES EN
DEGENERACION

FORMACION DEL 18 - 20 COMIENZA LA FORMACION
FOLICULO DEL FOLICULO

CRECIMIENTO DEL 20 - FINAL CONTINUA LA FORMACION DEL
FOLICULO FOLICULO, SE COMPLETA LA

PIFERENCIACION DEL OVOCITO
HASTA EL DIPLOTENO Y
COMIENZA EL CRECIMIENTO
DEL FOLICULO
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PRIMORDIO GONODAL
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.Emisidén y divisién del ler. cuerpo polar
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Mayoria de Mamiferos

28 DIVISION MEIOTICA
FERTILIZACION
EMISION DEL 22 CUERPO POLAR

PIGURA 6: ETAPAS DE LA OVOGENESIS,
(CGP = Células Germinales Primordiales)

Agustin C.R. 1972, Reproduction in Mammals.
Cambridge University Press.
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En contraste, la meiosis en el macho comienza hasta
la pubertad pero contjinia sin interrupcién durante toda la
vida adultad.

Muchas de las células germinales degeneran durante el
periédo prefolicular, ésto ocurre de tres formas distintas:
afectando las oveogonias en mitosis, a los ovocitos en
paquiteno o en diplSteno. El resultado es una reduccién
marcada en el nGmero de ovocitos de un pico de 7 millones a
mitad de 1la gestacién, a aproximadamente 2 millones al
momento del nacimiento (Fig 7). Posteriormente, en la hembra,
el nGmero de ovocitos también se reduce durante la atresia y
la ovulacién, en contraste a lo que ocurre en el macho, en el
que los espermatocitos pasan por las fases de la meiosis
continuamente durante la vida adulta3.

Al momento del nacimiento, 1lo ovarios de ratas,
cuyos, ovejas, vacas, mohos y humanos poseen ovocitos en
etapa de dipléteno. Pero los ovarios de conejos, comadrejas,
minks y hamsters dorados; poseen ovogonias y la profase de la
meiosis se completa durante las primeras semanas de nacidos.
Después del nacimiento, el posterior crecimiento de 1los
ovocitos se da al desarrollarse células epiteliales alrededor
de éstos, lo cual hace gue el ovocito aumente de tamaifio,
identificindose como "foliculo primordial%(Fig 6). En éste
momento el ovocito mide aproximadamente 25 Micras de
dismetro, posee una membrana basal y una sola capa de células
de granulosa y se encuentra en la zona cortical ovarica.
Durante ésta etapa no hay participacién de las
gonadotropinas3 (Fig 8).

Cuando el ovocito ha alcanzado un tamafic de
aproximadamente 200 Micras comienza el crecimiento por
multiplicacién de las capas de células de granulosa. Se
observa sintesis de ADN y el ovocito se aproxima a la médula,
gue es una zona muy vascularizada y endocrinolégicamente més
activa, formando las tecas (tejido que rodea al foliculo).
Ademds, aparecen la uniones de hendidura, que son sitios
especializados en las células de 1la granuloesa (cg) gue
facilitan el paso de informacién. Al final de é&sta etapa que
caracteriza al foliculo primario, el ovocito se encuentra
rodeado por la zona pelficida y continGa sin cambios hasta la
ovulacién. Esta Gltima zona consiste de mucopolisaciridos y
material digerible por tripsina, es una acumulacién de
material fibrilar entre las células de la granulosa y la
superficie del ovocito, gue posteriormente se va fusionando
para formar una capa gelatinosa; cuya funcién es la
transferencia de nutrientes y el bloqueoc del paso de solutos
de alto peso molecular como polisacldridos Yy proteinas.
Alrededor del foliculo también se desarrolla una capa
vascular, llamada teca interna, que representa una fuente de
nutrientes3 (Fig 9).

En el aspecto hormonal, aparecen 1los receptores de
FSH y estrdgenos, hay sintesis de receptores de testosterona
Yy se dispone ya de una estructura enzim&tica para la sintesis
de esteroides como progesterona, andrbgenos y estrégenocs
(aunque su produccién es 1limitada), hay aromatizacién de
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PRIMORDIALES)
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ETAPAS DEL DESARROLLO DEL OVOCITO HUMANO.

1) Antes del nacimiento, una pequefa porcién de foliculos primordiales
comienza a crecer secuencialmente.

2) Algunos foliculos en desarrollo acumlan fluido para convertirse en
foliculos antrales.

3} En la pubertad, una vez al mes, la elevacién de LH activa alrededor de
20 foliculos para acelerar su crecimiento, sin embargo, sélo uno de
éatos llega a la madurez y ovula; el ovocito primario en éste foliculo
campleta la Meiosis I para formar un cuerpo polar y un ovocito

secundario, .
4) El ovocito secundario, detenido en la metafase de la meiosis II, es
liberado junto con cuerpo polar y varias capas de células

foliculares, al mamento de la ruptura del foliculo en la superficie del
wnrio. El avocito secundario campletard la segunda division meibtica
convertirse en un Svulo maduro, sdlamente si es fertilizado.

~A].ben: B. 1989. Molecular Biology of the Cell.
Grarland Publishing Inc.
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andrdgenos que facilitan la sintesis de receptores de FSH y
estrégenos asf{ como la multiplicacién de las células de la
granulosa. La produccién de andrégenos se debe a la teca y es
dependiente de LH 3.

Posteriormente el folicule secundario o antral se
caracteriza por la formacién de espacios confluentes gque se
van llenando de liquido folicular y poco a poco desplazan al
ovocito a un polo para formar el cumulus ophorus (latin
cumulus, montén oén, huevo, phorus, portador) (Fig 8). .La
formacién del antro folicular favorece la nutricién del
ovocito y las células de la granulosa, ya que el liquido
folicular contiene mucopolisaciridos (secretados por las cg)
Y es un reservorio hormonal (Tabla 2). Se hace evidente la
dominancia del foliculo debido a la vascularizacién tecal y a
la actividad de las gonadotropinas y de otros factores como
la inhibina. El estradiol y la FSH que se encuentran el el
liquido folicular garantizan el crecimiento posterior del
foliculo, facilitando la multiplicacién de las células de la
granulosa y por tanto una mejor expresién de las aromatasas.
La concentracién de LH es baja durante ésta fase y continda
asf hasta que el foliculo esta préximo a la ovulacibn,
también se desarrcllan receptores de_ prostaglandinas y
prolactina y comienza la esteroidogénesis3 (Tabla 3).

Finalmente, el foliculo terciario o preovulatorio se
caracteriza por tener una antro completamente formado, el
cumulus oophorus se encuentra separado del resto de las
células y flota libremente en el liquido folicular, el
ovocito ha alcanzado los 20 mm de diametro, las células de
granulosa se encuentran cargadas de lipidos precursores de
una esteroidogénesis m&s activa y se inicia la divisién
reducciénal (Fig 8). Hormonalmente se observa una mixima
produccidn estrogénica que se mantiene por mas de dos dias y
que genera una retroalimentacién positiva para la oleada de
LH, entre las 25 y las 35 horas antes de la ovulacién.
Comienza 1la produccién de progesterona y los estrégenos
ejercen una retroalimentacién negativa sobre la FSH. La LH
participara posteriormente en la ovulacién Y en la
luteinizacién. La progesterona presenta niveles altos
aproximadamente 24-48 horas antes de la ovulacién,
contribuyendo al pico de LH, ejerciendo una retroalimentacién
positiva sobre los estrdgenos y actudndo como mensajera de
gue el foliculo se encuentra listo para la ovulacién3.

Mientras tanto, la divisién reduccional se ha
reiniciado dentro del ovocito. La "maduracién preovulatoria®
comienza con la metafase I; caracterizada por la unién de los
cromosomas bivalentes y su disposicién en microttbulos en el
ecuador del huso, continuéndo con la anafase I, que implica
el movimiento de los cromosomas bivalentes a los extremos del
huso y 1la orientacién de éste radialmente, su rotacién
completa concluye en la telofase; en la que se observa la
repulsién de los cromosomas y la divisién del citoplasma que
origina dos células hijas; una con menos citoplasma gque
formar4 el primer cuerpo polar y otra con mayor citoplasma
que sera el ovocito secundario. Este altimo a su vez,
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FIG 9.- DIAGRAMA DE UN OVOCITO DE MAMIFERO

Mesami E. 1989. Handbook of Human
Growth and Developmental Biology.
C.R.C. Press Inc.

{Redibujado E. Mercado)




TABLA 2

CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS Y PROTEINAS
EN EL FLUIDO FOLICULAR DE VACAS Y HUMANOS

VACAS
CARBOHIDRATOS FLUIDO FOLICULAR
{mg/100 ml)

GLUCOSA 39 - 43
OTROS CARBOHIDRATOS 8.3-105
ACIDO LACTICO 78 - 95
AZUCARES REDUCTORAS 35.3
HEXOSAS UNIDAS FOLICULOS 119.1
A PROTEINAS PEQUENOS ~

FOLICULOS 91.9

GRANDES :

HUMANOS :
PROTEINAS “21 "FLUIDO FOLICULAR
- (mg %}

ALBUMINA 3 2560
~4GLICOPROTEINA 45
1g G T 580
B, A - GLOBULINA 45
TRANSFERRINA 149
HAPTOGLOBULINA 65
Ig A 75
IgM 17
=¢;MACROGLOBULINA 28




TABLA 3
ETAPAS Y CARACTERISTICAS DEL DESARROLLO

DEL FO

LICULO

FOLICULO PRIMORDIAL

CARACTERISTICAS GENERALES

HORMONAS PARTICIPANTES

- ovociTe 25ym DE DIAMETRO

= OVOCITO, MEMBRANA BASAL Y CAPA DE CELULAS
CUBICOPLANAS DE GRANULOSA

~ EN CORTICAL GVARICA

NO PARTICIPAN GONADOTROPINAS

FOLICULO

PRIMARIO

- 2004m
- CRECIMIENTO {SINTESIS DNA, MULTIPLICACION DE
CELULAS DE LA GRANULOSA, DE 3 A § CAPAS)

- APROXIMA A MEDULA PARA FORMAR TECAS
UNIONES DE Hi A (SITIOS
ESPECIALIZADOS EN CELULAS GRANULOSAS QUE
FACILITAN EL PASO DE [NFGRMACION)

- FORMACION DE TECAS {TEJIDO QUE RODEA AL
FOLICULOY

« MIGRACION A LA MEDULA (ZONA VASCULARIZADA,
ENDOCRINOLOGICAMENTE ACTIVA)

- AL FINAL ESTA RODEADG POR ZONA PELUCIDA Y
CONTINUA SIN CAMBIOS HASTA LA OVULACION

« APARECEN RECEPTORES FSH Y EZ

- SINTESIS DE RECEPTORES DE TESTOSTERONA

- DISPONE DE ESTRUCTURA ENZIMATICA PARA LA
SINTESIS DE ESTEROIDES (PROGESTERONA,

Al Y EST PERO SU P

ES LIMITADA EN ESTE PERIODO

~ AROMATIZACION DE ANDROGENOS, FACILITANDO
SINTESIS DE RECEPTORES FSH Y EB

- MULTIPLICACION DE CELULAS DE LA GRANULOSA
+ ANDROGENOS PRODUCIDOS POR TECA
DEPENDIENTES DE LH

FOLICULO SECUN

DARIO O ANTRAL

- LOS ESPACIOS CONFLUENTES SE LLENAN DE LIQUIDO
FOLICULAR Y DESPLAZAN AL OVOCITO A UN POLO
PARA FORMAR EL CUMULUS OOFORUS

- FORMACION DE ANTRO FOLICULAR {NUTRICION DEL
OVOCITO Y CELULAS DE LA GRANULOSA)

- CRECIMIENTQ A 200gm - 20mm (ANTES DE LA
OVULACION)

- LIQUIDD FOLICULAR (MUCOPOLISACARIDOS
SECRETADOS POR CELULAS DE LA GRANULOSA,
RESERVORIO HORMONAL}

-~ DOMINANCIA DEBIDA A LA VASCULARIZACION
TECAL, LA ACTIVIDAD DE LAS GONADOYROFINAS Y
OTROS FACTORES COMO LA INHIBINA

« ESTRADIOL Y FSH EN LIQUIDO FOLICULAR QUE
GARANTIZAN EL CRECIMIENTO POSTERIOR DEL
FOLICULO, FACILITAN LA MULTIPLICACION DE
CELULAS DE LA GRANULOSA Y POR LO TANTO MEJOR
EXPRESION DE AROMATOSAS

- BISMINUCION DE LH HASTA QUE EL FOLICULD ESTA
PROXIMO A LA OVULACION

- ESTEROIDOGENESIS

- DESARROLLO DE RECEPTORES DE
PROSTAGLANDINAS Y PROLACTINA

FOLICULO TERCIARIO

O PREOVULATORIO

~ ANTRO COMPLETAMENTE FORMADO

~ CUMULUS SEPARADO DEL RESTO DE LAS CELULAS Y
FLOTANDO LIBREMENTE EN EL LIQUIDO FOLICULAR
«REINICIO DE DIVISION REDUCCIONAL

« CELULAS DE LA GRANULOSA CARGADAS DE LIPIDOS
PRECURSQRES DE UNA ESTERQIDOGENESIS MAS
ACTIVA

+ LAS CELULAS TECALES SE VACUOLIZAN

- 20 mm DE DIAMETRO

- MAXIMA PRODUCCION ESTROGENICA QUE SE
MANTIENE FOR MAS DE DOS DIAS Y QUE GENERA UNA
RETROALIMENTACION POSITIVA POR OLEADA DE LtH
ENTRE 25 Y 35 HRS ANTES DE LA OVULACION

- COMIENZA LA PRODUCCION DE PROGESTERONA

- ESTROGENOS, RETROALIMENTACION NEGATIVA FOR
FSH ANTES  DEL PICO DE FSH; °° DE MAYOR
MAGNITUD GUE LH (OVULACION, ATRESIA,
LUTEINIZACION}

- AUMENTO DE PROGESTERONA {24 - 48 HRS ANTES
DE LA OVULACION, CONTRIBUYE AL PICO LH,
RETROALIMENTACION POSITIVA DE ESTROGENOS,

MENSAJERO)
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continuara con la segunda divisién meiética, iniciando con
una profase muy corta o casi inexistente, seguida de 1la
metafase II, que en la mayoria de las especies es de
desarrollo letargico y se lleva a cabo durante la ovulacién
en la mayoria de 1los mamiferos. Después de 1la segunda
divisién meidtica, en la metafase, el proceso se detiene
hasta la penetracién del espermatozoide3 (Fig 10).

Durante la ovulacién el ovocito sale del foliculo de
Graff, estimulado por un aumento de LH, la pared del foliculo
de Graff se adelgaza formando el estigma, luego, en el &rea
de las células de granulosa ocurre una picnosis celular y las
células son fagocitadas o arrojadas a la cavidad folicular
hasta que se abre un hueco y sale fluido folicular junto con
el ovocito, que es llevado a la Trompa de Falopio por
corrientes ciliares. Se cree gque los mecanismos de ruptura
del folfculo se deben a un aumento de prostaglandinas
iniciado por LH, que aumenta el volamen del liguido y que,
probablemente; la pared sea digerida por enzimas
proteoliticas especiales y/o gque por contraccién gde las
fibras musculares lisas se expulse el cumulus oophorus3.

Lo que queda del foliculo después de la ovulacién,
se convierte en el cuerpo amarillo o cuerpo lGteo y funciona
como una glandula endécrina que secreta progesterona,
controla la duraciédn del ciclo reproductivo y mantiene el
embarazo. Tiene una vida finita dependiendo de que exista
embarazo, después degenera y deja una cicatriz llamada corpus
albicans. En caso de no haber embarazeo, se da la luteélisis,
es decir; la pérdida de sensibilidad del cuerpo lGtec a LH
por reduccisdn del nGmero de receptores y, por ende, la
reduccién de la esteroidogénesis. La inhibicién de la unién
de la LH a su receptor se debe a la cibernina y el fendémeno
es iniciado por estradiol y mediado por prostaglandinas3.
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1.4.~ RELACION DE LA INHIBINA CON EL EJE HYPOTALAMO HIPOFISIS
GONADA.

Cuando el ovocito y el cumulus oophorus han sido
expulsados del ovario, son transportados por corrientes
ciliares hacia el infundibulo. <Como resultado de los
movimientos de é&ste fltimo sobre la superficie del ovario,
durante la cvulacidn, el ovocito es capturado y llevade a las
profundidades del oviducto, donde el transporte ocurre tanto
por corrientes ciliares como por contracciones musculares.

Por otra parte, los espermatozoides pasan del
testiculo al epididimo siquiendo hacia un conducto de
dimensiones mayores, el vas deferens y posteriormente a la
uretra, de donde son expulsados durante 1la eyaculacién
ayudados por contracciones musculares Yy secreciones de
algunas glandulas accesorias cuyos ductos desembocan en la
parte terminal del vas deferens o en la uretra. En conjunto,
las contribuciones de é&stas fuentes, las secreciones del
testiculo, epididimo, vas deferens y 1los espermatozoides
suspendidos constituyen el semen.

El plasma seminal o liquido seminal contiene ademas,
sustancias quimicas como fructosa, sorbitol, inositol, &cido
citrico, fosforilcolina, ergotioneina y
glicerilfosforilcolina, todas ellas relacionadas con el
metabolismo de los espermatozoides. No abstante, también se
localizan en éste sustancias que actGan como inhibidores de
la reaccién acrosomal y gue son de naturaleza glicoprotéica.

El semen eyaculado en la vagina es filtrado en el
moco cervical, en el cual pierde el liquido seminal y con &l
todes los factores inhibidores. A continuacién se produce la
capacitacién del espermatozoide y, al alcanzar la superficie
del 6vulo, la reaccién acroscmal que permite la penetracién
del material genético del espermatozoide al seno del plasma
del 6vulo. El1l siguiente paso es la decondensacién de los
pronticleos masculinos y femeninos, el reconocimiento de los
cromosomas homdlogos, la alineacién de éstos en el huso
acromdtico y la primera segmentacidén que da origen a un pre-
enbrién de dos blastémeros.

Los eventos anteriores se presentan de forma normal
en ciclos naturales, en cambio, en los ciclos inducidos se
presenta el problema de que ne todos los ovocitos alcanzan el
mismo grado de madurez durante la induccién y que 1la
morfologia de éstos al microscépio no siempre est&
sincronizada con los niveles de hormonas en el liquido
folicular, por lo que seria importante hacer mediciones de
compuestos como la inhibina (Fig 11} en el microambiente de
cada &évulo en particular para conocer mejor el estado
fisiolégico en el que se encuentra cada ovocito y programar,
de é&sta forma, los procedimientos a seguir con cada uno de
ellos en particular.
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2.~ REVISION DEL CONOCIMIENTO ACTUAL DE LA INHIBINA.

2.1.~ COMPOSICION QUIMICA, ANALISIS ESTRUCTURAL,
AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION.

De Jong y Robertson & revisaron los diversos trabajos
existentes acerca de la inhibina y encontraron los siguientes
aportes:
Desde 1923 Morttram y Cramer® habian observado la
hipertrofia de las células de pituitaria después de la
irradiacién de los testiculos de ratas adultas. Encontraron
que las Gnicas estructuras testiculares afectadas por el
tratamiento eran los tGbulos seminiferos, de aqui se postuld
que el estado del epitelio seminifero podria influenciar a la
glandula pituitaria. Posteriormente, ésta interaccién fué
investigada por McGullag en 1932%; quién demostré que la
inyeccién de un extracto de testiculo bovino, soluble en
agua, podia inhibir la aparicién de "células de castracién"
hipertrofiadas. Este autor le llamé %inhibina" al
principio activo. El1 desarrollo posterior del concepto de
inhibina se realizé después del descubrimiento de dos
diferentes hormonas pituitarias: FSH y LH.

En 1942 Klinefelter y col.® postularon que la
inhibina ejercia una retroalimetacién especifica sobre la
secrecién de FSH de la pituitaria, bas&ndose en la influencia
de la FSH sobre los ttibulos seminiferos y que en hombres
oligo o azoospérmicos habia una mayor excrecién urinaria de
FSH.

Por otro lado, Heller y Nelson en 19486 sugirieron
que la mayor secrecién de FSH en éstos pacientes era causada
por la falta de su uso en los tfibulos dafiados, y consideraron
poco probable la secrecién de hormonas por las
espermatogonias, ya que se encontraban "ocupadas" en el
proceso de espermatogenesis. Pero en 1974, varios autores
(Lee y col., Lugaro y col., Setchell y Jacks®) demostraron
que la inyeccién de preparaciones testiculares podia suprimir
especificamente los niveles de FSH medidos por RIA en
animales experimetales; lo cual anulaba 1la hip6tesis
anterior.

Desde entonces se han descrito los efectos supresores
de preparaciocnes testiculares 1libres de estercides y de
varios origenes (diferentes especies) sobre la produccién y
secrecién de FSH de la pituitaria en muchos sistemas de
prueba in vivo e in vitro. Para 1976 y 1977 otros autores (De
Jong Yy Sharpe 1976; Hopkinson y col., 1977; Schwartz y
channing, 19776) descubrieron la actividad supresora de FSH
en fluide folicular ovarico; entonces, Schwartz y Channing
acufiaron el término "foliculostatina" para 1la actividad
parecida a inhibina de origen ovarico. Ying y col. (1981)%
usaron el nombre “gonadostatina" para la misma actividad
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biolégica en ovario y testiculo. La confusién de sus
caracteristicas se debe a 1los distintos nombres que ha
recibido ésta sustancia, a 1la combinacién de varias
preparaciones gonadales o derivadas (fluido de red de testis,
linfa testicular, plasma seminal, fluido folicular ovarico),
al uso de diferentes especies (ovinos, bovinos, poxcinos,
simios, murinos, equinos y humanos) como fuente para la
purificacién de la inhibina y a los distintos bioensayos de
especificidad poco definida.

Desde 1978 Franchimont4 inicié estudios relacionados
con la caracterizacién fisicoguimica e inmunoquimica de 1la
inhibina. Sin embargo, como lo menciona Rosemary y col. en
19824, la purificacién y caracterizacién de la actividad
supresora de FSH ha enfrentado diversos problemas; debido
entre otras razones, al uso de biocensayos indirectos y no
cuantitativos y a una amplia variedad en 1la fuente de
material estudiado.

En 1985 De Jong y Robertson® concluyen que hay por 1o
menos dos entidades para las cuales se ha usado el término de
inhibina: una proteina asociada con un peso molecular
relativamente grande, probablemente glicosilada, gque puede
ser aislada de extractos de testiculos, fluido de red de
testis y fluido folicular ovdrico; la cual suprime la
secrecién de FSH en ensayos in vivo e in vitro utilizando
la secrecién espontinea & estimulada por LHRH o el contenido
celular de FSH como parametro para la actividad de 1la
inhibina. La otra entidad estd representada por péptidos mas
pequefios y no glicosilados que han sido aislados de plasma
seminal y que suprimen la liberacién de FSH en ensayos in
vitro de igual forma que la anterior; excepto gque no
influencian la secrecién espontanea de FSH.

Rivier y col.7 también mencionan que entre las
moléculas llamadas inhibinas se deben distinguir: a)
aquellas que actian a nivel de cultivo de células de
pituitaria de rata para inhibir 1la secrecién de FSH y b)
aquellas bioldgicamente activas en ensayos in vitro con
pituitarias completas o en bicensayos in vivo y que fueron
aisladas en base a tales pruebas. Otra forma de discriminar
entre las distintas inhibinas es basédndose en 1las fuentes
naturales de las que han sido aisladas; que son
principalmente tres: fluido seminal, fluido folicular y
fluido de red de testis.

2.1.1.~ Peso molecular,

Los estudios practicados por Franchimont desde 1978
hasta 19804, sobre preparaciones de inhibina de 1liquido
seminal reportan fracciones protéicas de peso molecular <
5,000 Daltones. En FRT encontré dos formas de inhibina: una
de peso molecular > 10,000 Daltones y otra < 5,000 Daltones,
gque fué cromatografiada en Sephadex G-200; sugirié que la
forma de alto peso molecular podria ser un polimero de menor
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peso o representar la combinacién de la inhibina nativa con
un. transportador o un precursor fGnico capaz de liberar el
fragmento activo en las condiciones adecuadas.

Por otro lado, Vijayalakshmi y col.10 también
aislaron y caracterizaron péptidos con peso molecular de
5,000 de ovarios de borrego, utilizando filtracidn en gel con
Sephadex G-100 y G-25. En la fraccién testicular obtuvieron
un pico de elusién correspondiente a la inhibina activa y en
la fraccién ovdrica se manifesté en dos pilcos.

En la revisién realizada por Rosemary y col.4 se
menciona que el peso molecular reportado varia desde 1,500
hasta 160,000 Daltones (Ward y col., 19814); debido
probablemente a las distintas pruebas usadas para medir la
actividad y a las diferentes fuentes de material utilizado. A
pesar de ésto, la mayoria de los estudios en los gque el
fluido folicular ha sido sujeto a ultrafiltracién y didlisis
indican que el principio activo tiene un peso molecular mayor
a 10,000, lo cual es cierto para fluido folicular de origen
bovino (de Jong & Sharpe, 1976; de Jong y col., 19814),
porcino (Lorenzen y col., 1978; Legacé y col., 19794), de
hamster (chappel y col., 19794%) y humano (Batta y col.,
19784). La fraccién de fluideo folicular mayor de 10,000
daltones no suprime la secrecién de FSH ni in vivo (de Jong &
Sharpe, 1976; Lorenzen y col., 19784) ni in vitro en cultivos
basales de células de pituitaria (Legacé y col., 1879; de
Jong y col., 1979b%). Se ha observado la supresién de 1la
liberacién de FSH y LH en cultivos estimulados con GnRH al
aplicar désis altas de la fraccién mayor de 10,000 daltones
(Legacé y col., 1979; de Jong Yy col., 1979b4), pero esto
podria reflejar susceptibilidad del métedo utilizado a
efectos téxicos no especificos (Baker y «col., 19814). Las
experiencias de Rosemary y col.4, han indicado la posibilidad
de una molécula mucho mds grande de lo previamente reportado.
En sus experimentos de 2.5 afios (Ward y col.,19814)
encontraron gque la fraccién mayor o igual a 10,000 PM de
fluido folicular porcino estuvo inicialmente sujeta a un
filtrado molecular en una columna de BioGel P-30. Toda 1la
actividad parecia estar en una fraccién de peso molecular mis
alto. Se us6 entonces una columna de BioGel P-60 y toda la
actividad se encontrS al frente del cromatograma; por ello se
utilizé una filtracidén en Sephadex G-100 y G-200, al
compuesto asi obtenido se le 1llamé foliculostatina. Los
resultados indicaron gque ésta tenia un alto peso molecular.
Pero éstos procedimientos no proporcionaban una estimacién
confiable del peso molecular y se intentdé medirlo con una
técnica de inactivacién radiocactiva (ver apéndice), a través
de la cual se estimé su valor en 182,000. Estos resultados
indican gue la actividad biolégica de la foliculostatina esta
asociada a una molécula grande, que no est& compuesta por
subunidades y no tiene otro tipo de estructura agregada;
sugiriendo que la molécula completa es necesaria para la
actividad biolégica. Estos resultados han sido corroborados
por ultracentrifugacién en gradiente de sucrosa del
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La matriz insoluble lleva
cargas iénicas que retienen
las moléculas de carga
opuesta., Las matrices comun-
mente usadas para separar
proteinas son: dietil amino
etil celulosa (DEAE), que esté
cargada positivamente, carbo-
ximetil celulosa (CM) y fosfo-
celulosa, que estdn cargadas
negatimente. La fuerza de
asociacién entre las moléculas
disueltas y la matriz de
intercambio idnico, depende

‘tanto de la fuerza iénica como

del pH de la solucién eluyen-
te, que deber4 ser variado
para conseguir una separacién
efectiva.

