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RESUMEN

Se obtuvieron hipdfisis anteriores (AP) de ratas hembra adultas en diferentes dias y
tiempos del ciclo estral. Las isohormonas de la hormona estimulante del foliculo (FSH)
fueron separadas por isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida (IEF-GEPA rango de
pH de 3.5 2 9.5). Los geles fueron fraceionados y analizados en su contenido de FSH por
radioinmunoanilisis (RIA) y radioreceptor (RRA). Todos los extractos hipofisiarios
presentaron varias isoformas de FSH inmunoactivas dentro de un rango de pH de 6.2 -

4.0; la isoforma principal, presenté constantemente un punto isoeléctrico (pl) de 4.9 - 4.5,

Para cuantificar diferencias en el patrén de heterogeneidad por carga de la FSH
hipofisiaria entre las glindulas pituitarias colectadas durante los diferentes dias del ciclo,
cada perfil de IEF-GEPA fué dividido cn siete dreas o regiones: drea 1= punto isoeléctrico
plde 7.0 a 6.3; drea 2= pl de 6.2 a 5.5; drea 3= pl de 5.4 a 5.0; drea 4= pl de 4.9 a 4.5;
area 5= pl de 4.4 a2 4.0; rea 6= pl de 3.9 a 3.5 y area 7= pl < 3.5, y la cantidad de
FSH presente dentro de cada una de la dreas fué cuantifieada. En todas las hipofisis
colectadas a las 09:00 hrs de los cuatro dias del ciclo [diestro | (D1), diestro 2 (D2),
proestro (P), y estro (E)], a las 13:00 hrs del D1, D2 y E, a las 22:00 hrs del proestro (P)
y a las 02:00 de la maiana del estro (E), la mayor proporcién de FSH inmunolégicamente
activa (del 37 al 55% del total de FSH sobre el gel) enfoeé dentro del area 4, mientras
que las dreas 2 y 3 presentaron menores cantidades de FSH inmunoactiva (del 11 al 26%

y del 14 al 24% respectivamente).



Sin embargo, cn las hipofisis colectadas a las 11:00, 13:00 y 18:00 hrs del dia del proestro
(P, se detectd un incremento significativo en el contenido de FSH dentro del 4rea 2 [del
30% del total sobre gel, p< 0,05 contra los grupos restantes en la misma drea (P, D1, D2

y E a las 09:00 hrs, P a las 22:00; E a las 02:00 de la mafiana; DI, D2 y E a las 13:00

hrs). El pico de FSH encontrado en este punto isoeléctrico (pI) menos dcido fué diferente

de aquel encontrado dentro del drea 4 no solamente en su punto isoeléctrico (pl) sino

también en su capacidad de unién al receptor, (relacion RRA:RIA del 4rea 2= 7.0 £ 2.7;

y del drea 4= 4.3 £ 1.0, p < 0.05) asi como su comportamiento en Concanavalina-A

(Con-A), (relacion FSH-libre: I'SH-unida drea 2= 0.14 £ 0.01; relacion FSH-libre:FSH-

unida 4rea 4= 0.40 t 0.03, p < 0.05).

Conclusiones:

1) Este estudio indica que las hipdfisis anteriores poseen la capacidad para sintetizar
formas cspecificas de FSH que poseen potencia biologica y vida media en
plasma Gnicas.

2)  Posiblemente cstas formas son eventualmente secretadas hacia la circulacion en
momentos determinados del ciclo estral, para ejercer acciones especificas durante
la maduracién y/o la ovulacion.

3) A diferencia de informes antcriores, en el presente estudio la recoleccion de las

muestras se llevé a cabo con una mayor frecuencia.



INTRODUCCION

En los mamiferos, la reproduccidn incluye una serie de mecanismos sumamente
complejos que implican la secrecion de miltiples mensajeros quimicos, conocidos

con el nombre de hormonas.

Tal como las definié6 Emest Starling a principios del siglo, las hormonas son
secretadas por glandulas especializadas que carecen de conductos (glindulas
enddcrinas) y se transportan a través del torrente sanguineo para ejercer sus efectos
especificos en células de tejidos Iejanos. Un ejemplo lo encontramos en la hormona
estimulante del foliculo (FSH), la cual se secreta de la porcién anterior de la
hipofisis y estimula a las células de los foliculos en el ovario. Una hormona se define
mejor considerando su accion, méas que su lugar de origen: Es una substancia que
induce el crecimiento, la diferenciacion y/o alteracion de la actividad metabdlica

de las células.

La capacidad de reproduccién de un individuo depende completamente de las
hormonas; hipofisiarias y gonadales en su ausencia no se lleva a cabo la produccién
y/o maduracion de los gametos asi como el desarrollo y maduracién de otros

oérganos esenciales para el embarazo como el endometrio.

Después de que se producen en sus respectivas glindulas enddcrinas, las hormonas
protefnicas a menudo se almacenan por un tiempo dentro de la glindula hasta que
se requiera su secrecion. Una de las caracteristicas de la mayoria de las hormonas
reproductoras es que estin concentradas en los tejidos especificos u érganos blanco,
La captacién de una hormona del torrente sanguineo y su retencién dentro de las

células de los 6rganos blanco, depende de la existencia de un sitio receptor



especifico para cada una de ellas .
1.  Eje Hipotilamo-Hipéfisis-Gonada

La regulacion de la actividad hormonal relacionada con la reproduccién de los
mamiferos, se realiza a través de un complejo sistema de interrelaciones y
autorregulaciones entre las hormonas sexuales y otros productos de secrecién
tubular y folicular con el sistema nervioso central (SNC), especificamente con la

unidad hipotalamo-hipofisiaria (1 ! Fis-No. ),

La hipéfisis es una glandula de secrecion enddcrina que se encuentra situada por
debajo de la base del encéfalo y tiene como funcién la produccién y liberacién de
una seric de hormonas que regulan diversas actividades corporales, estas van desde
el crecimiento hasta la reproduccién, funcién en donde desempefian un papel

fundamental %% 59

De acuerdo con su origen embrionario, se pueden distinguir en la hipéfisis una
porcién anterior o adenohipéfisis y una porcién posterior o neurohipdfisis. La
adenohipdfisis esta formada de al menos 6 tipos celulares diferentes ®**?, De estas
las FSH y LH son sintetizadas en un mismo tipo celular y son conocidas con el
nombre genérico de gonadotropinas, ya que a través de los vasos sanguineos llegan
hasta las génadas (ovarios y testiculos), sus 6rganos blanco, es decir los sitios hacia
donde dirigen su mensaje con ¢l fin de desencadenar una respuesta biolégica

especifica.

La secrecién de las hormonas de la adenohipéfisis no es independiente ya que el

hipotalamo ejerce una actividad reguladora sobre la secrecion de las mismas ©9,

"
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No obstante que este hecho fue conocido desde hace ya varias épocas, su
mecanismo exacto solamente ha podido ser dilucidado recientemente. El primer
enigma que ofrecia el fenémeno de la regulacién hipotalimica de la actividad
adenohipofisiaria era la falta de terminaciones nerviosas que, originadas en
neuronas hipotaldmicas, terminaran en la adenohipéfisis, tal como es el caso del
sistema hipotdlamo-neurohipofisiario. El enigma se resolvié con la descripcién hecha
por Popa y Fielding del sislema vascular porta hipotilamo-hipofisiario; estos
investigadores describieron detalladamente el sistema vascular que conectaba el
hipotalamo con la adenohipéfisis ©®, Afios después Wislocki y King ® y Green y
Harris ¥ demostraron que el sentido de la corriente sanguinea en dicho sistema,
era desde el hipotdlamo hacia la adenohipéfisis. Con todo esto Green y Harris
formularon la siguiente hipdtesis sobre el mecanismo de dicha regulacién: el
hipotilamo produciria substancias que una vez secretadas entrarian en la
circulacién del sistema porta-hipotilamo-hipofisiario, llegarian a la adenohipéfisis,
y estimularian la secrecién de las distintas trofinas hipofisiarias®, La substancia
presumiblemente responable de dicha accién fue llamada "factor liberador de
ACTH". En 1960 Mc Cann y Taleisnik ® y en 1961 Harris ®®, demostraron que
el hipotdlamo contenia un factor que estimulaba la secrecién de LH. Poco tiempo
después se demostrd también que cl hipotdlamo contenia un factor que estimulaba
la secrecion de FSH por la hipéfisis ®, En 1969 Boler y cols 'V y Burgus y cols.
% demostraron independientemente, que dicha substancia era un tripéptido
compuesto de dcido (piro)glutdmico-histidina y prolinamida, en esta secuencia. A
fines de 1970, esta substancia se denomind hormona liberadora de LH y FSH:
LH/FSH-RH o GnRH.

La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) extraida del hipotilamo de

cerdos y de ovejas es un decapéptido idéntico para ambas especies y contiene la

R
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siguientesecuenciade aminoacidos: Acido(piro)glutimico-histidina-triptofano-serina-
tirosina-glicina-leucina-arginina-prolina-glicinamida. La  porcién de  dicho
decapéptido primordialmente involucrada en su actividad biologica liberadora de
gonadotrofinas parece ser la secuencia de acido(piro)glutdmico-histidina-triptofano.
Esto queda comprobado por el hecho de que la remocién de cualquiera de estos
tres aminodcidos y su reemplazo por otros, tiene como consecuencia la pérdida casi
total de la actividad biologica del decapéptido; sin embargo, el tripéptido aislado
conteniendo los tres aminodcidos mencionados no posee actividad biolégica. Ello
significaria que la secuencia de los 7 aminoécidos restantes es necesaria para que
el decapéptido pueda actuar sobre los mediadores de su accidn a nivel hipofisiario,
a pesar de que el reemplazo parcial de alguno de estos 7 aminodcidos restantes no

lleve a la pérdida total de la actividad biolégica.

