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RES'DMEN 

La síntesis y secreción de las hormonas hipofisiarias Folículo 

Estimulante (FSH) y Luteinizante (LH) está controlada por la 

Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) hipotalámica. Ambas 

gonadotropinas ejercen su acción biológica sobre las gónadas al 

estimular la esteroidogénesis y la gametogénesis. 

Dichas gonadotropinas se sintetizan y secretan en múltiples 

formas moleculares. Estructuralmente estas isoformas son 

diferentes en su composición de carbohidratos, principalmente de 

ácido siálico. 

isoforma, que 

particulares. 

Bioquímicamente cada una de ellas constituye una 

tiene propiedades f isicoquímicas y biológicas 

El objetivo de este trabajo es caracterizar las diversas 

formas moleculares de FSH secretadas tanto en condiciones basales 

como después de un estímulo con GnRH en el varón prepúber y en el 

varón adulto. 

Se incluyeron 3 sujetos en estadio 1 y 4 sujetos en estadio 5 

de la clasificación de Marshall y Tanner. A cada sujeto se le 

extrajo sangre cada 10 minutos durante 2 horas en forma basal; 

posterior a ello, se administraron 10 µg de GnRH y se extrajo 

sangre cada 10 minutos durante 4 horas. Se constituyeron 2 pozas 

(basal y pos 10 µg de GnRH) y cada poza fue sometida a un 

cromatoenfoque con el fin de analizar la distribución por pH de las 

isoformas secretadas en los sujetos prepúberes y en los sujetos 

adultos. 
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En todos los sujetos estudiados, así como en las dos fases del 

estudio, las isoformas séricas de la gonadotropina fueron 

predominantemente más ácidas (pH menor de 4. 5) , en aquellos 

individuos pertenecientes al estadio 5 de Tanner se presentó un 

incremento en la producción y en la secreción de las isoformas 

menos ácidas, en comparación con los sujetos pertenecientes al 

estadio 1 de Tanner. Pareciese que la secreción de las isoformas 

más básicas en el adulto normal, es el resultado de una mayor 

síntesis de estos isómeros promovida por el ambiente endócrino 

existente en dicha fase de la vida. 

Independientemente de si el varón se encuentra en la fase 

prepuberal o ya es un adulto totalmente desarrollado, las formas 

más ácidas siempre predominarán, lo cual puede explicarse como una 

consecuencia combinada tanto de una sobrevivencia selectiva en la 

circulación de las formas con mayor vida media (las más ácidas), 

así como de una producción y secreción disminuidas de las formas 

con menor vida media (las menos ácidas) 
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INTRODUCCION 

Han transcurrido casi 50 

propuso que la regulación de 

hormonas Luteinizante (LH) y 

años desde que por primera vez se 

la síntesis y secreción de las 

Folículo Estimulante (FSH) , se 

encontraba mediada por la acción que el sistema nervioso central 

ejercía sobre la hipófisis anterior (1). Dentro de la complejidad 

de los eventos que conducen a la síntesis y secreción de las 

gonadotropinas, ha sido demostrado desde hace varios años que la 

acción de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) producida 

en el hipotálamo es un factor determinante para este fin. En 1960, 

Me Cann y colaboradores (2) demostraron que la inyección de 

extractos hipotalámicos a ratas inducía la secreción de LH y FSH 

por la hipófisis anterior. En 1971, los trabajos tanto de Matsuo 

(3) como de Schally (4), indicaron que un decapéptido era el 

directamente responsable de la estimulación del gonadotropo, 

denominándosele desde entonces como hormona liberadora de 

gonadotropinas. 