Sheeler P. 1980.

Cell Biology.
John Wiley and Sons Inc.

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.
Utiliza una matriz inscluble
que estd unida covalentemente
a un ligado especifico; como
por ejemplo, un anticuerpo o
un sustrato enzimitico, que
unirdn una proteina especifi-
ca. Las moléculas que se unen
a los sustratos inméviles en
éstas columnas, pueden ser
eluidas con  una solucién
concentrada de la forma libre
de la molécula substrato,
mientras que, las moléculas
que se unen a anticuerpos
inméviles pueden ser eluidas
por disociacién del complejo
antigeno-anticuerpo con solu-
ciones salinas concentradas o
soluciones de pH alto o bajo.
Usualmente se obtienen altos
grados de purificacién en un
8dlo paso, a través de una
columna de afinidad.

Sheeler P. 1980.

Cell Biology.
John Wiley and Sons Inc.
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precipitado de etanol de fluido folicular porcino (ver
apéndice).

Contrastando con las cifras anteriores Baker y
col.8+9 han reportado que el peso molecular de la proteina de
FRT (inhibina) varia con las condiciones experimentales. Bajo
condiciones neutras o basicas, la inhibina corre Jjunto con
las proteinas de peso molecular aparente de 90,000 en
Sefacril S-200 y S-300, y de 350,000 en Sefarosa 6B; en
condiciones &cidas, en cromatografia con Biogel P~-60 o P-150
con 1 M de acido acético se sugiere un peso molecular menor
de 60,000, pero la cifra no puede ser realmente estimada por
éste dltimo, ya que las proteinas esténdar corren
anormalmente en condiciones &cidas. Por otro lado, de acuerdo
al método de electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodie (EGP DSS, Fig 16) el peso molecular
aparente es de 30,000; también se encontraron diferencias
tanto en condiciones basicas como &cidas asi como por
electroforesis en Licrosorb diol. Ademas, la actividad de
inhibina fué retenida en membranas de didlisis con peso
molecular limite de 12,000 a 14,000. De igual €forma,
observaron que conforme se purifica la inhibina de proteinas
de FRT, su comportamiento en filtracién de gel con soluciones
amortiguadoras neutras resulta en una actividad de elusién en
una zona muy amplia, con una resolucién muy pobre; debido a
interacciones entre la inhibina y otras proteinas en el FRT.
En &sta revisién de Baker y col.9 se reportan pesos
moleculares altos encontrados por otros autores, usando
diferentes técnicas o fuentes de inhibina, por ejemplo: mayor
de 100,000 por ultrafiltracién de FRT (Cahoreau y col.,
19799), 180,000 por inactivacién de rayos X en FFp (Ward y
col., 19819%) y 115,000 por filtracién en gel de FFp y pesos
moleculares bajos con filtracién de gel gque contenia
soluciones amortiguadoras de urea (William & Lipner, 19829).

Como ya se mencioné, De Jong y Robertson® clasifican
los datos encontrados en su revisién (Tabla 4) en tres
puntos, segGn la fuente de inhibina empleada:

1.- Los estudios que utilizaron fluido de red de
testis y extractos testiculares comenzaron desde 1979 (Davies
y col.; Franchimont y col.; Cahoreau y col.‘), mencionando
que la actividad de la inhibina estaba asociada a una gran
proteina de pesos moleculares variables, gque sugirieron 1la
posibilidad de interacciones de la molécula bicactiva con
otras proteinas o su auto agregacidén, dando como reultado la
sobreestimacién del peso molecular aparente o una
subestimacién por interaccién con el gel de filtracién (Tabla
4).

2.- Utilizando plasma seminal bovino como punto de
partida para la purificacién de la inhibina, se aislaron
fracciones de 15-20 kDa obtenidas por precipitacién con
acetona (Chari y col., 1978%) o mediante filtracién en gel,
cromatografia de intercambio iénico o técnicas similares y
electroforesis de gel de disco (Fig 17). Resultados similares
se re%ortaron en plasma seminal humano por Vaze y col.
(1979)% y Thakur y col. (1981)%, quienes obtuvieron una masa
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molecular de 19 KDa_en oposicién a Ying y col. (1981)6% y
Lugaro y col. (1984)% que observaron moléculas con actividad
parecida a inhibina de 1 KDa en plasma seminal bovino. En
1982 Coldbherg y <eol.® dieron evidencia del carédcter
glicoprotéico de la actividad parecida a inhibina de plasma
seminal humano, gque consistia en especies de diversos pesos
moleculares que se unian a la concanavalina A-Sefarosa. Sheth
y col. (1984)‘ utilizando HPLC observaron un peso molecular
aparente de 14 KDa (Tabla 4).

3.- ELl fluido folicular ovarico, es 1la fuente mis
rica de inhibina conocida hasta ahora, se han reportado
pesos moleculares de 23 KDa para inhibina de fluido folicular
humano (Chari y col., 1979)6, 65 KDa para inhibina de ffb
(Jansen y col., 1981)6, Dobos y col. en 19836 aplicaron la
técnica de HPCL en fluido folicular ovino por primera vez.
Esta técnica combinada con la elusién de la proteina después
de la electroforesis en gel de poliacrilamida ha sido usada
por Godbout y Labrie (1984a)% en ff bovino y porcino, y por
Robertson y col. (1985)% en material bovino. De la misma
forma, Sairam y col. (1985)® describieron el uso de la
cromatografia réapida de fase 1ligquida (FPLC) y HPLC en el
aislamiento de la inhibina de fluido foliculax porcino, Van
pijk y col. (1984)6 también usaron la FPLC pero con fluido
folicular bovino. Estos autores han encontrado pesos
moleculares que varian desde 55 hasta 194 KDa. (Tabla 4).

Robertson y col. 11 presentan un procedimiento para
la purificacién de la inhibina de FFb, en el que utilizan una
combinacién de técnicas (filtracién en gel, HPLC de fase
revertida y electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio, EGP-DSS) mediante las cuales aislan
una fraccién activa altamente potente capaz de suprimir el
contenido ¢elular de FSH en un ensayo in vitro. El ffb, libre
de fluido quistico, se colectd en presencia de aprotinina y
fluoruro de metil fenil sulfonilo, sge fracciond en unha
columna de Sephacryl S-200 a pH 7.0 y las fracciones < 0.2 Kd
(peso molecular > 100,000) se cromatografiaron en una columna
de Sephadex G-100 o G-200 en &cido acético 4 M. La actividad
de inhibina se encontrdé en una fraccién con valores de 0.6=-
0.8 Ka (peso molecular 20,000 - 60,000). Esta fraccidén se
liofilizé y fraccioné por fase revertida HPLC y las
fracciones activas se colocaron en EGP-DSS bajo condiciones
no reductoras, las bandas de proteina se visualizaron usando
una tincién ligera de azul de Coomassie antes de ser
seccionadas en el gel. La actividad de inhibina, determinada
por un ensayo in vitro se recuperd de las porciones de gel
por elusién electroforética. La actividad bilégica especifica
de la fraccidén purificada fué de 212,000 U/mg de proteina,
dando un resultado inhibidor désis-respuesta en el ensayo In
vitro. El contenido de LH, TSH (hormona estimuladora de 1la
tiroides) y Pr medido por RIA en células de pituitaria, no se
afectd. El productoe final del EGP-DSS bajo condiciones no
reductoras dio una sbla banda con un peso molecular de 56,000
+ 1,000. Bajo condiclones reductoras se observaron 2 bandas



FIG. 15:

Esferas
| —"porosas

Molécula
I— pequefia
retardada

D“*Nolécula
grande

no retardada

FIG. 16:
Proteina
2 Subunidades 1 Subunidad

&b 9

Calentaniento con DSS Y mercapto etanol

26 9

Electroforesis en ga!. de poliacrilanida

=]
i

Base de gel de poliacrilamida

CROMATOGRAFIA DE FILTRACION
EN GE

Utiliza una matriz inerte
pero porosa. Las moléculas
que son lo suficientemente
pequefias para penetrar en
la matriz, son retenidas y
viajan mas lentamente a
través de la columna. Laa
esferas de intercambioc de
polisacéaridos (dexteno o
agarosa) est&n disponibles
en el mercado, en un amplio
rango de tamafos de poro,
lo cual los hace adecuados
para el fraccionamiento de
moléculas de diversos pesos
moleculares menores de 6SOC)
hasta mayores de 5 x 10 .
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ELECTROFORESIS EN GEL DE
POLIACRILAMIDA CON D.S.S.

Las Cadenas polipeptidicas
individuales, forman un
complejo con meléculas
cargadas negativamente de
la solucién de dodecil
sulfato de sodio (DSS) y

migran, come un complejo’

proteina-DSS cargado nega-
tivamente, a través de un
gel poroso de poliacilamida
Debido a que la velocidad
de migracién bajo éstas
condiciones es mayoxr
conforme el polipéptido es
mas pequeflo, ésta técnica
puede usarse para determi-

‘nar el peso molecular apro-

ximado de una cadena
polipeptidica, asi como 1la
composicién de la subunidad
de una proteina

Sheeler P. 1980.

Cell Biology.
John Wiley and Sons Inc.
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principales con pesos moleculares de 44,000 * 3,000 y 14,000
+:2,000, con alta actividad especifica.

En otros estudios Ling y «col.?2 aislaron vy
caracterizaron parcialmente una proteina de M,y 32,000 con
actividad de inhibina de ff porcino. Purificaron 2 proteinas
(A y B) con actividad de inhibina mediante cromatografia de
afinidad heparina y sefarosa, filtracién en gel sobre
Sephacryl S§-200 desarrollado en 30 % de 4&cido acético y
cuatro pasos de fase revertida HPLC. La proteina B fué
homogénea con un peso molecular de 32,000 sobre NaDodSo,/EGP
bajo condiciones no reductoras. Este peso aparente es mucho
mis grande que el determinado por filtraciébn en gel con
Sefacryl S$-200.El peso molecular mds bajo obtenido para la
proteina B por cromatografia en Sefacryl indica que, en 30%
de &cido acético, la proteina B adquiere una conformacién mis
compacta (radio de rotacién m&s pequefio) que la proteina A.
La molé&cula intacta de 1la proteina B se compone de dos
cadenas de M, 18,000 y 14,000, unidas por enlaces disulfuro.
Aparentemente la actividad de la inhibina requiere de ambas,
ya que la reduccién de los enlaces disulfuro por ditio-~
treitol destruyé completamente la bicactividad. La proteia A,
aislada en mucho mayor cantidad que la B, fué hetercgénea en
NaDodS04/PAGE bajo condiciones reductoras y no reductoras.
En la filtracién en gel en Sephacryl S-200 se detectd un
material parecido a inhibina de mayor pesc molecular que el
de las proteinas A y B. No se conoce la relacién existente
entre éstos pero la molécula podria ser un precursor © un
agregado de la inhibina de M, 32,000.

2.1.2.- Digestidn enzimatica, temperatura Y
esta da e Ja molécula de inhi a.

El material activo de alto peso molecular pierde su
actividad por digestién de tripsina y pepsina y por su
exposicién a 60 grados durante una hora.

Para medir el efecto del calor y 1la digestién
triptica sobre la inhibina, Vijayalakshmi y col. calentaron
las soluciones de inhibina testicular y ovarica de ovino en
agua a 100° C durante 30 min y luego las probaron en ratas
machos castrados. La digestidn triptica de &stas
preparaciones de inhibina se 1llev6 a cabo en una
concentracién enzima-sustrato de 1:50 durante 2 horas a 37°
C. La actividad de la inhibina se destruyé por digestién
triptica pero no le afects el calor.

Rosemary y col.4, trabajaron con actividad supresora
de FSH derivada de fuentes oviricas y concluyeron que la
foliculostatina no es un esteroide, sino que es de naturaleza
protéica y al congelarla su actividad se conserva por 1lo
menos un afio.

Por su parte Baker y col.® observaron que al
agregarse un inhibidor proteclitico de enzimas, fluoruro de
fenil metil sulfato (PMSF) no desaparece la actividad.
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Se compone de bloques cilindricos o capas delgadas de
poliacrilamida suspendidas entre dos reservorios de solucién
amortiguadora o de electrolitos. El gel de poliacrilamida esté
dividido en tres regiones llamadas: Gel muestra, Gel de
depésito y Gel separador. El Gel muestra, contiene la mezcla de
proteinas que 8Se separaran Y Se prepara usando bajas
concentraciocnes de poliacrilamida, de mode que el tamafo del
poro sea grande y no afecte la migracién de la proteina. El Gel
de dep6sito es similar al Gel muestra, pero sin las proteinas.
Los dos Geles contienen el mismo pH (usualmente 8.3). El Gel
separador tieme un pH mis alto (usualmente 9.5) y se prepara
con mayores concentraciones de poliacrilamida; con lo cual se
tienen tamaflos de poros més pequefios y el efecto de tamiz.

Sheeler P. 1980. Cell Biology.
John Wiley and Sons Inc.
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Reporta también resultados similares en los que se suprime
dicha actividad por calentamiento y digestién enzimitica;
también se han encontrado varios grados de pérdida de
actividad seguidos a la exposicién de fluido folicular y de
rete testis o de proteinas de fluido folicular bovino a
solventes organicos, carbén, oxidantes y reductores. Ademés
se chservé que las preparaciones de proteina cruda
liofilizada retienen la actividad de la inhibina por afios 9.

2.1.3.- PH y Punto Isocelectrico.

La proteina de rete testis precipita en pH entre 4 y
7 y la actividad de la inhibina disminuye, la pérdida méxima
ocurre entre pH 5 y 5.5, la proteina de FRT recupera su
actividad de inhibina con pH menor a 4.08. En cuanto al punto
isceléctrico los autores han mostrado que la inhibina de FRT
se une a Sefadex de dietilaminoetil o a celulocsa a pH 8-9.
También se une una celulosa de carboximetil a pH 3.4. En
electroforesis de microzona (Fig 18), la inhibina eluye en
una amplia zona entre pH 4 y 6, con dos picus a 5.5 ¥ 4.4.

La inhibina parece ser una proteina hidrofébica,
acidica (pI 5-6) y una glicoproteina que podria agregarse Yy
unirse a otras proteinas en 1los fluidos foliculares o
testiculares ?. El punto isoeléctrico de proteinas de FRT es
de aproximadamente 5.5 pero su actividad sugiere una
heterogeneidad de carga., La inhibina ovina también se une a
resinas de intercambio iénico Qietilaminoetil a pH alto y a
resinas carboxymethyl a pH bajo; sin embargo, por elusién con
gradientes salinos produce una amplia zona de actividad con
un campo pobre. Las proteinas de FRT también precipitan entre
pH 4 ¥y 6 con una considerable pérdida de actividad ?. Algunos
datos revisados por Rosemary y col. sefilalan que 1la
foliculostatina es una molécula acfdica c¢on un pH 5.0-5.8
(Williams y col., 19794), pero su grupo? muestra que la
actividad supresora de FSH precipita a pH 4-5.4, otros
autores sugirien un punto isceléctrico en éste rango ( Ward y
col., 1981; Jansen y col., 1981; Baker y col., 19580 4).

2.1.4.~ Purificacién.

En estudios realizados ara la purificacién de
inhibina por Baker y col. (1982) se utiliza el biocensaye
basado en la supresidén de FSH por la secrecién estimulada con
GnRH en cultivos de pituitaria anterior de ratas machos
adultos, con un esténdar de proteina de linfa testicular de
ovino. Posteriormente, en 1983%, mencionan que procedimientos
valiosos en la purificacién de 1la inhibina incluyen la
precipitacién diferencial con sulfato de amonio, filtracién
en gel (especialmente bajo condiciones &cidas Fig 15),
cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de
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SEPARACION DE LAS MOLECULAS DE UNA PROTEINA POR ELECTROFORESIS
DE ZONA.
A pH bajo (alta concentracién de H+), los grupos de &acidos
carboxilicos de las proteinas, tienden a permanecer sin carga
(-COOH) y sus grupos bé&sicos que contienen Nitrégeno, estéan
completamente cargados {(ej.: NH,+), ddndole a la mayoria de las
proteinas una carga neta positiva. A pH alto los grupos de
acidos carboxilicos est&n cargados negativamnte (-CO0) y los
grupos basicos tienden a permanecer sgin carga (ej.: -NH,},
déndole a la mayoria de las proteinas una carga neta negatifa.
A su pH isoceléctrico, la proteina no tiene carga neta, ya que
hay un balance entre las cargas netas positivas y negativas. De
ésta manera, cuando un tubo que contiene un gradiente de pH
fijo se somete a un fuerte campo isoeléctrico, cada tipo de
proteinas presentes migrardn hasta formar une banda en el punto
isoeléctrica.

Sheeler P. 1980. Cell Biology.
John Wiley and Sons Inc.



22

‘afinidad con varias lectinas (concanavalina A y lentil
lectina). y el colorante rojo de procién. otro de los métodos
utilizados con éxito es la cromatograffia liquida (HPLC) de
. alta resolucién(Dobos y col., 19839%).
Para la purificacién de la foliculostatina Rosemary y
‘col.4 utilizaron la cromatografia de intercambio iénico (Fig
12 y 13); y sus resultados indicaron que mediante é&ste tipo
de cromatografia se obtienen fracciones activas con poca
actividad especifica y una recuperacién pobre (Jansen y col.,
19814); por 1o cual ésta técnica no seria particularmente
Gtil para la purificacién de 'la foliculostatina. Muchos
investigadores citados en la revisién de Rosemary y col.4 han
utilizado métodos menos convencionales, como té&cnicas de
afinidad. Por ejemplo: azul de Affi-Gel (Williams y col.,
19794 ver apéndice) se reporta como deficiente en el cilculo
de 1la actividad especifica de 1la foliculostatina y 1la
recuperacién de la misma. Por el método que utiliza matrices
de afinidad (Jansen y col., 19814 ver apéndice); se sugiere
que la actividad supresora de FSH en FFb estid asociada con
una glicoproteina (Fig 14).

2.1.5.- Secuencia aminodcida.

De Jong y Robertson 6 citan los estudios de Sheth y
col. (1984) que reportaron la composicién aminc&cida de la
inhibina Jjunto con una secuencia de 30 aminiodcidos N-
terminales. Posterior a ésto Seidah y «col. (1984)%
identificaron 1la secuencia completa de 94 aminodcidos y
sugirieron que el péptido C-terminal de 27 amino&cidos podria
contener la actividad completa de la molécula. Otros autores
encontraron péptidos homélogos al PC~109 purificado de plasma
seminal humano (Esch y col., 1983bS5) y sefialaron gue éste
podria ser idéntico al antigeno encontrado en la cubierta del
espermatozoide; se cree que é&ste se sintetiza en el tejido
prostatico (Johansson y «col., 1984%). sin embargo, se
publicaron datos de péptidos de 33 a 35 aminodcidos obtenidos
de plasma seminal humano (Sheth y col., 1984; Seidah y col.,
1984a y b; Ramasharma y col., 1984‘) con una secuencia de 31
aminodcidos. Otro compuesto, 1llamado plasmina senminal,se
encontré en 1983 por Theil y Scheit 6; &ste presentaba altas
concentraciones en el plasma seminal y un efecto inhibidor
sobre la sintesis de RNAm y proteinas en células
eucaristicas. Lo anterior, juntoe con las aparentes
diferencias entre las propiedades fisicoquimicas de 1la
inhibina gonadal y prostatica indica que son dos sustancias
con actividades biol&gicas distintas.

Li y co0l.18 aislaron dos péptidos con actividad
parecida a inhibina de plasma seminal humano, uno formado por
52 aminodcidos y el otro por 92; se les llamé alfa~inhibina-
52 y alfa-~inhibina-~-92. El1 analisis de las secuencias muestra
gue los 31 aminodcidos del extremo NH; terminal de la alfa-
inhibina-52 son idénticos a una estructura previamente
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‘reportada por éste grupo de investigadores llamada’ _allfa'-v .
“inhibina~31 'y que. los 52 aminodcidos del extremo’ - COOH

‘‘terminal de la alfa-inhibina-92 son idénticos a‘:la.estructura

de “la alfa-inhibina-52. La secuencia aminoicida de 1la alfa-
'inhihina-92 es: -

H-Thr-Tyr—His-Val-isp-Ala-Asn-Asp Hls—Asp-Gln~Ser— e
Arg-Lys-Ser-Gln-Gln-Tyr-Asp-Leu-Asn-Ala-Leu-His—Lys
Thr-Thr—Lys-Ser-Gln-Arg-H15-Leu-Gly-Gly-Ser-Gln-Gln
Leu~Leu—H1s-Asn—Lys-Gln-éiu-cly-ﬂrg—hsp—Hls-igp—Lys
“Ser-Lys-Gly-His-Phe-Hls-Arg—Val-Val Ile—His-His—Lys
Gly-Gly-Lys-A1a~His~Agg-Gly-Thr Gln-Asn-Pro-Ser-Gln
Asp-Gln-Gly—Asn-Ser~Pro-Ser—Gly-Lys-Gly-Ile—Ser—Ser
Gln-gir-oﬂ.

Los datos de ensayos din vitro con pituitarias de
ratén muestran que la alfa-inhibina-52 es 3.4 veces méas
activa y que la alfa-inhibna~92 es >40 veces m&s activa que
la alfa-inhibina-31 en suprimir la liberacién de FSH. Los
datos del radioinmunoensayo indican que la alfa -inhibina-52 y
la 92 tienen s6loc un 60% de inmunoreactividadl®

Las secuencias aminodcidas del extremo NH2 terminal,
determinadas por Robertson y col. (1985)1l, fueron:

asn-ala-val (44.000) y tyr-leu-glu (14,000)

Estos datos indican que la inhibina de ffb es una
proteina con pesc molecular de 56,000 Da compuesta de dos
cadenas polipeptidicas unidas por enlaces disulfurc de peso
molecular aparente de 44,000 y 14,000 Da.

En la revisién hecha por Rivier y col. 7 se menciona
ya la estructura de la inhbina come un heterodimero
consistente de 2 subunidades (alfa y beta) unidas por puentes
.disulfuro. Estos autores, con el fin de distinguir entre las
distintas inhibinas proponen una clasificacién basada en las
fuentes naturales de 1las cuales fueron aisladas y que son
principalmente tres:

A) Fluido seminal, a partir del cual se caracterizan péptidos
con actividad parecida a inhibina, uno de ellos la inhibina
31, _aislada de fluido seminal humano (Ramasharma y col.,
19817), de la gque Se aislaron 2 péptidos més; el mas grande
inhibina-alfa 92, contiene la inhibina 31 dentro de los
residquos 41-72, mientras que 1la inhibina-alfa 52 es_ el
fragmento 41-92 de la inhibina-alfa 92 (Li y col., 198518).

Ninguno de éstos tres polipéptidos se ha encontrado ser
activo en pruebas de pituitaria de rata. El cuarto
polipéptido aislado de fluido seminal humano fué
caracterizado por Sheth y col. (1984)7, se le llamd inhibina-
beta y tiene 94 amincadcidos de large, 10 cisteinas, es
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totalmente basico y tiene s6lo un residuco de histidina. Esta
inhibina también se ha encontrado que es inactiva en cultivos
de células de pituitaria (Li y col., 19877). Se han aislado
otras proteinas con actividad parecida a inhibina de plasma
seminal bovino (Sairam y col., 1981 7) perc ninguna ha sido
totalmente caracterizada.

B) Fluide folicular, a partir del cual se han caracterizado
varias proteinas con actividad parecida a inhibina, que fué
reconocida como una protefna con 2 subunidades disociables
bajo condiciones reductoras. Robertson y col. (19857) fueron
los primeros en proponer tres residuos N-terminales de las
unidades alfa y beta de una inhibina de 56-Kd de fluido
folicular bovino.

Miyamoto y col. (19867) descubrieron los cuatro primeros
residuos correctos para ambas cadenas de una inhibina de 32
Kd aislada de fluido folicular porcino.

Posteriormente debido a la disponibilidad de anticuerpos
cultivados contra fragmentos gquimicamente caracterizados de
la cadena alfa de la inhibina (Rivier y col., 19857) se ha
logrado determinar la estructura completa de é&sta con un peso
molecular de ca. 32 kd, de dos cadenas (MW ca. 14 y 18 kd)
con N-terminales idénticas a las propuestas inicialmente por
Miyamoto y col. Las secuencias completas de aminodcidos de
los precursores de la subunidad alfa de la inhbibina _de
porcino ;Mason y col., 19857), humano (Mason y col., 19867),
bovino 1% y murino (Woodruff y col., 19877) y las secuencias
de los precursores de las subunidades beta (beta-A y beta-B)
de bovino _19, dos distintas de porcino (revisién Mason y
col., 19857) y de humano (revisién Mason y col., 19867) han
sido deducidas a partir de secuencias complementarias de ADN
(Tabla 5). Mientras que los datos de les precursores de la
cadena alfa explicarian formas mas grandes de inhibina en
base a otros sitios de procesamiento, también es evidente que
la subunidad alfa tiene 2 sitios potenciales de N-
glicosilacién (Mason y col., 19857), uno de los cuales esti
contenido en la subunidad alfa corta (18-Kd) en Asn en
posicién 36 (segfin la tabla 5). Este fragmento es comin a las
tres secuencias de_ cuatro origenes diferentes (tejidos y
especies); el otro se encuentra en la parte N-terminal de la
inhibina de 56~Kd. La cadena alfa de 18~Kd contiene 7
cisteinas contra 9 de la subunidad beta; se espera gue al
menos una de éstas en cada cadena sea usada para enlace entre
ellas.

Es notable el alto grado de conservacién de las estructuras
de las subunidades beta-A y beta~B entre el tejido de origen
y las especies.

€) Fluido de rete testis de carnero, del cual se ha
aislado y caracterizado parcialmente una proteina parecida a
inhibina compuesta de dos subunidades relacionadas a las
1nhil_’:§nas aisladas de fluido folicular (Bardin y col.,
19877%).




TABLA 5

ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA INHIBINA

DE DIFERENTES ESPECIES ‘
{DE RIVIER Y COL. 1987)

SUBUNIDADES ALFA

olpH STPLMSWPWS PEALRLLQRP PEEPAAHANC HAVALNISFQ ELGWEAWIVY
of STAPLPWPWS PAALRLLQAP PEEPAVHADC HAASLNISFQ ELGWODRWIVH
o8 STPPLPWPWS PAALRLLAAP PEEPAAHADC HRASLNISFO ELGWORWIVH
olpH PPSFIFMYCH GGCGLKIPPN LSLPVPGAPP TPAGPYSLAP GAQPCGAALP
oP PPSFIFMYCH GGCGLPTLAN LPLSVPGAPP TPVAPLLLVP GAQPCCAALP
o8 PPSEIFYYCH dsém'sf?cd' L‘PJ.:P‘V'FVL_%VPI_;, TPVAPLSLVP GAQPCCAALP

FKY-'ETVPNLLTOH cacl

alpH GTMRPLHVRT . TSDG

oP GTMRSLRVAT  TSOGGYSFKY EXVPNLLTQH cAcl |

o-B GTMRPLHEVRT TSDGGAYSFKY EM\;’PNL,LTOH cact

SUBUNIDADES BETA

oHPB B, GLECDGKYNI CCKKQFFVEF KDIGWNDWII APSGYHANYC EGECPSHIAG
oHP. GLECDGATNL CCAQQFFIGF RALIGWNDWII APTGYYGNYC EGSCPAYLAG

o-Pp, GLECDGAYNL CCRQQFFIDF RLIGWSDW!I) APTGYYGNYC EGSCPAYLAG

oHPMB, | TSGSSLSFHY® TVINHYRMAG HSPFANLKSC CVPTKLRPMS MLYYDDGQNI
oHp, VPGSASSFHT AVVNQYRMRG LNP GTVNSC CIPTKLSTMS MLYFDDEYNI
o-PF. VPGSASSFHT AVVNQYRMRG LNP_GTYVNSC élPTKLSTMS MLYFDDEYNI

o-HPAPB. IKRDIQNMIV EECGCS

oHP, YKADVPNMIV EECGCA
oP§, VKRODVANMIV EECGCA

o = Ovarico; p= Placentario; B = Bovino; H = Humano; P = Porcino; N es el sitio
potencial de glicosilacién.
NOTA: El Hp, v PR, tiene salo 15 residuos, debido a la delesion de la Phe 74
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2.1.6.- Estudios_inmunolégicos.