La GnRH actia directamente sobre la adenohipdfisis, Los hallazgos de diversos

autores ®

, indicarfan que la GnRH produciria primariamente una despolarizacién
a nivel de 1a membrana de las célutas hipofisiarias productoras de gonadotropinas,
alterando su permeabilidad a algunos iones y permitiendo la entrada de calcio a la
ctlula, lo cual activaria el proceso de liberacién de los granulos de secrecién que
contienen las gonadotrofinas. Si bien ¢l efecto principal de GnRH parece ser sobre

la secrecién de gonadotrofinas, este decapéptido es capaz también de estimular la
sintesis de FSH y LH ©®,

El hipotdlamo recibe influencias provenientes de otros sectores ya sea del sistema
nervioso central o del sistema enddcrino, que modifican su influencia reguladora
sobre la secrecion de gonadotrofinas hipofisiarias, Existe una diferencia fundamental
entre el funcionamiento del hipotdlamo ¢n el macho y en la hembra, Mientras en

el macho, la secrecion de gonadotrofinas y por ende la del estimulante especifico



de su secrecion GnRH, fluctia dentro de un rango limitado, en la hembra, la
secrecion de GnRH y de gonadotrolinas sufre una descarga muy amplia en forma
ciclica, una vez en cada ciclo estral @,

Varios grupos de investigadores han demostrado que las concentraciones de
gonadotrofinas no son constantes sino que por el contrario fluctian dentro de un
rango limitado ©’®, Fste hallazgo se comprobé en ambos sexos, tanto en otras
especies animales como en la especie humana. Pareceria entonces que el estimulo
hipotaldmico sobre la secrecion adenohipofisiaria no es continua, sino que se ejerce

en forma pulsatil o episadica.

Por otro lado, es un hecho ya comprobado que el hipotdlamo contiene receptores
para los esteroides gonadales . En ciertas condiciones, ademas de su efecto de
retroalimentacion negativo, los estrogenos pueden ejercer un efecto de
retroalimentacion positivo, es decir que pueden estimular la secrecién de GnRH @Y,
Eso es lo que sucederia en la ctapa preovulatoria en la mujer normal y en las
distintas especies animales cn las cuales se ha detectado la existencia de un pico de
estrégenos en suero, previo al pico de FSH y LH. Dicho aumento brusco de
estrogenos en sangre circulante desencadenaria a su vez una brusca liberacién de
GnRH, que seria la responsable de los picos de LH y FSH, cuya presencia esta

bién documentada en la ctapa preovulatoria 12,

Las investigacioncs recientes de Kamberi y Porter ™ sugieren que el posible
mediador quimico que estimularia la liberacién de GnRH por el hipotilamo seria
la dopamina. En efecto, la administracién de esta substancia por distintas vias
estimula la liberacién de GnRH, cuyo aumento es detectable a nivel de la sangre
del sistema vascular hipotilamo-hipofisiario en la rata *Y, La inyeccién de

dopamina directamente en los vasos hipofisiarios, por el contrario, no produjo

o)
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modificaciones en los niveles de gonadotrofinas circulantes *, Ello significaria que
la dopamina no actuaria dircctamente sobre la hipéfisis en lo que a secrecién de

gonadotrofinas se refiere,

Por otro lado, también se ha observado, que la respuesta hipofisiaria a GnRH varia
segun las distintas condiciones fisiolégicas del organismo. Debeljuk y cols @Y,
demostraron que la respuesta méxima se observo entre los 25 y 45 dias de edad en
la rata macho, siendo dicha respuesta significativamente menor en el animal adulto.
En la rata hembra en cambio, la respuesta maxima se observ entre los 15 y 25
dias de edad, decayendo luego significativamente @, De estos experimentos se
evidencia entonces que ¢l animal adulto tiene una sensibilidad hipofisiaria a la

GnRH disminuida con respecto al animal durante el periodo puberal,

La sensibilidad hipofisiaria a GnRH varfa también segin el estadio del ciclo sexual
del animal. Tanto en ratas como cn hamsters, la respuesta maxima a GnRH se
observé durante el procestro, es decir en el perfodo previo a 1a ovulacién, en el que

la hipofisis esta preparada para liberar gonadotrofinas en gran cantidad @,

Finalmente se puede decir entonces que, el control global de la secrecion
gonadotrépica depende de la interrelacidn coordinada entre la GnRH hipotaldmica,
las gonadotrofinas adenohipofisiarias y los esteroides sexuales que s¢ producen en
las goénadas, mediante una seric de mecanismos de retroalimentacién positiva y
negativa,

El medio ambientc y sus condiciones de iluminacion, temperatura, etc. son
conocidas como posibles condicionantes de la actividad del ¢je hipotalamo-
hipofisiario. El "stress" psicuico o fisico y las agresiones externas son capaces de

modificar la actividad hipotdlamo-hipofisiaria.




II. Ciclo Estral

Una vez que se llega a la pubertad hay mucha variacién entre las difercntes
especies en cuanto al tiempo en que las hembras aceptan a los machos para

copular, a este estado se le conoce como celo, o estro @,

El tiempo de duracién y las manifestaciones cxternas del estro difieren en las
diversas especies animales, pero un hecho comiin es la disponibilidad de la hembra
para aceptar al macho %, En algunas especies hay alteraciones en los genitales
externos, ademds de las del temperamento, detectindose mas frecuentemente a la

hembra en celo por su reaccion hacia los machos y la atraccién de estos hacia ella.

El periodo de tiempo comprendido entre un calor o estro y el siguiente, se conoce

con ¢l nombre de ciclo estral *?

. Algunos mamiferos tienen mas de un estro anual.
Estos animales son poliestrales. Fn algunos casos (vaca, cerdo, rata, rat6n) los ciclos
se suceden ininterrumpidamente mientras no haya prefiez, en otras los estros tienen
relacién con las estaciones y presentan dos, tres o cuatro ciclos al afio, a estas
especies se les conoce como poliestrales estacionales (yegua, oveja). Los que sélo

tienen un ciclo anual son monoestrales #9,

El periodo de celo cs corto, en la mayoria de los mamiferos hay periodos mas
largos en los que la hembra no copula ®. En los mamiferos domésticos el estro
suele coincidir con la ovulacidn, esta sincronia es importante para asegurar que
tanto el dvulo como cl espermatozoide estardn presentes en el tiempo y lugar para
la fertilizacién. Esta sincronizacion es esencial para mantener una taza alta de
fertilizacion, ya que la vida funcional del évulo y del espermatozoide en el tracto

reproductor femenino esta limitado por un periodo de tiempo muy corto después

10



de la ovulacion *®, la rata de laboratorio ha sido el modelo ideal de los
endocrinélogos durante varias décadas y todas las ideas acerca del ciclo estral
realmente se han derivado de su estudio. Al igual que Ia mujer y la oveja, la rata
ovula espontaneamente, sin embargo difiere de cllas en que presenta ciclos estrales
extremadamente cortos de sélo cuatro o cinco dias de duracién; ésto se debe a que
los cuerpos lateos que se forman después de la ovulacién nunca son funcionales,
pero si hay copulacién durante el celo, este acto estimula el desarrollo de un cuerpo
liteo funcional y entonces la rata tiecne una prefiez o una pseudopreiiez,

dependiendo de si la copulacién fue fértil o no *,

En la rata, al igual que en los demés mamiferos no primates, los cambios periddicos
en el "ciclo estral" (peso y distension uterina, citologia vaginal y comportamiento
sexual) son utilizados como indicadores biolégicos de las fluctuaciones en la
secrecion de las hormonas ovaricas como reflejo de las variaciones en la secrecién
de las gonadotropinas @, En la rata la duracion del ciclo estral es de 4 6 5 dias.
Los primeros dos o tres dias del ciclo corresponden a los periodos conocidos como
diestro 1, diestro 2 respectivamente, mientras que los dos ultimos como proestro y

estro %9,

La forma mds comiin que se acostumbra para determinar el estudio del ciclo estral
de la rata, es por medio del estudio de los cambios morfologicos en las células del
epitelio vaginal. En un frotis vaginal pueden presentarse dos o mas tipos celulares,
pero es ¢l tipo celular predominante el que indicara la etapa del ciclo estral en que
se encuentre. Los tres diferentes tipos celulares que se pueden observar en un frotis
vaginal de rata son: a) células cpitcliales basales o nucleadas, b) leucocitos
polimorfonucleares y c) células epiteliales superficiales o escamas, Sin embargo, esto

no se pucde utilizar con todos los mamiferos. En rumiantes, en la cerda y en la

11



yegua, el epitelio vaginal no refleja actividad ovérica *%,

En la rata intacta con ciclos regulares de 4 dias de duracion, se observan las
siguientes caracteristicas: Durante el diestro 1 (D1) los niveles circulantes de
estrégenos se mantienen bajos al igual que los niveles plasmaticos de FSH y LH,
no cbstante, los niveles de progestcrona se encuentran elevados. El frotis vaginal se
caracteriza por la presencia de leucocitos y células nucleadas. En el ovario se
observan foliculos en crecimiento con antro pequefio @@ #8 N2 En ] dia del
diestro 2 (D2), la secrecién de estrogenos es mayor sobre todo por la tarde, mientras
que las concentraciones plasmiticas de FSH y LH son semejantes a las del diestro
1. Los niveles séricos de progesterona disminuyen progresivamente hasta alcanzar
un nivel relativamente bajo. En ¢l frotis vaginal se observa predominancia de
leucocitos en relacion a las células nucleadas. Los foliculos ovéaricos contintian su
proceso de desarrollo y aumenta ¢l niimero de foliculos con antro grande #%9,
Es durante la maiiana del procstro (P) que la concentracién plasmitica de
estrdgenos aumenta bruscamentc, permanece elevada por algunas horas y declina
rapidamente a partir de las 14:00 hrs. Dicho incremento en los niveles circulantes
de estrégenos provoca, por un lado, el abultamiento maximo del Gtero y en
consecuencia un aumento en su peso, y por otro lado la liberacién de LRH al
sistema portal hipofisiario ®®, Como resultado del efecto de la LRH, la
concentracion plasmitica de LH se incrementa significativamente entre las 14:00
y las 15:00 hrs, alcanza su méximo valor entre las 17:00 y las 18:00 hrs y disminuye
drasticamente a partir de las 23:00 hrs. La progesterona también incrementa
dramdticamente su concentracion enire las 14:00 y las 18:00 hrs como consecuencia
del aumento de LH, y no es sino hasta la madrugada del dia del estro (01:00 hrs)
que disminuye su concentracion hasta alcanzar niveles bajos. En cuanto a la FSH,

