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I. INTRODUCCION

Los seres vivos se encuentran sujetos a diferentes modificaciones inducidas tanto por su
entorno exterior como por su medio interno, Es por eso que cuentan con mecanismos de control
que les permiten regular su equilibrio fisiolégico. Dichos mecanismos constituyen parte del
funcionamiento de dos sistemas sumamente importantes: el nervioso y el endéerino, cada uno
con funciones muy especificas. Existe un 6rgano neurcendéerino que juega un papel muy
importante en la regulacién del fenémeno reproductivo, el hipotdlamo, que tiene la caracteristica
de sintetizar y secretar neurohormonas, sustancias que tienen efectos estimulatorios ¢ inhibitorios
sobre las hormonas de la hipdfisis anterior (adenohipéfisis). Estos mensajeros, son los que
hacen posible la comunicacién neuroendécrina. La hormona hipotdlamica que controla la sintesis
y secrecién de las gonadotropinas hipofisiarias, la hormona estimulante folfculo (FSH) y
hormona luteinizante (LH), es la hormona liberadora de las gonadotropinas o GnRH. La GnRH
es un péptido de vida media corta que se secreta a manera de pulsos, mismos que se reflejan en
la secrecién episGdica de las gonadotropinas. Las hormonas hipofisiarias FSH, LI, y la
estimulante de la tiroides (TSH), asi como la gonadotropina cori6nica (CG) producida en Ia
placenta (y en menor grado por otros drganos), pertenecen a una familia de glicoproteinas
heterodiméricas compuestas por dos subunidades, la « y la 8, unidas por enlaces no covalentes.
La subunidad « es idéntica en las cuatro hormonas, mientras que 1a 8 es diferente para cada una
de ellas y es lo que les confiere especificidad tanto bioldgica como inmunolégica.

Las gonadotropinas juegan un papel central en el fenémeno reproductivo, ya que ejercen
un control predominante sobre la funcién de las génadas, con el fin de regular y mantener

procesos esenciales para la reproduccién, tales como la gametogénesis, la esteroidogénesis y
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la ovulacién, El control del ciclo reproductivo depende de la liberacién de GnRH a manera de
pulsos. Debe de existir una interrelacién coordinada entre la GnRH, las gonadotropinas hipofisia-
rias y los esteroides gonadales (estrégenos, progestdgenos y andrégenos), dicha interrelaci6n,
es gobernada por efectos de retroalimentacién tanto positiva como negativa,

La FSH no es una hormona de estructura 1inica, pues estd constituida por un grupo de
isémeros o isoformas, y es producida y secretada er multiples formas moleculares. Estructu-
ralmente estas isohormonas difieren entre sf en €l contenido de carbohidrates, principalmente
de 4cido sidlico, siendo &sta la base quimica m4s importante para la existencia del pleomorfismo
de la hormona (microheterogeneidad).

Se han caracterizado las isoformas de la FSH de diversas especies animales incluyendo
a la humana. Cada uno de los isGmeros presenta caracterfsticas fisicoqufmicas y biol6gicas
particulares, tales como punto isoeléctrico, carga media, unién al receptor, vida media
plasmdtica y potencia biolégica in vitro e in vive. Los productos de secrecién endégena de las
génadas regulan la distribucién de las formas moleculares, por lo que la microheterogeneidad
varia de acuerdo al estado end6crino del donador.

En la presente tesis se pretendi6 estudiar la influencia que ejercen los productos de secreci6n
gonadal e hipotaldmica (GnRH), sintetizados y secretados de manera ciclica 6 tonica, en la

heterogeneidad por carga de la FSH circulante.



II. GENERALIDADES
HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE
1.- ESTRUCTURA

La FSH es una glicoproteina heterodimérica que pertenece junto con la 1M, Ia TSH y
la CG a una familia de glicoprotefnas constituidas de dos cadenas polipéptidicas, la subunidad
a y la B. La cadena o de estas hormonas es idéntica, mientras que la B es diferente para cada
una de ellas, lo que les confiere especificidad biol6gica e inmunol6gica. Ambas cadenas estdn
unidas por enlaces no covalentes de alta afinidad que estabilizan la estructura de Ia molécula (1).
La subunidad « tiene dos caracteristicas principales, una es que contiene todos o parte de los
sitios de reconocimiento necesarios para la unién de la hormona con el receptor en la célula
blanco, la otra es que la conformaci6n activa de la cadena B se logra dnicamente después de su
combinacién con la & (2). En la actualidad se conocen las secuencias de amino4cidos para cada
subunidad en diferentes especies animales, incluyendo la humana, la cual tiene 92 aminodcidos
enla oy 118 en Ia 8 (2,3). Cada subunidad mantiene estable su estructura tridimensional
mediante puentes disulfuro entre residuos de cistefna (cinco en la ¢ y seis en la 8). Debido a
estas uniones la FSH es aliamente globular (4-5). A pesar de que la FSH est formada
propiamente por dos cadenas peptfdicas diferentes, se le considera como una molécula bien

definida por su especificidad biolégica, inmunol6gica y de unién al receptor en sus células
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blanco. Las caracterfsticas quimicas generales de la molécula de FSH incluyen ademds la
localizacién de residuos de oligosacdridos en sitios especificos de ambas subunidades. La FSH
humana (hFSH) posee cuatro cadenas laterales de carbohidratos que estdn unidos a residuos de
asparagina (Asn); éstos se encuentran en las posiciones 52 y 78 de la subunidad « asf como en
las 13 y 30 de 1a 8. Dichos residuos de oligosacdridos son: manosa, fucosa, galactosa, N-acetil-
glucosamina, N-acetil-galactosamina y 4cido sidlico o neuraminico. Cada oligosacdrido estd
ramificado y es aparentemente heterogéneo en su periferia, con bifurcaciones que terminan
principalmente en 4cido sidlico, asf como en fucosa y galactosa (6). El peso molecular de Ia FSH
es de aproximadamente 30,000 daltones; éste no sé puede establecer de manera exacta debido
a la variabilidad de carbohidratos unidos a la molécuta (2). En todos los oligosacdridos unidos
a Asn, existe una estructura central comin, (Manosa);-(N-acetil-glucosamina), Fig(1). Los
oligosdcaridos sulfatados que se han localizado mas cominmente en la hFSH, contienen
dnicamente un residuo de sulfato. Ademds existen otros que pueden o no llevar dos residuos
periféricos de manosa unidos a Ias manosas de la estructura central comin(6). Existen radicales
de oligosacdridos que contienen un residuo de sulfato y otro de 4cido sidlico terminales.

La hFSH no contiene concentraciones significativas de sulfato y N-acetil-galactosamina, posee
concentraciones proporcionalmente mayores de dcido sidlico y galactosa, en comparacién con
la LH (7,8,9). Los oligosacdridos sializados son estructuralmente heterogéneos; se encuentran
como complejos biramificados con o sin una N-acetil-glucosamina bisectante unida a la
estructura central comuin, asf como complejos triramificados. Estos carbohidratos le confieren
a la molécula de FSH las propiedades fisicoquimicas y fisiolGgicas que en iltima instancia

constituyen la base de su heterogeneidad molecular (10,11,12). El 4cido sidlico terminal, protege
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a la molécula de Ia accién degradante de las enzimas hepdticas. Por esta razén, su presencia es
de suma importancia en la regulaci6n de la vida media en la circulacién (6). La remocién del
dcido sidlico de la FSH con tratamientos enzimdticos, disminuye la actividad biolégica in vivo
de 1a hormona, al reducir su vida media plasmadtica (7,10,12). La deglicosilacién total de la FSH
mediante tratamientos quimicos, no altera la capacidad de Ia hormona para la unién al receptor,
sin embargo reduce la estimulacién de la produccién de AMPc, y por lo tanto, disminuye sus
efectos biolégicos (3).

Por otra parte se ha observado que si se deglicosila unicamente la subunidad o y 1a B se
mantiene intacta, se preserva la propiedad de inducir la produccién de AMPc, lo que indica que

los carbohidratos presentes en Ia subunidad o no son esenciales para la producir Ia respuesta (3).

2. SINTESIS Y SECRECION DE LA FSH

La FSH vy la LH son sintetizadas y secretadas por la misma poblacién de células de la
adenchipdfisis, conocidas como "gonadotropos”. Las subunidades que constituyen la FSH (a y
8), se sintetizan independiente una de la otra por la expresién de diferentes genes.

La biosintesis de las subunidades de las gonadotrépinas ocurre por ¢l proceso usual de
ensamblaje ribosomal de las cadenas peptfdicas, seguido de modificaciones post-traduccionales
de las cadenas sintetizadas, antes de su secrecién. Estas alteraciones incluyen la unién de
residuos previamente ensamblados en el grupo amino del radical de Asn de las nacientes
subunidades o y 8 (1).