Desde 1977 Franchimont ha realizado ensayos, en los
cuales concluye que cuando la fraccién de FRT es marcada con
1251 reacciona con su antisuero hombélogo, y observa una
reaccién cruzada incompleta con la inhibina humana ¥y una
reaccién cruzada completa con la extraida de liquido
folicular. Para 1975, mediante la inmunizacién de 1la
fraccién de peso molecular superior a 10,000 Daltones se
obtienen anticuerpos (Fig 19), que inyectados a ratas machos
o hembras adultas inmaduras provocaron disminucién de los
niveles basales de FSH y éste efecto esta ligado a 1la
neutralizacién de la inhibina endégena 4.

Moodbidri y col, en 198013 cultivaron suero de conejo
anti-inhibina para inhibina aislada de plasma seminal humano
y encontraron que éste antisuerc es muy especifico; no une
hormonas proteicas como LH, FSH o PRL de origen humano, ovino
- murino ni esteroides como testosterona,
dihydrotestosterona, estradiol -17-beta y progesterona. Este
antisuerc se ha usado 14 con ratas machos de 5, 10, 14, 17 y
24 dias de edad para medir el aumento de FSH enddgena después
de una inyeccién subcutdnea. Los resultados sugieren gue la
retroalimentacién inhibina-FSH estd relacionada con cambios
dependientes de la edad.

La existencia de anticuerpos contra la inhibina de
fluido folicular porcino también la observaron Channing y
co0l.15, en ella se vi6 gque la inyeccién repetida de FFp
tratado con Carbén a monas rhesus, disminuia la capacidad de
supresién de FSH y esto es nuevamente demostrable (después de
un lapso de 6 meses) pero transitorio después de 10 a 14 dias
de administracién de désis altas de FFp; indicaron due las
monas continuaban respondiendo inmunolégicamente al
antigeno(s) del FFp. Concluyen gque 1la inhibina folicular
porcina presente en el fluido folicular es altamente
inmunogénica en éstas monas y algunos anticuerpos generados
reaccionan cruzadamente con el componente activo de 1la
inhibina de FFh. Baker y col.? intentaron inmunizar conejos
con preparaciones de inhibina parcialmente purificada de FRT
y FFb, pero ningln suero pudo demostrar la neutralizacién Qe
la inhibina.

Por su parte, van Dijk y col en 198616 cultivaron
anticuerpos contra inhibina parcialmente purificada de FFp en
borregos y demostraron que el antisuero neutraliza 1la
actividad de inhibina bovina en ensayos de células de
pituitaria y ademds que, una reaccién cruzada entre la
actividad de la inhibina de origen porcino, bovine, humano y
de rata. El antisuero fue mds potente para bloguear la
actividad de FFb comparadc con las preparaciones de las otras
especies e indicaron su capacidad para bloquear el efecto de
la inhibina; por ello, sugieren una estructura
inmunolégicamente similar en las especies estudiadas.
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FIGURA 19:

FORMA EN QUE SE USAN LOS ANTICUERPOS PARA DETECTAR UNA
MOLECULA PARTICULAR.

El método ilustrado ({conocido como inmunocitoquimica)
tiene una sensibilidad reforzada, ya que el anticuerpo
primario {definido como molécula de anticuerpo que se une
a una molécula de antigeno reconocida) es reconocido por
un segqundo tipo de anticuerpo, que est& unido covalente-
mente a un marcador que lo hace facilmente detectable.

Las moléculas marcadoras comunmente usadas incluyen
tinciones de fluoresceina o rodamina {para microscopioc de
fluorescencia}, la enzima peroxidasa de rlbano {ya sea
para microscopio de campo claro o microscopio electréni-
co), la proteina que contiene fierro {ferritina) o esfe-
ras de oro coloidadl (para microscopio electrénico) y la
enzima fosfatosa alcalina (para deteccién bioquimica).

{ Redibujado M. S&nchez).
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También, Lee y col. *7 examinaron la posibilidad de
cultivar anticuerpos monoclonales para inhibina ovdrica de
rata; usaron extractos acuosos libres de esteroides de ratas
tratadas con PMSG  como inmunégeno. Los anticuerpos
monoclonales generados fueron examinados cuidadosamente para
unirse a secciones de tejido ovirico y se probaron para la
neutralizacién de bicactividad de inhibina in vitro
utilizando cultivos de células de pituitaria (ver apéndice).
Se les encontrd con capacidad para unirse a células de
granulosa y para eliminar la accién supresora de la inhibina
sobre la secrecién de FSH por la pituitaria de manera dosis-
respuesta. Por otro lado los anticuerpos solo afectan la
ihibicién de FSH por inhibina sin afectar la secrecién basal
de LH. Por ello, es probable su utilizacién en el desarrollo
de un radioinmunoensayo para inhibina de rata Y.,
alternativamente, en cromatograffias de afinidad para la
purificacién de ésta. La observacidén de la neutralizacién de
la biocactividad de la inhibina del PHM15 (lineas celulares
de hibridomas, Fig 20) de la folicular de varias especies
indica similitudes inmunolégicas entre ellas.
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FIGURA 20: PREPARACION DE CELULAS HIBRIDAS E HIBRIDOMAS, QUE SECRETAN
ANTICUERPOS MONOCLONALES HOMOGENEOS CONTRA UN ANTIGENO
PARTICULAR.

El medio de crecimiento utilizado contiene un inhibidor

(aminopterina) que bloquea las rutas biosintéticas normales por
las cuales se forman los nucleétidos. Por ésto las células
deben wusar una ruta alterna para sintetizar sus Aacidos
nucléicos y ésta ruta es defectuosa en la 1linea celular
mutante, a la cual se fusionan los linfocitos B normales.
Debido a que ningin tipo culular usado para la fusién inicial
puede crecer por si mismo, sclamente sobreviven los hibridomas
celulares.

Albert B. 1989, Molecular Biology of the Cell.
Grarland Publishing Inc.
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2.2.- ORGANOS Y TEJIDOS PRODUCTORES DE INHIBINA.

Al referirse a estudios in vitro Rosemary y col.5S
mencionan los primeros hallazgos de cocultivos de células de
Sertoli con células de pituitaria anterior que llevaron a la
supresién selectiva de 1la sintesis y secrecién de FSH
(Steinberg & Steinberg, 1976; Chowdhury y <ol., 1978%).
También se ha encontrado que el fluido folicular porcino,
bovino y humano (Legacé y col., 1979; De Jongsy col., 197%a;
Paolo y col., 1979; CcChappel y col., 19802) suprime la
secrecién de FSH en cultivos de células de pituitaria de
ratas, hamsters o porcinos.

Para_ determinar el origen de la inhibina Demoulin y
col. en 198022, cultivaron fragmentos testiculares de ratones
de 4 a 6 meses con medioc 199 y los incubaron a 37 o 31° C.
Después de 20 dfas los medios de cultivo fueron colectados y
almacenados a -20° €, ya que se supone gque la inhibina
producida por el testiculo fué liberada al medio.
Posteriormente se realizé un estudio histolégico de los
fragmentos. Los esteroldes se eliminaron con un tratamiento
de carbdn y Dextrano T-70 para evitar interferencias en los
cultivos posteriores. Los diferentes medios de cultive sin
esteroides se pusieron en presencia de células de hipbéfisis
de rata. Las secreciones de FSH, LH y preolactina se evaluaron
después de un periédo de incubacién de 3 dias, por désis
radioinmunolégica. Los niveles de gonadotropinas en el medio
de cultivo demostraron gque los explantes testiculares
liberan, bajo ciertas condiciones, una sustancia no esteroide
que reduce preferencialmente 1la secrecién de FSH sin
modificar la de LH y PRL. Esta sustancia, al parecer
inhibina, es destruida por el calor y la tripsina. E1
experimento también demuestra gque la inhibina es secretada
por las células de Sertoli y que a 370 ¢ &stas células no son
capaces de producir dicha hormona. Demoulin y col.22 pasaron
sus estudios en las experiencias de Channing y col. (197822)
y de Erickson & Hsueh (197822) en las que se demuestra que a
nivel del |ovario, las células de la granulosa son
responsables de la sintesis y la liberacién de la inhibina.

Lee y col. 3 observaron la disminucién rapida de
inhibina en sangre después de la ovariectomia; ésto sugiere
que los ovarios son la principal, pero no la Gnica fuente de
inhibina circulante. Estos ensayos sefilalaron que la
produccién de inhibina aumentaba en ratas tratadas con PMSG;
lo cual podria deberse al incremento del nGmero de células de
la granulosa y de foliculos no atrésicos, ésto hace pensar
en las células de la granulosa como las productoras de
inhibina.

Baker y col.? mencionan que las fuentes de inhibina
se han encontrado en_tejidos gonadales, secreciones y suero
de varias especies8, 23,
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LS. 243.-  -HOMOLOGIAS DE LA INHIBINA EN DIFERENTES
ESPECIES Y SEXOS.

Una homologia estructural entre la inhibina humana y
la- ‘porcina se reporté al observar la neutralizacién de 1la
actividad de inhibina en fluido folicular humano por anti=-
fluido folicular porcino de mona rhesuslS®. pe igual forma,
otros autoresl® encontraron una estructura inmunol&gicamente
similar entre preparacicnes de_ffh, ffb y ffr.

Murray-McIntosh y col.20 demuestran los efectos de la
inhibina de ovino en menos de 4 minutos en una respuesta
electrofisiolégica a gonadotropinas coridnicas en foliculos
de Xenopus_ laevis . La hCG causa el rompimiento de la
vesicula germinal dentro de los foliculos de Xenopus sp, abre
los canales de K% y presumiblemente activa el proceso de
maduracién. Después de menos de 4 min de incubacién de los
foliculos con inhibina, se eliminé la respuesta aparente del
cAMP producido por la estimulacién de heG. La accién de la
inhibina en éste caso parece especifica, ya gque ni la
activina ni una solueién control causaron efecto
electrofisiolégico. La concentracidén de inhibina bovina
requerida para bloguear la hiperpolarizacién de los foliculos
de Xenopus laevis a temperatura ambiente (19-219C) es de
aproximadamente 5nM. Mientras gque la inhibina previno 1la
hiperpolarizacién estimulada por hCG, gue ha demostrado estar
asociada con la apertura de canales de K* y aumentos en cAMP,
no se inhibieron las oscilaciones retardadas de la actividad
de los canales Cl~ aparentemente dependientes de ¢Ca2%. No
puede demostrarse ninguna influencia significativa de 1la
inhibina en el tiempo de rompimiento de la vesicula germinal
de 1los ovocitos de Xepopus sp inducido por hCG en
concentraciones de inhibina mayores de aquellas que bloguean
las respuestas electrofisiolégicas a éste nivel de hCe
inducido por GVBD (rompimiento de la vesicula germinal).
Ademis, sugieren gque la accién funcional de 1la inhibina
podria estar relacionada a otros procesos de desarrollo
dentro de las cé&lulas foliculares o el ovocito, inducidos por
gonadotropinas.

En 1988, Tsonis y col.21 realizaron estudios para
determinar si 1la inhibina se encontraba en el ovario de
gallina y si era producida por las células de la granulosa o
de la teca. El estudio, que demuestra por primera vez la
existencia de 1la inhibina en el ovario de 1la gallina
doméstica, se basa en la supresién de la liberacién de FSH de
células de pituitaria de ovino en cultivo. Las capas de
granulosa y tecales/estromales fueron separadas de la yema e
incubadas durante 18 horas. La inhibina se encontré
predominantemente en el medic incubade con células de
granulosa; también se observé un aumentc progresivo en la
cantidad de inhibina producida por mg de proteina de capa
granulosa durante los 5-6 dias antes de la ovulacién. También
se encontrd un factor mitogenético no producido por las
capas de la granulosa Y que estimula la divisién de las
células de pituitaria in vitro.
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2.4.-.,METODOS = UTILIZADOS 'PARA LA CUANTIFICACiON DE LA

.. INHIBINA.
IN VIVO.

Para la cuantificacién de los efectos de la inhibina
Moodbidri y col.13 realizaron una serie de experimentes in
vivo, basados en la supresién de la elevacién de FSH causada
por gonadectomia, como indice indirecto de la actividad de
inhibina. Para ello utilizaron ratas machos y hembras. En
ratas machos castrados a largo plaze (15 dias antes del
ensayo) encontraron que, por tratamiento previo con
preparaciones de inhibina aisladas de distintas fuentes
(testiculos de carnero, rata, hombre y pollo, y ovarios de
borrego y plasma seminal humano), los niveles de FSH
disminuian sin presentar cambios en las concentraciones de LH
y ademas, la respuesta del sistema hipot&lamo-hipéfisis a la
inhibina cambiaba con el tiempo después de la castracién; por
lo cual éste método resultaba poco confiable. otros
experimentos con ratas y ratones recién castrados de 35 dias
de edad (Nandini y col., 1976; Davies y col., 1976; Marder y
col., 1977; Lorenzen y col., 1978 2*3) consisten en 1la
supresién del aumento de FSH por ovariectomia mediante la
inyeccién de preparaciones de inhibina. Los efectos se miden
en muestras de sangre colectadas 17 horas después,
encontrdndo una reduccién de los niveles de FSH sérico en
animales tratados con FFp o FFb. En relacién a &ésto, Rosemary
y col.3 llevaron a cabo un ensayo en el gque la rata se
ovariectomiza en el dia del metaestro y el material de prueba
se inyecta 3.5 horas después, al cabo de dos horas se miden
las concentraciones de FSH séricas por una prueba estdndar de
equilibrio.

Los estudios que miden la supresién de la secrecién
de FSH seguida de la infusidén de preparaciones de inhibina
también utilizan carneros castrados prepuberalmente y de
igual forma sefialan la disminucién de 1los niveles de FSH
Baker y col., 197613),

Por otra parte, trabajos realizados durante 1982
sobre los niveles de inhibina en ratas hembras inmaduras
tratadas con gonadotropinas antes y después de la
castracién?? demuestran que el tratamiento de éstas ratas con
PMSG induce un aumento progresivo en los niveles ovaricos y
circulantes de inhibina dependiendo de una accién especifica
sobre FSH y no sobre LH, por lo cual se considera al
componente FSH de la molécula de PMSG como el responsable del
aumento de los niveles de inhibina periférica y ovirica. La
relacidén inversa entre los niveles circulantes de FSH e
inhibina apoya el papel inhibidor de ésta en la secrecién de
FSH. La inhibicién del aumento de FSH postcastracién por PMSG
requiere de la presencia de los ovarios al momento de 1la
inyeccidén de PMSG. Se hallaron 2 intervalos de desaparicién
de los niveles de inhibina sanguinea en las ratas tratadas



30

con  PMSG, probablemente desaparece en 2 fases debido a dos
diferentes pesos moleculares.

cummins y col.24 demostraron que el tratamiento de
ovejas ovariectomizadas con fluido folicular ovino libre Qe
esteroides tiene efectos dosis y tiempo dependientes sobre
las concentraciones periféricas de FSH en dos variedades de
ésta especie (Boorola y Merino -control-). Aungque las ovejas
Booroola, mas fecundas, fueron mas sensibles a las
inyecciones de fluido folicular, sus ovarios sélo contenian
1/3 de 1la inhibina de 1los ovarios de 1las Merino. Los
foliculos antrales de las primeras presentaron menor vollmen
de células de granulosa comparados con los de las ovejas
control. Esto podria explicar el bajo contenido de inhibina
en los ovarios de las ovejas Booroola. Alternativamente, la
razén de liberacién de inhibina en los foliculos podria ser
mayor en Booroola que en los controles. Se concluye que 1la
retroalimentacién inhibina/FSH podria ser importante en la
regulacién de la secrecién de gonadotropinas y por tanto,
directa o indirectamente, jugaria un papel en la regulacién
de la tasa de ovulacién en éstas razas de ovejas
genéticamente diferentes.

Los resultados obtenidos por Sander y col.25 en ratas
hembras inmaduras de diferentes edades indican claramente que
un factor parecido a inhibina estd presente sus homogenados
ovdricos a partir de los 18 dias. A ésta edad (18 dias), la
ovariectomia uni o bilateral no aumenta la secrecién de FSH
en un periédo de 8 horas, pero si hay un aumente
significativo a las 5 y 8 horas después de la operacién en
edades posteriores. En ratas unilataralmente ovariectomizadas
(ULO)} de edades mayores a 18 dias, los niveles de FSH
disminuyeron a valores casi comparables a los control, 24
horas después de la operacién; lo que indica una produccidén
compensatoria de inhibina por el ovario remanente. En
contraste, en ratas bilateralmente ovariectomizadas (BLO) la
concentracién de FSH aumentd 24 horas después de 1la
operacién. Estos hallazgos demuestran que la actividad
similar a inhibina podria estar presente desde los 18 dias de
edad en los ovarios de ratas inmaduras y que juega un papel
fisiolégico en la regulacién de la secrecidén de FSH desde los
23 dias de edad. La concentraciones de LH encontradas a las 5
Yy 8 horas después de la ovariectomia uni o bilateral en
varias edades no mostraron cambios, concluyendo due 1la
actividad parecida a inhibina juega un papel especifico,
solamente en la regulacién de la secrecidén de FSH. Sander y
col. (1985) sugieren que a partir de los 23 dias de edad la
inhibina podria, mediante un mecanismo regulador a corto
plazo, ajustar las concentraciones de FSH presentes y con
ello, regular el crecimiento final del foliculo dando lugar a
la primera ovulacién.

otro modelo in vive utilizado para estudiar 1la
fisiologia de la secrecidn de la inhibina se aplicé a hombres
con cancer de prdstata que se sometieron a castracién. Ishida
y c01.26 usaron un RIA (basado en un antisuero para inhibina
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de FFb de 31 kDa) mediante el cual, demostraron que los
niveles de inhibina circulantes disminuyen rapidamente
después de 1la castracién; apoyando la idea de que en el
hombre la inhibina sérica inmunoreactiva (ir) es
principalmente de origen gonadal pues se detectan niveles
altos de ésta en el tejido testicular y en sangre venosa
espermdtica (comparados con los niveles en sangre venosa
periférica).

Finalmente la cuantificacién de los efectos de la
inhibina también ha sido observada en la reduccién del pesoc
ovirico (Chari y col., 1976) y uterino (Ramasharma y col.,
1979) ; basidndose en que la administracién de hCG a ratas o
ratones inmaduros causa un aumento de é&stos pesos como
resultado del sinergismo entre la FSH end&Sgena y el hCG
administrado, de é&sta forma, la inhibina suprime la secrecién
endégena de FSH e inhibe el aumento en el eso ovirico o
uterino. Al respecto Vijayalakshmi y col.20, wutilizando
ratones de 23-24 dias de edad preparados con hCG e inyectados
dos veces al dia con preparaciones de inhibina observaron la
supresién significativa del aumento en el peso ovaricol3.

IN VITRO.

Los ensayos in vitro se basan en la reduccién de la
liberacién de la FSH inducida por GnRH agregada al medio de
cultivo de mitades de pituitaria de ratas maduras o _de
células de pituitaria aisladas por métodos enzimaticos 13,
Las células de pituitaria se cultivan en Medio de Eagle
modificado por Dulbecco durante dos o tres dias, al cabo de
los cuales el medio se cambia y se agrega el material que se
probard para la actividad similar a inhibina y la incubacién
se continGa por un periédo de tres dias. El medio se colecta
para andlisis de LH y FSH y es reemplazade por uno fresco que
contenga la misma cantidad de sustancia base del anilisis,
ademd&s de una concentracién maxima de GnRH. Seis horas mé&s
tarde, el medio se colecta y se prueba nuevamente para LH y
FSH. Utilizando medio de cultivo de células de Sertoli,
fluido testicular ovino y preparaciones de inhibina de plasma
seminal humano se observd una reduccién de la liberacién de
FSH tanto basal como inducida por GnRH.

La fuente de material, tiempo de incubacién y
sustancias utilizadas varian segln distintos grupos de
investigacién, por ejemplo; Scott y col.?7 utilizaron
preparaciones de inhibina de linfa testicular de ovino (OTLP,
tratada con carbén) proteina de FRT y FFh con células de
pituitaria tratadas con tripsina. Encontraron que el
bioensayo depende del cambioc en el contenido de FSH de las
células de pituitaria en cultivo y que é&stas liberan FSH al
medio de incubacidén, reforzada por 1la adicién de LHRH. El
porcentaje de supresién de FSH en cualquier dé6sis de OTLP fué
menor con concentraciones menores de LHRH.

En otros experimentos? se estima la actividad
parecida a inhibina secretada al medio por células de
granulosa en cultivos a lago plazo. La adicién de medio de
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cultivo condicionado por células de granulosa de ratas no
tratadas a células de pituitaria in vitro suprimié
selectivamente los niveles de FSH en el medio de las células
de pituitaria. La cantidad de supresién alcanzada dependid
del ntmero de células de granulosa en cultivo. E1 medio
condicionado por células de granulosa de rata, tiene un
factor con las caracteristicas de inhibina que suprime la
liberacién de FSH sin afectar los niveles de LH. La
observacién de que la liberacidén basal de 1la actividad
similar a inhibina tiene lugar después de periddos méds largos
de cultivo ({posiblemente induciendo cambios en las
caracteristicas citoldgicas y biogquimicas de las células)
indica que las células del cuerpo lGteo y las intersticiales
deberlan ser investigadas como candidatos potenciales para la
produccién de ésta actividad.

Ootro tipo de ensayos in vitro reportados por
Mocdbidri y col.l3 se basa en experimentos realizados por
Davies y col. (197813); usan mitades de pituitarias
extirpadas de ratas machos adultos que son incubadas por una
hora en medio 199 a 37°C en una atm&sfera de 95% de oxigeno y
5% de CO;. Al final del periédo de preincubacién el medio es
reemplazado por uno al que se le agregd fluido de red de
testis, extractos testiculares de ovino y fluide folicular.
La incubacién se continGa por una hora. Luego se agrega GnRH
a una concentracidn que produce una estimulacién submdxima de
la secrecién de gonadotropinas. Después de una incubacién de
tres horas el medio se colecta para medirle la FSH. Con éste
ensayo se observé una supresidén désis respuesta de 1la
liberacién de gonadotropinas estimulada por GnRH mediante la
adicién de las sustancias mencionadas.

2.4.1.- VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS METODOS UTILIZADOS PARA
LA CUANTIFICACION DE LA INHIBINA.

Rosemary y col.5 evaluan los criterios tomados en
cuenta para medir los efectos de la inhibina y sefialan que
las pruebas in vive gque utilizan animales castrados son
altamente especificas para la supresién de FSH, pero algunas
desventajas que presentan se deben al costo del gran nlimero
de ratas que se utilizan para obtener resultados confiables y
al tiempo empleado entre la purificacién y los resultados
finales; la mayor parte del cual es usado por el RIA. Los
ensayos basados en 1la disminucién del peso ovarico se
consideran menos caros que los ensayos In vivo por que
requieren menor tiempo. 8Sin enbargo, el problema basico
radica en el gran nfimero de factores presentes en el fluido
folicular como proteoglicanos, proteinas (Edwards, 19745) y
otros factores identificados, que pueden alterar la funcién
de la pituitaria y las génadas (Franchimont & Channing,
19815). Lo anterior coincide con observaciones realizadas mis
tarde por Baker y col. ?, quienes ademas mencionan que la
supresién de 1los niveles de FSH sérico por inyeccién o
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infusién de material con inhibina a animales grandes como
borregos y monos es altamente reproducible y su respuesta
tiene un efecto désis dependiente, pero es poco practica para
utilizarse como ensayo de rutina. Otros procedimientos
similares en animales mis pequefios como ratas y ratones son
mucho m&s précticos perc poco confiables. También Rivier y
col.7 estan de acuerdo con &stas observaciones.

Los ensayos in vitro, basados en cultivos de células
de pituitaria anterior de rata, inicialmente se preparaban
estdndares de laboratorio de linfa testicular de ovino (OTLP,
OTLS) a las que arbitrariamente se les asignaba una potencia
de 1 U/mg; también se ha usado un estdndar de fluido de rete
testis de ovino (FRT) que tiene una potencia de 208 U/ampula,
en base a los viejos estdndares de linfa. SegGn é&stos se
toman en cuenta tres puntos finales de ensayo; 1) medicidén de
las concentraciones de FSH en medio de cultivo seguido de la
incubacién de las células con una concentracién maxima
efectiva de hormona liberadora de gonadotropinas (Eddie y
col., 1979 9, 2) la concentracién de FSH en 1lisados de
células de pituitaria lavadas (ensayo de contenido celular 27
Yy 3) medicién de FSH en el medio sin estimulacién (prueba de
secrecién basal, Lee y col.23, pos primeros dos ensayos son
eficientes y han sido utilizados para monitorear pasos de
purificacién y para algunos estudios fisioclégicos. El tercer
método, ensayo de secrecién basal, fue desarrollado
principalmente para estudios fisiolégicos.

Mediante el uso de preparaciones de inhibina de
actividad biolégica conocida hay gran acuerdo entre los
resultados del bicensayo de estimulaciédn con GnRH y el grado
de supresién de los niveles séricos de FSH en borregos
castrados in)‘ectados con preparaciones de inhibina (Baker y
col., 1981 . Esto indica que 1la estimulacién por GnRH
responde en la misma forma en el animal completo; sin
embargo, muchas sustancias distintas a la inhibina afectan la
secrecidén de FSH de células de pituitaria en cultivo, entre
éstas se incluyen: varios gquimicos, hormonas estercides,
extractos de tejidos como el higado y el suero de animales
castrados; éstas producen la supresién de la secrecién de FSH
no paralela al efecto del estidndar de inhibina con posibles
evidencias de toxicidad celular, cambios morfolégices,
desprendimiento de células de los recipientes de cultivo o
1ibergcién aumentada de cromo radicactivo (Baker, y col.,
1981 .

Hasta el momento, los ensayos de inhibina basados en
la supresién de la secrecién de FSH o en el contenido de
células de pituitaria antrerior de rata en cultive, son los
métodos disponibles mejor caracterizados, confiables y
precisos. Sin embargo, el disefio paralelo y el chequeo de la
toxicidad celular mediante la medieién de la liberacién de
cromo radioactivo o LH, son esenciales para reducir las
posibilidades de una supresién no especifica de FSH por otros
compuestos distintos a inhibina 9. .

Por otro lado, Rosemary y col.*, reportan las pruebas
in vitro como maAs sensibles que las técnicas in vivo y menos
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caras por fraccién de prueba; ya que una rata puede sevir
como donador para muchas células de pituitaria y el tiempo
que se emplea es aproximadamente igual debido a gque el RIA
para medir FSH en el medio es el mismo que el utilizado en el
suero. Por otra parte, los cultivos de células basales
parecen ser m&s vilidos para medir la actividad supresora de
FSH, pues los efectos se asemejan a los observados in vivo.
También se ha demostrado que é&stas pruebas son confiables y
cuantitativas?.

2.5,~ ACTIVIDAD BIOLOGICA Y MECANISMOS DE RETROALIMENTACION.

2.5.1.- Actividad bioldaica de la inhibina.