su concentracién plasmatica se incrementa significativamente entre las 14:00 y las
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16:00 hrs y alcanza su méximo valor entre las 19:00 y las 21:00 hrs, manteniéndolo
asf por el resto de la noche, Psta liberacién brusca de FSH se produce varias horas
antes de la ovulacién ., En la citologia vaginal se observa la presencia de células
cpiteliales nucleadas y en ocasiones de células anucleadas denominadas escamas. En
el ovario la mayor parte de los foliculos en crecimiento con capacidad de ovular

han alcanzado su tamafio maximo y se les denomina foliculos preovulatorios @2,

Finalmente, la ovulacién ocurre en la madrugada (01:00 hrs) del dia del estro (E).
Los niveles circulantes de estrogenos, LH y progesterona son hajos. Sin embargo
los de FSH, que atn se manticnen elevados, presentan una segunda descarga
brusca (04:00 hrs a 05:00 hrs); a partir de este momento se observa el descenso
gradual cn la concentracion de la hormona. La FSH es regulada no sélo por
esteroides sexuales, sino también por la inhibina ©2. Las variaciones en este Gltimo
factor pueden determinar en parie las diferencias entre los patrones de secrecién de

la FSH y de LH. En el frotis vaginal se observan células anucleadas (escamas) ®®
(Fig. No. )

II1.- Hormona Foliculo Estimulante (FSH).
.- Estructura:

La FSH es una glicoproteina heterodimérica compuesta de dos subunidades
designadas como a y B, unidas por una asociacién no covalente de alta afinidad
que estabiliza la estructura de la molécula. La estructura de la cadena a es comin
en las tres hormonas glucoprotéicas producidas por la hipofisis anterior, LH, FSH
y TSH 9, asi como las gonadotrofina coriénica humana (hCG) producida por la

placenta, mientras que la subunidad B es especifica para cada una de estas
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hormonas y les conficre especificidad biologica e inmunolégica ®"'3, La
subunidad a contiene la mayoria de los sitios de reconocimiento del receptor de la
célula blanco. I.a subunidad B adquiere su conformacion activa inicamente cuando

estd en combinacién con la subunidad a 9.

Actualmente se conoce la sccuencia de aminoacidos de la FSH en diversas especies,
incluyendo la humana, teniendo 92 aminoicidos la subunidad a y 118 la subunidad
8 !9, Cada polipéptido mantiene su estructura tridimensional mediante puentes
disulfuro cruzados, 5 en la subunidad a y 6 en la subunidad 8, sin existir puentes
disulfuro entre las subunidades "%, De cualquier manera la unién entre ambas
subunidades por uniones no covalentes es tan cstable, que ain cuando FSH estd
formada propiamente por dos subunidades diferentes, se le considera como una
molécula bién definida debido a su especificidad hiologica, inmunoldgica y de union

al receptor en sus células blanco.

En las dos cadenas polipeptidicas existen residuos de oligosacaridos ligados a
residuos de asparaginas, con difcrentes grados de sulfatacién y sialidacién ®, lo que
constituye una de las bases quimicas mas importantes para la existencia de las

isoformas (microheterogeneidad).

La FSH tiene un peso molecular aproximado de 30 KDaj; no se puede establecer
su peso exacto por la gran variabilidad de los oligosacaridos unidos %, La FSH
humana (hFSH) posee 4 cadenas laterales de carbohidratos, que estin unidas a
residuos de asparagina en las posiciones 52 y 78 de la subunidad & y en las
posiciones 13 y 30 de la B. Los monosaciridos son manosa, fructosa, galactosa,
glucosamina, galactosamina y écido silico. Cada oligosacéarido esta ramificado y

es heterogéneo en su periferia, con bifurcaciones que terminan en acido sidlico,
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sulfato, fructosa o galactosa ©.

El 4cido sidlico terminal protrege a la molécula de la accion degradante de las
enzimas hepéticas. Por ésta razon, su presencia es de suma importancia en la
regulacion de la vida media de la hormona en la circulacion ), La remosién del
acido sidlico de la hFSH con tratamientos enzimaticos, disminuye la actividad

biologica in vive de la hormona, al reducir su vida media plasmatica 798419,

La deglicosilacion total de la FSH mediante tratamientos quimicos, no altera la
capacidad de la hormona para la unién al receptor, sin embargo reduce la
estimulacion de la produccion de AMPc, y por lo tanto, disminuye sus efectos
biologicos “°. Aunque investigaciones recientes, revelaron que la remosion de los
residuos de carbohidratos en la posicion 78 de la subunidad @ aumenté
significativamente la afinidad de unién al receptor de la hFSH (72% del valor
normal). También se encontré que la remosion de los residuos de carbohidratos
localizados en la posicion 52 de la subunidad a da como resultado una disminucién
significativa en la potencia biologica de la hFSH (26% del valor normal). Por otro
lado, la remosion de ambos residuos de carbohidratos de la subunidad a de la
hFSH, di6 como resultado una disminucién significativa de la potencia biolégica de
la hormona (41% del valor normal); en tanto que la remosion de ambas cadenas
de carbohidratos de la subunidad B8 produjo un aumento significativo en la potencia
bioldgica de la hFSH (26% del valor normal)®,

2) Biosintesis y Secrecion:
La FSH y la LH son sintetizadas por los gonadotropos hipofisiarios, y representan
en ambos sexos el principal estimulo para las funciones de las gonadas *%,

Las subunidades que constituyen la FSH (a y B) se sintetizan independientemente
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una de la otra; mediante el control genémico de las interacciones entre ARN
mensajeros (ARNm) especificos y ARN de transferencia (ARNY) en los ribosomas.
Las cadenas proteinicas recién sintetizadas representan formas inmaduras ya que
no estan glicasiladas y cuentan ademads con un pequefio fragmento peptidico lider
o de sefial. El procesamiento de la forma inmadura de las subunidades a su estado
maduro involucra el rompimiento del péptido de sefial y glicosilacion. Ambos
eventos requieren la presencia de enzimas microsomales unidas a las membranas
del reticulo endoplasmico rugoso (RER) y aparato de Golgi, y ocurren conforme
se va formando la cadena peptidica en los polisomas (cambios co-traduccionales) o

conforme la hormona se transporta dentro de la célula (cambios post-

traduccionales).

Mientras que la cadena proteinica reside ain en los polisomas unidos a la
membrana del RER, enzimas microsomales rompen la secuencia lider; esto permite
que dicha cadena cruce la membrana hacia las cisternas del RER y también, que
sufra un doblamiento apropiado que le permita adquirir su estructura terciaria.

Asi mismo, se forman los puentes disulfuro de la cadena, aunque no son necesarios
para el plegamiento especifico de {a molécula, Simultineamente, las enzimas que
se encuentran en las membranas microsomales transfieren de un dolicol complejos
oligosacaridos: (Glucosa)3-(Manosa)9-(N-acetil-glucosamina)2 a residuos especificos
de Asn dentro de la cadena polipeptidica. A partir de estc momento comienza un
procesamiento extenso de estos oligosaciridos, que continiia cuando la glicoproteina

sc transporta al aparato de Golgi.

La asociacién no covalente de las subunidades a y B para formar heterodimeros
también tiene lugar en el reticulo endoplasmico, después del procesamiento de los

oligosacéridos recién unidos. En ¢l aparato de Golgi se remueven residuos de
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manosa a través de la accion de la manosidasa, enzima presente en la membrana
de este organelo celular. Antes de la secrecién se unen los azicares que son icido
sidlico, N-acetil-glucosamina y manosa. Esta glicosilacién requiere de las glicosil-
transferasas, enzimas que transfieren los carbohidratos de un intermediario

nucledtido-azicar a la proteina.

Las varaciones en el contenido de estos azicares son responsabilidad de la
microheterogeneidad de FSH, y parecen estar regulados a través del control
genémico de la expresion de estas enzimas, Posteriormente, una vez terminado el
procesamiento de los oligosacaridos, las glicoproteinas se empaquetan en grinulos
de secrecién que protegen a las subunidadesde la protedlisis y se transportan hacia
la periferia celular mediante la intervencién de los microtibulos y microfilamentos
del citoesqueleto. Una vez que ha llegado hasta la membrana plasmatica se fijan

en ella 19,

La secrecién de la FSH ocurre por estimulo de la GnRH hipotalamica. Una vez
que la GnRH se ha unido a los receptores hipofisiarios, induce cambios en la
permeabilidad celular, acompafiado de la movilizacién de calcio extracelular #2,
El flujo de calcio da lugar a una elevada concentracién intracelular del mismo, que
como resultado final, causa la liberacion por exocitosis de granulos secretores de la
hormona, La calmodulina, media el efecto del calcio sobre la liberacién de
gonadotrofinas *%, La unién de GnRH también activa a la protefna-Cinasa C,
encargada de la fosforilacién de proteinas del citoplasma, lo que promueve en

altimo lugar la sintesis de gonadotrofinas *?