El sistema nervioso central (SNC) se comunica con la hipófisis 

anterior a través de una vía vascular. La síntesis de la GnRH se 

efectúa en las neuronas especializadas del hipotálamo preóptico 

(5) . Este péptido es secretado siempre en forma pulsátil por las 

terminales neuronales hacia una red capilar especializada que rodea 

a la eminencia media. Una vez que alcanza la circulación 

porta-hipofisiaria, es transportado hacia la hipófisis anterior, 

donde estimula la síntesis y secreción tanto de LH como de FSH (6). 
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Las neuronas controladoras de la secreción de GnRH reciben 

inervación de otras neuronas capaces también de estimular o inhibir 

la función gonadal. Ciertos neurotransmisores como la acetilcolina 

y la noradrenalina modifican el control central de la GnRH (7). 

Por ejemplo, la inyección de adrenalina en el hipotálamo medio 

basal de la rata desencadena la liberación de GnRH y 

consecuentemente de LH y FSH; los bloqueadores alfa adrenérgicos 

previenen la respuesta ovulatoria tanto en ratas como en conejos y 

los medicamentos que controlan el bloqueo alfa adrenérgico pueden 

impedir la ovulación en la mujer. Los efectos de retroalimentación 

de los estrógenos son mediados en parte por un efecto central sobre 

las fibras catecolaminérgicas proyectadas hacia el hipotálamo (8). 

La acción ejercida por la GnRH sobre la hipófisis anterior se 

inicia con la unión, por parte de la hormona, a receptores 

específicos localizados en la membrana citoplasmática del 

gonadotropo. Esta unión activa dos mecanismos, el primero de ellos 

dependiente de cinasa C (síntesis de gonadotropinas) y otro en el 

que se altera la permeabilidad de la membrana de algunos iones y 

permite la movilización del calcio intra y extracelular, con lo que 

se activa la liberación de las gonadotropinas (9) . Al producirse 

la unión con el receptor, aumenta la concentración de monofosfato 

de adenosina en su forma cíclica (AMPc) al activarse el sistema 

adenilato ciclasa. Sin embargo, este fenómeno, no es aparentemente 

indispensable para la acción de la GnRH. El número de receptores 

hipofisiarios a GnRH puede ser incrementado farmacológicamente 
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mediante la exposición de la glándula a GnRH o a estrógenos, lo 

cual permite que en determinadas condiciones, exista una respuesta 

mayor de la glándula a la estimulación de la GnRH (10). 

Las endorfinas y otros opioides endógenos pueden influir en la 

secreción de GnRH y consecuentemente de gonadotropinas, como ha 

sido demostrado por nuestro grupo (11) La morfina y sus análogos 

inhiben la ovulación, 

naloxona induce la 

así como el antagonista de los opioides la 

ovulación en algunas pacientes con 

hiperprolactinemia, amenorrea o anore~ia nervosa (12) . 

La GnRH, liberada en forma pulsátil, condiciona dos tipos de 

patrones de secreción de gonadotropinas: tónico y cíclico. El 

tónico, es el patrón de secreción observado en los varones y uno de 

los mecanismos de control en la mujer. La secreción cíclica es 

exclusiva de la mujer en edad reproductiva. Por otro lado, es 

importante señalar que la secreción de gonadotropinas probablemente 

siempre es pulsátil o episódica, bien que el patrón sea tónico o 

cíclico sin importar la edad (en el feto, en el recién nacido, en 

el niño, en el adolescente y en el adulto) Sin embargo, debido a 

limitaciones metodológicas, existe dificultad para detectar los 

pequeños pulsos cuando la concentración de las gonadotropinas es 

baja, como sucede en los individuos prepuberales (13) . 

La hipófisis responde solamente al estímulo de tipo pulsátil 

de la GnRH, ya que cuando se expone a la glándula continuamente a 

la acción de esta hormona se observa una falta de respuesta al 

estímulo, presentándose el fenómeno de regulación decreciente o de 
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desensibilización por parte de los receptores de la hormona (14). 