Rosemary y col.5 resumen la accién in vivo de la
foliculostatina en cuatro puntos principales:

1.- El fluido folicular de muchas especies de

mamiferos suprime la secrecidén de FSH significativa y

selectivamente cuando se inyecta intraperitonealmente

o por via intravenosa a animales uni o bilateralmente

ovariectomizados.

2.~ El grado de supresién de FSH es proporcional a la
désis administrada estén o no presentes los ovarios en el
animal utilizado (Schwartz & channing, 1977; Campbell &
Schwartz, 1979; Grady y col., 19815).

3.~ La latencia de la supresién de FSH por
fluido folicular porcino administrado intravenosamene
es de 1.4 horas, cercano a la vida media del FSH

sérico (Gay y col., 19705).

4.~ Una supresién altamente significativa de
los niveles de FSH es posible después de inyectar
fluido folicular, sin alterar notablemente 1los
niveles de LH sérico.

En 1981 Scott y Burger 29 reportan que en cultivos de
pituitaria, la inhibina testicular suprime especificamente la
secrecidén de FSH sin alterar el contenido de LH; mientras
que, en cultivos estimulados por GnRH se suprime la secrecién
de FSH y LH.

Al parecer 5, 1la foliculostatina es especifica en
suprimir los niveles de FSH sin alterar los de LH, tanto in
vivo como in vitro, pero existe una paradoja entre ambos: la
secrecién de LH y FSH in vivo se considera bajo el control de
la GnRH, y la foliculostatina s6lo afecta selectivamente los
niveles de FSH in vivo. Los pocos casos reportados sobre
supresién de LH inducida por fluido folicular 4in vivo
resultan del uso de désis altas que podrian contener
sustancias contaminantes no especificas y, alternativamente,
su supresién podria ocurrir s6lo con niveles de GnRH elevados
previamente como sucede en el proestro (De Paolo y col.,
1979; Rush y col., 1980%). Es por esto que 1los cultivos
realizados con GnRH en condiciones basales basales o bajas
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‘son - los que - mejor reflejan 1la actividad in vivo de 1la
foliculostatina.

Por otro lado, Rosemary Y col.® mencionan que hay
cuatro clases de evidencia que sugieren que la sustancia en
el fluido folicular causante de la supresidén especifica de
FSH in vivo e in vitro podria ser una hormona:

la.) El estradiol no es un candidato adecuado
para ser la Gnica sefilal de retroalimentacién negativa
en el control de la FSH en animales intactos, ya que
no logra suprimir los niveles de FSH tan
efectivamente como los de LH en animales que carecen
de ovarios. En cambio el fluido folicular sirve como
terapia de reemplazo para suprimir el FSH sérico en
ratas ovariectomizadas a largo plazo o recientes

(Campbell & Schwartz, 1979 5).

2a.) Los cambios en la concentracién de la
actividad de 1la foliculostatina en el fluido
folicular o en extractos oviricos ocurren junto con
cambios en el tamafio del foliculo o dependiendo de la
etapa del ciclo.

3a.) Las mediciones de la actividad supresora
de FSH en sangre venosa, periférica u ovirica: Se ha
demostrado la elevaci6ébn de la actividad de 1la
foliculostatina en plasma periférico después de un
tratamiento con PMSG en ratas hembras inmaduras (Lee

y eol., 19815). En otros estudios se ha visto que la

capacidad supresora de FSH en plasma venoso ovarico

cambia s6lo en el proestro tardio después de la

elevacién primaria de gonadotropinas (de Paolo y

col., 1979 S5), sugiriendo una correlacién inversa
entre los niveles séricos de FSH y la actividad de la
foliculostatina.

4a.) Los transplantes a rifién o bazo de ratas
adultas ovariectomizadas: Los transplantes ovaricos a
rifibn suprimieron la LH y FSH séricas. Los
transplantes ovdricos a bazo, que no restauraron los
niveles de estrdgenos debido a 1l1la 1limpieza de
productos esteroides por el higado, restauraron los
niveles de FSH a valores toénicos; mientras gque los
niveles de LH se elevaron aGn mas (Uilenbroek y col.,

1978; Greep & Jones, 1950 5). Sugiriendo que el

ovario secreta la hormona al menos cuando esta en la

circulacidén esplécnica y que puede suprimir la FSH
sin afectar la LH.

Para proporcionar evidencia adicional del papel de la
inhibina en la regulacidn de la secrecién ténica de FSH en
conejos hembras adultos Goodman y col. examinaron dos
hipétesis sobre la inhibina: 1) la inhibina puede actuar
directamente sobre las células de pituitaria de conejo para
inhibir la secrecién preferencial de FSH y 2) las células de
granulosa secretan una sustancia parecida a inhibina. Los
resultados indican que las células de pituitaria anterior son
responsables de la secrecién de inhibina in vitro y que el
pFF inhibe preferencialmente la secrecién de FSH en forma
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- directa graduada y reversible. Demostraron también que las
células de 1la granulosa de foliculos antrales parecen
secretar una sustancia parecida a inhibina. Por ello, 1la
inhibina juega un papel importante en la regulacién de 1la
foliculogénesis y la secrecién ténica de gonadotropinas, y si
en realidad asi sucede, ésta sustancia podrfa ser utilizada
como un criterio valido para distinguir entre los foliculos
sanes y los atrésicos.

De Jong y Robertson 6 hicieron una revisién en 1la
que encuentran gue las concentraciones perifericas de FSH
disminuyen después de la inyeccién de preparaciones de
inhibina, el efecto podria ser causado por:

1) Accién directa sobre la sintesis y la secrecién de
FSH en la glandula pituitaria,

2) Por inhibicién de la accién FSHRH o

3) Por accién a nivel de hipot&lamo

Lumpkin y col.3! y Condon y col.6 postularon 1las
filtimas dos formas de accién de la inhibina, pero la mayoria
de los datos experimentales indican una accién directa sobre
la gonadotropa pituitaria (27, De Jong y col., 1983 §).
Aunque el mecanismo alGn se desconoce Franchimont y col.® en
1983 demostraron que la adicién de preparaciones con inhibina
a células de pituitaria causaba un aumento en la secrecidn de
CcGMP y una disminucién en la secrecién de cAMP. Jenner
(1983) encontrd gue un aumento de cAMP en hemipituitarias
incubadas provoca una disminucién en la sintesis y secrecién
de FSH. Los efectos postulados hasta el momento se basan en
sistemas de ensayo cuyo principal problema es el uso Qde
diferentes puntos finales inhibidores. Por ejemplo, en
estudios iIn vivo la supresién de FSH circulante o una
consecuencia de ésta como la disminucién del peso ovérico o
uterino y el radioinmunocensayo, en estudios in vitro 1la
liberacién de FSH, LH y otras hormonas al medio. La
interpretacién de éste punto final inhibidor ha llevado a
conclusiones erréneas debido a la poca especificidad del
método.

Por otro lado, Baker y col.B en estudios realizados
desde 1982 encuentran gque las actividades especificas més
altas de la inhibina se observan en el fluido de red de
testis de ovino (200-400 U/mg, 300-800 U/ml) y fluido
folicular bovino y ovino (50-200 U/mg, 3,060-12,000 U/ml);
los niveles son moderadamente altos en fluido folicular de
rata (50-200 U/mg, 2,500-10,000 U/ml) especialmente después
del tratamiento con PMSG. Otras fuentes demuestran una
acitividad baja (<10 U/mg), como por ejemplo: medios de
cultivo de células de Sertoli o células de granulosa y
extractos de testiculos y ovarios. E1 fluido folicular (2
u/mg, 100 U/ml) y el plasma seminal humanos (0.7 U/mg, 30
u/ml) también presentan niveles bajos cuando se prueban con
células de pituitaria. ©Las variaciones de 1la actividad
especifica de 1la inhibina posiblemente dependan de su
estructura en diferentes especies? (Tabla 6).



TABLA 6

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA INHIBINA
EN DIFERENTES ESPECIES
(BAKER Y COL. 1982)

FUENTE DE MATERIAL

UTILIZADO

- "ACTIVIDAD ESPECIFICA

DE LA INHIBINA

FLUIDO DE RED DE TESTIS OVINO

200 - 400 U/mg, 300 - 800 U/m!

FLUIDO FOLICULAR BOVINO / OVINO

50 - 200 U/mg, 3,060 - 12,000 U/ml

CELULAS SERTOLI

CELULAS GRANULOSA

EXTRACTOS TESTICULARES Y

OVARICOS

< 10 U/mg

FLUIDO FOLICULAR HUMANO

0.7 U/mg, 300 U/mi
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En lo referente_a la produccién de inhibina por la
hip6fisis, Au y col.32 demostraron gque después de la
hipofisectomia en ratas adultas no hay una disminucién
inmediata de la produccién de inhibina y que el contenido de
inhibina testicular y la produccién de ésta no disminuyeron
hasta una semana después del tratamiento. Los niveles fueron
muy bajos o no detectables a los 30-42 dias. También
demuestran que en ratas hipofisectomizadas a largo plazo, el
contenido de inhibina de los testiculos puede ser estimulado
por FSH durante periédios cortos. Lo cual concuerda con la
hip6tesis de que la FSH estimula el tejide blanco para
producir una sustancia de retroalimentacién, la inhibina,
involucrada especificamente en el control de su secrecién con
la glandula pituitaria.

También se han estudiado los efectos de una forma
altamente purificada de PRF (proteina reguladora del
foliculo), en la fertilidad asi como__en la funcién del
epitelio seminifero en la rata 33, Se confirman
observaciones previas de que la FRP, una proteina ovérica,
cuando se inyecta sistémicamente a un macho intacto puede
alterar tante 1las funciones esteroidogénicas como las
gametogénicas del testiculc sin suprimir los niveles de FSH
sérico. Se observé un aparente aumento en los niveles de FSH
en grupos tratados con FRP a largo plazo y una inhibicién
dosis-tiempo dependientes de los conteos de cabezas de
esperma {(sperm head counts), medida indirecta de la
produccién de éstos, y de la secrecisdn testicular de
andrégenos, con clara reduccién de la fertilidad. Estos
hallazgos apoyan el papel de las proteinas intragonadales en
la regulacién de la respuesta gonadal a las gonadotropinas y
sugiere su utilidad en 1la diagnosis y terapia de 1la
fertilidad y lo relacionado a estos desérdenes.

2.5.2.- Inhibi rmponas._es oides

En lo referente a la relacién de la inhibina con
esteroides y gonadotropinas, Franchimont® menciona que las
preparaciones de inhibina no contienen esteroides
(testosterona, dihidrotestosterona, 17 B-estradiol.
progesterona, etc) capaces de explicar sus efectos biolégicos
Yy que tampoco fijan ninguno de éstos compuestos. La sustancia
no es igual a la proteina de unién a andrégenos (ABP)
secretada por la células de Sertoli en presencia de FSH y las
fracciones activas no poseen ninguna reaccién cruzada con FSH
y LH humanas, ovinas y murinas.

En la revisidn realizada por Rosemary y col.5 se
citan algunos experimentos, en ellos el estradiol no es la
Gnica sustancia influyente en la retroalimentacién negativa
de la FSH; se basan en el hecho de que en todas las especies
estudiadas, la extirpacién de los ovarios eventualmente
conduce a la elevacidén de los niveles séricos de FSH; sin
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modificar los niveles de estradiol (que se mantienen por
secrecién adrenal campbell y col., 1977) y LH.

: Henderson y Franchimont han realizado estudios que
cemparan la eficiencia relativa de la produccién de inhibina
in vitro de tejidos foliculares bovinos; tejido tecal,
células de la granulesa y tejido ovarico estromal y luteal,
en base a los efectos del anti~androgeno de acetato de

ciproterona, andrégenos sintéticos, mesterolona y
metilestrenolona. Demuestran que sdlo el tejido ovarico tiene
la capacidad de de producir inhibina in vitro. Observaron

que el tejido ovarico estromal y luteal no contenfan ni
produjeron cantidades detectables de inhibina, sugiriendo
nuevamente que las células de la granulosa son probablemente
el sitio principal de produccién de inhibina, ya gque é&stas
células fueron las mis activas con respecto a la produccién
de é&sta sustancia in vitro. El desprendimiento de las células
de la granulosa de la pared del foliculo intacto, dejando una
capa tecal; caus6 que la produccién de inhibina disminuyera a
menos del 20% de su valor original. El1 anti-androgeno de
acetato de ciproterona suprimié la producciédn de inhibina del
tejido folicular bovino en cultivo, lo cual es probablemente
el resultadc de una accién de las cé&lulas de la granulosa.
Esta sustancia ejerce su efecto anti-androgénico inhibiendo
la asociacién del andrégeno a receptores citosélicos vy
previniendo la retencién nuclear de complejos andrégeno-
receptor. Lo anterior sugiere que un receptor citosélico de
testosterona similar, capaz de producir una translocacién
nuclear podria estar presente en las células de granulosa de
bovine y que receptores a é&ste tipo podrian mediar la
estimulacién androgénica de la produccién de inhibina por
células de la granulosa. El acetato de ciproterona también
inhibi6é la produccién basal de inhibina de las células de la
granulesa en cultive, implicando la accién de andrégenos en
éste proceso y gque mediante el bloqueo de la accién de
testosterona es como el cyproterone acetate ejerce su efecto
inhibidor en la produccién de inhibina basal. Se especula gue
la produccién de inhibina folicular podria involucrar una
interaccién cooperativa entre las células de la teca y la
granulosad4.

Otros investigadores3% demuestran efectos especificos
y diferenciales de los esteroides sexuales y la inhibina de
células granulosas porcinas sobre la secrecién de LH y FSH
por accidén directa a nivel de pituitaria anterior de rata.
Sefialan que ésta actividad parecida a inhibina proviene de 1la
capa de células de la granuleosa y no de las células luteales
y funciona cambiando los efectos estimuladores y potenciando
los efectos inhibidores de los esteroides sexuales en 1la
secrecifn de gonadotropinas.

Bicsak y co0l.3€¢ examinaron la regulacién hormonal de
la produccién de inhibina de células de granulosa en cultivo
de ratas inmaduras hipofisectomizadas tratadas con
estrégenos, usando un RIA especifico para 1la porcién N-
terminal de la cadena alfa de la inhibina. Encontraron que el
cAMP es mediador en la produccién de inhibina y que el FCI-I
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(factor de crecimento parecido a insulina) y el PVI (péptido
vasoactivo intestinal) tienen efectos estimuladores en la
sintesis de inhibina y/o en la secrecién a nivel de células
de la granulosa. E1 FEC (factor epidérmico de crecimiento) y
la GnRH inhibieron la estimulacién de FSH de la secreci6n de
inhibina. Hallaron niveles bajos del contenido de inhibina en
extractos ovdricos de ratas tratadas con FSH cuando se
compararon con los niveles elevados de inhibina sérica, ésto
significa que la mayor parte de la inhibina no es almacenada
sino secretada después de su sintesis. La cantidad de
inhibina producida por las células en respuesta a LH y FSH a
sus désis maximas efectivas igualé la cantidad inducible por
FSH. El hallazgo de que la LH y FSH aumentan la secrecién de
inhibina sugiere mecanismos importantes de retroalimentacién.
La PRL no alterd la produccién de inhibina en células
tratadas con FSH, por tanto su accién no estaria asociada con
cambios en la produccidén de inhibina ovarica. La FSH y LH
actdan como seifiales endécrinas para modular la produccién Qge
inhibina, ademds los factores de crecimiento y los péptidos
reguladores podrian ejercer un control pardcrino local. Las
hormonas moduladoras estudiadas ejercen su aceién por
distintas rutas, incluyendo proteina-cinasa A (FSH, LH Yy
PVI), proteina-cinasa C (GnRH) y tirosina-cinasa (IGF-I ¥
EGF); las células de la granulosa podrian proporcionar un
modelo Gnico para estudiar la activacién del gene de la
inhibina.

Baird y col.37 examinaron los efectos de la supresién
de FSH en la secrecion de hormonas ovaricas, en ovejas con
ovarios transplantados al cuelle durante la fase folicular
del ciclo, cuando la seleccién del foliculo hakia a ocurrido.
Muestran que el FFo causa una inhibicién inmediata de 1la
secrecién de estradiol ovdrico, androstenediona, testosterona
e inhibina; precedida de una disminucién en 1los niveles
plasmaticos de FSH, atribuible a grandes cantidades de
inhibina en el FFo. En conclusién, el foliculo ovulatorio
tiene un requerimiento finito de FSH y la disminucién de FSH
bajo éste umbral resulta en 1la atresia del folficulo
ovulatorio y en la consecuente caida de 1los productos de
secrecién de &ste. Se observd un aumento del nivel de LH
después del tratamiento con FFo en el cual el ovario es
incapaz de responder normalmente (secrecidn pulsdtil) a ésta
estimulacién , probablemente debido a la presencia de
inhibidores de crecimiento en el fluido folicular.

Martin y col. 38 por medio de un RIA para inhibina de
FFb, observaron que los niveles de &sta en el foliculo
ovulatorio de terneras disminuian después de la inyeccién de
PG y alcanzaban sus niveles mis bajos durante la elevacién de
LH; ésta disminucidén preovulatoria podria ser importante en
el desarrollo de los foliculos dominantes. En contraste, las
concentraciones intrafoliculares de estradiol aumentaron
durante el crecimiento del foliculo, de modo gque la inhibina
podria jugar un papel 1local importante en su produccién,
inducida con FSH, por células de la granulosa. En 1los
foliculos no ovulatorios, las concentraciones de inhibina,
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estradiol Y bprogesterona aumentaron y quiza actuen
sinergisticamente para suprimir la secrecitn de
gonadotropinas y el reclutamiento de otros foliculos.

2.5.3.~ ib onadotro s

En lo que respecta a las gonadotropinas, Kimura y
col.39 investigaron la relacién entre el aumento y la
disminucién de 1las concentraciones de FSH en plasma
periférico y la cantidad inhibidora de FSH (AI-FSH) en plasma
venoso ovarico durante el peri6de de ovulacién inducida por
hce en ratas adultas. Observaron una disminucién
significativa de la AI-FSH 6 horas después de la inyeccidn de
hCG; cuando han aumentado los niveles plasmdticos de FSH,
probablemente debido a cambios en la funcién de las células
de la granulosa de los foliculos de Graff destinados a
ovular. Posteriormente, las concentraciones de AI-FSH
aumentaron tal vez debido al aumento de la secrecién de
inhibina de nuevos foliculos en crecimiento, dando como
resultado el fin de la etapa de elevacién de FSH.

En otros experinmentos, se midieron las
concentraciones de inhibina en muestras de suero de monas
Rhesus, para determinar si la secrecién ovarica de inhibina
reforzada era la causante de la disminucién caracteristica en
las concentraciones de FSH de los ciclos ovulatorios de monas
tratadas con estrona49. En é&stos animales las concentraciones
de FSH circulante fueron significativamente menores
comparados c¢on los control; lo cuidl no se atribuyé a una
elevada secrecién de inhibina, pues las concentraciones de
ésta proteina en suero se encontraron disminuidas durante la
fase folicular. Esto indica que tanto la FSH inmunoactiva
como la biactividad de ésta es menor en éstos animales. Estas
concentraciones bajas de FSH asociadas con las de Inhibina en
las monas tratadas con estrona coinciden, con los niveles de
estrégenos como el principal determinante de la secrecién
basal de FSH por pituitaria, atribuyendo a 1la FSH 1la
respuesta de la secrecién de inhibina ovidrica durante la fase
folicular. Los patrones de variacién de la inhibina a lo
largo del ciclo ovulatorio de las monas rhesus son similares
en humanos (McLachlan y col., 1987 49) y macacos (Fraser y
col., 1989 40); su concentracién es baja durante la fase
folicular y aumenta ligeramente cuando se da la elevacién de
FSH y LH a medio ciclo; y luego de una meseta o disminucién
ligera, se encuentra un pico durante la fase Jluteal. En las
monas tratadas con estrona el principal efecto de los
estr6genos sobre la inhibina fue durante la fase folicular,
dénde el radio de las concentraciones de Inhibina de la fase
luteal a la folicular fué muy alto, no se observaron cambios
en los niveles de LH en animales control ni en los tratados
con estrona.



41

La posibilidad de que la IH regulara la produccién de
inhibina folicular fue examinada por Zhang y col.4l , quienes
midieron la respuesta de gonadotropinas purificadas de rata
(FSH y LH), gonadotropina coriénica humana (hcG, actividad de
LH) y PMSG (actividad mezclada de FSH y LH) en un cultivo in
vitro de células de granulosa. Demostrande que mientras la
PMSG o la FSH estimulaban la produccién de inhibina, la hCG o
la LH no tenian ningtGn efecto sobre la misma, probablemente
debido a un ndmero limitado de receptores para LH. Sin
embargo, el tratamiento concomitante de las cé&lulas de
granulosa con LH o hCG, suprimié la produccién de inhibina
inducida por PMSG de forma désis respuesta. Cuando se
comparard el efecto de la hCG sobre la produccién de inhibina
estimulada por FSH con la inducida con PMSG en un sistema de
cultivo, encontraron que la exposicién a largo plazo de 1las
células de 1la granulosa a concentraciones excesivas de
LH/hCG, con désis elevadas de la dltima disminufa 1la
regulacidn del receptor a LH en las cé&lulas de la granulosa,
lo cual podria originar una disminucién en la produccién de
inhibina. Los resultados asi obtenidos indican que 1la
produccién de inhibina estd bajo control directo de la FSH y
la LH y posiblemente estén relacionadas con las alteraciones
en su actividad durante_la ovulacién in vivo.

otros autores 42 reportan los efectos in vitro de una
inhibina bovina libre de esteroides y altamente purificada
(My 32,000) sobre la secrecién de LH y FSH inducida por GnRH,
en cultivos primarios de células de pituitaria de ovino,
evidenciando la influencia de la inhibina en la secrecién de
LH en éstas células a diferencia de su accidén en células de
rata. Debido a ésta diferencia de accién, se llevaron a cabo
4 experimentos:

Experimente 1.- Demuestra que tanto el FFb tratado
con carbén, como la inhibina bovina altamente purificada (Mr
32,000) tienen efectos cualitativos indistinguibles sobre 1las
células. Y que ambas preparaciones provocan la liberacién de
LH inducida por GnRH de forma tiempo y désis respuesta.

Experimento 2.~ Por medio de la inmunoneutralizacién
de la accién de la inhibina se demostré la capacidad del FFb
para suprimir la 1liberacién de FSH inducida por GnRH,
mientras que la liberacién de LH inducida por FSH se blogued
completamente en presencia del antisuero.

Experimento 3.~ Revelé gque la subunidad alfa de
inhibina 1libre no afecta la secrecién basal de FSH y LH
inducida por GnRH en cé&lulas de pituitaria de ovino.

Experimento 4.- En éste se encontré que mientras el
estradiol 17-beta suprime 1la secrecién basal de FSH. La
liberacién de LH basal e inducida por GnRH no se afectan atn
en concentraciones de maxima supresién de FSH basal.
Concluteron que el efecto estimulador reportado para el FFb
no es atribuible a la presencia de estradiol 17-beta.

Estos hallazgos sugieren gque la inhibina suprime
directamente la secrecién ténica de FSH de la pituitaria
anterior de ovejas y, al mismo tiempo, refuerza la liberacién
pulsatil de LH sensibilizando las gonadotropas a la accién
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estimuladora de la GnRE: De éste modo contribuiria de forma
inesperada a la generacidon del pico preovulatorio de LH en la
oveja.

Por su parte Rivier y col.43 han usade la inhibina
humana recombinante (hr) en la rata hembra ovariectomizada,
investigando su capacidad para alterar la secrecién de
gonadotropinas durante el proestro y el estro. Compararon
éstos efectos con los de un antagonista de GnRH y estudiaron
el efecto del blogueo inducido de inhibina en la elevacién
secundaria FSH durante la ovulacién. La inyeccién de inhibina
A hr en la mafiana del proestro, disminuye significativamente
la elevacién primaria de FSH. Los cambios en la liberacién de
FSH durante el proestro dependen de la GnRH endégena. La
disminucién de la secrecién de FSH se atribuyé a la capacidad
del FF para interferir con la accién estimulante de la GnRH
en la secrecién de FSH. Se observé que grandes dosis de
inhibina A hr no suprimieron la elevacién primaria de FSH e
interfirieron con la cantidad total de LH liberada. AGn no se
sabe si otras proteinas distintas a 1la inhibina son
responsables del efecto diferencial del FF e inhibina rh. Los
niveles de inhibina alfa (medidos por RIA), reducides por
bloqueo de receptores de GnRH y restaurados por LH exdgena,
muestran una disminucién marcada durante el proestro tardio.
Esto apoya la hipétesis de que los cambios inducidos por LH
en la liberacién de inhibina juegan un papel en la modulacién
de la elevaci6bn secundaria de LH e indican que la secrecién
de FSH durante el estro estd bajo la influencia ténica
inhibidora de la inhibina. Finalmente, el blogueo de los
receptores de GnRH no tiene efecto medible en la liberacién
de FSH cuando se administra en el proestro tardio. Los
resultados demuestran que 1la inhibina interfiere con 1la
elevacién secundaria de FSH y que &Bta disminucién no fué
suficiente para alterar el nGmero de foliculos reclutados en
el siguiente ciclo.

Al respecto, Brannian y col.44 usaron un meodelo in
vitro de células de granulosa no luteinizadas y luteinizadas
para probar la hipétesis de que la produccién de inhibina por
éstas células de primates y su regulacién por FSH y LH
cambian durante el intervalo periovulatorio. Sefialaron que en
especies no primates las células de la granulo®® son 1la
fuente primaria de inhibina ovarica, mientras que en primates
es el cuerpo lGteo (McLachlan y col., 1987; Smith y col.,
199044). Los objetivos de éste trabajo fueron a) determinar
las condiciones 6ptimas para la produccién de inhibina in
vitro, por células de granulosa luteinizadas de monas rhesus
Y b) comparar la produccién de inhibina y progesterona por
células de granulosa no luteinizadas y luteinizadas en
presencia o ausencia de agonistas. Las monas recibieron uno o
dos régimenes de gonadotropinas humanas para inducir el
desarrollo de varios foliculos. Se inyectaron con hFSH
combinada o no con hlH, después de lo cual recibieron o no
estimulos con hCG para inducir la ovulacién y colectar las
células. Los foliculos se aspiraron por laparotomia. Después
del removimiento de los ovocitos se obtuvo una preparacién de
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células de la granulosa por centrifugacién. Las células se
contaron y se determiné su viabilidad por exclusién de azul
de tripano; luego se cultivaron de dos formas:

Estudio 1) Las cé&lulas de la granulosa no
luteinizadas se cultivaron en presencia o ausencia de hCG c¢on
o sin suplementos ( insulina, suero fetal bovino o suerc plus
que contenia suero fetal bovino con factores de crecimiento)
durante 8 dias.

Estudio 2) Se cultivaron células de 1la granulosa
luteinizadas y no 1luteinizadas durante 4 dfas en F-10
suplementado cfg 10% de suero de monas rhesus anovulatorias
con o sin adicl®n de hcCG.