La transferencia de oligosacdridos a las Asn blanco (dicha Asn debe tener la signiente secuencia:

Asn-X-treonina 6 Asn-X-serina, (donde X puede ser cvalquier aminoécido), se lleva a cabo en



el Jumen del retfculo endopldsmico; la enzima que cataliza este evento es una protefna de
membrana (glicosiltransferasa), que tiene su sitio activo expuesto sobre la superficie luminal.
Los anicares son primero activados en el citosol por la formacién de intermediarios azicar-
nucledtidos, los cuales donan sus "carbohidratos (directa o indirectamente) (13). El oligosacdrido
estd preformado en su totalidad y unido a un lipido (dolicol) que se encuentra en la membrana
del reticulo endopldsmico, y éste lo une a las Asn blanco de la protefna en sintesis en un solo
paso enzimidtico después de que el residuo pasa de la membrana del reticulo endopldsmico al
lumen. La transferencia estd acoplada a una reaccién donde el rompimiento del pirofosfato libera
la energia necesaria para que se lleve a cabo la unién. Inmediatamente después, tres residuos de
glucosa son removidos de la estructura central comiin recién adherida (13), Posteriormente se
lleva a cabo el transporte de dicha glicoproteina desde el reticulo endopldsmico hasta el aparato
de Golgi, en donde termina su maduracién (13).

Antes de que sea secretada la hormona, actian manosidasas y transferasas para el ensamble de
los azicares terminales como son N-acetil-glucosamina, galactosa y finalmente 4cido sidlico, y
en algunas ocasiones fucosa (adherida en Ia N-aceﬁl—g]ucosamina de la estructura central).

Los gonadotropos sintetizan una mayor cantidad de subunidad o en comparacién con las
concentraciones de la cadena 8. Tanto en la hipéfisis como en el plasma las concentraciones de
Ia subunidad 8 es relativamente mas baja que la de la «, por lo tanto parece que la formacién
dg las cadenas 8 podrfa ser un paso limitante en la biosintesis de las hormonas glicoprotefcas (1).
Por esta raz6n se asume que la influencia de hormonas (estrégenos y andrégenos) y factores no
esteroideos (inhibina) sobre la produccién de 1a FSH es a través de alteraciones en la sintesis de

Ia subunidad 8 (2).



Una vez terminado el procesamiento, las glicoprotefnas se empaquetan en grdnulos de secrecién
que las protegen de la proteélisis y se transportan hacia la periferia celular mediante la
intervencién de los microtibulos y microfilamentos del citoesqueleto. A llegar a la membrana
plasmitica se fijan a ella (2). La secrecién de FSH ocurre por estfmulo de la GnRH hipotaldmi-
ca. Cuando la GnRH se une a sus receptores especificos en el gonadotropo induce 1a exocitosis
de FSH, lo cual se logra gracias a la fusién de la membrana celular con los grinulos secretores,

permitiendo asf 1a liberacidn de su contenido hacia el espacio perivascular.

3. CONTROL DE LA SECRECION DE FSH
La biosintesis y secrecién de las gonadotropinas esta estimulada y modulada por la GnRH,
hormona hipotaldmica que tiene a su cargo el control de la secrecién de las gonadotropinas
hiposifiarias, y quien a su vez estd regulada mediante diferentes mecanismos por factores
gonadales de naturaleza esteroidea (estrGgenos, progestdgenos y andrégenos)(1).

La GnRH es un decapéptido en forma de horquilla, producido en el hipotdlamo, de vida
media pldsmatica corta que oscila entre 2 y 8 minutos (14), y que presenta la secuencia de
aminoacidos Glu-His-Trp-Ser-Tir-Gli-Leu-Arg-Pro-Gli-NH,.

Los amino4cidos 1, 6, y 10 de la GnRHE son esenciales para el mantenimiento de la
configuracién de la molécula, lo cual permite su unién a los gonadotropos. Una vez que la
GnRH se ha unido a los receptores hipofisiarios, induce cambios en la permeabilidad celular;
el segundo y tercer aminodcidos (histidina y triptofano), inician una movilizacién del calcio

extracelular y este flujo de calcio da lugar a una elevada concentracién intracelular del mismo,



que como resultado final induce 1a liberacién por exocitosis de los granulos secretores de la
hormona. La calmodulina, media el efecto del calcio sobre la liberacién de gonadotropinas (15).
La unién de GnRH también activa la protefna cinasa C, encargada de la fosforilacién de
" protefnas del citosol (15). Cada gonadotropo contiene aproximadamente 10,000 receptores para
el GnRH; una ocupancia del 10% de estos receptores es suficiente para producir la liberacién
mdxima de gonadotropinas (16).

La GnRH hipotaldmica, se libera a manera de pulsos, mismos que se reflejan en la
secrecién de las gonadotropinas, particularmente de la LH (17). Por. lo tanto, el control
hipotaldmico del ciclo menstrual es debido a descargas ritmicas de GnRH. El ciclo menstrual
es regulado por una interrelacién compleja y coordinada entre la GnRH hipotaldmica, las
gonadotropinas adenohipofisiarias y los esteroides gonadales, mediante una serie de mecanismos
de retroalimentacién positiva y negativa.

La pulsatilidad de la GnRH varia dependiendo del momento y del estado endocrinolégico
del sujeto. Por ejemplo, en las noches de la fase folicular, la frecuencia de los pulsos de GnRH
estd marcadamente reducida. Cuando la concentracién plasmdtica de estrégenos y progesterona
empieza a disminuir al final de la fase hitea, ocurre un aumento temporal de la frecuencia de los
pulsos de GnRH, incrementdndose, durante los primeros dfas de la fase folicular (18). La
frecuencia y la amplitud de los pulsos de GnRH, son criticos para determinar la btosfntesis de
la subunidad B de la gonadotropina, asf como su acoplamiento con la subunidad « y su
glicosilacién en el gonadotropo (19).

En un modelo experimental in vivo, en el que se desconecté funcionalmente el

hipotdlamo de la hipdfisis y posteriormente se administré de manera pulsdtil GnRH, a una



frecuencia fisiol6gica (1 pulso/hora), se comprobé que la reactivacién de la secrecién, tanto de
la LH como de la FSH, se debfa a la pulsatilidad de la GnRH. El incremento en la frecuencia
(3 pulsos/1h), ocasion6 una disminucién en la regulacién de la respuesta hipofisiaria, y por lo
tanto, una marcada reduccién de la secrecion de LH y FSH . Al disminuir la frecuencia (1
pulso/3 h), se indujo preferencialmente la secrecién de FSH (20).

En estudios realizados en humanos en los cuales se bloquearon los receptores para GnRH
con antagonistas, se ocasion6 en una marcada reduccién de la bioactividad, mds que en la
inmunoreactividad, de la LH y de la FSH, indicando que el cambio en el procesamiento de las
gonadotropinas ocurri6 como resultado de la depﬁvacién de GnRH. Se requiere de un gasto
apropiado de GnRH para la glicosilacién y acoplamiento de las subunidades, que genere
moléculas de gonadotropinas con mayor actividad biol6gica (21).

Una caracteristica esencial para el control de Ia funcién ovdrica, es la pulsatilidad
secretora de la LH y de 1a FSH por la hip6fisis. La frecuencia y amplitud de ia pulsatilidad de
las gonadotropinas, estd modulada, en parte, por los esteroides ovdricos. En ausencia de ese
control gonadal, como en el caso de las mujeres hipogonddicas, se mantienen concentraciones
plasmdticas persistentemente elevadas de las gonadotropinas por el incremento de la relacién
amplitud y frecuencia de sus puisos. Las mujeres normales tienen un patrén de alta frecuencia
y baja amplitud de pulsos de LH durante la fase folicular, y baja frecuencia y alta amplitud
durante Ia hitea, mientras que las mujeres con insuficiencia ovdrica, presentan una gran amplitad
y frecuencia. El estradiol parece ser mds efectivo en modular la amplitud, mientras que Ia
progesterona achia como un reductor de la frecuencia de la pulsatilidad (22). Durante la fase

litea media, se han detectado secreciones pulsdtiles de estradiol, progesterona y LH, sugiriendo



que existe una sefial coordinada y sincrénica entre sus pulsos (23).

La secrecidn ténica de LH y FSH estd controlada por mecanismos de retroalimentacién
negativa. El estradiol y la progesterona tienen un efecto sinérgico, que es la principal sefial de
Ia retroalimentacién negativa. Si una mujer ciclante normal es ovariectomizada, se interrumpe
dicha retroalimentaci6n, lo que origina un incremento abrupto de las concentraciones sangufneas
de las gonadotropinas. El efecto inverso en esta hipersecrecidn, se obtiene al administrar
estradiol a mujeres con hipogonadismo (24).

El inicio del pico preovulatorio de gonadotropinas, es una consecuencia de la
retroalimentacién positiva inducida por el estradiol (25). Aunque el estradiol puede provocar una
retroalimentacién positiva y negativa, para que se presente la positiva, es necesario que ésta sea
antecedida por la negativa. El principal sitio de acci6n del estradiol, es Ia hipdfisis, aunque
también tiene un importante cfecto a nivel hipotaldmico (25).