. Cada célula gonadotrofica hipofisiaria
contiene aproximadamente 10,000 receptores a GnRH. Con ocupar el 10% de
estos receptores es suficiente para producir la liberacién maxima de gonadotrofinas

@, La GnRH hipotaldmica tiene una vida media corta de entre 2 y 8 minutos 0,

18



Se libera a manera de pulsos, mismos que se reflejan en la secrecion pulsitil de
FSH y LH. La pulsatilidad de la GnRH varia dependiendo del momento y del
estado endécrino. La frecuencia y la amplitud de los pulsos de GnRH, son criticos
para determinar la biosintesis de la subunidad de la gonadotrofina, asi como el
acoplamiento y la glicosilacién por el gonadotropo @, Para esto se requiere de un
apropiado gasto de GnRH, que genere moléculas de gonadotropinas biolégicamente
activas 9,

Una caracteristica esencial para el control de la funcién ovdrica, es la pulsatilidad
de la secrecién de la LH y de la FSH por la hipdfisis. La frecuencia y la amplitud
de los pulsos de las gonadotropinas estd modulada en parte, por los esteroides
ovaricos. El estradiol parece ser més efectivo en modular la amplitud, mientras que
la progesterona actia como un reductor de la frecuencia de la pulsatilidad .
La secrecién ténica de LH y FSH estd controlada por una retroalimentacion
negativa. El estradiol y la progesterona tienen un efecto sinérgico, que es la
principal sefial de la retroalimentacion negativa ©°, El principal sitio de accién del
estradiol, es la hipofisis, aunque también tiene un efecto importante a nivel

hipotaldmico 7,

La inhibina estd considerada como la mas importante protefna ovérica que
interviene en el control de la secrecién de la FSH. Su funcién es la supresion
sclectiva de la liberacion de la FSH y su accion es independiente de la GnRH. La
activina estd formada por dos cadenas B8 de inhibina. Tiene ¢l efecto opuesto al de
la inhibina, tanto en la secrecién hipofisiaria de FSH como en la funcién del ovario
©9, Otro péptido gonadal supresor de la FSH que se ha aislado y caracterizado es
la folistatina, la cual actiia como una proteina que se une a la activina, impidiendo
su accién *’. Su importancia tanto en animales de experimentacién, como en

humanos, no se ha dilucidado ain.
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3) Mecanismo de Accion Hormonal:

Las hormonas de naturaleza proteinica, producto de la sintesis y secrecién de la
hipofisis, ejercen sus efectos a nivel de los "6rganos blanco", a través del inicio de
una serie de eventos bioquimicos que ocurren en la membrana e interior de la
célula y que resultan en la expresion de su actividad biologica.

Las gonadotropinas hipofisiarias ejercen sus efectos en los "érganos blanco" a través
de su uni6n a receptores especificos localizados en la membrana celular. Este
mecanismo constituye el primero de una serie de eventos que son necesarios para
la expresion biolégica de una hormona a nivel celular.

Estos receptores cubren, en nimero de cientos o miles, gran parte de la superficie
externa de la membrana plasmatica en las "células blanco". Como se sabe, los
receptores son complejos lipoproteinicos que interactian con las hormonas
correspondientes, esta unién cs sumamente especifica y de alta afinidad con el
objeto de captar las hormonas adecuadas presentes en concentraciones sumamente
bajas. Al formarse el complejo hormona-receptor, el receptor presenta un cambio
conformacional que se traduce en la activacion de un sistema efector asociado a la
membrana, éste a su vez desencadena la respuesta celular especifica a la

estimulacion hormonal,

Los efectos mds importantes para la accién de las gonadotrofinas son por una parte,
una secuencia enzimatica ain no definida del todo, responsable del flujo del calcio
a través de la membrana celular y, por otra la enzima adenilato-ciclasa, que
conduce a la formacién de AMPc a partir de adenosin trifosfato (ATP) *®, Se sabe
que la adenilato-ciclasa estd compuesta de dos unidades proteinicas, una reguladora
y otra catalitica. El receptor y la unidad reguladora se encuentran unidos
estructuralmente, pero se mantienen inactivos hasta el momento en que la hormona

se une al receptor. Cuando esto se lleva a caho, el complejo hormona-receptor-
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unidad reguladora capta GTP y se acopla posteriormente con la unidad catalitica,
formando asi una enzima intacta completa. La actividad enzimdtica se puede
regular por la hidrélisis de GTP a GDP, lo que ocasiona que la enzima regrese a

su estado inactivo.,

El AMPc actia como un segundo mensajero, ya que induce la activacién de las
cinasas, enzimas cuya funcién es la fosforilacién de protefnas utilizando ATP como
sustrato. Las cinasas se encuentran de manera inactiva en forma de tetrdmeros con
dos subunidades reguladoras y dos cataliticas; la unién de AMPc a las subunidades
reguladoras hace que se separen las subunidades cataliticas, con el fin de fosforilar
diferentes proteinas y enzimas. Las concentraciones intracelulares altas de AMPc
persisten por poco tiempo, ya que la fosfodiesterasa transforma el AMPc en su

forma inactiva 5-AMP.,

4) Funcién de la FSH:

La FSH ejerce un control predominante sobre la funcién de las génadas, con el fin
de regular y mantener la gametogénesis, esteroidogénesis y ovulacion, procesos
esenciales para la reproduccion. Es la responsable primaria de regular los procesos
concernientes al desarrollo de las células germinales en las génadas,

En la hembra, la principal accién de la FSH, es promover la proliferacion y
diferenciacion de las células de la granulosa, para el desarrollo del foliculo ovarico
y la secrecién de estrogenos; asi mismo, incrementa la elaboracion del liquido
folicular, y aumenta el nmero de receptores a L.LH ®. La LH potencfa el efecto de
la FSH en la promocion del desarrollo de los foliculos; es la responsable de la
ovulacion y de la transformacion del foliculo en el cuerpo lateo ©,

En el macho, la FSH interviene, junto con los andrdgenos, en la regulacion de la

espermatogenésis y estimula la produccién de la protefna fijadora de andrégenos
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©9, La FSH actia especificamente en las células de la granulosa del ovario y las

células de Sertoli del testiculo,

a). Accion en el ovario:

Al iniciarse un ciclo menstrual, un cierto nimero de foliculos ovéricos primordiales
comienzan a desarrollarse gracias al estimulo de la FSH; esto implica la
proliferacién de las células de la granulosa y la formacién de una capa llamada teca
alrededor de estos foliculos, la cual a su vez se divide en interna y externa. La FSH
activa el sistema enzimitico de la aromatasa a nivel de la mitocondria, para la
sintesis de estrogenos a partir de androgenos 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 cada vez mayor de estrogenos. La FSH junto con el estradiol
ejercen una accién mitogénica, estimulan ain mas la proliferacion de las células de
la granulosa y promueven el incremento del nimero de receptores de FSH por
célula ®), Posteriormente hay aumento de la produccién de fluido folicular, que
se acumula en los espacios intracelulares de las células de la granulosa, lo que da
origen a la cavidad llamada antro. El foliculo hace gradualmente su transicién al

estado antral,

Es necesaria la presencia de estradiol y de FSH para el crecimiento folicular, asi
como para la maduracion del ovocito. Solamente un foliculo llegard a ser
preovulatorio, mientras que los demds sufririn un proceso degenerativo que se

conoce como atresia €,

Mientras que el estradiol ejerce una influencia estimulatoria en la accién de la FSH
dentro del foliculo maduro, su efecto de retroalimentacién negativa a nivel

hipotalamo-hipéfisis, retira el soporte de gonadotrofinas en los otros foliculos menos
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desarrollados. Sin embargo, el foliculo dominante permanece dependiente de la
FSH y debe completar su desarrollo previo a la ovulacién, por lo que cuenta con
un mayor contenido de receptores para FSH, manteniendo de esta manera el
estimulo de la aromatizacién. En esta etapa, la FSH induce el desarrollo de
receptores para la 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 de mayor intensidad, ambos
esenciales para completar la maduracion del ovocito e inducir la ruptura del foiculo
y la ovulacién %, Después de la ovulacién, las células de la granulosa y de la
teca, se diferencian en células luteinizadas, que forman el cuerpo liteo. Durante
esta fase las concentraciones de gonadotrofinas son las mas bajas de todo el ciclo,
debido a la retroalimentacion negativa que cjercen tanto el estradiol como la
progesterona. De no darse el embarazo, se presenta la lutedlisis unos dias después

y ¢l ciclo se reanuda nuevamente 7%,

b). Accién en el testiculo:

Los testiculos tienen bajo su cargo la sintesis de andrégenos y la produccién de
espermatozoides. Estructuralmente ambas funciones se encuentran bién separadas;
en las células de Leydig se efectiia la biosintesis de andrégenos, principalmente
testosterona, en tanto que en los tibulos seminiferos ocurre Ja maduracién de las
células germinales hasta espermatozoides. La adenohipdfisis participa en el control
de ambas funciones mediante la secrecién de FSH y LH, necesarias para la

iniciacién y el mantenimiento de la espermatogénesis ®®,

Los tdhulos seminiferos constan de dos tipos celulares diferentes, las células
germinales y las de Sertoli. Estas dltimas dan origen a los compartimentos en los
que se alojan las células germinales en desarrollo, donde se les proveé de un medio

esencial para su diferenciacién; asi mismo regulan el movimiento de las células

23



germinales en los tdbulos seminiferos y la liberacién de los espermatozoides

maduros.