Las concentraciones de progestercna e inhibina fueron
determinadas por RIA. Los resultados obtenidos por Brannian y
col.44 indican que las cé&lulas de granulosa de macacos
producen una sustancia inmunoreactiva parecida a inhibina,
por un proceso estimulado por factores séricos y varios
agonistas dependientes de cAMP. Las células de la granulosa
luteinizadas y no 1luteinizadas produjercn niveles similares
de inhibina inmunoreactiva, las CGL sintetizaron mucho mas
progesterona que las CGN. La produccién de inhibina por éstas
aumentd durante la exposicién a FSH perc no a h¢G, mientras
que la producciédn de hCG en las CGL estuvo reforzZada poxr
ambas gonadotropinag. La hCG fué el estimulador mas efective
en la produccién de inhibina tanto en CGN como en CGL. La
produccién de inhibina por 1las células de 1la granulesa
dependi6 de la presencia del suero. Este reforzé y sostuvo la
produccién de inhibina durante 8 dias de cultivo y facilité
su sintesis estimulada por hCG. Se desconocen los componentes
séricos responsables de promover la produccién de inhibina,
es posible que estén involucrados factores de crecimiento o
esteroides. El medio con una alta c®Beentracién de insulina
no estimulé la produccidn de inhibina. SegGn lo observado por
McLachlan y col. (198744) y Fraser y col. (198944), los
niveles circulantes de inhibina inmunoreactiva en mujeres y
monas, primero se elevan sobre una -<inea basal en la fase
folicular tardia y después aumentan rapidamente en la fase
luteal temprana del ciclo; con éllo Brannian ¥y col.44
sugieren que 1la luteinizacién estuvo asociada con una
capacidad creciente de 1las células de la granulosa para
sintetizar y secretar inhibina. Sin embargo, 1los datos
obtenidos sefialan gque las células de 1la granulosa del
foliculo preovulatorio pueden producir grandes cantidades de
sustancias parecidads a inhibina y que é&sta cypacidad
sintética no es alterada marcadamente por el pico de
gonadotropinas de los eventos periovulatorios. El hallazgo de
que la PGE2 (prostaglandinas) estimula la produccién de
inhibina en CGN y CGL implica gque 1las prostaglandinas
sintetizadas localmente juegan un papel en la regulacién de
la sintesis de inhibina en el foliculo en desarrollo y el
cuerpo lGteo; la accién de é&stos agonoistas sobre 1la
produccién de inhibina tal vez ocurra via produccién de cAMP,
ya que el db-cAMP fué un estimulador potente de la produccién
de inhibina de CG sin importar el estado o t1®mpo de cultivo,
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El mecanismo por el cual acttia el cAMP para aumetar la
produccién de inhibina es poco claro, aungue Pei y col.
(199144) identificaron un elemento en el gene de la subunidad
alfa de la inhibina.

Kaneko y col.45 investigaron la relacién entre los
cambios en los niveles periféricos de FSH y la inhibina en
vacas después del tratamiento con GCe (gonadotropina
coriénica de equino), examinaron también, las concentraciones
de estradiol 17-beta, progesteroha y LH en plasma periférico.
El estudio reporté por primera vez los cambios de la inhibina
bicactiva e inmunoreactiva en plasma periférico de vacas
superovulantes junto con un eximen del desarrollo folicular
usando un andlisis ultrasonografico. Este indica_dos curvas
de crecimiento de los foliculos grandes > 10mm de di&metro.
La primera, ocurre junto al desarrollo de foliculos medianos
(> 7 < 10 mm) y pequefios (> 4 < 7mm) y continia hasta la
ovulacién y la segunda comienza en el dfa 1 de la ovulacién.
La biocactividad de la inhibina aumento durante las dos curvas
de crecimiento. Los cambios en la inmunoreactividad de la
inhibina en plasma periférico se emparejaron con los de la
inhibina bioactiva en animales tratados con eCG. Por el
aumento de 1la biocactividad y la inmunoreactivadad de la
inhibina durante las dos curvas de crecimiento de los
foliculos grandes se supone que éstos foliculos son la fuente
principal de inhibina. No hubo correlacién entre los niveles
circulantes de inhibina y los de progestarona; por ello los
auntores consideran que el cuerpo lGteo no es la fuente de
inhibina circulante. Las concentraciones plasmaticas de
estradiol 17-beta aumentaron en respuesta al tratamiento con
GCe y se emparejaron con los niveles de inhibina circulante.
Por tanto también se considera a los foliculos grandes como
fuente de estradiol 17-beta.

2.5.4.~ Mecanismos de transporte de la inhibina.

Baker y c0l.9 especulan gue el transporte de la
inhibina para llegar a la circulacién es por medio de los
linfaticos gonadales. Este tema se ha estudiado
indirectamente, mediante transplantes de ovarios al bazo de
ratas castradas; con ello se suprimen los niveles de FSH
mientras que los de LH permanecen elevados, indicando que la
inhibina no es inactivada en el higado como los esteroides
(Uilenbroeck y col., 19789).

En otros trabajos Sander y col.46 investigaron si el
rango de variacién de la liberacién del material parecido a
inhibina por células de granulesa in vitro mostraba
variaciones ciclicas en los dias siguientes al ciclo estral.
Querian hallar una posible explicacién a los cambios tiempo
relacionados encontrados durante el ciclo en plasma venoso
ovarico (OVP) y fluido folicular. Encontraron gque la cantidad
de inhhibina liberada por las cé&lulas de granulosa en cultivo
varia segn el dia del ciclo, siendo mis alta en el dia del
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proestro, sin embargo el transporte de inhibina del foliculo
a la circulacién durante este periodo esti blogueada, ya que
la alta produccién de inhibina no se refleja en una reduccién
delas concentraciones de FSH plasmiatico.

2.5.5.— Inhibina y su relacién con el cambio en forma
y tamafio de las células foliculares.

Algunos experimentos perecen indicar gque la cantidad
de actividad similar a inhibina cambia Jjunto «con la
morfologia de las células28. Observaron gque durante los
primeros cinco dias del periédo de cultivo, cuando las
células se estin dividiendo, dispersando y probablemente
diferenciando, hay una disminucién de la actividad parecida a
inhibina en el medio, seguida de una produccién m&s o menos
estable de inhibina hasta el dia 15; durante los dias 14-21
aumenta su produccién, y después hay una marcada disminucién
probablemente debida a la edad y muerte de las células. Las
explicaciones a las diferencias en la cantidad de actividad
parecida a inhibina encontradas en el medio condicionado por
células de 1la granulosa aGn son especulacicnes sin 1la
cuantificacién del nGmero de células viables presentes en los
dias del cultivo.

Baker y col.9 sugieren que la medicién de la inhibina
quiz4i proporciona un indicio de la funcién de las células de
la granulosa por lo menos en foliculos grandes, La sugerencia
se basa en observaciones; en dénde se encontrdéd dque las
concentraciones de inhibina aumentan con el tamafio folicular.
En foliculos atrésicos el contenido de ésta disminuye
comparado con los no atrésicos, segin la etapa de crecimiento
{(Scott y col., 1980b9).

Tsonis, y col.47, trabajaron con foliculos de borrego
Yy encontraron gque el contenido de inhibina variaba con el
voldmen de fluido folicular y el diametro del foliculo pero
ne con el grado de atresia, atribuido por criterios
morfolSgicos. En folicules > 3.5 mm, la actividad aromatica
en las células de la granulosa o© la concentracidén de
estradiol 17-Beta en el fluido folicular estuvieron altamente
relacionados tanto con el contenido de inhibina como con la
concentracién. Si se consideran pocos cambios en 1la
concentracién de inhibina por célula de granulosa, el
contenido de inhibina podrfa esperarse aumentara con el
dismetro de foliculos sanos en crecimento hasta la curva de

y la 1luteinizacién, mientras que 1la concentracién de
inhibina en los foliculos no se alteraria tan dramaticamente
debido al incremento en el volGmen del fluido antral.

Por otro lado, los trabajos realizados por Henderson
y col. 48 también sefialan que la produccién folicular de
inhibina y la actividad aromitica de las c.g. estén
influenciadas por el tamafio y salud foliculares. La creciente
capacidad de las células de la granulosa de foliculos sanos
para producir inhibina conforme aumenta su:diametro podria
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ser consecuencia 9® una accién previa de gonadotropinas scbre
los foliculos. .

En éstos y otros trabajos realizados por el mismo
grupo de investigadores48 se sefialan tres puntos importantes
sobre la influencia de la LH y la FSH en la produccién de
inhibina:

1.~ La LH estimularia la produccién de andrégenos
tecales, que a su vez, aumentaria la capacidad de las c.g.
para producir inhibina.

2.~ La FSH aumentaria directamente la produccién de
inhibina de las c.g. de foliculos sanos.

3.- En contraste, la LH no estimula la produccién de
andrSgenos en teca interna de foliculos atrésicos ni la FSH
estimula la produccién de inhibina de células de granulosa de
foliculos atrésicos.

2.5.6.- Inhibina y su relacién con la edad.

Por otra parte, Ultee-van Gessel y col.49 estudiaron
la influencia de la hemicastracién neonatal en el eje
pitutario-testicular. Para determinar a que edad se vuelve
aparente el papel de la inhibina testicular en la regulacién
de la secrecién de FSH, trabajaron con grupos de ratas machos
hemicastrades en el primer dia de vida, y se investigé 1la
funeién pituitaria y testicular in vitro a los 21, 42 y 63
dias de edad. La produccién de hormonas por la glandula
pituitaria, las células de Leydig y las células de Sertoli se
estudié por separado en un ensaye in vitro para evitar
interacciones entre los componentes del eje. Estos estudios
confirmaron que la hemicastracién neocnatal causa una
hipertrofia testicular compensatoria, observada a los 21 dias
de edad y que el peso de los testiculos remanentes en ratas
hemicastradas de 42 y 63 dias de edad aumenta
significativamente al comparirlos con leos control. La
extirpacistn de los testiculos en el primer dia de vida afecta
la retroalimentacién negativa de las gdénadas en la secrecién
de la pituitaria y se refleja en altos niveles de FSH en
ratas de 21 y 63 dias de edad. Los niveles plasmdticos de LH
se elevaron sélo en ratas de 21 dfas de edad, en las demas
edades se encontraron niveles normales de é&sta homona;
posiblemente debido a que a los 21 dias se necesita mayor
cantidad de ILH para estimular la poblacién mis pegquefia de
células de Leydig a fin de obtener concentraciones normales
de testosterona periférica en animales hemicastrados.

La liberaci6tn espontadnea de FSH inducida por LHRH en
glandulas hemipituitarias in vitro aumenté notablemente en el
dia 21 de edad en el grupoc experimental; en cambio, en
animales mds grandes la secrecién basal de FSH e inducida por
LHRH fué similar en los grupos controles y experimentales.
Esto indica una menor secrecién de inhibina de los testiculos
remanentes en las ratas hemicastradas de 21 dias de edad. Las
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células de Sertoli de ratas hemicastradas neonatalmente de
mayor edad, ho secretaron mas inhibina comparadas con 1los
grupos control; mientras que en las ratas inmaduras castradas-
neonatalmente la secrecién de inhibina in vitro es mucho
menor que en los grupos control.

El aumento de los niveles periféricos, la secrecién
in vitro y el contenido de FSH de la pituitaria después de la
hemicastracién neonatal, gque resultd mayor en el dia 21 de
edad que en las demds edades estudiadas; indicé que la
inhibina Jjuega un papel menor en la regulacién de la
retroalimentacién de la secrecién de FSH en ®nimales de mayor
edad; la testosterona peodria ser el factor m&s importante en
ésta regulacién. En conclusién Ultee-van Gessel y col.49,
hacen ver gue la hemicastracién neonatal causa un aumento
selectivo en el FSH plasmiAtico de ratas inmaduras y adultas,
m&s no concluyen acerca de la importancia de la inhibina en
la secrecién de FSH en animales mayores debido al crecimiento
hipertréfico de los testiculos y a la mayor secrecién
hormonal de las células testiculares (Tabla 7).

2.5.7.—~ Localizacién de ARN mensajero de inhibina.

En estudios realizados por Einspanier y c¢ol.50, se
reportan por primera vez niveles detectables de ARNms de
relaxina, oxitocina, prolactina e inhibina en tipos celulares
oviricos, c¢élulas de granulosa y luteales, indicando el
potencial de é&stas para producir las hormonas respectivas.
Los niveles de ARNms para la oxitocina y prolactina fueron
mds bajos en células de granulosa porcinas que en células
luteales, sugiriendo menor produccién en el tipo de células
originales. Posiblemente actuan en forma paracrina, afectando
la esteroidogénesis. La oxitocina no modificé la secrecién de
progesterona de las células de la granulosa y la prolactina
tuvo un fuerte efecto estimulador; las diferencias parecen
indicar un alto grado de especificidad.

Otros estudios utilizan la técnica de hibridacién
histogquimic® (ver apéndice) para investigar la distribuecidn
celular del ARNm de las subunidades alfa y beta-A de 1la
inhibina en ovarios de wvacas 51. La localizacién citolégica
del ARNm para las subunidades alfa y beta-A de la inhibina en
foliculos ovéricos apoya l1los resultados de estudios previos
que identificaren a las células de la granulosa como el sitio
de produccién de inhibina., Este estudio también evidencia la
regulacidén independiente de la produccidén de la subunidad de
inhibina, demostrando la expresién de la subunidad alfa del
ARNm en una mayor poblacién de células qgue la subunidad Beta-
A,

Los niveles aumentados de ARNm para las subunidade®
alfa y beta-A conforme aumenta el diametro folicular
confirman la correlacién entre el contenido de inhibina y el
diametro folicular51. Los foliculos antrales y preantrales
pequefios (<1.4 mm) contienen ARNm para las subunidades de



TABLA 7

EXPERIMENTO ULTEE - VAN GESSEL Y COL. (1985)

EXPERIMENTO

DIAS DESPUES DE LA HEMICASTRACION

21 42 63
RATAS MACHOS HIPERTROFIA AUMENTO DEL PESO TESTICULAR
HEMICASTRADOS TESTICULAR

DESDE EL 1°° DIA DE
VIDA
IN ViVvO

AUMENTO DE FSH
AUMENTO DE tH

MAYOR LONGITUD DE TUBULOS
SEMINIFEROS
MAYOR NUMERC DE CELULAS DE SERTOLI
MAYOR NUMERO DE CELULAS
ESPERMATICAS

- AUMENTO DE FSH

NIVELES DE LH NORMALES

LIBERACION
ESPONTANEA DE FSH
EN HEMIPITUITARIAS

(INDUCIDA POR
LHRH)}
IN VITRO

AUMENTO EN LA
LIBERACION DE FSH

SECRECION BASAL DE FSH E INDUCIDA POR
LHRH SIMILAR AL GRUPO CONTROL

CONCLUSION

MAYOR SECRECION
DE INHIBINA POR
TESTICULO
REMANENTE

LA INHIBINA NO JUEGA UN PAPEL
IMPORTANTE EN LA RETROALIMENTACION
EN ESTAS EDADES
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inhibina, ésto sugiere que los foliculos de éste tamafio son
capaces de secretar inhibina. En varios de los foliculos
grandes examinados (1.0-3.0mm) no se localizé la prueba alfa
en las células de granulosa y tecales ni la prueba beta-A en
las primeras, debido a la atresia de algunos de éstos. Las
observaciones realizadas in situ en foliculos de ganado
sugieren que la expresién de la subunidad Beta-A seria el
paso limitador en la formacién del dimero de la inhibina.

La creciente intensidad en las pruebas de hibridacién
de ADNc en ©®lulas de granulosa antrales en algunos
foliculos, propone la existencia de subpoblaciones de éstas
dentro de un determinado foliculo51. La localizacién
preferencial de ARNm de inhibina en células de la granulosa
antrales y su alta concentracién en el fluido folicular
indica que ésta proteina podria contribuir al microambiente
del foliculo. No se encuentra hibridacién de pruebas de ADNc
para ninguna subunidad de inhibina en el cuerpo 1lGteo de
bovinos, probablemente su produccién en éstos sea especie
®3Pecifica, ya que 3® han encontrado concentraciones séricas
de inhibina elevadas en la fase luteal de humanos (McLachlan
Yy col., 1987 51.

Turner y col.52 demuestran que la expresién de las
subunidades de ARNm de inhibina alfa, beta-A y beta-B esta
bajo control directo de 1la FSH. Sefialan una diferencia
intersexual en el control hormonal de la produccién gonadal
de inhibina. Las células de Sertoli, homblogos testiculares
de las células de la granulosa, también las expresan; sin
embargo, la produccién de la subunidad alfa de ARNm en
células de granulosa y Sertoli es estimulada directamente por
FSH; mientras gue la produccién de las subunidades Beta-A y
Beta~ del ARNm por las células de Sertoli no presenta
respuesta a la FSH ni in vivo ni in vitro (Feng y col.,
1988; Keinan y col., 1989 52). Debido a ésto la FSH causa una
expresién diferencial en las subunidades de inhibina de
células de Sertoli, en tanto ejerce una induccién coordinada
sobre las subunidades de ARNms de inhibina en células de
granulosa. También se observé la induccién por estradiol de
las subunidades de ARNm alfa y beta-B en ausencia de FSH. El
estudio sugiere que 1los genes codificantes de las tres
subunidades e®tan bajo control endécrino primario de FSH y
bajo un control secundario a nivel par&crino mediade por
estrégenos.

D'Angostino y col.53 observaron que la ovariectomia
unilateral (ULO) resultd en un aumento significative de los
niveles de FSH sérico, sin cambios detectables en 1la
concentracién de LH sérico. El1 reclutamiento folicular fué
observado a las 24 horas como un aumento en el nGmero de
foliculos ovaricos con di&metro mayor de 350 micras. Cada
folicule reclutado recientemente (FRR) mostré niveles
reforzados tanto de subunidades de ARNm de inhibina alfa como
de beta-A en relacién a 1los foliculos no reclutados;
concluyen que los cambios temporales en las concentraciones
de FSH sérico podrian ser importantes en la regulacién del
ARNm de inhibina en los foliculos en desarrollo.
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Se observaron 2 clases de foliculos sanos madurando a
las 24 horas de la ULO; una hibridacién m&s intensa se
detect6 en la clase mis grande de foliCulos, previamente
reclutados durante la elevacién secundaria de FSH,
aproximadamente 24 horas antes del comienzo del estudio (FRR-
1)53. La segunda clase incluyd foliculos mds pequefios
reclutados como resultado de la ULO (FRR-2). La intensidad de
hibridacién fué mayor en FRR-1 gque en FRR-2 en la mayoria de
los foliculos. Los FRR-1 se expusieron a gonadotropinas
aproximadamente 24 horas ma&s que los FRR-2 después del
reclutamiento, lo cual influiria para los niveles reforzados
de ARNm de inhibina en los foliculos reclutados previamente
(FRR-1). La intensidad de hibridacién observada en FRR-1
reflejaria variaciones en madurez que originan una respuesta
diferencial a las gonadotropinas circulantes. Ademis, se
observaron foliculos pequefios (< 350 micras ), que
hibridizaron para la prueba alfa, pero no para la Beta-A, por
lo cual sugireren una regulacién diferencial de los genes de
inhibina antes del reclutamiento que permita una expresién
continua del ARNm alfa a bajos niveles en foliculos antrales.

Por otra parte, se sabe que la ciclcheximida (CHX)
mimetiza la accién de la inhibina en la secrecién basal de
FSH en cui.tivo de células de pituitaria en monocapa asi como
la secreci®n pulsatil de GnRH estimulada por ¥8H y LH en un
sistema de perfusién de pituitaria (Fukuda y col., 1987 y
Jakubowiak y col., 1989 54). En éste estudio, Attardi vy
col.54 compararon los efectos de la CHX e inhibina (pscl para
células de Sertoli de primates) sobre 1la secrecién de
gonadotropinas y sobre la subunidad de los ARNms de éstas en
cultivos de células de pituitaria en monocapa de ratas
machos adultos. Encontraron que, tanto el pSCI como la CHX
inhiben la liberacién ténica de FSH, disminuyen los niveles
de ARNm de FSH beta y la sintesis de la subunidad beta de la
FSH, ésto indica que la biosintesis de FSH estd fuertemente
ligada a su liberacién basal. Aunque la CHX, al igual que 1la
inhibina, actGa comc un inhibidor selectivo del ARNm de la
FSH, sus efectos fueron més lentos y menos rédpidamente
reversibles que los de la inhibina. Un activador reversible
de la transcripcién de FSH beta o de la estabilidad del ARN
estd involucrado en la regulacién de concentraciones fijas de
éste ARNm. El hallazgo de que la CHX limita el efecto de la
inhibina sobre el ARNm de la FSH beta después de dos horas,
indica que una sintesis de proteina subsecuente es también
requerida para la  completa expresién de los efectos
supresores de la inhibina. Los efectos fueron completamente
diferentes a las 6 horas, lo cual propone que la accién de la
inhibina involucra por lo menos dos factores ldbiles.
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2.5.8.- ° Relacién de la inhibina con factores de
crecimiento.

Factor epidermico de crecimiento.

El1 factor epidérmico de crecimiento (FEC) se coRfce
por su accién mitogénica, aungue también puede aumentar 1la
sintesis de ADN, ARN y proteina en varias células.

Franchimont y col.55 examinan su efecto sobre la
proliferacién celular, 1la sintesis de proteina y 1la
produccién de progesterona e inhibina por células granulosas
antrales de bovino y demuestran su capacidad para aumentar la
sintesis de ADN en células de granulosa bovinas; ademés
confirman su efecto inhibidor en la produccién de
progesterona por é&stas células en relacién désis-respuesta.
El FEC suprime la secrecién de inhibina después de 48 horas
de incubacién, a las 72 horas no se observa ningln efecto
probablemente relacionado a la disminucién de la produccién
de progesterona; sugiriendo que podria tener dos efectos:
uno directo, suprimiendo LA PRODUCCION DE INHIBINA Y OTRO
mwpirecto, resultante 98 la disminucién de la luteinizacién y
de la produccién de progestercna.

Factor de diferenciacion eritroide.

Hasegawa y col.56, demuestran la capacidad del
factor de diferenciacién eritroide (FDE) en la induccién de
receptores para FSH en células de granulosa de rata; también
examinan los efectos de la inhibina, factor transformador de
crecimiento (FTC-beta), factor epidérmico de crecimiento
(FEC) e insulina en la induccién de receptores para FSH en
presencia o ausencia del factor de diferenciacién eritroide.
Este estudio proporciona elementos para un posible papel del
--FDE como inductor de los receptores para FSH. La inhibina no
produjd la induccién del receptor de FSH en presencia o
ausencia del FDE, lo cual apoya la teoria de que la inhibina
actGa primariamente en las células de pituitaria, suprimiendo
la secrecién de FSH; el TGF-beta tampoco tiene efecto sobre
la induccién de receptores para FSH aunque redujo ligeramente
el ntmero de receptores inducipos por EL FDE. EL FEC NO TIENE
EFECTO SOBRe los receptores para FSH en condiciones basales
pero antagoniza la accién del FDE.

Factor transformador de crecimiento beta.

Los estudios in vitro realizados en 1987 confirman
que la diferenciacién de células de granulosa en cultivo
estimuladas por FSH puede ser regulada por factores de
crecimiento. Es posible que los miembros de la familla .de
&stos genes jueguen un papel como moduladores autocrineos o
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pardcrinos en el cremiento celular ovarico y/o en la
diferenciacién 57, debido a la homologia entre las secuencias
nucleotidicas de la inhibina y el FTCbheta. En éste estudio
se evaluaron los efectos del FTCbeta con y sin FSH de acuerdo
a varios parametros de crecimiento y diferenciacién en
cultivos de células de granulosa de rata. Este estudio es el
primero en demostrar que el FTCbeta refuerza la induccidén de
receptores de LH estimulada por FSH y la produccién de
progesterona de células de la granulosa de forma dosis
dependiente, sin relacién a cambios en el cAMP intra o
extracelular. La produccién de inhibina por cé&lulas de 1la
granulosa es estimulada por FSH, debido a las similitudes
entre la inhbina y el FTCbeta y al hecho de que la mayoria de
las células contienen ARNm para FTCbeta; se especula gque éste
podria ser producido por 1las cé&lulas de la granulosa y
regulado por gonadotropinas y esteroides. El efecto combinado
de los genes miembros de la familia FTCb®ta/inhibina sobre la
modulacién de la FSH probablemente constituya uno de 1los
mecanismos de la seleccién del foliculo.

Zhang y col. 58 también examinaron la influencia del
FTCbeta sobre la produccién de inhibina basal y estimulada
por FSH y la inhibicién de la produccién de inhibina por el
FEC, utilizaron un cultivo in vitro de células de granulosa;
mediante el cual demostraron que el FTCheta estimula
directamente la produccién de inhibina bajo condiciones
basales y estimuladas por FSH. Del mismo modo, parece
aumentar los efectos inhibidores del FEC sobre la produccién
de inhibina inducida por FSH, proporciocnando evidencia
adicional para la accién reguladora del FTCbeta en la funcién
endécrina de las células de 1la granulosa Yy para su
interaccién con 1las gonadotropinas y otros factores de
crecimiento dentro del foliculo ovArico. El1 FTCbeta aumenté
la produccién de inhibina mientras que el FEC la inhibi6; al
agregar é&stos factores al mismo tiempo, se redujo su
produccién, y la accién aditiva del FTCbeta y la FSH la
suprimié. Zhang y col.58 hallaron que el FTCbeta propicia
una accién supresiva del EGF sobre la produccién de inhibina,
lo anterior confirma lo reportado por Feng y col. (1986) de
que el FTCbeta produce un aumento en los efectos inhibidores
del EGF sobre la produccién de cAMP y la expresién de los
receptores de LH durante el desarrollo de las células de la
granulosa. O0Ot¥93 autores -citados por 2hang y col.58-
demostraron que el FTCbeta tiene una homologia estructural
con la activina (Ling y col., 1986 S8) y que ambos tienen
efectos estimuladores sobre la secrecién de FSH de 1la
pituitaria y sobre la actividad aromatica de las cél¥las de
la granulosa, pero muestran una accidén diversa sobre la
produccién de progesterona (Ying y col., 1986; Hutchinson y
col., 198758). Los experimentos realizados indican quE EL
FTCBETA TAMBIEn regula la produccién de inhibina aunque adn no
se sabe si ésta es capaz de regular la produccién del
FTCbeta.
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Somatomedina c.

Por otra parte, se ha examinado la posibilidad de
que 1& somatomedina-C (Sm~C), un factor de crecimiento
parecido a 1la insulina, Jjunto con 1la FSH controlen la
secrecién ovarica de inhbina 59. Demostrando que las cé&lulas
de la granulosa son la fuente principal de inhbina ovarica en
ratas y que la produccién de inhbina in vitro por éstas
células estd bajo el control directo de la FSH y la Sm-C.
Ambos estimulan la produccién de inhibina de forma dosis y
tiempo-dependientes. Se observé un efecto sinergistico cuando
éstas dos sustancias fueron agregadas en combinacién al medio
de cultivo. La actividad inhibidora de FSH medida en el medio
de células de granulosa se neutralizé con el uso de un
anticuerpo monoclonal cultivado para inhibina bovina
purificada. Una vez mas se confirman b's extienden
observaciones previas de que una séla dolto contenido de
inhibina. Finalmente, se cree que la Sm-C tiene un papel
autocrino y/o pardcrino dentro de los foliculos de ratas.
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2.6.~ ACTIVINA Y FOLISTATINA, SU RELACION CON INHIBINA.

En la revisién realizada por Rivier y col. se
menciona que Vale y col (19867) encontraron una proteina
estimuladora de FSH,independiente de GnRH, constituida por un
homodimero de la cadena beta-A de la inhibina. Por otro lado,
también se cita el hallazgo de un heterodimero de la cadena
beta-A beta-B de la inhibina, con la misma actividad (Ling y
col., 19867), a la que se llamé activina. De éste modo, las
gbénadas contienen dos entidades diferentes pero relacionadas
estructuralmente, que inhiben y estimulan la secrecién de
FSH. parece ser que los dimeros beta actian a través de
receptores diferentes de aquellos moduladores de la accién de
la GnRH7, pues la FRP no induce la liberacién de IH y 1los
antagonistas de GnRH (que bloquean completamente la secrecién
de gonadotropinas inducida tPDr GnRH) no alteran su actividad.