La inhibina estd considerada como la proteina ovdrica mds importante que interviene en
el control de la secrecién de la FSH en animales de experimentacién (26). Es un producto del
folfculo en desarrollo y del cuerpo liiteo, por lo que se encuentra en grandes cantidades en el
liquido folicular. Es un heterodimero formado por una cadena « y una B, unidas por puentes
disulfuro, su funcién es la supresién selectiva de la secrecién de la FSH y su accién es
independiente de 1a GnRH. La activina estd formada por dos cadenas f§ de inhibina, tiene el
efecto opuesto a esta ltima, tanto en la secrecién -hipofisiaria de FSH como en la funcién del

ovario (27).

En la fase litea, la subunidad « de la inhibina puede actuar en el ovario, inhibiendo la
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accién de la FSH, lo que favorece que la foliculogénesis no se inicie sino hasta el fin de la
lutedlisis (28). También se ha observado que protefnas derivadas de la subunidad « de la
inhibina, suprimen la unién de la FSH con su receptor en las células de la granulosa (28). En
el ovario la activina incrementa Ia respuesta de las células de la granulosa a la FSH, preparando
al foliculo preantral para la respuesta a la FSH (26). Adn cuando en ciertas especies animales
(como el roedor) Ia inhibina ejerce una accién relevante en condiciones fisiolégicas, la
importancia de esta proteina inhibidora de la secrecién de la FSH es atin controversial en el
humano(26). En esta especie, las concentraciones de estradiol juegan un papel preponderante en
el control de la secrecién de la FSH, particularmente durante la llamada transici6n luteo-folicu-
lar, durante Ia cual ocurre el reclutamiento de una nueva corte (6 cohorte) de folfculos, bajo el
estimulo de esta gonadotropina.

Otro péptido gonadal supresor de la FSH que se ha aislado y caracterizado es la
folistatina. Esta es una glicoprotefna formada por una cadena inica. Su potencia in vitro es
equivalente al 5-30% de la inhibina. La folistatina actia como una protefna que se une a la
activina, impidiendo su acci6n (29). Su importancia tanto en animales de experimentacién como

en humanos permanece desconocida.

4. FUNCIONES DE LA FSH
La FSH es la hormona responsable de la regulacién de aquellos procesos relacionados
con el desarrollo de las células germinales en las génadas; promueve principalmente la prolifera-

cién y diferenciacién de las células de la granulosa del folfculo ovdrico y la secrecién de
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éstxégenos. Sinérgicamente con ésto incrementa la produccién del lquido folicular, y aumenta
el némero de receptores para la LH (1,30). La LH es necesaria para el crecimiento final del
foliculo y para la ovulaci6n, actuando especificamente sobre las células de 1a teca y 1a granulosa.
Es adem4s la responsable de la transformacién del foliculo en el cuerpo hiteo (1). La FSH actifa
especificamente en las células de la granulosa del ovario, siendo ésta Ia tinica célula blanco que
se ha encontrado para ella. En los machos, la FSH interviene junto con los andrégenos en la
espermatogénesis y regula ademds Ia produccién de la protefna fijadora de andrégenos (ABP)
en el tibulo seminffero (26,31).

En el testfeulo de los mamfferos, Ia célula de Sertoli es el blanco de accién de la FSH.
Esta hormona regula procesos celulares tales como el flujo de iones, el metabolismo de los

nucledtidos cfclicos, la divisién y la movilidad celular (32,33,34).

5. ACCION EN OVARIO

Durante los primeros dfas después de iniciada la menstruacién se incrementan
progresivamente las concentraciones de FSH y LH; el aumento de la primera precede al de Ia
segunda. Bn particular, la FSH acelera el desarrollo de un nimero indeterminado de foliculos
ovdricos primordiales, lo cual implica la proliferacién de las células de la granulosa y la
formaci6n de una capa llamada teca alrededor de estos folfculos, misma que posteriormente se
divide en interna y externa. La FSH activa un sistema enzimdtico en la mitocondria, el cval
aromatiza a los andrégenos producidos en las células de la teca interna por el estimulo de la

LH, por lo que conforme el foliculo madura, se produce una cantidad de estrégenos cada vez
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mayor. La FSH y los estrégenos (principalmente estradiol), secretados hacia el interior del
foliculo, inducen en las células de la granulosa la sintesis progresivamente mayor de receptores
para FSH, lo que aumenta la sensibilidad de éstas a la gonadotropina, estimulando su prolifera-
cién acelerada (1,30,35).

Posteriormente bajo Ia influencia sinergistica del estradiol y Ia FSH hay un aumento en
la produccion de fluido folicular, que se acumula en los espacios intercelulares de Ias células de
Ia granulosa, lo que da origen a la cavidad Hamada antro. El folfculo hace gradualmente su
transicién al estado antral; la presencia de estradiol y FSH origina Ia acumulaci6én sostenida de
células de la granulosa y con ello permite continvar con el crecimiento folicular, asf como con
la maduraci6n del ovocito. Solamente un foliculo llegard a ser preovulatorio, mientras que los
demds sufrirdn un proceso degenerativo que se conoce como atresia. (1,31,35,36).

Mientras que el estradiol ejerce una influencia positiva en la accién de la FSH dentro del
foliculo en desarrollo, su efecto de retroalimentacién negativa a nivel hipotdlamo-hipofisiario,
disminuye el soporte de gonadotropinas a los otros foliculos menos desarrollados. Sin embargo,
el foliculo dominante permanece dependiente de la FSH y debe completar su desarrollo previo
a la ovulaci6n, lo cual lo logra por su mayor contenido de receptores para FSH. En esta etapa,
1a FSH induce el desarrollo de receptores para LH en las células de la granulosa del foliculo
antral, A la mitad del ciclo, se produce un pico de FSH y otro de LH, ambos esenciales para
completar la maduracién del ovocito e inducir ‘la ruptura del foliculo y la ovulacién (-
1,10,26,31,36).

Al aumentar la concentracién de LH, se inicia la luteinizacién de las células de la granulosa.

Después de la ovulacién, fas células de la granulosa y de la teca, se diferencian en células



luteinizadas, que forman el cuerpo liteo. Durante esta fase las concentraciones de gonadotropi-
nas son las mds bajas de todo el ciclo, debido a la retroalimentaci6n negativa que ejercen tanto
el estradiol como Ia progesterona. Si no hay fecundacién, el cuerpo liiteo que se mantuvo en
actividad durante Ia mayor parte de la segunda mitad del ciclo menstrual, empieza a involucionar
(proceso lamado lutedlisis) unos dfas después provocando la iniciacién de un nuevo ciclo

(1,35,37).

6. ACCION EN TESTICULO

En los testfculos se lleva a cabo la sintesis de andrégenos y Ia produccidn de
espermatozoides. Estructulfalmente ambas funciones se encuentran bien separadas; en las células
-de Leydig se efecnia la bibsfntesis de andrdgenos, principalmente testosterona, en tanto que en
los tibulos seminfferos ocurre la maduracién de las células germinales hasta espermatozoides,
los cuales representan al gameto maduro. La hip6fisis participa en el control de ambas funciones
mediante la secrecién de FSH y LH, necesarias directa e indirectamente para Ia iniciacién y el
mantenimiento de la espermatogénesis (1).

Los tibulos seminiferos constan de dos tipos celulares diferentes, las células germinales
y las de Sertoli. Estas iiltimas dan origen a los compartimientos en los que se alojan las células
germinales en desarrollo, donde se les provee de un medio esencial para su diferenciacién.
También regulan el movimiento de las células germinales en los tibulos seminfferos y la
liberacién de los espermatozoides.

La accién de 1a FSH y Ia testosterona en la espermatogénesis es indirecta, a través de las
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células de Sertoli, las cuales son estimuladas para producir compuestos necesarios para la
maduracién espermdtica. Tal es el caso de la protefna fijadora de andrégenos (ABP), que une
a la testosterona con el fin de proveer una reserva de andrégenos, necesaria para el desarrollo

de las células germinales (31).

7. CICLO MENSTRUAL

Se le llama ciclo menstrual a la periodicidad caracteristica de la maduraci6n y liberacién
de los 6vulos en los primates. En la mujer en edad reproductiva, el intervalo promedio de dura-
cién de este ciclo es de aproximadamente 28 dfas.

Existe una asociacién entre el sistema hipot4lamo-hipd6fisis-ovario, y los cambios estruc-
turales y funcionales que se presentan en los tejidos del aparato genital: itero, oviducto, endome-
trio y vagina. El ciclo inicia con la presencia de un sangrado endometrial. Este sangrado
transvaginal representa el desprendimiento de la capa funcional del endometrio que experimenta
necrosis (38).

Las gonadotropinas hipofisiarias, FSH y LH, son el puente de unién entre el ovario y el
hipotdlamo (1). Juntas, hacen que las células foliculares produzcan cantidades crecientes de
estrégenos, los cuales tienen diferentes funciones durante la progresién del ciclo menstrual.
1.- Actudn a nivel de la pared uterina, provocando la proliferacién del endometrio y su
enriquecimiento en vasos sanguineos.