La desensibilización significa que una exposición prolongada de la 

célula blanco a una concentración hormonal elevada conduce a una 

respuesta hormonal disminuída. Este fenómeno es secundario a 

ciertos cambios en la concentración y/o afinidad del receptor y 

tiene como función fisiológica el prevenir la sobre-estimulación de 

la célula (15) Asimismo, ha sido observado que tanto la 

frecuencia como la amplitud de los pulsos de GnRH modulan el tipo 

de respuesta hipofisiaria. La frecuencia en la pulsatilidad de 

GnRH varía de acuerdo al ambiente endócrino existente. Por 

ejemplo, ha sido demostrado que esta frecuencia presenta 

variaciones a lo largo del ciclo ovulatorio (16) . Por lo tanto, el 

SNC modifica la descarga de las neuronas productoras de GnRH en el 

hipotálamo conforme al ambiente endócrino existente (17). 

Las tres clases de esteroides secretados por las gónadas 

(estrógenos, progestágenos y andrógenos) se unen a receptores 

específicos en la hipófisis e influyen directamente en la secreción 

de gonadotropinas. Los receptores esteroideos han sido localizados 

ampliamente en las células cerebrales, donde se han relacionado con 

la regulación de la conducta sexual, la regulación de la secreción 

de GnRH y la diferenciación del cerebro (18) . 

Otras hormonas diferentes a los esteroides gonadales y a las 

gonadotropinas también han sido relacionadas con la regulación de 

la función reproductiva. Estas incluyen a la inhibina y a las 

activinas (19), así como a la prolactina, que inhibe la secreción 
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de GnRH y a la dopamina, que bajo algunas circunstancias 

directamente inhibe la secreción de LH (20) . Asimismo, las 

gonadotropinas pueden actuar directamente en el hipotálamo para 

modular la secreción de GnRH (asa corta de retroalimentación) y la 

GnRH puede influir directamente en su propia secreción (asa 

ultracorta de retroalimentación) (21) . 

Por otro lado, hay que señalar que al igual que la insulina, 

la vasopresina y el glucagón, las gonadotropinas son almacenadas 

en gránulos de las células secretoras y se liberan en forma 

bifásica. Esta liberación se caracteriza por un aumento agudo 

inicial; posteriormente, se presenta un período de estabilización 

o de caída seguido por una segunda fase de incremento en la tasa de 

secreción. El fenómeno de la liberación bifásica se ha explicado 

mediante la hipótesis que señala la existencia de dos "pooles" de 

hormona liberable. Se estima que el primer "pool" es sintetizado 

en gránulos cercanos a la membrana celular y que es fácilmente 

liberable. El segundo "pool" originado en otros gránulos, 

posiblemente requiere de la síntesis de "novo" de la hormona o de 

la unión de los gránulos a microtúbulos antes de que pueda 

presentarse la liberación (22, 23). Se ha demostrado que durante la 

infusión de GnRH (por cuatro horas) en varones normales, las 

concentraciones de LH sérica presentan un patrón bifásico de 

elevación. Este patrón es caracterizado por un aumento agudo 

durante los primeros 30 minutos, seguido por una "meseta" o una 

caída hasta los 90 minutos aproximadamente, momento en el cual se 
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inicia el segundo aumento el cual continúa hasta el final de la 

infusión. Se ha sugerido que las dos fases de liberación de LH 

representan una clara evidencia de la existencia de dos "pooles" 

funcionales de LH en la hipófisis humana, uno que es rápidamente 

liberable y otro que requiere de una estimulación más prolongada 

para su liberación (24) . Este mismo patrón de liberación ha sido 

descrito para la FSH ya que se ha observado que después del 

estímulo con GnRH existe una respuesta aguda a los 20 minutos y una 

segunda respuesta a los 120 minutos (25). 

La administración de dosis submáximas de GnRH por un periodo 

de varias horas, bien 

infusión constante, 

gonadotropinas que se 

sea mediante inyecciones repetidas o por 

permite evaluar tanto el "pool" de 

libera de forma aguda como aquel que se 

libera tardíamente. Cada "pool" representaría distintas 

condiciones fisiológicas, pues el primero nos hablaría de la 

sensibilidad del gonadotropo y el segundo de la reserva del mismo. 