La accion de la FSH vy la testosterona en la espermatogénesis es indirecta, a través
de las células de Sertoli, las cuales al ser estimuladas producen compuestos
necesarios para la maduracion espermitica. Tal es el caso de la proteina fijadora
de andrdgenos (ABP), que se une a la testosterona con el fin de proveer una reserva
de andrdgenos, til para el desarrollo de las células germinales ®. Por otra parte,
FSH ejerce un efecto directo sobre las células de Sertoli estimulando la conversién

de andrégenos por induccién de la actividad de la aromatasa ©°,
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ANTECEDENTES
Microheterogeneidad de la FSH:

La FSH es sintetizada y secretada en maltiples formas moleculares, las cuales se han
aislado e identificado de hipéfisis anterior, suero y orina de diversas especies de
animales, incluyendo al ser humano ¢%1620.173261.70.79,83)

Las investigaciones mas recientes han revelado que las isoformas de FSH estan
compuestas principalmente por componentes 4cidos, a diferencia de lo encontrado
en las isoformas de LH, en donde predominan las formas basicas o neutras, La
naturaleza dcida de las isoformas de la FSH, se debe a la presencia de
carbohidratos, con residuos terminales de dcido sialico ©.

La diversidad de formas de la FSH esti dada por la adicién de carbohidratos en
la molécula base. Lo que distingue a las isoformas es la cantidad de oligosacdridos
presentes en la proteina, en especial el 4cido sidlico (o neuraminico) ®. Estas
isoformas, al tener diversidad de cargas, pueden ser separadas por sus puntos
isocléctricos (pI) o carga media, por técnicas de electroforesis (EF), isoelectroenfoque
(IEF) y cromatoenfoque (CF). Fl niimero y abundancia relativa de cada
isohormona, dependera de la técnica especifica empleada en su separacion, del

origen de Ja muestra biologica y del estado enddcrino del animal al momento de

recoleccion de la muestra G961 EHINITBIY

Los modclos mis estudiados en la caracterizacion del pleomorfismo de la FSH son
los roedores, el ovino y el ser humano. Utilizando el IEF y el CF como técnicas de
separacion, se ha podido caracterizar la distribucién del perfil de pH, tanto de la
FSH sccretada, como de la intracelular, y de las variaciones en los perdiles de

distribucién durante diferentes condiciones experimentales y fisiolégicas.

25




Cada una de estas isoformas presenta caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas
particulares, tales como punto isoeléctrico, carga media, union al receptor, vida
media plasmatica y potencia biolégica in vitro e in vivo. En términos generales, las
isoformas menos dcidas presentan una mayor actividad de union al receptor y
bioactividad in vitro que las exhibidas por las mas acidas; sin embargo, estas tltimas
(altamente sializadas) presentan una vida media plasmatica y actividad in vivo mayor

que las menos 4cidas @878,

Un ejemplo de lo anteriormente dicho es lo que ocurre durante la maduracién
sexual de la rata hembra, donde es clevada la produccion de isoformas con pls de
5.0, con una alta actividad biologica in vitro y una vida media circulante corta en
comparacién a las otras formas més acidas ®'**, La situacién opuesta se observa
durante la maduracién sexual de la rata macho, donde la aparicion de formas
acidas (pIs de 4.9 a 4.0) ocurre cerca del momento de la culminacién de la

espermatogénesis y de la separacién balano-prepucial @,

La carga media de las isoformas de FSH es diferente entre sexos y varia segin la
edad, Tanto en roedores como en primates las isoformas son mds acidas en el
macho que en la hembra, y en ¢l humano ¢n ambos sexos, se vuelven mas Acidas
en cdades avanzadas. También de modo similar a lo encontrado en roedores, se ha
visto que en las formas mas basicas de la FSH intrahipofisiaria del humano y del
mono aumenta la actividad biolégica in vitro ®*4%9 'y disminuye su vida media en

plasma.

Aunque las isoformas con carga mis negativa presentan menor actividad biolégica
in uilro, su tiempo de sobrevida en la circulacién es mayor que la de las especies

menos dcidas, La presencia de formas mds negativas en suero que en hipéfisis se
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ha atribuido a diferencias en la vida media circulante de las isoformas secretadas,
con una mayor desaparicion de las formas con menor cantidad de dcido sialico. En
animales de experimentacién, las isoformas menos acidas de FSH desaparecen de

la circulacién mas rapidamente que las formas fuertemente acidas ®.

La regulacién de la produccién y secrecion depende de varios factores, dentro de
los que destacan los esteroides gonadales y la GnRH. La induccion de la pubertad
en la oveja con GnRH, produce un aumento selectivo de la secrecién de isoformas
menos 4cidas . En el caso de las ratas hembras aduitas, la distribucién del pH de
las diferentes isoformas varia durante el ciclo estral ®2, En el hamster el perfil de
distribucion de FSH se ve alterado por manipulaciones farmacoldgicas especificas:
las hipéfisis obtenidas de hamsters hembra ovariectomizadas, tratadas con estradiol,
presentan todas las formas de FSH aislables por CF, sin embargo, la abundancia
relativa de las formas méds o menos écidas, cambia dependiendo del tiempo de
exposicién a este esteroide; a corto plazo (20 horas), existe mayor cantidad de
formas mas 4cidas, en comparacién con los testigos ovariectomizados; cuando la
exposicion es mas prolongada (30 horas), se observa un incremento en la
abundancia relativa de las isoformas menos acidas. El cambio de las formas mas
bésicas se puede prevenir por la administracién de fenobarbital, que evita la
descarga de GnRH inducida por estradiol, lo que permite sugerir que la produccién
de las variedades de FSH, esta regulada por un sistema sofisticado mediado por los

factores gonadales (estradiol) e hipotalamicos®,

Aln cuando los resultados de algunos experimentos in vitro permiten sugerir que la

secrecién de isoformas menos Acidas se regula principalmente por GnRH, ©

-estudios in vivo no se han podido disociar los posibles cfectos de los esteroides

gonadales (principalmente estrogenos) de los de GnRH. De esta serie de
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investigaciones se podria concluir que ambos factores son responsables del
polimorfismo de la FSH; cn tanto que los estrogenos inducen modificaciones en la
incorporacion de carbohidratos durante la fase de sintesis y almacenamiento, la
GnRH produciria cambios en la glicosilacién inmediatamente antes de su secrecion.
De hecho cada componente hormonal involucrado en la regulacién de la sintesis
y secrecion de la FSH puede modular la estructura de esta hormona y su
microheterogeneidad. La accién concertada de todos estos factores regula la

produccién y secrecion de tipos especificos de isémeros de FSH.

El significado fisiologico de la heterogencidad de FSH adn no estd del todo
definido. Los estudios anteriores indican que la hipéfisis tiene la capacidad de
regular no solamente la cantidad sino también la calidad de la sefial gonadotréfica
que produce y libera en un momento dado, para llevar a cabo acciones especificas
sobre la maduracién y funcién de las gonadas. Por tal motivo la existencia de la
heterogeneidad de FSH representaria un mecanismo muy fino que controla la

funcién gonadal.
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HIPOTESIS

Considerando que el ciclo estral en la rata representa una secuencia ordenada y
ciclica de cambios hormonales durante los cuales la hipdfisis anterior esta expuesta
temporalmente a cantidades variables de hormonas gonadales e hipotaldmicasy que
estos cambios en el ambiente enddcrino modifican la estructura quimica de la
molécula de FSH, es posible suponer que la heterogeneidad por carga de esta
gonadotropina (y por lo tanto sus caracteristicas bioquimicas) sufrird variaciones

dependientes del dia y hora del ciclo estral.
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OBJETIVOS

GENERAL:

Estudiar los cambios en la heterogeneidad por carga de la hormona estimulante del

foliculo (FSH) intrahipofisiaria, durante el ciclo estral de la rata.

PARTICULARES:

l.-  Con base en su heterogencidad por carga, separar las diferentes formas
moleculares de la FSH intrahipofisiaria (isoformas) utilizando la técnica de

isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida (IEF-GEPA).

2.- Estudiarla capacidad de union al receptor de las diferentes isohormonas de
FSH separadas mediante IEF-GEPA.

3.- Estudiar la afinidad a Concanavalina-A de cada una de las isohormonas de
FSH obtenidas mediante la separacion por IEF-GEPA; antes y después de

su modificacién por desializacion enzimatica.
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MATERIAL Y METODOS

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron ratas hembra intactas adultas de la cepa
C-II-ZV (E.N.E.P.-Zaragoza, UNAM), sometidas a un horario de 14 horas de luz
y 10 horas de oscuridad (luces encendidas de las 5 a.m. a las 7 p.m.), con libre
acceso al agua y alimento. Los pesos aproximados de las ratas fueron de 230 a 280
g. En todos los animales se llevaron a cabo frotis vaginales diariamente entre las
9:00 y las 11:00 hrs y ninguno de ellos fue utilizado hasta haber demostrado tres
ciclos consecutivos regulares de cuatro dias. Los animales fueron sacrificados por
decapitacion en grupos de 4 6 5 por cada dia u hora del ciclo. Los dias y horas en
que fueron sacrificados los animales fueron los siguientes: A) diestro 1 y diestro 2
a las 09:00 y 13:00 hrs., B) proestro, a las 09:00, 11:00, 13:00, 18:00 y 22:00 hrs.,
C) estro a las 02:00, 09:00 y 13:00 hrs. Una vez decapitado el animal, se obtuvo
inmediatamente la hipéfisis anterior asi como la sangre toracica por presion. Cada
una de las hipdfisis se homogeniz6 en 125 pl de una solucion amortiguadora de
fosfatos salina (PBS, 0.5 M; pH 7.0) que incluia el agente antiproteolitico fenil-metil-
sulfonil-fluoruro (PMSF-Sigma Chemical Co. EUA), a una concentracién de 30
mg/ 100 ml de PBS. L.a homogenizacidn se realiz6 con 10 golpes de pistilo de teflon
en un tubo de vidrio. Los homogenados fueron inmediatamente centrifugados a
3000 rpm. durante 30 minutos, a una temperatura de 4°C; el sobrenadante
(extracto de hipofisis) se almacené a -2¥C hasta el dia de su procesamiento por
isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida. La sangre de cada animal se dejo
coagular a temperatura ambiente durante una hora y posteriormente se centrifugé
a 3000 rpm. durante 30 minutos a 4°C, ¢l sobrenadante (suero) fué almacenado a