2.-Producen un adelgazamiento del moco cervical, lo que facilita la entrada de los espermatozoi-

des a las porciones internas del tracto reproductor.
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3.-Causan un aumento del nimero de receptores de FSH de las células de la granulosa folicular
(39) mientras que inhiben la produccién hipéfisiaria de FSH.
4.- A concentraciones bajas, inhiben la produccién de LH, pero a concentraciones altas, la
estimula.
5.-Interactian con el hipotdlamo al encontrarse en concentraciones muy elevadas, induciendo 6
inhibiendo la secrecién del GnRH (40).
El ciclo menstrual humano puede ser dividido en tres fases funcionales, basado en la estructura,
morfologfa y produccién esteroidea del ovario.

A. Fase Folicular (subdividida en temprana, media y tardia)

B. Fase Ovulatoria (transicién de folicular a liitea)

C. Fase Liitea (subdividida en temprana, media y tardfa)
Durante estas fases, las concentraciones circulantes de gonadotropinas, estrégenos, andrégenos,

progestdgenos e inhibina presentan un patrén ciclico bien definido.

A. FASE FOLICULAR

A la primera mitad del ciclo se le llama fase folicular, la cual tiene una duracién
aproximada de 13 dfas. Est4 dirigida por Ia génesis de un foliculo preovulatorio, mientras que
los demds sufren atresia. Durante los primeros 4 a 5 dfas de la fase folicular, el aumento de la
concentracién sangufnea de FSH y de LH, dan lugar al reclutamiento y funci6n folicular.
Bajo la accién de FSH, un grupo de foliculos primarios maduran

en foliculos secundarios que producen estradiol. Los folfculos comienzan a sintetizar mds recep-
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tores para la FSH en las células de la granulosa. La menor concentracién de FSH en esta etapa
(dfa 5 a 7) plantea al grupo de foliculos en proceso de maduracién una situacién competitiva en
la cual s6lo uno o dos (dia 8 a 12), son capaces de sostener su desarrollo por tener una concen-
tracidn mds alta de receptores para FSH, mientras que el resto se atrofia (37,41).
La seleccién del folfculo destinado a ovular, estd asociado con Ia alta capacidad de biosintetizar
y secretar andrégenos, estrégenos, progestdgenos e inhibina (42). La integridad de la produc-
cién de estas hormonas es dependiente de la interaccién entre las células de la teca y la
granulosa; la actividad de cada una, estd modulada 'por cambios en las enzimas esteroidogénicas
del citocromo P-450, y por una variedad de factores de crecimiento que operan a través de
mecanismos autécrinos y pardcrinos (41).
Las hormonas tréficas LH y FSH, tienen Ia capacidad inherente de modificar el rango del
crecimiento y maduraci6n folicuiar, en asociacién con el microambiente del foliculo ovdrico.
Tanto los estrégenos como la inhibina son potentes supresores de la secrecidn de FSH,
el tiempo de declinacién de la FSH durante la fase folicular tardfa puede estar asociada con una

supresién secuencial de retroalimentacién negativa por estradiol e inhibina (43).

B. FASE OVULATORIA

La ovulacién marca la culminacién de una serie de eventos iniciados por el "pico”
preovulatorio de LH y posiblemente también de FSH. Se caracteriza por el reinicio de la
meiosis, la ruptura de la vesicula germinal, la luteinizacién de las células de la granulosa, la
reestructuracién de la pared folicular, con la ruptura folicular resultante y la liberacién del évulo

maduro fertilizable. La mayor concentracién de LH en el mediociclo "pico" de LH es el punto
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de referencia de la dindmica intrafolicular hormonal de esta fase. Durante los dos 6 tres dias
previos al pico de LH, se marca el inicio del medio ciclo, El incremento de estrégenos, es para-
lelo con los de inhibina, progesterona y 17-a-hidroxiprogesterona (17-OHP,). Este incremento
de la concentracién de progestdgenos es el resultado del proceso de luteinizacién de las células
de la granulosa.

Las capas externas del folfculo ovdrico son las tecas externa e interna, la ldmina propia y Ia
membrana granulosa. La ldmina propia, y en especial 1a teca externa, son estructuras ricas en
coldgena (38). Para que la ovulacién ocurra, la coldgena debe ser degradada (44). Con el pico
preovulatorio de LH, se inician una serie de cambios bioquimicos y morfolégicos, que dan paso
a la ruptura folicular y la ovulacién. Existen 2 procesos necesarios para que ocurra la ovulacion,
la teca externa empieza a formar enzimas proteoliticas que disuelven la pared capsular y la
debilitan, originando una mayor hinchazén de todo el foliculo. De manera simultdnea ocurre un
crecimiento rdpido de nuevos vasos sangufneos haéia la pared del folfculo y al mismo tiempo
se secretan prostaglandinas (hormonas locales que producen vasodilatacién) hacia los tejidos
foliculares. Estos dos efectos producen un aumento en la permeabilidad de plasma hacia el
foliculo lo que contribuye al aumento de su tamaiio, produciéndose la ruptura folicular con

evaginacién del évulo (30).

C. FASE LUTEA
La fase hitea tiene una duracién aproximada de 14 dfas, se caracteriza por el cambio del
dominio folicular de estr6genos a progesterona. La luteinizaci6n de Ias células de la teca-granu-

losa después de la ovulacién estd asociada con una abundancia de enzimas esteroidogénicas en
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las células, de un incremento en la sintesis de progesterona y en menor grado de estradiol.

El pico de la progesterona y el de estr6genos en sangre, se presenta alrededor del séptimo
dia de 1a fase lﬁ@ y tiene relacién con la preparacién del endometrio para la implantacién del
blastocisto. Si esta dltima no ocurre, comienza una declinacién lineal en 1a concentracién de
progesterona y estradiol e inhibina durante los tltimos 4-5 dfas de la vida funcional del cuerpo
Liteo.

La actividad secretora del cuerpo liteo es dependiente de un soporte adecuado de LH (45). Por
ello, aproximadamente al vigésimo quinto dfa, el descenso en la produccién de esta hormona
tiene como resultado la imposibilidad para levar a cabo la esteroidogénesis. En esta fase los
niveles de FSH son los mds bajos, ademds de que no se requiere de FSH para mantener al
cuerpo hiteo. La combinacién de inhibina y estradiol elevados, suprime fa secrecién de FSH y
previene la iniciacién de la foliculogénesis. Cuando la concentracién de estrégenos empieza 2
decaer en la fase litea, ocurre un incremento temporal en los pulsos de la GnRH, la cual
aumenta progresivamente durante los primeros dias de la fase folicular (17).

Se ha demostrado que una interrupci6n de la pulsatilidad de LH mediante la administracién de
antagonistas de GnRH durante varios estados de la fase litea, induce una rdpida reduccidn de

progesterona, estradiol e inhibina, seguido de lutedlisis y el principio de la menstruacién (46).

8. HETEROGENEIDAD MOLECULAR DE LA FSH
La FSH se sintetiza y secreta en miltiples formas moleculares (47,48). Las isoformas de la FSH

han sido identificadas en muestras obtenidas de la hipéfisis anterior (49,50,51,52), el suero y
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1a orina (53,54) de diversas especies animales, incluyendo Ia humana. Cada una de estas isofor-
mas presenta caracteristicas fisicoqufmicas y bioldgicas particulares, tales como punto
isoeléctrico (pI), carga media, unién al receptor y potencia biol6gica in vitre ¢ in vivo. La
diversidad de formas de la FSH, estd4 dada por la adicién diferencial de carbohidratos en la
proteina. Lo que distingue a las isoformas entre sf, es la cantidad y el tipo de residuos de
carbohidratos en los oligosacdridos presentes en la proteina, en especial el 4cido si4lico (o neura-
minico) (10,11,12).

Existen por lo tanto diferencias en las proporciones relativas de las formas més o menos 4cidas.
BEa términos generales, las isoformas menos 4cidas o bdsicas presentan una mayor actividad de
unidn al receptor y potencia biolégica in vitro que las mds 4cidas. Sin embargo, estas iltimas
(ricamente sializadas), presentan una vida media plasmatica y actividad biolégica in vivo mayor
que las bdsicas (47,48,49,52,55).

Estas isoformas, al tener diferencias en sus cargas eléctricas, pueden ser separadas por sus
puntos isoeléctricos (pI) o carga media, mediante técnicas de electroforesis (EF), isoelectroenfo-
que (IEF) y cromatoenfoque (CF). El mimero y abundancia relativa de cada isohormona
dependerdn de la técnica especifica empleada para su separacién, del origen de la muestra
biolégica y del estado endéerino del donador (2,56).

Existen diversos estudios que han caracterizado las isoformas de la FSH, demostrando
que en general los componentes de FSH son de naturaleza 4cida (47,52,57,58), en contraste con
los de la LH que se caracterizan por ser de naturaleza bésica o neutra. La naturaleza 4cida de
las isoformas de la FSH, se debe principalmente a la presencia de oligosacdridos con residuos

terminales de dcido sidlico (6).