McLachlan y col.6 utilizaron activina A humana
recombinante para examinar si é&sta modula la 1liberacién de
gonadotropinas en el macaco macho adulto. Reportaron los
efectos de la infusién de Activina-A, durante dos dias, sobre
la secrecién de testosterona y gonadotropina estimuladas por
GnRH. La evidencia preliminar sugiere un papel fisiolégico
para la activina A circulante, la infusién de ésta sustancia
aumenta los niveles basales de FSH sérico y la respuesta de
la FSH y la LH a la GnRH. Lo anterior apoya el papel
fisiolégico de la activina como sefial endécrina reguladora de
la secrecién de gonadotropinas en el macaco macho.

En 1991 Nakatani y col.®1, reportan 1los cambios
ciclicos del ARNm de la folistatina y su proteina en el
ovario de la rata durante el ciclo estral. Estos datos apoyan
la hipé6tesis de que la produccién del ARNm de folistatina y
su proteina en el ovaric de rata cambian de modo temporal y
especifico segfin el tejido a lo largo del ciclo estral;
durante el cual el ARNm de 1la folistatina parece estar
presente s6lo en las células granulosas Yy tecales en
diferenciacién y ausente cuando éstas células experimentan
atresia y luteolisis, respectivamente. E1 aumento en la
folistatina inmunoreactiva sélo aparece en 1los foliculos
dominantes, la expresién de é&sta proteina podria intervenir
en los mecanismos de selecciébn y atresia de los foliculos.

La primera muestra del mensaje de folistatina en el
desarrollo folicular$1 se encuentra en las células de la
granulosa de foliculos secundarios y terciarios, la presencia
del ARNm en éstos (300-400 Micras de diametro) apoya la idea
de que la expresidén del ARNm de la folistatina podria ser
consecuencia de la entrada de un foliculo primordial al grupo
de foliculos en crecimiento. El mecanismo de aumento de la
folistatina se desconce pero la FSH juega un papel
importante. Se encontré que la folistatina siempre se
localiza en las células de la granulosa de los foliculos
dominantes; y coincide con el periodo de seleccidén de los
foliculos dominantes que ovularan el proximo <ciclo,
sugiriendo que una de las posibles funciones de la
folistatina sea prevenir la atresia, uniéndose a la molécula
de activina. Por otra parte se demuestra la presencia de 1la
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folistatina y su ARNm en cuerpos lGteos durante el estro,
indicando un posible papel de ésta en la luteinizacién y su
potencial para una estimulacién autécrina o paracrina de la
sintesis de progesterona en células luteales de rata.

Existen también algunas diferencias importantes entre
la expresién de la folistatina y de las subunidades de 1la
inhibina Beta-A y Beta-B 61:

1) en todos los foliculos en desarrollo (sanos o
atrésicos) hay una expresién mas generalizada de ARNm de
folistatina

2) las sefiales para el mensaje de folistatina y su
proteina continGan siendo intensos en los foliculos
preovulatorios y cuerpos lfiteos después de la elevacién de

LH/FSH

3) el ARNm de folistatina y su proteina no parecen
estar controlados coordinadamente, excepto en los foliculos
seleccionados, por lo cual se propone un mecanismo de control
distinto para regular la expresién de la folistatina y 1la
inhibina. Se pueden concluir dos puntos importantes; el ARNm
de folistatina parece ser expresado en las células de 1la
granulosa de todos los foliculos en desarrolle Yy cuerpos
lGteos y que la folistatina parece estar localizada en las
células de granulosa y luteales de los foliculos dominantes,
volviéndose detectable al tiempo de la seleccién.

Se ha tenido éxito en preparar un antisuero
especifico para activina utilizando conejos inmunizados con
una mezcla de factor eritroide de diferenciacién (EDF) y
“polyvinyl pyrrolidone" (PVP) y se ha establecido un RIA para
la activina A/EDF. Shintani y col.62 describen éste
procedimiento (ver apéndice) y la medicién de sus
concentraciones en varios fluidos biolégicos y extractos de
tejido; afirman que es posible que haya reactividad cruzada
con otras activinas (activina AB y activina A) dada su
homologia estructural pero no lo examinan en éste trabajo,
sin embargo el RIA parece ser Gtil en la diferenciacién de
activina nativa e inhibina.

Los experimentos realizados con extractos de placenta
humana y fluido amniéico®2 mostraron una inmunoreactividad de
activina A/EDF relativamente alta (174 + 11 ng/g peso himedo
y 63.9 + 5.0 ng/ml, respectivamente), lo que implica un papel
impormunoreactividad baja de activina A/EDF (8.7 - 14.2 ng/g
peso hGmedo), excepto por una inmunoreactividad un poco alta
en la gléandula pituitaria (70 ng/g peso hGimedo). Las curvas
de administracién ex6gena de activina A/EDF en plasma indican
una vida media relativamente corta (t;,/ = 14 min).

Para determinar si la inhibina y la activina Jjuegan
un papel en el desarrollo embrionarionario de mamiferos
Roberts y col.63, examinaron la ontogenia de la localizacién
de las subunidades de mARNs de la inhibina en embriones de
rata entre los dias 12 y 20 post-coitum (p.c.). La primera
localizacién de la expresién de ARNm Beta-A en tejidos de
embriones fué en el corazén a los 12 dias p.c. Conforme se
desarrollaba el embrion, la sefial se encontré en los
cojinetes cardiacos y en vasos m&s grandes. El1 mensaje
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inhibina/activina beta-A es expresado en la dermis durante
las etapas tempranas del desarrollo de la piel y en el
cabello y los foliculos piloscs de la cara durante las etapas
tempranas y tardias de la maduracién folicular. E1 producto
del gene de la subunidad beta-A inhibina/activina, que muy
probablemente sea activina A; podria influenciar el
desarrollo coordinado del cartilago y el hueso, asi como el
de los dientes, tendones, foliculos pilosos, cojinetes
cardiacos, y grandes vasos; en cooperacién con otros miembros
de la familia de los TGF-beta.

Las subunidades de ARNms inhibina/activina beta-A y
beta~B se _localizaron en diferentes &areas del cerebro
embrionario®3; el mensaje beta-A se observé primero en el
cuerpo estriado. La activina es el fGnico miembro de 1la
superfamilia de TGF-beta que influye en la viabilidad de las
células nerviosas y en el que se han encontrado ARNms en

tejidos embrionarios de cerebro. Los ARNms de
inhibina/activina alfa y beta-B fueron detectados en las
génadas a los 14 dias p.c., que es el tiempo de la

diferenciacién sexual de las gbénadas. El mensaje de 1la
subunidad alfa se expresa en la teca interna y en las células
intersticiales glandulares (anilogas a las dichas células en
el testiculo), en las células de la granulosa; los mensajes
de las subunidades beta~B y beta-A solo se observan sobre las
células de la granulosa.

La presencia de las subunidades del ARNm de inhibina
y activina en las génadas embrionarias en patrones similares
a los observados en ovarios juveniles y maduros y en
testiculos®3, sugiere que los prouctos gendticos podrian
jugar un papel hormonal en embriones de etapas tardias. Sin
embargo, como los mensajes estuvieron presentes cerca del
tiempo de diferenciacién gonadal y como la activina-A afecta
el crecimiento de las células gonadales en cultivo, las
proteinas inhibina/activina regularfan tales procesos.

Para caracterizar la naturaleza del complejo de unién
activina Aéfclistatina se utilizé una técnica "double ligand-
blotting" 64, con ésta se demostré que la activina-A tiene al
menos dos sitios de unién para la folistatina; =n tanto la
inhibina-A tiene s&lo uno. Por ésto, la activina-A y la
folistatina pueden considerarse reguladores potenciales
positivos y negativos en los principales sistemas biolégicos.
De la misma manera, la inhibina-A y la folistatina podrian
interactuar una con otra a través de su unién con la
subunidad beta. Sin embargo, a pesar del complejo activina-
A/folistatina, la asociacién de la inhibina-A y 1la
folistatina no neutralizaria su actividad mutua.

Experimentos realizados por DePaolo y col.65
comparan los efectos de la folistatina purificada de porcino
y la inhibina-A recombinante humana sobre la secrecién de FSH
y LH de la pituitaria de ratas después de una semana de
ovariectomizadas;también determinan si la folistatina y 1la
inhibina actGan en la glindula piutuitaria anterior in vivo
para alterar la liberacién de gonadotropinas. Los resultados
muestran claramente la supresién de los niveles de FSH sérico
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en animales vivos mediante la administracién de folistatina
purificada o inhibina. Después de su inyeccién a ratas OVX,
ambos polipéptidos gonadales suprimieron la hipersecrecién de
FSH de forma désis~dependiente con la supresién maxima de
cada sustancia entre las 4 y 6 horas después de su
administracién, la potencia biolégica de la folistatina fué
de aproximadamente 1/5 de la potencia de la inhibina.

Se podria postular que la supresién de los niveles de
FSH circulante por el pFF, durante las 9-10 horas después de
la inyeccidén, se debe principalmente a la inhibina, mientras
que la disminucién de la supresidén de los niveles de FSH
después de las 10 horas podria atribuirse a la folistatina.
Esta accién supresora de la folistatina es mediada por la
unién de 1la activina producida localmente en la gléandula
pituitaria, neutralizando las acciones estimuladoras de FSH
de la actvina. En contraste a su influencia sobre los niveles
de FSH sérico, ni la folistatina ni la inhibina ejercieron un
efecto estadisticamente significativo en las concentraciones
séricas de LH en las ratas OVX6S.

Nakamura y col.®6 investigaron el efecto de la
folistatina sobre la diferenciacién de 1las células de la
granulosa inducida por activina. Estas células se obtuvieron
de ratas hembras inmaduras de 21-23 dias de edad, pretratadas
subcutaneamente con DES (dietilstilbestrol) durante 4 dias.
Después de 72 horas en cultivo la concentracién de
progesterona e inhibina se dQeterminaron por RIA usande
antisuero de conejo cultivado contra inhibina bovina de
32kbDa. Las cg se cultivaron en medio con activina,
folistatina o una combinacién de ambas, durante 60 horas y
luego se fotografiaron. Los sitios de unién de LH/hCG y FSH
se_ midieron cuantificando la unién celulas [125IjhGe y
(1251]eFSH, respectivamente. Los resultados indican que la
activina puede actuar sobre 1las células de la granulosa
directamente y cambiar su morfologia celular; mientras que la
folistatina inhibe el cambio morfolégico inducido por 1la
activina y no tiene efecto directo sobre 1la morfologia
celular. Al examinar el efecto de la folistatina en la
induccién de 1los sitios de unién a FSH por activina se
encontr6, después de un periédo de cultivo de 36 horas, una
unién especifica de FSH en las cg. Cuando se agregd activina
al cultivo la unién aumenté6 de forma désis-respuesta; en
cambio, cuando se le agregdé folistatina se produjo una
disminucidn désis-respuesta en los sitios de unién
estimulados por activina.

En presencia de FSH la activina estimulé la expresién
de los sitios de unién para hcG/LH®6., cuando los cultivos se
trataron con diferentes concentraciones de folistatina el
nivel de unién de hCG/LH estimulado no se afecté, sino hasta
que la concentracién de folistatina alcanzé un nivel superior
al del efecto estimulatorio de la activina, en cual éste fué
suprimido abruptamente. El1 refuerzo de la produccién de la
inhibina por activina se blogueéd por la adicién de
folistatina. En presencia de FSH 1la actvina aumenté 1la
produccidén de inhibina por las cg; y el aumento fué inhibido
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por la folistatina de forma désis-respuesta. Los resultados
sugieren que la proteina de unién activina/folistatina se une
a la activina estequiométricamente para suprimir 1la
diferenciacién de las células de la granulosa inducida por
activina in vitro y que la folistatina no tiene un efecto
directo sobre las reacciones independientes de activina.

Xiao y col. 67, utilizando un método similar al de
Nakamura y col.%6, confirmaron que la activina aumenta
dramiticamente 1los niveles de receptores a FSH y que el
efecto estimulador de la activina sobre éstos receptores se
suprime por la folistatina. En presencia de FSH la activina
ejercié una acciébn bifasica con una 1ligera caida en los
sitios de unién disponibles para FSH en désis bajas y un
incremento con désis altas (> 30 ng/ml). En contraste, 1la
folistatina previno la disminucién de los sitios de unién a
FSH inducida por é&ste. El1l significacdo funcional de é&stos
resultados se explic6é posteriormente por que el tratamiento
previo con activina, no con folistatina, aumenté la respuesta
de las células de la granulosa tanto a FSH como a LH,
demostrado por un aumento en la actividad aromatica, en 1la
produccién de progestercna y en la de inhibina.

La observacidén de que la folistatina no ejerce efecto
sobre la unién de FSH basal pero invierte 1la accién
estimuladora de la activina sobre la unién a FSH en ausencia
de éste®7, concuerda con la hipétesis de que la folistatina
podria actuar como un antagonista de la activina uniendo
activina endégena e inhibiendo su accién. E1 hecho de que el
tratamiento previo con folistatina no cambiara la respuesta
de las células a FSH y LH confirma que la folistatina no
tiene efecto sobre la unién a FSH y no cambia el nGmero de
receptores a LH. Se desconoce la razén de una reduccién
posterior de la unién a FSH por désis bajas de activina en
presencia de FSH, pero podria deberse a que ésta aumentara el
recambioc de los sitios de unién a FSH en las cg originando la
reduccién de éstos. El ligero aumento de los sitios de unién
a FSH causado por d6sis crecientes de folistatina podria
resultar del antagonismo sobre los efectos de désis bajas de
activina endégena en los sitios de unién en presencia de FSH.

La activina actuaria uniéndose a su propio receptor,
por fosforilacién del sustrato e induccién de la
diferenciacién de las cg mediante un aumento en el nGmero de
receptores a gonadotropinas y, subsecuente en la respuesta de
las células a las gonadotropinas6?., Se propone gque 1la
folistatina estd actuando como una proteina de unién a
activina para regular la accién foliculogénica de ésta. Xiao
y col. (datos no publicados) demostraron que 1la activina
refuerza la expresién de ARNm de folistatina inducida por FSH
en cg de rata in vitro, lo cual proporciona la base para un
sistema de retroalimentacién de ciclo corto, mientras que la
FSH podria estimular la produccién tanto de activina como de
folistatina y ésta Gltima regular las acciones locales de la
activina, interviniendo en la seleccién de foliculos y en el
establecimiento de la dominancia.



3.=- ACTIVIDAD DE LA INHIBINA EN CICLOB ESPONTANEOS E
INDUCIDOS Y 8U RELACION CON LA MADURACION DEL OVOCITO.

3.1.- PRODUCCION EN RELACION A CELULAS DE LA GRANULOSA IN
vivo.

La presencia de é&ste compuesto en fluido folicular
humano fué& determinada por Chappel y col. utilizando dos
modelos; uno in vivo, con monas rhesus ovariectomizadas y
otro in vitro, basado en un sistema de cultivo de células de
pituitaria. Este estudio es el primero en demostrar 1la
presencia de la inhibina en el fluido folicular humano en
ciertas etapas del cicle menstrual; sugiriendo que ésta
podria estar actuando en etapas especificas del ciclo
reproductivo de mamiferos.

Al respecto, Navot y col.69 utilizaron una prueba de
citrato de clomifeno para determinar la fertilidad de 51
mujeres de 35 afios o mayores. Encontraron que la fecundidad
se puede predecir en base a la respuesta de las
gonadotropinas a la estimulacién con éste compuesto. Los
resultados favorables del aumento de hMG/hCG en la ovulacién,
sugieren gque un ciclo hiperestimulado podria salvar las
anormalidades no definidas en éstas mujeres, permitiendo el
embarazo cuando el ciclo natural ha declinado. Durante las
etapas tempranas de la perimenopausia hay un aumento gradual
en el nivel de las gonadotropinas séricas por la disminucién
del nfimero de ovocitos y foliculos; la elevacién de la FSH
sucede tempranamente y es mayor que la de LH. En contraste a
lo anterior, cuando se administra citrate de clomifeno
durante el periédo reproductivo, el aumento es mas alto y mis
sostenidoc para LH que para FSH. Este patrén de respuesta de
las gonadotropinas se asemeja al rango de FSH/LH
perimenopdusico y podria ser atribuido a la disminucién de la
produccién de inhibina ov4rica. Esta Gltima reduce las
concentraciones de FSH plasm&tico, probablemente suprimiendo
la liberacién de FSH por la adenohipéfisis. Al igual que las
hormonas esteroides, la inhbina es secretada por las células
de la granulosa, cuya capacidad secretora estd fuertemente
relacionada con la calidad del ovocito y la capacidad de
fertilizacién, de manera que una disminucién de ésta
explicaria el disparo de FSH después del tratamiento con
citrato de clomifeno. Si la capacidad para secretar inhbina
esta relacionada con la calidad del ovocito, ésto explicaria
las reducidas oportunidades para concebir. Entonces, un
tratamiento con citrato de clomifeno desenmascararia la falla
inicial en un aparato folicular aparentemente normal,
asesorando las decisiones clinicas.

Para caracterizar los niveles de inhibina en el ciclo
menstrual normal Bremner y col70 estudiaron 40 mujeres de
21-33 aflos de edad . Se tomaron muestras de sangre diarias a
todas las pacientes durante un ciclo menstrual completo,
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éstas muestras se probaron para LH, FSH, estradiol,
progesterona e inhibina. De é&stos estudios se concluye que el
folicule maduro secreta tanto estradiol como inhibina,
mientras gue el cuerpo lGteo secreta progesterona, inhibina y
estradiol y que 1los niveles de inhibina en la sangre
periférica de mujeres normales representa una agregacién a la
cantidad producida por el foliculo madure y a la cantidad
producida por el cuerpo lGteo. Ademds, para determinar el
papel del cuerpo lGteo y el control hormonal de su funcién,
se administré un antagonista de GnRH durante 3 dias a mujeres
normales, comenzando en el dia 6 de la fase luteal. La désis
mas alta del antagonista de GnRH permitié una inhibicién
confiable de la secrecidén de LH, FSH, progesterona e
inhibina. El reemplazo de la LH en ésta situacién, en forma
de hCG, permitié el rescate del cuerpo lGteo; incluyendo la
secrecién de inhibina. Se concluye con ello, que la inhibina
producida por el cuerpo lGteo esta, predominantemente, bajo
el control de LH. Por otro lado, también han iniciado
estudios sobre la inhibina como un marcador para defectos de
la funcién ovarica; los resultados encontrados en mujeres con
defectos en la fase 1luteal, indican que los niveles de
inhibina en sangre periférica durante la fase luteal tardia
son mids bajos que los encontrados en mujeres normales.

Por otro lado, Khan y col.?l describen el aislamiento
de una "proteina inductora de la esteroideogénesis" (PIE)
hasta su aparente homogeneidad y miden sus efectos en la
produccién de esteroides in vitro en células ovéaricas.
Sefialan que ésta proteina es diferente a otros factores
par&crinos o de crecimiento que se sabe estimulan la
esteroideogénesis en las células de Leydig, es distinta de la
albimina y que las células lGteas de la granulosa son la
fuente de é&sta proteina, capaz de estimular la produccién de
esteroides sin involucrar al cAMP. El experimento se realizé
utilizando mujeres que habian sido tratadas con hMG y hCG
para inducir el crecimiento folicular y 1la ovulacién (ver
apéndice). Se encontré una actividad parecida a LH, quiza
debida a 1la PIE; que probablemente, sea requerida para
amplificar los efectos de la LH sobre el foliculo
preovulatorio para reforzar la produccién de esteroides o
para la subsecuente luteinizacién de las células de la
granulosa. También podria regular el cambio en las células de
la granulosa de células secretoras de estradiol a secretoras
de progesterona, ya que; estimulando la produccién de
pregnenolona, sin tener ningdn efecto sobre 1la actividad
aromdtica causaria una acumulacidén selectiva de progesterona
que cambiarfa la proporcién progesterona/estradiol. Se
concluye gque los ovarios humanos secretan una proteina
durante la maduracién folicular preovulatoria que actGa como
estimulador de la esteroidogénesis.

Al respecto, Baird y col.72 encontraron que la
inhibina se origina principalmente en el ovario, siendo
probable gque muchos foliculos antrales contribuyan a su
secreci6én durante la fase folicular. Los factores que
intervienen la produccién de inhibina por las células de la
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" granulosa = son poco claros, mientras la FSH induce la
expresién del ARNm para las subunidades alfa y beta de 1la
inhibina, tanto in vivo como in vitro, no se sabe que
determina su liberacién de la célula o del foliculo intacto

‘(Rivier y col., 198972),

3.1.1.~ Caracteristicas moleculares de 1a inhibina humana.

En un intento para identificar las formas nativas de
inhibina, presentes en el fluido folicular y en plasma venoso
humano no afectado por manipulaciones quimicas anteriores,
Baird y col.?’2 gsepararon inhibina por filtracién en gel
usando una matriz gel de Sefacril de alta resolucidn, seguida
de la identificacién de las formas inmunoactivas y biocactivas
de la inhibina de diferentes tamafios moleculares. La
biocactividad se midié usando células de pituitaria dispersas
de borrego y los resultados se expresaron en términos de U/L
de un estdndar de fluido de red de testis de ovino (FRTo) con
una potencia asignada de 1 U/mg. Se usaron 2 antisueros para
monitorear 1la inmunoactividad; un antisuero cultivade en
conejos contra la inhibina de bovino de 32 kD, que ha sido
usado como base de estudios heterélogos en el hombre y otras
especies; éste antisuero reconoce la inhibina intacta vy
moléculas precursoras mas grandes pero nho reconoce la
subunidad alfa 1libre. El segundo antisuero (¥29) cultivado
contra la secuencia peptidica 1-23 N-terminal de la subunidad
alfa de la inhibina humana, reconoce la subunidad alfa libre
asi como la inhibina intacta. En el fluido folicular humano
se identificaron 2 picos inmunocactivos, correspondientes a un
peso molecular aparente de 32 kD y 110 kD, gque son
biolégicamente activos. En fluido folicular y en plasma no se
encontré inmunocactividad de pesos moleculares menores de 30
kD, sugiriendo que en el humano, al igual que en el borrego,
no se producen ni secretan cantidades significativas de 1la
subunidad alfa libre en el foliculo.

3.1.2.~ Niveles de inhibina en relacién a FSH y ILH.

McLachlan y col.?3 reportan la PRIMERA demostracién
de que la inhibina circula en el plasma humano, estableciendo
su naturaleza hormonal. La estimulacién de inhibina por
gonadotropinas exégenas durante la hiperestimulacién ovarica
sugire que la FSH promueve la produccién de inhibina ovarica,
lo cual confirma su regulacién por FSH, y su produccidén por
las células de la granulosa. La cercana correspondencia entre
las concentraciones de inhibina plasmitica y estradiol junto
con la correlacién entre el pico de inhibina plasmidtica y el
naGmerc de foliculos detectados por ultrasonografia y el de
ovocitos recuperados por laparoscopia, apoya el amplio
concepto de que ambos son monitores del crecimiento
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folicular. La inhibina representa una proteina indicadora de
la funcién de las células de la granulosa, sus niveles caen
después del medio ciclo y de la elevacién de LH y estradiol,
al momento de la luteinizacién del foliculo.

Se sabe que la inhibina induce la retroalimentacién
negativa de la secrecién de FSH, y que la FSH juega un papel
en el reclutamiento y seleccién de los foliculos?4. Sin
embargo la funcién de la inhibina en el momento de 1la
ovulacién no ha sido aclarada. En mujeres, la actividad de la
inhibina en fluido folicular disminuye al medio ciclo con el
pico de FSH y LH durante el ciclo normal. En la vaca los
niveles intrafoliculares disminuyen con el tamafio de los
foliculos (Franchimont y col., 198174). Estos resultados
podrian explicar los bajos niveles de inhibicién de 1la
liberacién de FSH observados en los fluidos preovulatorios
humanos. La aparicién de una elevacidn esponténea de LH no
parece estar relacionada con niveles especificos de inhibina
en el foliculo estudiado. Es posible que la actividad total
de inhibina producida por la secrecién combinada de todos los
foliculos preovulatorios desarrollados en una mujer en
particular pudieran actuar a nivel de pituitaria. Estos
estudios demuestran que durante la ovulacién; la actividad de
la inhibina y 1los niveles foliculares de esteroides o
gonadotropinas no son criterios adecuados para predecir el
estado de los foliculos para realizar una IVF. Aungue la
inhibina no tiene un papel reelevante en el periocdo
preovulatorio podria tener efecto en el crecimiento y atresia
de los foliculos de los ciclos siguientes.

Hillier y col.75 realizaron estudios para obtener
evidencia experimental de la produccién de inhibina
dependiente de hormonas, y para establecer la relacién entre
su produccién por células de granulosa y la esteroideogénesis
durante el desarrollo folicular preovulatorio en primates.
Los resultados obtenidos proporcionan evidencia de que las
células de la granulosa de éstos son sitios de produccién de
inhibina dependiente de hormonas. Encontraron que la hFSH
induce la produccién de la cadena alfa de inhibina en las
células de la granulosa del Titi, proponiendo que 1los
mecanismos de la biosintesis de ésta en primates y no
primates son similares.

La testosterona y el estradiol en concentraciones
similares a las presentes en el fluido folicular de primates
(0.1-1.0 M mol/l) aumentan la produccién de inhibina de las
células de 1la granulosa, inducida por FSH aumentando la
sensibilidad celular a las gonadotropinas?®. No es claro si
la testosterona afecta la produccién de inhibina directamente
como androgeno o indirectamente, a través de la aromatizacién
a estrégeno, ya que no se probd el efecto de un andrdgenc no
aromatizable. La testosterona aumenté la produccién tanto de
inhibina como de progesterona en respuesta a la estimulacién
por hFSH, mientras que el estradiol s6lo aumenté la
produccién de inhibina.

El hallazgo de que el cuerpo lGteo del Titi expresa
un abundante mMRNA de inhibina sefiala al cuerpo 1lGteo no
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humano como el sitio de expresién genética de la subunidad
alfa de inhibina75. La careencia de subunidades alfa de mRNA
de inhibina detectables en el total de mRNA de foliculos
pequefios de Titi concuerda con el nivel de inhibina bajo o no
medible producide por células de la granuleosa inmaduras
cultivadas en ausencia de hFSH. Se piensa que hay diferencias
de expresidén de los genes segfin la especie.

Este estudio muestra las siguientes similitudes entre
las c¢élulas de granulosa de primates y no primates con
respecto a su produccién de inhibina dependiente de hormonas:

1) La produccién de inhibina aumenta coordinadamente
con la esteroideogénesis durante el desarrollc folicular
preovulatorio in vivo.

2) E1 tratamiento de las células de la granulosa
inmaduras con FSH induce aumentos eguivalentes en 1la
produccién de inhibina.

3) La induccién de inhibina por FSH esta modulada por
esteroides foliculares.

4) La produccién de inhibina responde directamente a
la LH durante el desarrollo preovulatorioc avazado.

5) El1 cuerpo lGteo es un sitio activo de expresién
genética de inhibina después de la ovulacién.

En la fig 21 Baird y col.72 muestran los niveles de
inhibina en el plasma periférico de una paciente a la que se
le estimuld el desarrollo folicular con tratamiento de
clomifenoc seguido de FSH purificado (Metrodin) . La
concentracién de inhibina, medida tanto por inmunoensayo
(Mclachlan g col., 1987 12) como por bioensayo (Tsonis y
col., 1986 ’2) se eleva hasta alcanzar un pico que termina
después del de LH en el dia 14 del ciclo menstrual. Estos
estudios sugieren que 1la inhibina inmunoactiva en plasma
periférico estd muy relacionada con la inhibina biocactiva,
sin embargo, Baird y col. mencionan que aln quedan muchas
interrogantes; por ejemplo, no se sabe nada a cerca de las
especies moleculares que se secretan a la vena ovarica y su
metabolismo subsecuente. Tanto la inhibina inmunoactiva y
biolégicamente activa tienen una vida larga in vivo pero,
¢cudl es la ruta que las haga comprensibles?, Estudios
farmacocinéticos no seridn posibles hasta gque haya una
inhibina pura disponible para pruebas clinicas.
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FIGURA 21.- CONCENTRACION DE INHIBINA EN PLASMA PERIFERICO
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3.2.- PRODUCCION EN RELACION A CELULAS DE LA TECA.