-20°C hasta el dia de la cuantificacion de FSH por radicinmunoanilisis.
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Isoclectroenfoque en geles de policarilamida (IEF-GEPA):

Cada extracto de hipéfisis se sometié a isoclectroenfoque. Esta técnica de
separacion se basa en el principio de que cada proteina tiene una carga neta que
varia de acuerdo al pH del medio en que se encuentre. Dicha carga neta representa
la suma de cargas positivas y negativas en la superficie de la molécula. Cuando
ocurren cambios de un pH muy bajo a uno muy alto, la carga neta se modifica de
manera continua de positiva a negativa; a cierto valor de pH bien definido, la carga
neta es igual a cero. Este punto es denominado punto isocléctrico (pl) de la
proteina, Cada uno de los extractos de hipdfisis se isolectroenfoc en geles de
poliacrilamida al 2% (LKB Instruments, Inc. Bethesda MD, EUA; rango de pH de
3.5 a 9.5). La muestra fue depositada en el citodo, las condiciones eléctricas para
cada enfoque isocléctrico fueron las siguientes: voltaje 1500 v., corriente 50 mA. y
potencia 12 W, El tiempo de cada experimento fue de 90 minutos a una
temperatura de 4°C, al término de los cuales se determiné el gradiente de pH.
Cada carril del gel fué seccionado en 41 fracciones de 2 mm. y las protefnas
presentes en cada una de éstas fueron eluidas mediante incubacién en 400 pl de
PBS-GEL (PBS 0.05 M + 0.1 % de gelatina) durante 18 h a 4°C. Concluido este
tiempo los eluatos fueron congelados a -20°C hasta el dia en que fueron sometidos
a (RIA) o (RRA) de FSH. La recuperacién de FSH fué de aproximadamente el
75%.

Cromatografia por afinidad en Concanavalina-A (Con-A):
Con el objeto de separar las especies de FSH de acuerdo a su estructura de
carbohidratos (alto contenido en manosa o estructuras hibridas), se empleé la

técnica de cromatografia por afinidad a Concanavalina-A (Con-A) unida a

32



microesferas de sefarosa (Pharmacia Fine Chemicals, Piscatway, NJ EUA; 0.7 x 1.5
¢m), La Con-A es una proteina vegetal que posce la paosibilidad de unir en forma
especifica residuos de carbohidratos. Con esta técnica se obtienen dos especies
moleculares de FSH, una de las cuales no se une a la lectina (FSH libre), en tanto
que la segunda se adhiere a la Con-A (FSH unida), y es eluida mediante la adicién
de glucopiranosa a la columna (50 mM). Todas las cromatografias se llevaron a
cabo a 4°C en columnas de 1.5 x | cm. Las proteinas enfocadas en puntos
isoeléctricos dentro de los rangos de pH de 6.2 a 5.5 (drea 2) y 4.9 a 4.5 (drea 4)
obtenidos del isoclectroenfoque de extractos hipofisiarios de ratas decapitadas a las
13:00 hrs. del dia del proestro, fueron sometidas a cromatograffa en Con-A. Se

colectaron 60 fracciones de 0.5 ml. cada una; las primeras 20 fracciones se eluyeron

con PBS 0.05 M, pH 7.0 conteniendo cloruro de calcio y magnesio a una’

concentracion de 1 mM, en tanto que las 40 fracciones restantes fueron recuperadas
mediante la adicién de glucopiranosa 100 mM en el buffer anteriormente descrito.
Posteriormente en cada fraccion se determind su contenido de FSH por RIA. La
FSH que fue obtenida en las fracciones 1 a 20 fué considerada como la fraccién de
FSH libre o no unida a la Con-A, mientras que aquella presente en las fracciones

21 a 60 se le considerd como la FSH unida. La recuperacion de FSH por este
método fué del 65 al 85%

Incubacion con neuraminidasa y separacion subsecuente por

cromatografia en Concanavalina-A y por isoelectroenfoque.

Estudios preliminares empleando el isoclectroenfoque (IEF-GEPA) como método
de separacion, han demostrado que preparaciones de FSH de rata altamente
purificadas (NIADDK-FSH-I-5; NIADDK-FSH-1-6; Bethesda, MD) presentan pls

dcidos (4.2 y 4.8); al ser sometidas a tratamiento con neuraminidasa (enzima que
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libera de residuos de dcido sidlico a la molécula) se producen consecuentemente
varios isomeros con pls mas basicos. Con base en estos hechos se llevé a cabo el
siguiente experimento; preparaciones de 2.5 pg de FSH de rata altamente
purificada NTADDK-FSH-1-6; Bethesda, MD) en un volumen de 50 pl de PBS-
acetato de sodio (4.0 M, pH 5.5) fueron incubadas durante una hora a 37°C en
presencia de 2 mU de neuraminidasa (Vibro Cholerae, Calbiochem, La Jolla, CA).
Una vez finalizado el periodo de incubacién, la reaccién de cada una de las
preparaciones (control y experimental) se detuvo con la adicién de 10ul de azida
de sodio al 1%. Inmediatamente después, se tomaron alicuotas de cada una de las

incubaciones y se separaron por cromatografia en Concanavalina-A e IEF-GEPA.
Radiomarcaje de la Hormona Foliculo Estimulante,

Esta técnica consiste en sustituir uno o mds 4tomos de hidrogeno por dtomos del
isotopo radiactivo '®I en los residuos de tirosina que contiene la hormona 7, El
método utilizado en el presente estudio fué el de la Cloramina-T descrito por

Hunter y Greenwood *), En este procedimiento se mezclan los siguientes reactivos:

—

2.5 pg de FSH de rata (NIAMDD-rFSH-1-6)

25 ul de PBS 0,01 M, pH 7

10 pl de '*I-Na (equivale a | mCi)

4 10 pl de Cloramina-T (5 mg de¢ Cloramina-T en 20 ml de PBS 0.01 M, pH
7.4), después de agitar durante 60 seg.

W N
[Su-h S

5) 50 ul de metabisulfito de sodio (10 mg de matabisulfito de sodio en 10 ml de
PBS 0.01 M, 7.4) al abadir este reactivo se pone fin a la reaccién iniciada

por la Cloramina-T.
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Una vez llevada a cabo la reaccién, se separa la hormona marcada del '“I libre por
medio de una cromatografia por exclusion, empleando Sephadex G-100 (Pharmacia
Fine Chemicals A.I.) de la siguiente manera: La mezcla hormona marcada y iodo
libre se coloca sobre la columna de cromatografia y se eluye con PBS 0.01 M, pH
7.4, Se colectan 36 fracciones de | ml en tubos de vidrio de 12 x 75 que contienen
200u! de PBS 0.01 M, pH 7.4 y 5% de albimina sérica bovina (BSA, Sigma
Chemical Co, E.UA). A cada una de ellas se les determina contenido de
radiactividad en un contador para radiaciones gamma durante 15 segundos; la
hormona marcada con mayor radiactividad se colecta en las fracciones 8, 9 y 10,
las cuales son mezcladas y recromatografiadas en Con-A de acuerdo al método
descrito anteriormente con el objeto de separar aquellas moléculas de FSH daiiadas
por el radiomarcaje. En esta segunda cromatografia se colectan 30 fracciones de 1
ml, las primeras 10 se eluyen con PBS 0.05 M, pH 7.0 conteniendo cloruro de
calcio y magnesio en concentraciones de 1.0 mM. Las 20 fracciones restantes se
eluyen también con la solucion antes mencionada més glucopiranosa 100 mM. La
hormona dafiada no es capaz de unirse a la Con-A por lo que eluye en el volumen
correspondiente a las 10 primeras fracciones, l.a hormona no dafada se une a la
Con-A, por lo que tiene que recuperarse mediante la adicion de glucopiranosa,
colectindose en las (racciones 11 a la 20. De estas fracciones, las que contienen
mayor cantidad de radiactividad son mezcladas y almacenadas en alicuotas de 100

pl a -20°C hasta el momento de ser utilizadas en el RIA de FSH.