La distribucién por carga de las isoformas de FSH varfa dependiendo de la edad y del
sexo. Tanto en roedores como en primates las isoformas dcidas son m4s abundantes en el varén
que en la hembra. Por otro lado, las isoformas de FSH secretadas en edades avanzadas son de
naturaleza mds dcida que aquellas presentes en edad reproductiva (59,60,61). Asimismo en
mujeres jévenes, se encuentran formas mds bdsicas que en hombres de la misma edad (59). En
* estos tltimos, las especies de FSH intrahipofisiaria a Ia edad de 0.2 a 9 afios, son menos dcidas
que 1as encontradas entre los 17 y 42 afios. .

El roedor, el ovino y el primate, son los modelos animales m4s ampliamente estudiados
en la caracterizacién del pleomorfismo de la FSH. Utilizando el IEF y el CF como técnicas de
separacién, se ha pedido caracterizar la distribucién del perfil de pH, tanto de la FSH secretada,
como de la intracelular, y sus variaciones en diferentes condiciones fisiolégicas y experimen-
tales. Por ejemplo, durante la maduracién sexual de la rata hembra se incrementa la produccién
de -isoformas de naturaleza menos dcida, con pIs de =5.0, las cuales tienen una actividad
bioldgica in vitro mayor y vida media circulante menor en comparacién con las formas mds
d4cidas (55,57,58). Por el contrario, en ratas macho, la produccién de formas mds 4cidas (pIs de
4.9 a 4.0) se incrementa paralelamente al inicio de la espermatogénesis y de la separacién
balano-prepucial (17).

Existen estudios realizados en suero de humanos en donde se ha demostrado que las
mujeres que presentan ciclos menstruales normales, secretan a la circulacién casi todas las
isoformas de FSH intradenohipofisiarias (62,63); sin embargo la proporcién relativa de esas
isoformas liberadas cambia en relaci6n a la fase del ciclo menstrual. Durante el medio ciclo.

cuando el ambiente endGecrino se caracteriza por presentar concentraciones de estrégenos



elevados, la distribucién de isoformas se caracteriza por un incremento en la abundancia relativa
de las isoformas menos 4cidas, comparado con la fase folicular y Ia hitea.

Los estudios de FSH urinaria (uFSH) se han realizado principalmente en mujeres

postmenopdusicas, de donde se han obtenido estdndares internacionales y preparaciones
comerciales. En las preparaciones comerciales de uFSH, se han identificado de 5 a 12 isoformas
en un rango de pH de 5.8 a <4.0, tanto por el método de IEF como de CF, y la mayor parte
de la recuperacidn se obtiene de las isoformas que eluyen a un pH <4.6, mientras que las otras
formas representan menos del 25% del total de FSH recuperada (56).
Tal parece que la regulaci6n de la produccién y secrecién de las isoformas es llevada a cabo por
la accién de varios factores, dentro de los cuales son de gran importancia los esteroides
gonadales y el GnRH (62). En estudios realizados en ovejas prepiiberes a las cuales se les indujo
pubertad mediante la infusién de GnRH, fue posible provocar un aumento selectivo en la secre-
cién de isoformas menos dcidas (64).

Por otro lado, en el caso de las ratas hembras adultas, la distribucién por carga de las
diferentes isoformas varfa durante el ciclo estral (12). El perfil de distribucién de FSH
presentado por estos roedores puede alterarse por manipulaciones farmacolégicas especficas.
Las hipdfisis obtenidas de hdmsters hembras ovariectomizadas y tratadas con estradiol, presentan
todas las formas de FSH identificadas por CF, sin embargo la abundancia de isoformas m4s o
menos dcidas cambia dependiendo del tiempo de exposicién a este esteroide, A corto plazo (20
horas) es posible encontrar una mayor cantidad de formas mds dcidas, en comparacién con los
controles ovariectomizados; al aumentarse el tiempo de exposicién (30 horas) al estrGgeno, se

observa un incremento en la abundancia relativa de las isoformas menos 4cidas. El cambio a las
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formas mds bdsicas, se puede prevenir por la administracién de fenobarbital (que evita la
descarga de GnRH inducida por estradiol) lo que sugiere que la produccién de las variedades
menos 4cidas de la FSH, estd regulada a través de un sistema sofisticado mediado por los
esteroides gonadales e hipotdlamicos (12).
Aunque algunos estudios in vitro han sugerido que la secrecién de isoformas menos 4cidas esta
regulada principalmente por GnRH (64), en estudios in vivo no se han podido disociar los
posibles efectos de los esteroides gonadales (principalmente estrégenos) y del GnRH en la
produccién y secrecién de las diferentes isoformas (62,63).

Se puede concluir que ambos factores regulan el pleomorfismo de Ia FSH, En tanto que
los estrégenos podrian inducir modificaciones en la incorporacién de carbohidratos durante la
fase de procesamiento y almacenamiento, el GnRH podria alterar la glicosilacién inmediatamente

antes de la secrecién de la gonadotropina.



O1. OBJETIVOS

Estudiar el perfil de distribucién por carga de las isoformas de la FSH circulante
bajo el efecto de los diferentes ambientes enddcrinos caracteristicos del ciclo

menstrual y del var6n.

Estudiar los cambios en la distribucidn por carga de las isoformas de la FSH
circulante después de estimulos repetidos con GnRH exégeno, bajo el efecto de

diferentes ambientes end6erinos .



IV. HIPOTESIS

La FSH hipofisiaria se secreta en miiltiples formas moleculares. Su distribucién por carga
dependerd del sexo y de los diferentes ambientes end6erinos caracteristicos del varén y la mujer.
El estimulo con GnRH exdgena a diferentes dosis, amplificard los cambios observados entcondi-
ciones basales, de tal forma que serd posible identificar las isoformas de FSH presentes en pozas
intracelulares de reserva (hormona almacenada) y de nueva sfntesis.

Debido a que la principal diferencia estructural entre las diferentes isoformas es la cantidad de
dcido sidlico incorporados a cada una de ellas, los cambios en la distribucién de las isoformas

tnaerdn consigo modificaciones en la vida media circulante de la FSH secretada.



V. MATERIAL Y METODOS

1. DONADORES

Se analiz6 el suero procedente de 13 mujeres y 7 hombres clinicamente sanos. Para el
caso de las mujeres la obtencién de la muestra se realizé en diferentes fases del ciclo menstrual.
fase folicular (FF), medio ciclo (MC), y fase litea (FL), Todos los sujetos debieron haber

cumplido con los siguientes criterios.

A. CRITERIOS DE INCLUSION.

1.- Bdad entre 21 y 35 afios.

2.~ Ausencia de patologias concomitantes después de una evaluacién clinica detallada

3.-~ Consentimiento voluntario de participar en el estudio

4.- Sin antecedentes de ingesta reciente de tratamiento hormonal o drogas que pudieran interfeﬁr
con la funcién reproductiva

5.- BEn el caso de las mujeres la presencia de 3 ciclos menstruales regulares precedentes,

documentados por registro de sangrado menstrual.

B, CRITERIOS DE ELIMINACION

1.- Decisién de no continuar en el estudio

2.- No responder al estimulo con GnRH

3.- Presencia de alguna enfermedad ii}fecto-comagiosa

4.- Alteracién o irregularidad en el ciclo menstrual durante la ejecucion del estudio.
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C. FPROTOCOLO DE ESTUDIO

Cada voluntaria se estudié en 3 ocasiones diferentes, correspondientes a cada fase del ciclo

menstrual en donde el dfa 1 del ciclo correspondi6 al inicio de la menstruacién:

a) dfas 2-5 FF
b) dfas 11-14 MC

c) dfas 2023 FL

Para los varones el estudio se realiz6 en un solo dia.

Los sujetos fueron internados en la Unidad Metabdlica del Instituto Nacional de Nutricién
Salvador Zubirdn, una hora antes del inicio de cada estudio, con el fin de que se habituaran al
lugar fisico. Bste inici6 a las 8:00 hrs, con los sujetos en posicién de decibito dorsal y
previamente canalizados en una vena antecubital con un catéter corto. Previo a la obtenci6n de
cada muestra, se desecharon las primeras cinco gotas correspondientes a la solucién salira, las
obtenciones de las muestras se realizaron de la siguiente forma: se extrajo sangre (2.0 mls) cada
10 minutos durante 6 horas (perfodo basal); posteriormente se administraron por via i.v. 10
ug de GnRH sintética (Hoechst, Alemania), disueltas en 1 ml de solucién salina ﬁsfolégica (SSF)
y se extrajé sangre (2.0 mls) cada 10 minutos durante 2 horas. Posterior a ésto, se administraron
90 ug de GnRH i.v. y se repitié el muestreo antes indicado durante 2 horas méds. Se obtuvieron
en total 60 muestras (160 mls) por sujeto por dfa de estudio. Durante las 11 horas que durd

cada el estudio, los sujetos ingirieron una dieta blanda, y no se les permitié dormir.



II. METODOS.

La sangre obtenida de las 60 muestras (un dfa de estudio) se mantuvo a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Posteriormente se centrifugé a 1000 g durante 15 minutos. El
suero resultante se congeld a -20°C en viales de pldstico hasta el momento en que se llevé a cabo
la primera cuantificacién de su contenido de FSH.