Hillier y col.76 probaron los efectos de la inhibina
(inhibina-A recombinante humana) sobre 1la sintesis de
andrégenos de cultivos en monocapa de células tecales
humanas. El tratamiento de éstas con inhibina durante cuatro
dias (en désis entre 10 y 100 ng/ml) causé aumentos
(aproximadamente del doble) en 1la produccién de andrégenos
(androstenediona y dehidroepiandrostenediona).

El efecto de la inhibina se comparé al de otros
factores que previamente mostraron estimular la sintesis de
andrégenos en el mismo sistema de cultivo de células tecales:
el nivel maximo de estimulacién causado por LH (10 ng/ml) fué
similar al de andrégenos?®, En cambio, al probar FCI-I, el
nivel maximo se obtuvo con 30 ng/ml. Mientras que los efectos
de la inhibina y la LH fueron aditives, el FCI-I y la LH
presentaron una accién sinergistica sobre la produccién de
andrégenos. La presencia adicional de inhibina en el medio
aumenté la sintesis de é&stos en respuesta a LH mids FCI-I, de
forma dependiente de la concentracién y mdxima en una désis
de aproximadamente 100 ng/ml de inhibina. La estimulacién de
ésta Gltima sobre la sintesis de andrégenos no se asocié a un
aumento ni en la produccién de progesterona ni en el nGmero
de células tecales. La estimulacién preferencial de 1la
produccién de esteroides Cjg relativa a la produccién de
progesterona, sefiala una accién de la inhibina sobre la 17
hidroxilasa / Cj7.3¢9 1liasa,_la enzima limitadora de 1la
sintesis de andrégenos tecales?6,.

Los datos presentados 76 aumentan la posibilidad de
que la inhibina juegue una funcién paré&crina fisiolégicamente
importante en el ovario humano adulto, interactuando con el
FCI-I y gquizad con otros factores producidos localmente para
modular la sintesis de andrégenos (precursores de estrégenos)
en la teca.

De igual forma se probaron los efectos de la
activina (activina A recombinante humana) sobre la produccidn
de andrégenos (androstenediona y dehidroepiandrostenediona),
utilizando el mismo cultivo de células tecales anteriormente
mencionado 77. La produccién de éstos se indujo mediante el
tratamiento de las células con LH en presencia de FCI-I, con
lo cual obtuvieron una médxima produccién de andrégenos. El
nivel de androstenediona disminuia (dfia 2-4 del cultivo)
cuando no se encontraba ninguno de éstos compuestos en el
medio. La presencia de LH no afect6 ésta disminucién y el
FCI-I 1la hizo completamente reversible, sensibilizando la
respuesta de las células tecales a LH.

La activina-A no modificé 1la produccién basal de
andrégenos pero inhibié la produccién de androstenediona en
respuesta al tratamiento con LH y/o con FCI-I, que a su vez
iguaisé la produccién de dehidroepiandrostenediona Y
progesterona’’/. El1 tratamiento con FCI-I provoco un aumento
en la asimilacién de inhibina tritiada, sin importar 1la
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presencia de LH o activina-A. Los resultados sefialan el
efecto inhibidor de ésta sobre la produccién de andrégenos
en cultivos in vitro de células tecales humanas, persistiendo
hasta la etapa adulta en la mujer. Tambié&n indica que el FCI-
I juega un papel en el control paracrino positivo del
crecimiento de la teca interna y como modulador de su funcién
esteroidogénica?7,
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3.3.- ESTUDIOS IN VITRO DE LA PRODUCCION DE INHIBINA.

McLachlan y col.”8 desarrollaron un RIA para medir la
inhibina sérica durante el ciclo menstrual normal. Consiste
en la incubacién del suero, los estédndares y el antisuero 2‘cle
conejo) durante dos dias a 49 c antes de la adici6n de 1251
marcado para la inhibina de FFb de 31 K, continuando 1la
incubacién por dos dias mis. Después se agrega un segundo
anticuerpo (suero anticonejo de cabra) y se incuba durante la
noche, luego se agrega NaCl, se centrifuga, decanta y
cuantifica. E1 RIA resulté ser especifico para inhibina, ya
que las subunidades de inhibina y proteinas relacionadas
mostraron reacciones cruzadas minimas con éste.

Por otro lado, Robertson y col.?? reportan otro RIA y
comparan los resultados obtenidos mediante é&ste con los de
inhibina biocactiva en suero obtenido de mujeres de 28-39 afios
preparadas para FIV, y colectadoc en varias etapas de
induccién de 1la ovulacién. Para inmunizar se inyectaron
conejos machos castrados en intervalos de 3-4 semanas con las
siguientes preparaciones: a)FFb, b) fraccién con inhibina
obtenida por cromatografia de FFb en Sefacril S§~-200 en 50
mmol/L de acetato de amonio y Sefadex G-100 en 4 mol/L de
dcido acético, c¢) una fraccién con inhibina obtenida por HPLC
de fase invertida de b y d) varias inyecciones de inhibina
purificada de bovino de 31 K.

Se utilizé un segundo marcador de anticuerpos, al que
se agregSé el antisuero de inhibina. Los tubos se incubaron
durante la noche a temperatura ambiente, después de lo cual
se agregé inhibina iodinada y se incubo por un periédo
posterior de 24 horas a la misma temperatura. Al cabo de éste
se agregé suero inmunoglobulina G anticonejo de cabra,
incubando a 4° C por la noche, centrifugando, decantando y
cuntificando?9.

Las muestras de suero se cromatografiaron en Sep-Pak
C1g para remover los esteroides. Durante éste procedimiento
de extraccién no hubo pérdida significativa de la actividad
de inhibina. Las nmuestras eluidas se subdividieron,
liofilizaron y probaron en un RIA y un ensayo in vitro con
células de pituitaria de borrego?9.

Este RIA fué especifico para la inhibina
heterodimérica intacta, ya que varias proteinas
estructuralmente similares, como la activina-A, (dimero de la
subunidad beta-A de la inhibina), el factor transformador de
crecimiento-beta y la susbstancia inhibidora de los conductos
Mulerianos no reaccionaron cruzadamente en el ensayo".

Por otra parte, Ackland Yy col.80 usaron un RIA para
la subunidad alfa de inhibina porciras cun el fin de medir 1la
inhibina sérica por cambios er. lvz aiveles de FSH sdricos,
principalmente después de la gonade:toniz bilateral en ratas
machos, y después de la ULO en ra*us hembras, durante la
elevacién secundaria de FSH en la marana del estro en ratas
hembras.
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Los . niveles de inhibina~ir (inmunoreactiva)
disminuyeron a niveles casi indetectables después de la
gonadectomia en ratas de ambos sexos; é&sto indica que se
mide una sustancia de origen gonadal. La disminucién temporal
de inhibina-ir sérica en ratas hembras después de la ULO
concuerda con el removimiento de un ovario. La disminucién de
los niveles de inhibina sérica a las 0200 horas del estro es
secundaria a la disminucién de la expresién del ARNm de
inhibina; sugiriendo que la disminucién en la
retroalimentacién negativa de la pituitaria godria permitir
que ocurriera la elevacién secundaria de FSH 8b,

También se ha desarrollado un RIA para la
cuantificacién de inhibina en FFb; con el cual se detectan
concentraciones de inhibina sérica tres veces mas bajas
después de la OVX que antes de ésta. Las concentraciones de
ésta sustancia en el fluido fueron mas altas que las séricas,
lo cual indica que el ovario es la fuente primaria de
inhibina en las terneras 38.

M&as recientemente se reporté el desarrollo de una
prueba inmunoradiométrica (IRMA) ara la cuantificacién
especifica de la inhibina dimérica®l., La prueba parece ser
mejor que los RIAs y bioensayos usados hasta el momento para
la inhibina, en términos de su sensibilidad, especificidad y
presicién, IRMA no muestra reaccién cruzada detectable con la
subunidad alfa de la inhibina monomérica aislada de FFb
(Knight y col., 1988 81l), 10 cual sucede con otros RIAs.

Otra ventaja gque presenta é&sta prueba es que el
tiempo total requerido para completarla es menor de 24 horas,
comparado con otros RIAs que tardan de 2-3 o de 5-7 dias.
Adem&s, IRMA puede detectar inhibina-ir hasta en 20 nL de FFb
pero no le es posible detectar inhibina en plasma periférico
o Gtero-ovarico de ganado. Mediante el uso de SDS PAGE para
separar las diferentes formas Mr de la inhibina, se observé
que IRMA reconoce los Mr 56,000 y 32,000 aunque indica poca
reaccién con formas mas altas. Una desventaja mds de IRMA es
que los contenidos de inhibina medidos por biocensayo fueron
similares a los obtenidos por RIA, pero mostraron una
diferencia de 8-23 veces mayor a los valores obtenidos por
IRMA, lo cual implica una diferencia cuantitativa. Sin
embargo, se considera una buena prueba para medir la inhibina
dimérica de extractos gonadales, muestras de fluido
folicular, medio de cultivo condicionado por células de
granulosa Y Ppara un andlisis rapido de fracciones
cromatogrificas de inhibina81,
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4 .- CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE INHIBINA CON LOS NIVELES
FOLICULARES DE F8H, LH, E;, Pgq Y PROLACTINA.

4.1.- NIVELES DE INHIBINA DURANTE EL CICLO MENSTRUAL.

channing y col. desde 1976 82, han mostrado interés
por el estudio de la inhibina y su relacién con el contenido
de esteroides, ya que al parecer, eran las mismas células las
que 1llevaban a cabo la biosintesis de ambos compuestos.
Durante 1981 éste grupo de investigadores83 examiné fluifdo
folicular de foliculos humanos en varias etapas de
desarrollo (20 muestras de foliculos ovaricos quisticos y 50
de foliculos normales) midiendo los niveles de estrégenos,
/A% -androstenediona, testosterona y progesterona. Cada
muestra fué tratada con carbén para eliminar los estercides,
Yy probada en cultives de pituitaria anterior de rata. Estos
hallazgos estdn de acuerdo con estudios citados por McNatty y
col. en 1978 y 1979 83, en 1los que se sugiere que la
actividad de la inhibina del fluido folicular humano es un
reflejo de la viabilidad general del foliculo, y que las
células de la granulosa son la principal fuente de inhibina,
medida por su capacidad de convertir andrégenos a estrégenos
(lo cual pedria reflejar la actividad de 1la inhibina);
apoyado por la observacién de que los foliculos quisticos,
que generalmente tienen pocas células de 1la granulosa,
también tienen una actividad baja de inhibina.

Detectaron®3 una tendencia de los foliculos
preovulatorios con altos niveles de progesterona y estrégenos
a contener menos inhibina, comparados con foliculos viables;
ésto podria interpretarse de dos formas:

a) Una vez que las células de la granulosa empiezan a
luteinizar, detienen su secrecién de inhibina

b) La progesterona secretada por las células
foliculares causa una disminucién de la secrecién de inhibina
conforme el foliculo se aproxima a la ovulacién.

Los niveles generalmente altos de inhibina en la fase
folicular, podrian reflejar diferencias en la viabilidad del
foliculo sin relacién con la fase del ciclo. Los foliculos
colectados durante la fase luteal tuvieron menos niveles de
estrégenos y altos ranges de androstenediona-estrégenos
comparados con los foliculos colectados en la fase folicular;
lo cual indica un mayor grado de atresia en la fase luteal
compardndola con la fase folicular. La disminucidén general de
inhibina en foliculos atrésicos podria servir como funcidn
protectora para asegurar un aumento en FSH y rescatar algunos
foliculos viables adicionales, especialmente durante la fase
luteal tardia.

Después de la ovulacién y con la pérdida del foliculo
viable dominante, una fuente potencial de inhibina, es
posible que la disminucién de inhibina permita el aumento de
FSH observado al final de la fase luteal, pero ain se deben
examinar muestras sanguineas para probarlo. También es
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posible que los cambios en estrfgenos y progesterona sean los
responsables de las alteraciones en el FSH sérico a través
del ciclo®3,

Mas tarde, cChanning y col.B84 también observaron gque
la actividad de inhibina s6lo puede detectarse en sangre
venosa ovarica humana durante la fase folicular tardia, ya
que no se detectaron niveles de ésta en la fase folicular
temprana y la luteal en un cultivo de células de pituitaria
anterior de rata. Los mayores niveles de estrégenos
encontrados en la fase folicular tardia podrian aumentar 1la
permeabilidad vascular, que a su'vez aumentaria el eflujo de
inhibina del foliculo.

Posteriormente Tsonis y col.85 demuestran por
primera vez que las células ldteas de la granulosa de humanos
producen cantidades significativas de Dbioactividad de
inhibina en condiciones in vitro. Esta produccién est4
reforzada por la adicién de LH o testosterona.

En el mismo afio McLachlan y col.?8 demuestran que la
inhibina ir es detectable en la circulacién durante todo el
ciclo menstrual de mujeres normales. Adem&s, presentan
evidencia que apoya el papel fisiolégico de la inhibina en la
modulacién de la liberacién de FSH por la pituitaria, tanto
en la fase folicular como en la luteal. Sus observaciones,
basadas en un RIA desarrollado por ellos, indican que durante
la fase folicular temprana los niveles de inhibina y
estradiol fueron bajos; ésto es en el periddo en el cual la
elevacién perimenstrual de FSH provoca el reclutamiento de un
grupo de foliculos de los gque surgird el dominante. Los
niveles de inhibina y estradiol relativamente constantes,
coinciden con la poca capacidad biosintética de la primera en
éstos foliculos pequefios. Se hallaron aumentos similares en
los niveles de ambas hormonas durante la fase folicular
tardia, apoyando el aspecto de que 1la inhibina es un
indicador de la funcién de las células de la granulosa.

Los niveles de inhibina durante los dos primeros dias
de la fase luteal disminuyeron paralelamente al estradiol,
quiza debido a la ruptura del foliculo. Las concentraciones
mis altas de inhibina sérica ocurrieron en la fase luteal
media. Los patrones de secrecién ésta hormona fueron muy
similares a los de progesterona en la fase luteal media y
tardia.

Debido a que la inhibina suprime la secrecién de FSH
selectivamente sin afectar la de LH, podria esperarse gue su
concentracién aumentara en la fase folicular del ciclo
conforme disminuye la secrecién de FSH72., sin embargo, en
mujeres con ciclos menstruales normales, se vié que no hay
cambios en la concentracién de inhibina bioactiva o
inmunoactiva durante la fase folicular del ciclo hasta 1los
dos dias de la ovulacién al momento de la elevacién de LH y
FSH a mitad del ciclo (Fig 22). Cerca del momento de la
ovulacién hay una caida repentina seguida de un aumento, que -
coincide con la elevacién de la secrecién de progesterona por
el cuerpo lGteo. De éste patrén se concluye que es poco
probable que el aumento de la secrecién de inhibina del
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foliculo dominante sea responsable de 1la caida de 1la
concentracién de FSH durante la fase folicular. En cambio, la
correlacién negativa entre la concentracién de estrégenos y
la de FSH, tiene un papel principal en ésta etapa del ciclo.
Esto no excluye la posibilidad de que 1la inhibina pueda
contribuir a 1la supresién de FSH en combinaci6én con
estrégenos y que los muy bajos niveles de FSH encontrados
durante la fase luteal del ciclo sean debidos a su accién
conjunta. La elevacién de la concentracién de inhibina en la
fase luteal del ciclo sugiere que el cuerpo lGteo es fuente
de ésta. :

) Por su parte, Lenton y col.86, confirman la presencia
de la inhibina sérica a lo largoe del ciclo menstrual normal
con dos picos: uno a medio ciclo y otro en la fase luteal
media. Los niveles de inhibina en é&sta Gltima resultaron por
lo menos dos veces mayores que los de la folicular. Estos
datos confirman que en el humano el cuerpo lGteo es una
fuente de inhibina, hecho considerado como Gnico de primates.
Las concentraciones de inhibina encontradas durante la fase
folicular, a mitad del ciclo y en la fase 1luteal son las
siguientes:

Concentraciones de inhibina en la fase folicular:

Las concentraciones de inhibina durante la fase
folicular y el periédo periovulatorio, fueron mis bajas en
mujeres de mayor edad, en las cuales la disfuncién de 1las
células de la granulosa podrfa ser anticipada. Es notable,
sin embargo, que el indice convencional de la funcién
folicular, principalmente estradiol, no refleje tal
disfuncién, pues los picos de éste fueron significativamente
mis altos en éstas mujeres que en las control. Durante la
fase folicular temprana la concentracién de estradiol e
inhibina son bajas en mujeres de mayor edad. Las diferencias
en los niveles de éstas a lo largo de 1la fase folicular
podrian explicarse en términos de 1las contribuciones
relativas de los compartimentos de las células tecales y
granulosas a las concentraciones totales en la ciculacién, ya
que la inhibina es producto de las células de la granulosa
pero el estradiol se origina de ambos tipos celulares.

Concentraciones de inhibina a mitad del ciclo:

Las concentraciones de inhibina aumentan a lo largo
de la fase folicular y alcanzan un pico cuande la LH es
mixima. Mientras el foliculo esta intacto, los niveles de
inhibina permanecen altos. En contraste, las concentraciomnes
periféricas de estradiol que se elevan relativamente rapido
de la fase folicular media a la tardia comparadas con las de
inhibina, disminuyen en relacién al comienzo de la elevacién
de LH, antes de la ruptura folicular. Dentro del foliculo las
concentraciones de inhibina, a diferencia de las de
estradiol, no disminuyen después de la elevacién de LH. En la
ovulacién, cada foliculo contiene aproximadamente 3,000 a
5,000 unidades de inhibina, presumiblemente liberada a 1la
cavidad abdominal.
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Concentraciones de inhibina en la fase luteal:

Las concentraciones periféricas de inhibina aumentan
y disminuyen paralelamente a los esteroides que se sabe son
secretados por el cuerpo liteo. Después de la estimulacién
con hCG, las concentraciones de estradiol e inhibina se
elevan. Lo anterior implica que: si la inhibina es producto
de las células de la granulosa es probable que la fuente de
inhibina 1luteal sean la células lGteas de la granulosa. La
progesterona se secreta por ambos tipos de células luteales,
pero es posible que sélo las de la teca tengan receptores a
LH. Entonces, aungue las concentraciones de progesterona
reflejaran la funcién luteal, las concentraciones de inhibina
s6lo indicarian la contribucién del compartimento de las
células lGteas de la granulosa. Esta hipétesis puede explicar
el hecho de que algunas mujeres presenten concentraciones
anormales bajas de progesterona a cambio de niveles normales
de inhibina.

El aumento relativamente grande de los niveles de
inhibina durante ésta fase podria ser debido al incremento
de: su sintesis por una poblacién constante de células lateas
de la granulosa (en respuesta a sefiales trdficas directas),
su n@imero o, simplemente de su secrecién, a consecuencia del
abastecimiento sanguineo.

4.2.- NIVELES DE INHIBINA SEGUN LA MADUREZ DEL OVOCITO.

En otros estudios se investigaron los hiveles de 1la
inhibina y actividad inhibidora de aromatasa (AIA), en el
f£luido folicular humanc; correlaciondndolo con el contenido
de fluido folicular en funcién de la madurez del ovocito y su
posible uso como indice predictivo de fertilizaciones in
vitro (FIV) y transferencia exitosa de embriones (TE). Adem&s
se estudiaron los cambios en las concentraciones de éstos
parametros en términos de madurez folicular y funcién
luteal®®. El experimento demostré gue el uso del andlogo de
larga duracién de la LHRH no provocé ningGn cambic en las
concentraciones de estrégenos, progesterona, inhibina y AIA,
comparado con valores obtenidos cuando no se utilizé D—Trps,
lo cual indicé la ausencia de cualquier accién inherente en
las células de la granulosa asi como en la AIA y bioensayos
de inhibina. El uso de FSH seguido o no por desensibilizacién
de la pituitaria con p-Trp® resulté en concentraciones de
estrégenos, progesterona, inhibina y AIA en fluido folicular
similares a aquellas de los foliculos dominantes de mujeres
no tratadas que fueron considerados como foliculos
preovulatorios, la adicién de hCG permitié6 la reduccién de
los niveles de E; y el aumento de progesterona.

La inhibina del fluido folicular no es un factor
determinante en la prediccién de la evolucién del ovocito
después de la FIVv 87, sin embargo, cuando se mide por
biocensayoc o por RIA, la inhibina parece ser un indice de 1la
maduracién folicular, ya que el contenido de inhibina de los
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foliculos caracterizados como inmaduros (por su tasa E/P y -
niveles de Ej;), es mas bajo que en foliculos maduros; para
los .cuales se obtuvo un embarazo para cada . transferencia
embrionaria después de la FIV. La AIA probé ser
caracteristica para la prediccién del &xito de la TE por FIV,
también fué un indice de maduracién folicular ya %ue los
niveles mis bajos se encontraron en foliculos maduros 87,

4.3.- NIVELES DE INHIBINA EN CICLOS INDUCIDOS.

dIZerega y col.88, han probado foliculos humanos
" femeninos tratados con clomifeno Yy con hMG para valorar su
respuesta a la inhibina y correlacionarla con las
concentraciones de esteriodes en el fluido antral. Los
niveles de estradiol en fluidos foliculares fueron mds altos
en pacientes no tratadas (comparadas con las que recibieron
Citrato de Clomifeno o hMG). Sugieren que la secrecidén de
fluido folicular en respuesta a elevaciones farmacolégicas de
gonadotropinas es diferente a la gque ocurre espontineamente,
en ciclos no tratados. La correlacién positiva entre los
niveles de Estrégenc intrafolicular y la actividad de 1la
proteina folicular en pacientes no tratadas indica que estos
foliculos fueron Yya sea menos sensitivos a su propio
inhibidor de aromatasa o que previamente habian acumulado
grandes cantidades de estrdgenos y subsecuentemente redujeron
la aromatizacién.

El andlisis del fluido folicular de las pacientes que
recibieron terapia de hMG no presentd correlacién entre 1los
niveles intrafoliculares de estrbSgenos y la actividad de 1la

proteina folicular, mostrando que la estimulacidn
farmacolégica de gonadotropinas altera los eventos
intrafoliculares por los cuales se regulan la

esteroideogénesis y la secrecién de proteinas88,  Ademas se
encontré una correlacién positiva entre la actividad de 1la
inhibina intrafolicular y los niveles de estrégenos en el
fluido folicular en pacientes con ciclos esponténeos, pero se
perdié cuando recibieron terapia exégena de hMG. Los niveles
de testosterona y androstenediona en el fluido folicular
fueron similares en 1los 3 grupos de pacientes, sin
correlacién con la actividad de la proteina folicular; por lo
tanto las alteraciones en la actividad de 1la proteina
folicular podrian ser dependientes de 1la secrecién de
Androstenediona y Testosterona por 1las células de la
granulosa.

En 1985 Chari y col.89 examinaron los efectos de la
inhibina de ffh sobre la secrecién de estrégenos bajo
condiciones in vivo e in vitro, utilizaron cuatro tipos de
muestras de fluido folicular humano: 1) fluido folicular
obtenido de mujeres tratadas con hMG y hCG de 32 afios, 2)
fluido ovérico de mujeres de 34 afios, 3) fluido de ascitis
(ver apéndice), obtenido de mujeres de 28 afios con
oligomenorrea y 4) FFh de una mezcla de muestras de fluido de
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mujeres de 40 a 42 afos a diferentes etapas del ciclo. Las
muestras fueron centrifugadas y la concentracién de hormonas
,se midié por RIA, la actividad de la inhibina se purificé por
cromatografias sucesivas en sephadex G-50, DEAE Biogel-A ¥y
matriz de naranja-A. La actividad de la inhibina se evalué
por la capacidad de las muestras para inhibir la elevacién de
FSH post-castracién de ratas hembras adultas
ovariectomizadas.

El efecto de las muestras testigo sobre la secrecién
de estradiol por células de granulosa, se midié in vivo
mediante muestras de suero analizadas por RIA e in vitro,
utilizando c.g. de ovarios porcinos incubados en presencia o
ausencia de las sustancias de prueba®9. En las muestras 1, 2
¥ 3 no hubo correlacién entre el contenido de esteroides y la
actividad especifica de la inhibina, la muestra 4 mostré muy
bajas cantidades de estrdgenos. Después de una cromatografia
de intercambio iénico, 1l1la actividad de la inhibina en 1las
cuatro muestras estuvo asociada con un pico de proteinas
eluido con 0.2 M de de solucién amortiguadora de acetato de
amonio (DE-0.2) dque revela el efecto supresor de la FSH. En
las muestras 1 y 3 la actividad de la inhibina también fué
observada en el pico de proteinas eluidas con solucién
amortiguadora 0.1 M.

La cromatografia con naranja-A se selecciondé para la
purificacién del inhibidor, 1la actividad de 1la inhibina
estuvo asociada a las proteinas que se unian a la naranja-A;
casi el 78 % de la inhibicién de FSH fué efectuada por las
fracciones derivadas de ésta cromatografia de las muestras 1
¥y 3. La secrecidn in vivo de estradiol disminuyé en en las
ratas estimuladas con hMG, la secrecién de estradiol in vitro
en las células granulosas porcinas fué inhibida
significativamente en forma doésis dependiente por las
proteinas purificadas del DE-0.2; bajo las mismas
condiciones, el sueroc humano no mostré ninguna inhibicién de
estrbégenos secretados por células de granulosa porcinas. En
la fraccién obtenida con naranja-A también se muestra una
actividaa supresora de estrégenos. Los niveles de
testosterona, aunque fueron secretados en bajas cantidades,
mostraron un aumento paralelo, que podria ser explicado por
la inhibicién de la aromatizacién de andrégenos a estrégenos,
producida por la muestra obtenida con naranja-A. La actividad
biolégica de ésta fraccién, fué estable al calentarla a 56°
C por 1 hora, pero no al tratarse por digestién triptica.

La introduccién de la cromatografia naranja~A89 probé
ser un paso efectivo para obtener una actividad de inhibina
altamente purificada, que suprime la secrecién de estrdgenos
estimulada por hMG en ratas de 10 dias de edad, indicando una
posible accién directa de la inhibina a nivel del ovario.
Chari y col.89 sugieren que la inhibina de ffh ademas de su
accién a nivel de pituitaria, actGa a nivel ovarico para
regular los eventos involucrados en 1la biosintesis de
estrégenos.

En el estudio realizado por Marrs y col.%0: se
analiza la relacién de la actividad de la inhibina de fluido
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folicular de tres grupos de mujeres, el primero formado por
ciclos ovaricos normales, el segundo grupo formado por
mujeres estimuladas con citrato de clomifeno y, el tercero,
estimulado con hMG. Correlacionadndolo con las concentraciones
de esteroides en el fluido folicular. La concentracién de la
actividad de inhibina fué, en parte, funcién de la exposicién
previa de los foliculos a gonadotropinas y a su etapa de
maduracién folicular. Una correlacién positiva entre las
concentraciones de estradiocl en el FF y la actividad de
inhibina confirma que la actividad de ésta es un reflejo de
la viabilidad del foliculo.