Radioinmunoandlisis de la FSH,

En la técnica de RIA se utilizan anticuerpos, material isotopico radiactivo y
compuestos radioinertes para cuantificar diversos compuestos. Su aplicacién

actualmente es muy extensa ya que puede utilizarse para cuantificacion de
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hormonas, vitaminas, drogas y firmacos que nunca antes habfan podido ser
medidos con exactitud ya que sus concentraciones en fluidos biolégicos son del
orden del nanogramos o picogramos. La técnica del RIA se podria definir como
una reaccién inmunoldgica competitiva, en la cual dos antigenos (hormona marcada
y hormona radioinerte) compiten por un anticuerpo especifico. El RIA para FSH
de rata empleado en el presente trabajo se realizé empleando reactivos donados por
el Insituto Nacional de la Salud, de los E.U.A. , (National Institute of Arthritis,
Metabolic and Digestive Diseases; NIAMDD). Se elabor6é una curva standard
empleando la preparacion de referencia de FSH de rata (NJAMDD-rFSH-RP-1),
con las siguicntes dosis: 4, 10, 20, 30, 40, 80, 120, 200, 400 y 800 ng por tubo en
el volumen final de 300 pl preparada en PBS 0.05 M, pH 7.0 conteniendo 0.1 %
de gelatina. En el analisis se incluyeron alicuotas de 25, 50, 100 y 120 pl de una
poza de sueros de ratas hembras castradas como muestras de control de calidad.
Por dltimo se adicionaron alicuotas por duplicado de cada muestra problema. A
cada uno de los tubos del analisis se les agregd 100 pl de la solucién ['?I}-FSH
preparada a partir de una de las alicuotas obtenidas en el radiomarcaje
(previamente descrita), con un contenido de radiactividad de 21,000 + 1000 cpm.
El anticuerpo (suero de conejo anti-rFSH, NIAMDD-Anti-rat-FSH-S-11) se agregd
a todos los tubos a una dilucién final de 1:3000 preparado en PBS 0.05 M, pH 7.0
con ctilen-diamino-tetra-acético (EDTA-0.05 M) y suero normal de conejo (diluido
1:3000 en un volumen de 200 pl), excepto en aquellos tubos en los que se
cuantificaron las uniones no especificas (aquella union diferente a la unién especifica
FSH-anti-FSH) las cuales s6lo llevaron 200 ul de PBS+EDTA y suero normal de
conejo. Al inicio y final del andlisis se cuantificaron tanto la unién total, en tubos
que contenian PBS + 0.1% de gelatina (300 pl), hormona marcada y anticuerpo,
asi como la unién no especifica. Después de agregar el anticuerpo, el analisis se

incubé durante 18 h a temperatura ambicnte. Al término de esta incubacion se
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adicion6 el segundo anticuerpo (Anti IgG de conejo) obtenido de un carnero
previamente inmunizado, diluido 1:20 en PBS 0.05 M, en un volumen de 200 pl;
los tubos se incubaron nuevamente 18 h a temperatura ambiente y finalmente se
centrifugaron a 1000 x g durante 30 minutos a 4°C. El contenido de radiactividad
presente en el precipitado de cada uno de los tubos fue cuantificado en un contador
Packard Auto-Gamma 500. Para evitar variaciones interandlisis, las muestras
provenientes de un mismo carril del IEF-GEPA asf como las de una misma
columna de Con-A se incluyeron en la misma corrida. La varacién intra-anélisis
fué del 7% y la sensibilidad de 6 ng/tubo,

Radioreceptor de la FSH

La cuantificacion de FSH por radioreceptor (RRA) se llevé a cabo de acuerdo el
método descrito por Ulloa-Aguirre y Cols. ™, utilizando un homogenado crudo de
tibulos seminiferos procedentes de ratas macho (28 dias de edad). Para la
elaboracion de la curva estandard se utilizé la preparacion de referencia rFSH-RP-
1, de los Institutos Nacionales de la Salud, E.U.A. (NIAMDD), en tanto que la
hormona marcada fué el estdndar rl'SH-1-6 radiomarcado de acuerdo al método
ya descrito, con la modificacion cn el tiempo de reaccién que en este caso fue sélo
de 20 segundos a 4°C; el volumen final de incubacion fué de 300 pl (175 pl de
solucion amortiguadora del receptor, Tris 0.025 M, cloruro de magnesio 10 mM
y ASB 0.1%) + 100 pl de hormona marcada (aproximadamente 18000 cpm) + 25
pl del homogenado de tubulos seminiferos. El tiempo de incubacién fué de 18 hrs
a 4°C, en agitacion constante. La sensibilidad fué de 8 ng/twboy la variacién intra

e interandlisis < al 10% y 15% respectivamente.
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Anilisis Estadisticos

Para analizar las diferencias entre grupos se utilizaron el analisis de varianza de un
factor seguido de la prueba de comparacién multiple de Walker-Duncan (para
n > 3) y la prueba no pareada de "t" para n=2. Valores de p < de 0.05 se

consideraron como indicadores significativos de diferenciacién,
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RESULTADOS

Patrones de isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida de la FSH
intrahipofisiaria.

Al ser sometidos a separacion por isoelectroenfoque, todos los extractos hipofisiarios
mostraron varios picos bien definidos de FSH inmunoactiva dentro del rango de
pH de 6.2 a 4.2, Sin embargo, la magnitud de estos picos varié dependiendo del
dia y la hora de recoleccién de la muestra. Como se muestra en la figura 3 a-d

los extractos de hipofisis obtenidos de ratas sacrificadas a las 09:00 hrs de los cuatro
dias del ciclo (diestro 1, diestro 2, proestro y estro) mostraron un pico mayor de
FSH bien definido en un punto isocléctrico de 4.9 - 4.5; también se identificaron
picos menores con puntos isoeléctricos entre 6.2 - 5.0. Sin embargo, en aquellas
hipdfisis obtenidas a las 11:00, 13:00 y 18:00 hrs del dia del proestro, se observo un
patrdn de isoelectroenfoque diferente al observado a las 09:00 hrs caracterizado por
la presencia de dos picos mayores claramente distinguibles con puntos isoeléctricos
de 6.2 -5.5y 4.9 - 4.0 ¥&2 4 |4 FSH intrahipofisiaria de animales sacrificados a
las 22:00 hrs del proestro, a las 02:00 hrs del estro,a las 13:00 hrs del diestro |
diestro 2 y estro, presentaron un perfil de isoelectroenfoque similar a aquel que
exhibicron las hipofisis colectadas a las 09:00. Para identificar diferencias entre los
patrones de isoelectroenfoque de la FSH intrapituitaria obtenidas en los diferentes
grupos de animales estudiados, cada patron de isoelectroenfoque fué dividido en
siete dreas o regiones: drea |, pI 7.0 - 6.30; drea 2, pl 6.20 - 5.50; 4rea 3, pl 5.49-
5.0; area 4, pl 4.99 - 4.50; area 5, pl 4.49 - 4.0; arca 6, pI 3.99 - 3.50; 4rea 7, pl
3.50 y la concentracion de FSH presente en cada una de estas dreas fué calculada.
La actividad de la FSH identificada en la regién con pl 7.0 no fué considerada

debido a su proximidad con el punto de aplicacion de la muestra. Los dos picos
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principales de FSH detectados por IEF-GEPA quedaron incluidos en su mayoria
dentro de las 4rcas 2 y 4 (fig. 3 y 4). Como se muestraen la tabla |, del 37 al 55%
de la FSH intrapituitaria inmunoactiva enfocé dentro del area 4 (pl 4.9 - 4.5), sin
importar la hora de obtencién de la muestra. En todos los grupos fue en esta drea
en donde se identificé la mayor cantidad del total de FSH recuperada después del
IEF. En los extractos de hipdfisis de animales decapitados a las 11:00, 13:00 y 18:00
hrs del dia del proestro, el contenido de FSH del 4rea 2 (31.4 1 0.8 % del total de
FSH recuperado) fué significativamente (p < 0.01) mayor que aquellas observadas
en todos los grupos de animales decapitados a las 09:00 hrs, estro a las 13:00 hrs,
proestro a las 22:00 hrs y estro a las 02:00 a.m.; en estos Gltimos grupos la FSH

contenida dentro del drea 2 no fué significativamente diferente una de la otra.

Actividad de union al receptor de la FSH intrahipofisiaria después de

la separacién por isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida.

Para estudiar la actividad de union al receptor (expresada por la relacion
RIA/RRA) de los dos principales picos de FSH identificados después del IEF de
extractos intrahipofisiarios obtenidos a las 13:00 hrs del dia del proestro (fig. 4c), la
FSH recuperada en las dreas 2 y 4 fué cuantificada por RRA y RIA, utilizando el
mismo estandar radioinerte de FSH (FSH-RP-1) para la construccion de las curvas.
Expresado como ¢l cociente de¢ actividad RRA/RIA, la actividad de unién al
receptor de la FSH intrapituitaria fué mayor en el drea 2 (7.0 £ 2.7) que en el 4rea
4 (43 £ 1.0) (p < 0.05).
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Cromatografia en Concanavalina-A (Con-A) de la FSH intrapituitaria
dentro de las dreas 2 y 4.

Para determinar la capacidad de uni6n a la lectina Con-A de cada isoforma de
FSH, extractos de hipdfisis colectados a las 13:00 hrs del proestro fueron separados
por IEF y la FSH presente tanto en el area 2 como en el drea 4 fueron
posteriormente separados por cromatografia en Con-A. Aunque la FSH
intrapituitaria recuperada de ambas areas presentaron las dos especies moleculares
(FSH libre y unida a Con-A), el contenido relativo de cada especie de FSH y la
relacion libre:unida difirieron dependiendo del drea especifica. El contenido relativo
de FSH unida a la Con-A fué mayor (p < 0.05) en los eluatos del area 2 (relacién
de FSH libre:unida = 0.14 % 0.01 ) que en aquellos provenientes del area 4 (0.4
0.03).