Posterior a los estimulos con GnRH exdgeno se cuantifico 1a concentracién de FSH de
cada suero por el método de radioinmunoandlisis (RIA), con el fin de apreciar 1a pulsatilidad de
Ia hormona. En el caso de las mujeres, se determiné el contenido de estradiol y progesterona
en una poza constituida por 3 de las muestras basales, con la finalidad de corroborar la presencia
de la fase del ciclo menstrual correspondiente. En los varones se cuantigicd unicamente la
concentracién de testosterona. Una vez analizado el perfil de respuesta de la FSH después del
estimulo con GnRH exdgeno, se procedié a formar pozas de las muestras correspondientes a las
diferentes fases del ciclo estudiadas, separadas también de acuerdo a las condiciones
experimentales: basales o bajo el estimulo de 10 pg y 90 pg de GnRH, para cada sujeto y en
forma separada. De tal manera que para cada donadora se constituyeron 9 grupos de muestras:
A: Folicular: basal, GnRH 10xg y GnRH 90ug
B: Medio ciclo: basal, GnRH 10xg y GnRH 90ug
C: Litea: basal, GnRH 10ug y GnRH 90ug
En el caso de los varones se realizaron 3 grupos d.e pozas:

Basal, GnRH 10ug y GnRH 90ug
Cada grupo fue transferido por separado a bolsas de membrana para didlisis con una

permeabilidad de 12,000 Mr (Spectrum Medical Industries, Los Angeles, CA, EUA), y
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+ dializados durante 24 horas a 4°C contra agua destilada desionizada y posteriormente, bajo las
- mismas condiciones, contra una solucién de carbonato de amonio 0.01 M. Posteriormente, cada
una de las pozas fue liofilizada y almacenada en congelacién a -20°C hasta el dfa de su

separacién por cromatoenfoque preparativo.

CROMATOENFOQUE (CF)

El CF es un método que separa protefnas mediante la interaccién de la carga de superficie
de la molécula con un soporte de carga inmovilizado. Las isoformas son recuperadas en ¢l eluato
cuando ¢l pH del gradiente de elucién iguala el pI de la proteina. El CF ofrece la ventaja
adicional sobre los otros métodos, de que las protefnas que se encuentran fuera de la ventana de
pH empleado pueden ser fdcilmente recuperadas, identificadas y reenfocadas a través de
gradientes diferentes de pH (65). En este estudio se utilizé un gradiente de pH de 7.5 a 4.0.

El CF de FSH se realizé de acuerdo al método descrito previamente por Ulloa-Aguirre
y cols. (66) Figura (2). Se emple6 como intercambiador idnico 1a resina PBE-94 (Pharmacia
Fine Chemicals, Piscataway, NJ, BUA) en columnas de 20 X 1 cm, equilibradas con 15
volimenes del amortiguador de partida (Imidazol-HC!0.025 M, pH 7.4). Cada una de las series
de sueros liofilizados, fueron resuspendidos en el menor volumen posible (5-8 ml) del amortigua-
dor Polybuffer-74 (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, EUA) en agua desionizada (1:8
viv) pH 4.0.

Antes de depositar los extractos en la superficie de la columna se corrieron 4 ml del

amortiguador de corrimiento, con el fin de evitar la exposicién de la muestra a valores extremos

2 ,



CROMATOENFOQUE

Empaque de la columna de PBE-94

i
Equilibrar con amortiguador de partida

(Imidazol 0.025 M/HCL pH=7.0)
Y

Amortiguador de corrimiento (pH=4.0)

Depositar 1a muestra problema

v

Amortiguador eluente

+

Coleccion de fracciones (2 mi)

4
Medicion de pH

+

NaCl 1M cuando el pH=4.0

+

Coleccion de 15 a 20 fracclones

i

Medicion de pH

+
RIA de FSH

Figura 2 Ulioa-Aguire y cole, (1990)



de pH. La muestra fue depositada en la columna y una vez completada su incorporacién, se
. .agregd el amortigvador de corrimiento (Polybuffer-74).

Posteriormente se colectaron de 110 a 120 fracciones de 2 ml cada una a 4°C. Cuando
en alguna de las fracciones se detect6 un valor de pH menor o igual a 4.0, el amortiguador de
corrimiento se sustituy6 por una solucién de NaCl 1M, para recuperar el material que no hubiese
eluido dentro del rango de pH 7.4 a 4.0. Hecho esto, se colectaron 15 o 20 fracciones
adicionales, y se procedié a medir el pH de cada una. Las fracciones fueron congeladas y
almacenadas a -20°C hasta el momento de la determinacién de su contenido de FSH por

radioinmunoandlisis (RIA).

RIA DE FSH

El RIA de FSH, se llevé a cabo empleando reactivos donados por el National
Institute of Arthritis, Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (NIADDK, Bethesda, MD,
EUA), utilizando como estdndar de FSH a la preparacién LER-907 (NIADDK). El anticuerpo
fue el anti-hFSH-6 a una dilucién final de 1:250,000. Como trazador se utilizé el estdndar
hFSH-1-3 (NIADDK) radiomarcado con Na'>I (Amersham International Limited, Amersham,
Reino Unido) por el método de la cloramina-T descrito por Greenwood y cols (67). Figura (3).

El RIA se llevé a cabo siguiendo el método descrito por Ulloa-Aguirre y cols.
(48) Figura (4). La sensibilidad prdctica de este RIA fue de 4.6 ng/ml. Con el fin de evitar
variaciones interan4lisis todas las muestras de un sujeto se incluyeron en una misma corrida de
RIA,

Los resultados son expresados en UL/L para las concentraciones en suero y en ng de LER-
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907/ml para las fracciones recuperadas de las columnas de cromatoenfoque.

RIA de 17-8-estradiol
Las concentraciones de estradiol en suero se determinaron por el método de RIA,
" utilizando material donado por el programa de reactivos de la Organizacién Mundial de Ia Salud

(Ginebra, Suiza).

RIA de Progesterona y Testosterona
Las concentraciones de progesterona en las muestras de suero de las mujeres, y la de
testosterona de los varones, fueron determinadas por RIA, empleando reactivos donados por la

Organizacién Mundial de Ia Salud.

PARAMETROS DE SECRECION DE FSH

El andlisis de los pardmetros de secrecién‘ de la FSH se llevé a cabo empleando los
valores de las concentraciones en suero de FSH obtenidos después de 1a estimulacién exégena
de GnRH. Los pardimetros de secrecién; masa secretada, amplitud y 4rea bajo la curva del pulso
de secrecién de FSH, fueron analizados mediante el método, descrito por Veldhuis y Johnson
(68). Asimismo mismo, utilizando el mismo método, se calculé Ia vida media plasmdtica de la

hormona secretada en respuesta at GnRH administrado en cada fase del ciclo menstrual.



" RADIOMARCAJE DE FSH I-3

Empague de la columna con
Sephadex G-100

!

Lavar con PBS 0.01M

i

Saturar columna con Albimina Sérica Bovina

!

Agregar FSH+PB 0.05M +Cloramina T

{

Detener reaccion después de 30 seg.
con Motabisulfito de Sodio

¢

Depositar la FSH |-3 en la columna
de Sephadex G-100

}
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!

Coleccion de 32 fracciones

!

Identificar el pico de |1 FSH 113

|

Calcular la actividad especifica

Figura 3 Ulioa-Agutme y cols. (1880)



RADIOINMUNOANALISIS DE FSH

Curva estandar con LER-807

l

Muestras problema

|

Aforar a 300ut con PBS-GEL

l

Agregar FSH--3 radiomarcada (100p)
Agregar anti-hFSH-6 (100u1)

Incubar durante 18-24 hrs

l

Agregar 20. Anticuerpo (200ul)

Detener reaccion (2ml H20)

l

Centrifugar a 3000rmp x 30min a 4C

Decantar

!

Medir la radioactividad del precipitado

~ Figura 4

Ulloa-Agulrre y ools. (1982)



" ANALISIS ESTADISTICO

1.- RELACION DE lSOFORMAS DE FSH CIRCULANTE
Los cambios en la distribucién por pH de las isoformas de la FSH circulante durante ¢l ciclo
| menstrual, se analizar6n mediante un an4lisis de varianza de una vfa (ANOVA) y pruebas de T
pareada con correccién de Bonferroni.
2.- PARAMETROS DE SECRECION
Las diferencias entre fases en los pardmetros de secrecién de FSH (masa-secretada, amplitud y
drea bajo 1a curva del pulso de FSH), asf como en vida media plasmdtica, fue calculado

empleando ANOVA y prueba de T pareada.



RESULTADOS

1, SUJETOS

Del total de mujeres (n=13) que participaron en ¢l estudio, 5 fueron eliminadas por
presentar aumento o disminuci6n en cuanto al tiempo de duracién de su ciclo en que fueron
estudiadas. De tal manera que el mimero final de mujeres fue de 8, en las cuales se analizaron
las muestras obtenidas en las 3 fases de un ciclo menstrual. Bn cuanto a los hombres, 2 fueron
eliminados del estudio; el primero por ser un probable donador infecto-contagioso, y el otro por
presentar una respuesta subnormal al estimulo con GnRH.