Con respecto a la progesterona se encuentra una
correlacién negativa en pacientes no tratados, sugiriendo que
los foliculos preovulatorios contienen concentraciones de
inhibina intrafolicular gque se elevan conforme el foliculo
madura, pero cuando empieza la luteinizacién (aumentan
niveles de progesterona), los niveles de inhibina
disminuyen99. Como se ve, la secrecién proteica de las
células de 1la granulosa asi como la de esteriodes son
alterades por la luteinizacién. Se detecté una correlacién
positiva entre los niveles de testosterona y androstenediona
intrafoliculares y la actividad de la inhibina en pacientes
no tratadas, ésta correlacién desaparecid con tratamiento de
hMG. La relativa carencia de niveles elevados de andrégenos
en el fluido folicular en ciclos estimulados con hMG y con
clomifeno podria sugerir que en el foliculo humano, la
estimulacidén farmacolégica de 1las células de la granulosa
conduce a la elevacién de los niveles intrafoliculares de
inhibina y esteroides, que alteran el procesc normal de un
foliculo que esta adquiriendo el estado preovulatorio.

Finalmente, la correlacién de 1la actividad de 1la
inhibina en el fluido folicular c¢on los niveles de
esterioides en pacientes de ciclos normales, en oposicién a
las estimuladas con clomifeno o hMG, sugiere que la inhibina
junto con las gonadotropinas juega un papel en la regulacién
de la foliculogenésis90.

4.4.- NIVELES DE INHIBINA EN MUJERES CON OVARIO POLIQUISTICO.

Tanabe y col.?l compararon los niveles de inhibina-F
(sustancia supresora de FSH o foliculostatina) y el contenido
de esteroides en el fluido folicular de pacientes con ovario
poliquistico (PCO); observaron, en el rango anormal FSH-LH
caracteristico de éstos pacientes, que sus foliculos
contienen una actividad normal de inhibina~F a cambio de un
namero reducido de células de granulosa para ese diémetro de
foliculo. Posiblemente la inhibina-F ejerza su accién sobre
la pituitaria y/o el hipotdlamo, lo cual podria resultar en
niveles basales de FSH normales o subnormales en é&stas
mujeres; debido a su supresién selectiva de la secrecién de
FSH a cambio de niveles relativamente altos de LH sérico.
Asumiendo que las células de la granulosa sean la fuente de
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inhibina-F, es posible que su secrecién por célula de
granulosa sea mayor en ovarios con PCO que en ovarios
normales; aunque también los niveles normales de inhibina-F
en los primeros podrian tener una vida media alterada o una
molécula alterada con actividad biolégica distinta.

Los esteroides también podrian ser responsables de la
secrecién inapropiada de gonadotropinas en é&stas pacientes
pero los niveles de estrégenos y progesterona fueron
comparables a los de foliculos viables de mujeres normales
sugiriendo que también éstos eran viables y poseian alguna
actividad enzim&tica aromatizante?l, oOtra posibilidad se
atribuye a 1las células tecales como fuente de los altos
niveles de estrégenos intrafoliculares en pacientes PCO. Es
por ello que la relacién andrégenos- estégenos probablemente
no sea apropiada para usarse en la estimacién de 1la
viabilidad folicular de foliculos PCO.

4.5.- NIVELES DE INHIBINA DURANTE EL EMBARAZO.

Por su parte, Abe y col.92 muestran las siguientes
caracteristicas en los cambios de 1las concentraciones de
inhibina ir a lo largo del embarazo normal:

1) Las concentraciones promedio de la inhibina
durante el embarazo (2.25 + 0.48 a 24.15 + 6.99 IU/ml) fueron
mas altas que en el ciclo menstrual normal (0.46 * 0.04 IU/ml
en la fase folicular media y 2.02 # 0.47 IU/ml en la fase
luteal media).

2) Las concentraciones de inhibina fueron altas aGn a
las 5 semanas de gestacién (7.54 * 1.10 IU/ml) con el primer
pico a las 8~10 semanas de ésta (11.63 + 1.88 IU/mla las 10
semanas) .

3) Después de 10 semanas de gestacién las
concentraciones disminuyeron, permaneciendo relativamente
bajas durante el segundo trimestre (2.25 * 0.48 a 5.06 + 1.00
IU/ml) y elevéndose nuevamente durante el tercer trimestre
(4.66 + 1.33 a 24.15 + 6.99 IU/ml).

4) La inhibina disminuye a niveles no detectables
después del nacimiento.

Debido a la presencia de niveles de inhibina ir en
extractos de cuerpo ldteo y placenta se les propone como
fuentes de inhibina durante la gestacién temprana®2, Otros
estudios%3, también demuestran el aumento progresivo de los
niveles de dicha hormona (en suero) junto con el embarazo,
con un pico a las 38 semanas (5.33 U/ml), lo cual sefiala su
posible uso como marcador de las distintas etapas de la
prefiez.

Lenton y col.86 observan que en 1los ciclos de
concepcién, después de la implantacién, las concentraciones
de inhibina se elevan a niveles mucho mayores a los
registrados en ciclos sin embarazo. Por ello proponen que el
papel mas importante de la inhibina se exprese al comienzo de
éste. Existen dos posibles explicaciones a éste fenémeno:
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la. La concentracién de inhibina, al igual que la de
progesterona en la fase luteal, no estd completamente
expresada y puede aumentar significativamente después de 1la
estimulacién por una sefial tréfica del embrién que se
implanta.

2a. El1 tiempo entre el aumento de inhibina y el de
progesterona no es cercano, por lo cual se sugiere que la
inhibina no aumenta al comienzo del embarazo hasta que el
embrién estd bien implantado y hay una comunicacién feto-
materna eficiente y, consecuentemente, un eguilibrio entre la
sintesis y la secrecién de hCG. De éste modo, surge la
posibilidad de gue el aumento de inhibina postimplantacién
sea de origen trofobldstico en lugar de luteal.

Norman y col. estudiaron la relacién temporal que
existe entre la inhibina, las gonadotropinas y los productos
del cuerpo ltteo (estrégenos, progesterona y relaxina) al
comienzo del embarazo. Ademis, observaron el cambio en 1los
niveles de é&stas hormonas en abortos y en embarazos gque
presentaron implantacién maltiple de embriones, para
determinar si éstos Jjugaban un papel importante en 1la
prediccidén del é&xito del embarazo. Se estudiaron 2 grupos de
mujeres: el primero con pacientes (n= 105) tratadas para FIV
(Fertilizacién in vitro) o GIFT (tramsferencia de gametos a
las trompas de Falopio) y el segundo formado por mujeres con
infertilidad inexplicable, cuyo perfil endocrinol6gico se
siguié durante un ciclo menstrual espont&neo complete (n=15
consistié de 7 mujeres que se embarazaron esponténeamente en
un ciclo natural y 8 con la misma edad y estado de
infertilidad que no resultaron embarazadas).

Los resultados? muestran que la progesterona,
relaxina, hCG y E; aumentan alrededor del dia 11 después de
la recuperacién del oveocito para FIV o GIFT o, después de la
elevacién de LH sérica en ciclos esponténeos. La LH y FSH se
encuentran suprimidas en éstos momentos. Las concentraciones
de inhibina, E; y progesterona fueron bajos en mujeres
destinadas a abortar pero aumentaron en embarazos gemelos.
Diferencias estadisticamente significativas entre embarazos y
no embarazos se detectaron por el dia 11 para progesterona
(relaxina en gemelos) y el dia 16 (E;, hCG, inhibina). Los
estudios demuestran que las concentraciones de inhibina
aumentan significativamente en los dias 14-17 después de la
FIV y que éste aumento se detecta 9 dias después de la TE
(dfa 11) para FIV, o en embarazos con ciclos naturales. Los
niveles elevados de inhibina se observaron después del
aumento de hCG y de progesterona en todos los embarazos,
sefialando el inicio de la implantacién y el "rescate" del
cuerpo lGteo94,

a pesar de propuestas anteriores del origen
trofabléstico de la inhibina, en éste estudio?4 se observaron
diferentes valores de inhibina en concepciones de un
individuo, indicando que el ovario en embarazos de FIV
contribuye de manera importante a las altas cantidades de
inhibina encontradas en el embarazo temprano. Las
concentraciones de inhibina fueron m&s altas en la fase
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luteal del grupo de pacientes no embarazadas comparado con el
grupo que si se embarazo. Por ello, el concepto del cuerpo
lGteo como productor de inhibina al principio del embarazo
coincide con éstos hallazgos.

Las pacientes que abortaron, presentaron menores
concentraciones de inhibina y pro%esteroma por el dia 11,
comparadas con embarazos exitosos®®. Sin embargo, hubo una
proporcién de mujeres con concentraciones relativamente altas
de inhibina y progesterona. Norman y col.?4 no encontraron
una buena explicacién a éste fen6meno, pero observaron que
usando una concentracién de inhbina <3U/L o de progesterona <
200 nmol/L en el dfa 16, la inhibina presenté la misma
sensibilidad y especificidad en la prediccién del fracaso
del embarazo (aproximadamente 70-30 %, respectivamente).
Mediciones subsecuentes podrian ser fGtiles para detectar
embarazos con riesgo y alternativamente, la combinacién de
hormonas como progesterona, hCG, inhibina y relaxina podrian
tener valor en la prediccién de la pérdida fetal.

Las concentraciones de relaxina ° aumentaron
estadisticamente alrededor de lo 14 dias en mujeres no
embarazadas con ciclos normales y por el dia 11 en
gestaciones mGltiples después de FIV o GIFT. La evidencia
sefiala la dependencia de la relaxina con la hCG al comienzo
del embarazo, apoyado por las altas concentraciones de ésta
en embarazos gemelos. Las mujeres hiperestimuladas que
recibieron inyecciones de hCG mostraron concentraciones
aumentadas de relaxina comaparadas con las de ciclos
naturales. Finalmente, los aumentos en hCG aparentemente
coinciden con 1la elevacién de inhibina, pro?esterona )4
relaxina en la mayoria de los grupos embarazados?4.

4.6.- CONTROL DE LA PRODUCCION DE INHIBINA.

En relacién al contrel de la produccién de inhibina,
Baird y col.72 mencionan que las gonadotropinas estimulan la
produccién de ésta en las células ovaricas via la activacién
de adenilato ciclasa y produccién de AMPc (Bicsak y col.,
198872). De ésta forma, el que las células de la granulosa
respondan a LH y FSH dependerd de gque en la célula estén
presentes los receptores apropiados.

4.7.- INHIBINA Y ACTIVINA.

Rabinovici y ¢01.95 determinaron 1los efectos
esteroidogénicos y mitogenéticos de la activina-A
recombinante humana y de la inhibina-A en células foliculares
oviricas humanas en cultivo y examinaron 1la localizacién
celular de la activina-A dimérica inmunoreactiva en células
ovaricas humanas por inmunocitogquimica usando anticuerpos
monoclonales contra el dimero intacto de la activina-A humana
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Yy, usando la misma técnica, examinaron cuales agentes
tréficos regulaban la acumulacién celular de la activina
dimérica inmunoreactiva en células foliculares oviaricas
humanas luteinizantes en cultivo. Demuestran que la activina-
A humana recombinante, a diferencia de la inhibina-A humana
recombinante, pueden modular la esteroidogénesis y 1la
mitogénesis en células foliculares luteinizantes. La
activina-A disminuyé la secrecién de progesterona basal vy
estimulada por gonadotropinas y la actividad aromdtica en
forma désis y tiempo-respuesta. En contraste a éstos efectos
el TGF-beta aumentd la actividad aromatica. No se observd
ningGn efecto de la inhibina-A sobre la actividad aroméatica y
la secrecidn basal de progesterona estimulada por
gonadotropinas o en 1la produccién de células foliculares
humanas luteinizantes. También se demuestra que el dimeroc de
la activina-~-A inmunoreactiva se encuentra en células
foliculares y en el cuerpo lateo. La acumulacién del dimero
de activina en células foliculares luteinizadas estd modulada
por gonadotropinas y CAMP, ya que al agregdrselo al medio
aument6 el grado de tincién de la actvina-A inmunopositiva.

En presencia de FSH la activina, producto de las cg
de ratas tratadas con DES (dietilstilbestrol), refuerza: 1la
actividad aromatica, la produccién de estradiol, los sitios
de unién a LH y la produccién de progesterona 96, sin
efectos sobre los niveles de éstos parédmetros en ausencia de
FSH. La activina también estimula la produccidén de inhibina
pasal e inducida por FSH 96,

El tratamiento de cg de ratas con activina refuerza
el naGmero de receptores a FSH, aunque se sabe poco al
respecto éste hecho parece ser de articular importancia. Los
receptores de FSH surgen primero cuando las c¢g de foliculos
primarios de rata cambian de forma, de escamosas a
cuboidales, al momento en que el foliculo ha alcanzado la
etapa secundaria. Se conocen relativamente pocos agentes que
influencien el nGmero de receptores de FSH; adem&s de la
activina el FSH, estimuladores de cAMP o anilogos y el FCE%S.

La capacidad de 1la activina para aumentar los
receptores a FSH, particulamente en ausencia de FSH, 1la
distingue del FCI-I y sugiere un papel fnico para ésta
sustancia en la adquisicién y propagacxén de éstos, evento
clave en 1la foliculogénesis preantral 96, esta propuesta,
asume gque las cg expresen consecutivamente o adquieran
receptores para activina antes de éste paso en su
diferenciacién 96,

De estudios in vitro se concluye que la activina
tambié&n afecta diferenciacién de las cg de forma autécrina y
que su accién depende de ésta etapa. Promueve 1la
diferenciacién de las células durante la etapa preantral y
antral temprana de la foliculeogénesis y previene 1la
luteinizacién prematura de 1las células de etapas tardias de
desarrollo antral, lo cual lleva a una completa promocién y
mantenimiento del estado foliculogénlco 96,

La folistatina (FSP) suprime la act1v1dad de la FSH,
es codificada por un s6lo gen En éstas, obtanidas de ratas
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tratadas con DES, la FSP causa una inhibicién désis
dependiente de la actividad aromitica y de la produccién de
inhibina y referza la produccién de progesterona inducida por
FSH 96, En ausencia de FSH, la FSP no tiene efectos en la
produccién de cAMP basal o estimulado con FSH. Se conocen
tres formas de FSP de bovino, 31, 35 y 39 KbDa, que refuerzan
y prolongan la produccién_ de progesterona en cg de bovino
prcialmente diferenciadas?®. La FSP antagoniza la accién de
la activina sobre las cg en cultivo, revierte los efectos
reforzantes de la activina sobre la esteroidogénesis
estimulada por FSH y 1la produccién Qe inhibina, también
inhibe el nGmero de receptores a FSH inducidos por activina y
la produccién e inhibina basal inducida por activina en cg de
rata no diferenciadas. Estos datos han propuestoc que la FSP
modula la funcién de las cg de manera autdécrina, gque su
accién favorece el proceso de luteinizacién o atresia y que
su mecanismo de accién involucra efectos neutralizadores de
la activina. En resGmen, la produccién de FSP por las cg estéa
regulada por FSH y activina; sus niveles de ARNm cambian con
la foliculogénesis y la atresia, parece ser una proteina de
unién a activina, aunque no se pueden descartar efectos
directos de la FSP sobre las cg 96.




I.- La evidencia hasta ahora encontrada indica que la
inhibina es especifica en suprimir los niveles de FSH, sin
alterar los de LH, efecto relacionado a la désis
administrada. El mecanismo de accién alGn se desconoce pero al
parecer involucra al cAMP.

La cuantificacién de los efectos de la inhibina se ha
llevado a cabo mediante el uso de métodos in vivo e in vitro.

Muchas sustancias distintas a 1la inhibina podrian
afectar la secrecién de FSH, entre ellas se incluyen: varios
compuestos quimicos, hormonas esteroides y extractos de
tejidos. Como resultado se tendria 1la supresién de 1la
secrecién de FSH no paralela al efecto de la inhibina, con
posibles evidencias de toxicidad celular.

IX - para la purificacién de 1la inhibina se han
utilizado diversas técnicas de cromatografia. Mediante éstas
técnicas se sabe que la sustancia es un heterodimero que
consiste de 2 subunidades (alfa y beta) unidas por puentes
disulfuro.

En lo referente a la inhibina de fluido seminal, se
han aislado dos polipéptidos, uno llamado inhibina alfa, con
92 amino&cidos y otro, inhibina beta, con 94 aminodcidos. De
fluido folicular se ha determinado que la subunidad alfa
consiste de una secuencia de 134 amino&cidos y la beta de 116
aminodcidos.

III - En cuanto al peso molecular se han reportado
diversas cifras gque varian segfin la(s) técnica(s), 1las
condiciones de purificacién (basicas, &cidas o neutras) y la
fuente de material utilizado.

La inhibina m&s utilizada es la aislada de fluido
folicular porcino de Mr 32,000.

I¥.- ra inhibina no es un esteroide, es de naturaleza
protéica Y su actividad puede ser destruida por
calentamiento, digestién enzimdtica y exposicién a solventes
organicos, carbén, oxidantes o reductores.

¥.- La produccién de inhibina puede ser regulada por:
- Mecanismos endécrinos (LH, FSH)
- Mecanismos paré&crinos (FEC. FTC~alfa, interferén

gamma y androstenediona)

- Mecanismos autécrinos (FCI-I, FTC-beta, activina,
FSP) .
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¥X.- In vitro, la inhibina ejerce un efecto
estimulador sobre la produccién de andr6genos de las células
tecales y humanas, que es atenuado por activina 76,77, Dpe
confirmarse in vivo, ésto permitiria que:

- La inhibina reforzara el abastecimiento de
substratos de andrégenos

~ Los foliculos estrogénicos adquirieran dominancia
por medio de la produccién folicular de estrégenos.

~ La produccién aumentada de inhibina y estradiol
disminuyeran la secrecién de FSH y suspendieran el
crecimiento de folfculos antrales no dominantes.

- El foliculo dominante sobreviviera a ésta
disminucién del suplemento de FSH, por la accién local de
factores como el FCI-I.

- La activina y 1la inhibina sensibilizaran las
células foliculares a la estimulacién de gonadotropinas,
compensando la mencionada disminucién de FSH96.

YIX - pLa activina y 1la folistatina son péptidos
relacionados estructuralmente a la inhibina, su estructura
primaria se conserva entre las especies en un porcentaje
mayor de 97. Ademds, aunque se expresa en diferentes tejidos,
su principal sitio de produccién son las cg9€.

¥IIXI - 1a presencia de la inhibina a lo largo del
ciclo menstrual normal se ha confirmade por varios autores
72, 78,84,86; opgervandose dos picos 86: uno a medio ciclo y
otro en la fase luteal media; con niveles m&s altos en ésta
Gltima. Lo anterior confirma que en el humano el cuerpo liteo
es una fuente de inhibina, hecho considerado como fGnico en
primates.

- Las concentraciones de inhibina durante 1la fase
folicular y el periédo periovulatorio son m&s bajos en
mujeres de edad avanzada.

- A mitad del ciclo, los niveles aumentan y alcanzan
un pico m&ximo cuando la LH es mixima.

- Durante la fase 1luteal 1las concentraciones
periféricas de inhibina aumentan y disminuyen paralelamente a
los esteroides.

- Las concentraciones de inhibina durante el embarazo
mostraron ser mis altas que en el ciclo menstrual normal 92,
con variaciones durante el periédo gestacional.

En base a éstos datos, es importante conocer 1los
niveles foliculares y séricos de 1la inhibina en pacientes
sometidas a induccién ovular mGltiple en la etapa de
recuperacién de los ovocitos, para correlacionarlas con el
estado de madurez de é&stos y tener un pronéstico mids certero
de su evolucién en los procedimientos de GIFT y FIV.
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APENDICE DE METODOLOGIAS Y CONCEPTOS EMPLEADOS EM EL TEXTO.

Azul de Affi-gel.- Método convencional para la purificacién

de foliculostatina que se utiliza para remover del 60
al 80% de las proteinas séricas en el FFp. Seguido de
una filtracién por gel e incubacién con antisuero
polimerizado contra suero barrow, que reduce la
concentracén de la proteina a muy bajos niveles
mientras que sigue manteniendo la actividad biolégica
(Williams y col., 1979 3.

Fluido de ascitis.- Liquido seroso que se produce en algunos

Método

tumores y llena cavidades.

de inactivacién radioactiva.- Método utilizado para
calcular el peso molecular de la foliculostatina.
Basado en gque cualquier radiacién ionizante que
chogque con una molécula bioldgicamente ‘activa causara
su inactivacién (teoria de un s86lo chogue); 1la
probabilidad del golpe es funcién del voldmen blanco
que a su vez es funcién del peso molecular de 1la
proteina involucrada. Requiere que el _material
proteico a probar se encuentre en forma secas.

Ultracentrifugacién en gradiente de sucrosa,- Método

utilizado para determinar el peso molecular de la
foliculostatina en el que el precipitado de etanol se
coloca en un gradiente de sucrosa de 5-25% (pH 7.4).
De manera similar se trata una mezcla de marcadores
de peso molecular conocido. Después de la
ultracentrifugacién (200,000 g por 8 horas), las
fracciones se prueban en el ensayo in vivo contra un
precipitado de etanol como est&ndard5.

Matrices de afinidad.- Método convencional utilizado para la

purificacién de la foliculostatina basado en que el
FFb se une a una columna de Matriz de Gel rojo A a pH
7.0, que se puede eluir con 1.2M KCl. Obteniendo 95 %
de recuperacién de la actividad de con un factor de
purificacién de 20 a 25 veces. La fraccién activa se
transfiere a fenil sefarosa. La actividad se eluye
con 8M de urea, la fraccién activa asi recuperada se
une a una agarosa w-aminohexil y puede ser diluida
con 0.25M de NaCl. Se obtiene asi una recuperacién
total de 39.5%. El paso final incluye cromatografia
gn una columna de concavalina A (Jansen y col., 1981



Metodo para cultivar anticuerpos monoclonalesl?.- Fuente y

Factor

prepa ggg;,gn g la Luniping !g:ng para 15
ipmunizacién: Se emplearon ratas hembras Sprague-
Dawley (22-28 dias de edad), inyectadas con PMSG. Los
ovarios fueron colectados 3 dias mis tarde y lavados
con solucién salina. Los foliculos se rompieron por
presién. la preparacién de tejido ovirico se
centrifugé y se colecté el sobrenadante, que
contenia fluido folicular. E1 FF fué extraido con
carbén y polietilen-glicol, centrifugado y probado
para biocactividad de inhibina usando un sistema de
cultivo de células de pituitaria. Inmunizacién y

duc de cuerpos onoclonaless; Ratones
hembras adultos se injectaron subcutdneamente con
preparacién de inhibina emulsificada en adyuvante de
Freund's después se les inyectd i.p. 2 veces en
intervalos de 2 semanas con la misma preparacién.
Tres semanas después de 1la Gltima inyecciébn se
sacrificé un ratén inmunizado, sus células del bazo
se colectaron y se mezclaron con células de mieloma
de ratén. Esta mezcla se cultivé en medio RPM1 '1604.
Los hibridomas fueron clonados por cultivo de células
aisladas. Las células se, seleccionaron para el
clonado en base a reacciones de tincién con secciones
ovdricas de rata y por reaccibén negativa con
secciones de bazo y rifién. Analisis de anticuerpos
monoclonales a_ jinhibina ovarica de rata: El medio de
cultivo de los hibridomas se analizé para anticuerpos
monoclonales de inhibina ovirica de rata usando 2
procedimientos diferentes. Anticuerpos para cé&lulas
de granulosa fueron inicialemente detectados por una
técnica indirecta de tincién sobre secciones ovAaricas
de rata ligeramente fijas y congeladas. Los ovarios
fueron colectados de ratas tratadas con PMSG,
loavados y fijados en un fijador suave. Las secciones
fueron tefiidas con el medio de cultivo de los clones
de hibridomas, usande peroxidasas conjugadas de
rdbano como marcadores de inmunoglobulinas de conejo
anti-ratén. .

Transformador de crecimiento. - Polipéptido
homodimérico con peso molecular de 25,000 encontrado
en altas concentraciones en plaquetass'l
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Protexna inductora de 1la esteroideogénesis (PIE): Método

Técnica

utilizado por Khan y col. para aislarla a partir de
fluido folicular ovirico humano 71.- Las proteinas de
fluido folicular humano se calientan a 60° C, se
precipitan con 80% de sulfato de amonio y se
dialisan; después se fraccionan con cromatografia de
gel en Sephacryl S-200. La bioactividad se eluyé en
la regién con peso molecular entre 40 y 60 K.
Posteriormente, la SIP se purificé mediante
cromatograffa de afinidad en Sepharosa (CL-6B),
electroforesis de microzona con gradientes de
sucrosa, cromatograffa de intercambio aniénico en
Mono-Q d un sist rdpido de cromatografia
ligquida de protefnas y cromatografia de gel en
Superose 12.

de hibridacién histoquimica.- Técnica para investigar
la distribucién_ celular del ARNm en las subunidades
de la inhibina52 . Muestras de prueba de 32P ADNc en
solucién amortiguadora de hibridacién se aplican a
cada seccién de ovario (previamente cortada, lavada y
fijada) y se cubre con un cubre objetos. Los
portacbjetos son suspendidos en solucién
amortiguadora de hibridacién en una charola de
plastico sellada a 37° C por 3 dias. Los cubreobjetos
se remueven enjuagando en 2 X SSC (Citrato Salino
Esténdar; 1 X SSC; 0.1 M-NaCcl, 0.015 M-citrato
trisasédico) y las secciones se lavan en 2 X SSC
durante 30 min, 1 X SSC durante 15 min a 379C y 0.5 X
S8sC durante 30 min a 37°cC. Los porta objetos se
lavan en etanol dos veces, se secan y colocan bajo
"IIford XAR X-ray film" toda la noche antes de
meterlos en "IIford G-5 nuclear emulsion" (1:1 v/v
con agua destilada) y expuestos de 2-4 semanas a 4°
C. Los portaobjetos se ven en microscépio bajo
condensadores de campo claro y obscuro. .



FDE
FEC
FF
FFb
FFh
FFo
FFp
FIV
FIVTE

INDICE DE ABREVIATURAS

Proteina de unién a andrégenos

Actividad Inhibidora de Aromatasa
oOovariectomia bilateral

Cé&lulas de la granulosa

Células de la granulosa luteinizadas
Células de la granulosa no luteinizadas
cicloheximida

Diethylstilbestrol

= SDS PAGE

Factor de Crecimiento parecido a insulina
Factor de Diferenciacién Eritroide
Factor Epidérmico de crecimiento

Fluido folicular

Fluido folicular bovino

Fluido folicular humano

Fluido folicular de ovino

Fluido folicular porcino

Fertilizacién in vitro

Fertilizacién in vitro y transferencia intrauterina

de embriones

FPLC
FRP
FRR
FRT
FSP
FSH
FTCB
GIFT
GnRH
hMG
HPLC
hr

Cromatografia Rdpida de Fase Liguida
Proteina Liberadora de FSH = activina
Foliculo reclutado recientemente

Fluido de rete testis

Folistatina

Hormona foliculo estimulante

Factor Transformador de crecimiento beta
Transferencia de ga a las Trompas de Falopio
Hormona liberadora de gonadotropinas
Gonadotropina Menopdusica humana
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
humana recombinante
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ip intraperitonealmente

ir inmunoreactiva

IRMA Prueba Inmunoradiométrica
paiiig Inseminacién intrauterina
LH Hormona luteinizante

Mr Resonancia magnética

OTLP Proteina de Linfa Testicular de Ovino
OTLS Substancia de Linfa Testicular de Ovino
ovx Ovariectomizada

p.Cc. post coitum

PCO Ovario Poliquistico

PG Prostaglandina

PIE Proteina Inductora de la Esteroidogenesis
PM Peso molecular

PMSF ° Fluoruro de Fenilmetilsulfonl

PMSG Gonadotropina de Siero de yegua embarazada
PRF Proteina Reguladora del Foliculo

PRL Prolactina

PVI Peptido vasoactivo Intestinal

PVP Polyvinyl pyrrolidona

RIA Radioinmunoensayo

SDS-PAGE Electrophoresis en Gel de poliacrilamida con dedecil
sulfato de sodio

sc Subcuténea

TE Transferencia de Embriones

ULo Ovariectomia Unilateral
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