Digestion de la rFSH - I - 6 por neuraminidasa

Con el fin de estudiar si las variaciones en el contenido de acido sialico juegan un
papel importante en la afinidad a Con-A de cada isoforma de FSH separada por
IEF, una preparacion de rFSH-I-6 altamente purificada [la cual en estudios
preliminares presenté un solo pico icido (pI=4.8) después del IEF) se someti6 a
desializacion enzimdtica. La climinacion de residuos de acido sidlico de esta
molécula produjo varios picos de FSH con pls més basicos (fig. 5c). Los resultados
de este experimento revelaron que la proporcién de la FSH unida a la Con-A fué
diferente para las preparaciones control y tratada con neuramidasa, ya que la
proporcién de FSH unida a Con-A se incrementé después de la desializacién. La
relacion libre-unida de la FSH en los controles fué de 0.55  0.04 mientras que en

las fracciones tratadas con neuraminidasa la relacién fué de 0.32 £ 0.01 (p < 0.05),
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(figs. 5b y d). Todas estas formas de FSH producidas por la neuraminidasa
desplazaron a la FSH marcada con '#I tanto del anticuerpo como del homogenado

de tubos seminiferos (RRA) en forma paralela con el estindar radioinerte.
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TABLA 1. Cambios en la distribucién de la hormona estimulante del foliculo (FSH) intrapituitaria de ratas hembra, a lo largo de un
gradiente de pH. Los valores se expresan como las medias £ SEM (n=5).
FSH por zona_{expresado como cl % del total del gel).
Area de pl 1 2 3 4 5 6 7
Rangode pH (7.0-6.3) 62-55) (5.4- 5.0) (4.9 - 4.5) 44 - 1.0) (3.9-3.5) (<3.5)
Dia del Ciclo
y Hora
D1{0900}) 6.7+1.3 26.012.6 17.842.1 39.0+1.7 11.6+3.2¢ —_ 1.310.4{n=3)
D1(1300) 1.210.5 13.2448 21.3+4.4 55.6+8.2 11.247.4 0.9@m=1) 0.6m=1)
D2;0900) 2.9+0.8 20.1+1.7 19.1+3.6 41.9+36 15.125.5 0.7(n=1) 0.90=2)
D2(1300) 22421 21.916.0 24.0%2.1 48.1+6.5 4118 0.6(n=2) 0.4n=1)
P{0900) 33%0.4 18.1+22 15.4%1.6° 37.2+1.3 22.1+1.2 2.0+0.6 24104
P{1100} 4.012.2 31.4%5.7* 15.3+4.5° 41.1%6.5 5522 1.0n=2) 2.6n=2)
P(1300) 3.140.9 328+1.9° 11.240.5° 48.7+3.1 2.640.9° 1.30=2) 116=2
P(1800) 3.9+0.9 30.0+2.6" 11.8+1.3° 482427 3.621.0° 1.940.5n=3) 1.5(n=2)
P{2200) 5.3%2.7 14.3+1.3 11.7+¢1.3° 425130 21.2+40 4.41].4n=3) 2.0+0.7(n=3)
E{(0200) $6+1.6 148440 14.142.0° 50.2+4.4 135t 44 —_— —_—
E(0900) 4.1+0.7 19.3+3.5 22.3+2.4 41.1%3.5 13.310.8 1.410.5(n=3) 1.8+0.5(n=2)
E(1300) 5.7+42.1 11433 23.1+08 53.7+3.2 7.742.7¢ —_— _—
McdiatSEM 39104 21.1+2.0 17.2¢1.2 456116 10.9+1.7 1.5+0.4 14102

“p<0.05 comparadoconelDI,D2,P y Ealas 09:00 h; D1,D2y E alas 13:00 h P a las 22:00 h; y E a las 02:00 h, en grupos de [a misma drea

*p<0.05 comparado con el D2,y E a las 09:00 h; D1, D2 y E a las 13:00 h, en grupos de la misma &rea

‘p<0.05 comparadocon el D2,2la 13:00h,Ealas 09:00h,y E alas 13:00 h en grupos de ia misma érea

4p<0.05 comparadoconel DI,D2,P y Ealas09:00 h; DI aias I3:00 h; P alas 2200 h y E alas 02:00 h en grupos de la misma frea

“p<0.05 comparadoconelD2,P y Ealas09:00h; P alas 22:00h; y E a las 02:00 h, en grupos de la misma frea

$<0.05 comparadoconelD2, y Palas09:00h;y P a las 22:00 h, en grupos de Ia misma drea

$p<0.05 comparsdoconel P alas09:00 h;y P a las 22:00 h, en grupos de la misma drea
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Figura 5, Patrones representativos de elucidn por cromatograffa con Con-A
(derecha) y de distribucion de IEF-GEPA (izquierda) de una preparacién altamente
purificada de FSH de rata después de su incubacion (NIDDK-rRSH-1-6, Bethesda,
MD) en ausencia (a y b) o presencia (c y d) de neuraminidasa. Las flechas indican
la adici6n de un azicar competitivo a la columna de Con-A.
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DISCUSION

Los resultados presentados en cste trabajo demuestran que la heterogeneidad por
carga de la FSH intrahipofisiaria varia de acuerdo al dia y hora del ciclo estral. A
diferencia de informes anteriores 7%, en el presente estudio la recoleccién de las
muestras sc llevé a cabo con una mayor frecuencia. Aunque los perfiles de
isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida de la FSH intrapituitaria fueron del
todo similares durante todo el ciclo respecto al pico principal mis cido (pl 4.9 -
4.5), durante la tarde del proestro se observé un incremento en la proporcién
relativa de la forma de FSH con un punto isoeléctrico de 6.2 - 5.0, Este incremento
en la proporcion relativa de una forma de FSH mds bésica (y mas potente en
términos de actividad de unién al receptor) en momentos de mayor exposicién a
estrogenos ™ y GnRH ™), concuerda con los hallazgos de Galle et al, 1983 #3,
quienes demostraron en hamsters ovariectomizados expuestos a estradiol durante
un periodo de 30 h, la presencia de un incremento en la produccién de formas de
FSH intrapituitarias con pls > 5.2. Ademds, estos autores encontraron que la
administracion de GnRH a animales ovariectomizados tratados con estradiol y
posteriormente fenobarbital, reiniciaron los mecanismos hipofisiarios responsables
de la produccion de formas de FSH mas basicas. Los resultados en conjunto
indican que ambos factores (estrogenos y GnRH) inducen selectivamente la
produccién de formas mis basicas durante la maana tardia y las primeras horas

de la tarde del proestro.

Los patrones de distribucion por isoclectroenfoque de la FSH encontrados en el
presente estudio, claramente contrastan con aquellos previamente encontrados en

@0

ratas macho *”, en los cuales durantc la pubertad [cuando los testiculos en

maduracién incrementan la produccién de testosterona ) ocurre un cambio
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permanente hacia una forma de FSH mas acida, indicando por lo tanto que
estrégenos y andrégenos ejercen efectos opuestos en la carga neta de la molécula

de FSH sintetizada por la hipdfisis anterior.

La heterogeneidad por carga de la FSH se debe a diferencias en la composicion de
carbohidratos, principalmente en el contenido de écido sidlico ™*'%7™, Como
previamente se ha demostrado, la desializacion progresiva de una molécula de FSH
4cida induce la produccion de isohormonas de FSH con puntos isoeléctricos menos
acidos, las cuales son similares a aquéllas encontradas dentro del tejido pituitario
79, Como el punto isoeléctrico de la molécula llega a ser menos 4cido, su actividad
de unién al receptor y potencia biolégica in-vifro [una excelente correlacion existe

78)

entre estas dos caracteristicas “***] se incrementan ®*™®y sy vida media en plasma

disminuye @,

En el presente estudio, los dos picos de FSH detectados después del
isoclectroenfoque de extractos hipofisiarios colectados durante la tarde temprana del
proestro difirieron uno del otro no solamente en su capacidad para desplazar a la
'“I.FSH de su receptor, sino también para unirse a la Concanavalina-A. Esta
observacién concuerda con hallazgos previos en extractos intrahipofisiarios de ratas
hembra y macho, los cuales sugicren que cada forma de FSH posee un arreglo y/o
composicién particular de carbohidratos ®", El hallazgo de que la desializacién
enzimitica de una molécula de FSH écida da como resultado la produccion de
formas basicas de FSH (las cuales presentan un aumento en la afinidad por la Con-
A) sugieren que durante momentos especificos del ciclo estral (por ¢jemplo durante
la mafiana tardia y/o tarde del proestro) se llevan a cabo modificaciones
estructurales en la molécula de FSH (regulados por estrogenos y GnRH), lo cual

resulta posiblemente en la eliminacion de residuos de dcido sidlico produciendo
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formas de FSH biol6gicamente mas potentes en condiciones in-vitro. Esta hip6tesis
esta apoyada por hallazgos previos en los cuales la incubacién de una preparacién
de FSH écida (rFSH-1-5, NIADDK, pI=4.5) con proteinas hipofisiarias colectadas
de hamsters a las 12:00 hrs del proestro, dié como resultado la produccién de
formas menos 4cidas de esta hormona ", Los resultados obtenidos en este trabajo
demuestran que durante el ciclo estral de la rata se presentan cambios en las
caracteristicas fisocoquimicas de la FSH intrapituitaria, principalmente en su
contenido de dcido sidlico. Estos cambios conducen a la produccion de formas
especificas de FSH que poseen potencia biolégica y vida media en plasma anicas
para cada isohormona. Posiblemente estas formas son eventualmente secretadas
hacia la circulacién en momentos determinados del ciclo, para ejercer acciones

especfficas durante la maduracién y/o la ovulacién 4919,

ESTA TESIS NG DIBE
SAUR DE LA BIBLIOTECA
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CONCLUSIONES

La hipéfisis anterior de la rata hembra posee la capacidad de sintetizar

diferentes formas de FSH dependiendo del dia y la hora del ciclo estral,

Durante la maiiana tardia y la tarde temprana y media del dia del proestro
la hipéfisis anterior sintetiza una forma de FSH menos dcida que es mds

potente en términos de capacidad de union al receptor.

Las isohormonas de la FSH menos dcidas poseen una mayor afinidad por la
Concanavalina-A (Con-A) y una capacidad de unién a su receptor mayor que

las presentadas por las formas édcidas.

La desializacién de una isoforma acida de la FSH incrementé su afinidad por
la Concanavalina-A. Este hallazgo sugiere la existencia de una estrecha
correlacién entre el contenido particular de carbohidratos (o su arreglo
espacial) en la molécula de FSH y su accién a nivel de la célula blanco.
Alternativamente este hallazgo podria también indicar la existencia de efectos

inhibitorios del 4cido sidlico en la union de FSH a su receptor.

Posiblemente los estrégenos y GnRH actian conjuntamente para determinar

los tipos especificos de FSH que son sintetizados por la hipéfisis anterior.
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