En la tabla 1 se muestran el dia del ciclo ¢n que fueron estudiadas las voluntarias con
respecto al dia de la ovulacién (dia 0); asf como las concentraciones circulantes de estradiol y
progesterona en las muestras basales obtenidas en las diferentes fases del ciclo menstrual. A
partir del primer dia de sangrado del ciclo siguiente al estudiado, se contaron en retrospectiva
14 dias para calcular el dia probable de la ovulacién, considerdndose éste como el dia 0. En
todos los casos las concentraciones circulantes de estradiol y progesterona estuvieron dentro de
los valores informados en la literatura (69).

Del mismo modo, Ias concentraciones basales de testosterona en suero correspondientes a los
5 varones que participaron en el estudio se encontraron dentro de los limites de referencia

normales (69). (27.3 + 5.2 nmoV/L; rango, 13 a 33 nmol/L)



' Tabla 1. Concentraciones basales de estradiol, progesterona y FSH (media+DE)

en las fases folicular, medio ciclo y litea del ciclo menstrual.

Fase del Ciclo

Folicular
Medio Ciclo

Liitea

neentraci asales en suero
Dia del Ciclo® Estradiol  Progesterona FSH
(pmol/L) (nmolfl) (UIL)
-12a-7 153.8+20.5 1.610.6 13.7+1.4
2a+1 538.7+45.91 1.540.1 19.7£4.3
+7a +11 536.9+37.01 37.248.9¢ 5.640.9¢

*Normalizado de acuerdo al dia probable de Ia ovulaci6n
19<0.01 » folicular
4p<0.01 v medio ciclo y folicular




,‘ II.-RESPUESTA DE FSH AL ESTIMULO CON GnRH

En la Figura 5 se muestran los perfiles de respuesta de la FSH en suero a los estimulos
con 10 y 90 ug de GnRH en las diferentes fases del ciclo menstrual estudiado. A juzgar porlos -
pardmetros de secrecién de los pulsos inducidos de FSH (Tabla 2), las respuestas en términos
de masa secretada, amplitud del pulso y drea bajo la curva fueron significativamente mayores
durante el medio ciclo que durante las fases folicular y Litez. En todas las fases del ciclo, la
respuesta de FSH a la administracién de 90 pg de GnRH fue significativamente mayor que la
de 10 ug.
Los valores de los pardmetros de secrecién de FSH en respuesta a la administracién de GnRH

en los varones fueron los siguientes:

Pardmetros GnRH 10 ug GnRH 90 pg

Masa 11.18+2.38 UL 11.32+0.03 UI/L

Amplitud 0.986+2.09 UI/L 0.98+:0.19 U/L/m

Area 177.07+4.3 U/L/min 253'}j:573 ULl/L/min*
| *(p<0.05)

Los valores de estos pardmetros fueron significativamente menores que los presentados por las
mujeres en las fases folicular y medio ciclo, y similares a los de la fase litea.

Los valores de la vida media plasmitica de la FSH secretada en respuesta a la administraci6n
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Tabla 2. Andlisis de los pulsos de FSH sccretados en respuesta a GnRH exdgena

Masa del pulso

Fase del Ciclo (UI/L)
GnRH
10 90
Folicular 11.4 19.41
12" @4
Medio ciclo 35.8% ,50.2%
4.2) (6.3)
Liitea 11.3 18.1%
2.0y (3.9)

Pardmetros de Secrecidn

Amplitud de la Secrecion

(UI/L/min)
GnRH
10 90
1.0 1.71
©.1) 0.2)
3.2% 4.5%4
0.4) (0.6)
1.0 1.6%
0.2) (0.3)

Area
(UI/L/min)
GnRH
10 90
2464 37771
(252) (479)

. 5145% 814141
(905) (1392)
1435 20591
(158) 490y

"Microgramos de GaRH.

“Error estdndar.

“p<0.05 » folicular y ltiea.

'p<0.05 +s 10 pg en la misma fase del ciclo.




de GnRH en las mujeres voluntarias s¢ muestran en la Tabla 3. Los valores correspondientes
at pulso de FSH secretado en respuesta a 10 ug de GnRH durante el medio ciclo fueron
significativamente (p<0.05) menores que los observados en respuesta a 10 y 90 pg de GnRH

* en las fases folicular y hitea y a 90 pg en el medio ciclo.

III.- PERFIL DE DISTRIBUCION POR CARGA DE LAS ISOFORMAS DE LA FSH

CIRCULANTE
AMUJERES

Se obtuvieron 9 diferentes grupos de muestras de cada voluntaria, correspondientes a los
distintos dfas y condiciones de! estudio:

a: Fase folicular: basal, GnRH 10 xg y GnRH 90 pg

b: Fase mediociclo: basal, GnRH 10 pg y GnRH 90 ug

¢: Fase hitea: basal, GnRH 10 ug y GnRH 90 pg

Cada una de estas muestras fue sometida a separacién por CF con el objeto de analizar
Ia distribucién por carga de las diferentes isoformas de la FSH secretadas durante el ciclo
menstrual, La Figura 6 muestra un perfil representativo de la distribucién por pH de la FSH
circulante después de su separacién por CF. Se detectaron la presencia de muiltiples formas
moleculares de la FSH las cuales fueron identificadas en un rango de pH de 7.4 a 4,0, as{ como
después de la adicién de NaCl 1M a la columna {pico de sal). Sin embargo, la abundancia

relativa de fas diferentes isoformas se modificé signiﬁcativamente dependiendo de la fase del

as



Tabla 3. Vida media plasmética de los pulsos de FSH secretados en

respuesta al estimulo con GnRH exdégena.

Vida Media
(minutos)
Fase del Ciclo
GnRH
10 pg 90 ug

Folicular 221.6+37.5 271.04+47.3
Medio Ciclo 107.8+11.4 275.6+75.6
Litea 243.84-40.9 198.2+40.3

p <0.05 v folicular y hitea con la misma dosis de GnRH
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JURA 6 Patrén de distribucién por pH de la FSH circulante después de su separacién por
cromatoenfoque. Las grdficas superiores muestran el perfil en condiciones basales en
tanto que las intermedias y las inferiores los perfiles encontrados’ después de la
administracién de 10 y 90 ug de GnRH respectivamente. La fase folicular corresponde
al dfa -8, el medio ciclo al dfa -1 y la fase hitea al dfa 4-8 del ciclo menstrual de una
voluntaria. La lfnea vertical discontinua sefiala un valor de pH de elucién de 4.50. La
flecha indica la adicién de 1 M de NaCl a las columnas de cromatoenfoque.



ciclo y de la dosis de GnRH administrada. Durante el medio ciclo, 1a abundancia relativa de las
‘isoformas menos dcidas (pH >4.5) fue mayor que la observada en las fases folicular y litea
. media, tanto en condiciones basales como después de la administracién de GnRH (Figura 6 y
" 7). Con el objeto de analizar cuantitativamente y de comparar los cambios en la distribucién y

abundancia relativa de las diferentes isoformas secretadas en cada fase del ciclo, los perfiles de
. distribucién por CF se dividieron en 2 zonas de pH tomando como puﬁto de corte el valor de
. pH de 4.5. Las cantidades de FSH recuperadas en valores de pH menores y mayores a este
| valor, fueron entonces utilizadas como base para calcular la relacién de isoformas con pH
<4.5/>4.5 y establecer la presencia de diferencias entre las diversas fases. Bl valor de pH de
4.5 como punto de corte, fue establecido en base a las diferencias en actividad biol6gica in vitro
y vida media plasmdtica presentadas por las isoformas intrahipofisiarias (48).

La abundacia relativa de las isoformas menos 4cidas (pH de elucién > 4.5), se
incrementé de manera selectiva durante el medio ciclo (Figura 8), con respecto a las fases
folicular y litea. Bste incremento en la secrecién de isoformas menos dcidas se observé en todas
las condiciones estudiadas (basal, GnRH 10 pg y GnRH 90 pg). La expresién mdxima de este
cambio en el medio ciclo se observé en una voluntaria estudiada en la mafiana del dfa probable
de la ovulacién (Figura 7). La administracién de 90 pg de GnRH en la fase folicular, de 10 y
90 ug en el medio ciclo y de 90 ug en la fase litea, se distinguiercn por inducir de manera
selectiva la secrecién de isoformas con valores de pH = 6.24-5.24 (Figura 6 y 7). La
distribucién de las isoformas secretadas en la fase folicular fue discretamente mds 4cida que la

secretada durante la fase hitea (Figura 8).
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Patrén de distribucién por pH de la FSH circulante después de su separacién por
cromatoenfoque. Rzquierda: Medio ciclo (dfa 0) en condiciones basales (grdfica superior)
y después de la administracién de 10 ug (grédfica intermedia) y 90 ug (grdfica inferior)
de GnRH, Derecha: Fase folicular (dfa -7; grdfica superior) y fase litea (dfa +9; gréfica
inferior) en condiciones basales. La lfnea vertical discontinua sefiala un valor de pH de
elucién de 4.50. La flecha indica la adicién de 1 M de NaCl a las columnas de
cromatoenfoque. Todos los perfiles fueron obtenidos de la misma voluntaria.
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B: VARONES

La Figura 9 muestra un perfil representativo de distribucién por pH de la FSH circulante
después de su separacién por CF. Las isoformas secretadas en condiciones basales fueron
predominantemente 4cidas (pH < 4.5) y la relacién de las iso.formas conpH < 4.5/> 450
se alterd significativamente después de la administracién de GnRH. La relacién de isoformas <
‘4.5 /> 4.5 fueron las siguientes:

N Basales = 6.2+0.9

Después de 10 pg de GnRH = 5.040.6

Después de 90 ug de GnRH = 4.740.2
(p<0.05 vs medio ciclo bajo todas las condiciones; no hubo diferencias significativas con la

fases folicular y litea).
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. Patrén de distribucién por pH de la FSH circulante de un varén normal, después de su

separacién por cromatoenfoque. Las gréficas superiores muestran el perfil en condiciones
basales en tanto que las intermedias y las inferiores los perfiles encontrados después de
la administracién de 10 y 90 pg de GaRH respectivamente.



VII. DISCUSION
De acuerdo con lo encontrado en este estudio, es posible afirmar que el gonadotropo
" regula de manera directa la vida media circulatoria y la intensidad del estimulo de FSH a través
de cambios en la estructura molecular de la hormona. La FSH, por lo tanto, no sélo es
producida sino también secretada por la hipdfisis eﬁ muiltiples formas moleculares, cuya abun-
dancia relativa varfa dependiendo del sexo y el estado endécrino de los donadores.
Durante las fases folicular y litea del ciclo menstrual predominaron las isoformas

circulantes mas 4cidas, en contraste con lo encontrado en el medio ciclo, en el cual ocurrié un

" - aumento selectivo de la secrecién de isoformas menos 4cidas, lo que confirma y amplia estudios

. previos similares, en donde se analizaron los cambios de heterogeneidad por carga de la FSH
circulante en condiciones basales (62,63). En lo relacionado a los varones, el patrén de hetero-
geneidad por carga de la FSH circulante fue muy similar a la presentada por las mujeres en las

- fases folicular y litea, durante las cuales se observé una baja respuesta al GnRH ex6geno. Esta
diferencia entre sexos en el tipo de moléculas, podrfa ser debido a la presencia de diferentes
ambientes end6erinos (androgénico vs estrogénico) asi como a la existencia de distintos patrones
de variabilidad en la secrecién episddica de la GnRH (t6nico vs ciclico).

Existen estudios en roedorés en los cuales se ha demostrado la existencia de cambios en
la heterogeneidad por carga de la FSH intrahipofisiaria durante el ciclo estral (12,66). Por
ejemplo, durante la maiiana tardfa y la tarde del dfa del proestro y durante la manaiia del estro,
Ia abundancia de las isoformas intrahipofisiarias menos 4cidas se incrementa significativamente
(12). Las isoformas de la rata hembra en estro persistente y de la rata macho adulta son ain mds

4cidas que las presentadas por la hembra ciclante en los dfas del diestro 2 (7,12,52,66). Todos

3! .



estos resultados sugieren conjuntamente que existen dos condiciones endécrinas que determinan
la produccién de isoformas de FSH, ya que en un ambieate rico en esteroides ovdricos
‘ (particularmente en estrégenos) y en GnRH se favorece la sfntesis y secrecién de isoformas
menos 4cidas de la FSH, en tanto que en un ambiente caracterizado por la presencia predominan-
te de andrégenos, la hip6fisis tiende a producir isoformas més 4cidas, con mayor cantidad de
4cido sidlico (7,10).

En otra serie de estudios se ha pretendido explorar un aspecto aiin controversial
relacionado con la regulacién de la sfntesis de las isoformas de FSH. Algunos estudios in vitre
sugieren que el GnRH es el principal inductor de la produccién de isoformas menos dcidas y que
los esteroides ovdricos (estr6genos y progesterona) y la activina-A., no intervienen de manera
significativa en los cambios estructurales (70). Por otro lado 1a administracién de GnRH a ovejas
hembra prepiiberes, dié como resultado un incremento concomitante en la secreci6n de isoformas
menos dcidas de 1a FSH (64). Estas observaciones indicarian que el factor primordial que regula
la produccién de isoformas menos 4cidas es el GnRH. Por e! contrario los resultados de otra
serie de estudios han sugerido que posiblemente son los estrégenos los responsables de los
cambios en la heterogeneidad por carga observados durante el ciclo menstrual, La administracién
de estrégenos a pacientes con disgenesia gonadal indqce un asmento selectivo en la secrecién
de isoformas de FSH menos 4dcidas (62). Wide y cols. han asimismo demostrado que la
administracién de estrégenos a mujeres postmenop4usicas induce la secrecién de isoformas de
FSH cargadas menos negativamente que las de mujéres no tratadas (71). En conjunto todas estos
estudios indican la existencia de una pluralidad en los factores que intervienen en la regulacién

de la heterogeneidad molecular de la FSH.



En el presente estudio fue posible observar un aumento en la secrecién de isémeros con pls
>4.5 exclusivamente durante el medio ciclo, el cual se caracterizé por presentar una sensibili-

' dad aumentada al GnRH y una elevada concentracién de estrégenos circulantes. Por el contrario,
durante la fase hitea, en la cual Ia sensibilidad hipofisiaria al GnRH se encontré notablemente
disminuida, aiin en presencia de elevadas concentraciones circulantes de estradiol y progesterona,
no fue posible detectar este incremento en la abundancia de los isémeros menos 4cidos. Estos
resultados sugieren que ambos factores, GnRH y estradiol, son los responsables de los cambios
en la estructura molecular de la FSH secretada durante el medio ciclo y que posiblemente la
presencia de altas concentraciones de inhibina (24) o de progesterona durante la fase hitea,
podrian haber contrarrestado o aiin inhibido los efectos atribuibles al estradiol.

El hallazgo de un aumento en la secrecién de isoformas menos 4cidas de la FSH durante
la fase preovulatoria, asf como del predominio de formas fuertemente dcidas durante las fases
folicular y hitea, podria tener varias implicaciones fisiolégicas. Las isoformas intrahipofisiarias
menos dcidas poseen una actividad biolégica in vitro (o sea a nivel de la célula blanco) mayor
que sus andlogos fuertemente dcidos y posiblemente esta sea también una caracterfstica de las
isoformas secretadas. Las isoformas menos dcidas son depuradas de la circulacién con mayor
rapidez que las mas dcidas, Ias cuales al contener una mayor contenido de 4cido sidlico, tienen
un tiempo de vida media plasmdtica mayor (10,48,55). La combinacién de ambas caracteristicas
darfa tedricamente como resultado la secrecién de una sefial gonadotrdpica potente pero breve
durante el medio ciclo; este tipo de estimulacién podrfa ser de importancia para el fendmeno de
la ovulacién. De hecho en el presente estudio se detect6é una reducci6n significativa de la vida

media plasm4tica de 1a FSH secretada en respuesta al estimulo con 10ug de GnRH en el medio
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ciclo. Por otro, lado el predominio de isoformas fuertemente 4cidas durante las fases folicular
y litea, podrfa ser fundamental durante Ja etapa del .crecimiento folicular y en la transici6n liteo-
folicular, etapa en la cual ocurre una secuencia de cambios dindmicos que conllevan a la termi-
nacién de la funciSn ldtea y la reactivacién del sistema GnRH-gonadotropinas (16). Estas
posibles implicaciones fisiolégicas del polimorfismo de la FSH concuerdan con el hallazgo de
que 1a vida media circulante de la FSH secretada en respuesta a la administracién de dosis bajas
de GnRH en estas fases fue significativamente mayor que la correspondiente al medio ciclo y

semejante a la informada el la literatura (72).



VII. CONCLUSIONES

1. En el humano, Ia FSH es secretada en diferentes formas moleculares cuya abundancia relativa

~ depende del estado endderino del donador al momento de la obtencién de la muestra.

2. 1a coexistencia de un ambiente endéerino rico en estrégenos y de una alta sensibitidad
hipoﬂsiaria al GnRH, tal y como ocurre durante €l periodo preovulatorio, se asocia a un incre-
mento en la secrecién de isoformas menos dcidas de la FSH. Este incremento de las formas
menos dcidas, puede ser el resultado del aumento en las concentraciones circulantes de estradiol,

de Ia exposicién pmgresivamerite mayor al GnRH, o de la coexistencia de ambos factores.

3. El aumento en las concentraciones circulantes de isoformas menos 4cidas durante el medio
ciclo, podria tener impactos fisioldgicos importantes al reducir la vida media circulante de las
moléculas secretadas y proveer a la célula blanco de una seiial gonadotrépica breve pero de alta

potencia bioldgica.
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