El concepto de la existencia de dos "pooles" hipofisiarios de 

gonadotropinas es útil para el análisis del significado funcional 

tanto de la sensibilidad como de la reserva hipofisiaria. Si la 

estimulación con GnRH es breve y pequeña (10 µg) , el incremento 

inicial de la concentración sérica nos indicará la sensibilidad 

hipofisiaria y probablemente reflejará la concentración total del 

primer "pool". La estimación de la reserva hipofisiaria requiere 

de una duración más prolongada de la estimulación o de una mayor 

cantidad de GnRH (90-100 µg) . La liberación subsecuente de la 
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hormona probablemente representa una aproximación del tamaño del 

"pool" de almacenaje, el cual puede incluir un componente de nueva 

síntesis. Al aplicar una dosis elevada de GnRH (100-150 µg), no se 

pueden apreciar por separado los componentes de sensibilidad y 

reserva, ya que existe una acción más potente que ocasiona la 

liberación de ambos "peales" (24-26) 

Las gonadotropinas son glicoproteinas estructuralmente 

similares formadas por dos cadenas glicopeptídicas, unidas por 

puentes de hidrógeno, denominadas subunidad alfa y subunidad beta. 

La beta, es única para cada gonadotropina y le confiere su 

actividad biológica específica. Las gonadotropinas ejercen su 

acción sobre las gónadas (testículos u ovarios), al estimular la 

secreción de esteroides, así como la maduración de los gametos 

(27) . En los testículos, la FSH actúa sobre las células de Sertoli 

al estimular la espermatogénesis; en el ovario, también estimula la 

gametogénesis. La LH estimula la síntesis y secreción de 

andrógenos en las células de Leydig, el principal de éstos es la 

testosterona; en la mujer la LH estimula la esteroidogénesis 

ovárica (28,29). 

Desde hace algunos años, se ha precisado que al igual que con 

la LH y la tirotropina, la FSH no es una hormona de estructura 

única, sino que está constituida, por un grupo de isoformas 

hormonalmente reguladas. Las características químicas generales de 

la molécula de FSH incluyen la localización de residuos de 

oligosacáridos en sitios específicos de ambas subunidades. La FSH 
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humana {hFSH) posee cuatro cadenas laterales de carbohidratos que 

están unidos a residuos de asparagina; éstos se encuentran en las 

posiciones 52 y 78 de la subunidad alfa así como en la 13 y 30 de 

la beta. Dichos residuos de olig0 sacáridos son: manosa, fucosa, 

galactosa, N-aceti1-g1ucosamina, N-acetil-galactosamina y ácido 

siálico o neuramínico. Cada oligosacárido está ramificado y es 

aparentemente heterogéneo en su periferia, con bifurcaciones que 

terminan principalmente en ácido siálico, así como en fucosa y 

galactosa (30) . El peso molecular de la FSH es de aproximadamente 

30 mil daltones; éste no se puede establecer de manera exacta 

debido a la variabilidad de carbohidratos unidos a la molécula 

{13}. La presencia de variaciones en la estructura y distribución 

de oligosacáridos sializados y en menor grado sulfatados en la 

hormona, constituye la base química para la formación de las 

isoformas. Se han identificado varias isoformas de FSH en la 

hipófisis, suero y orina de varias especies animales, incluido el 

hombre. Cada isoforma posee características biológicas 

particulares como son su capacidad de unión al receptor, vida media 

plasmática y bioactividades "in vitro" e "in vivo", características 

éstas que se encuentran íntimamente relacionadas a las propiedades 

fisicoquímicas de cada isoforma (31) . 
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La mayor resolución para la separación de las mismas, en 

cuanto a número de isoformas recobradas, se obtiene mediante el 

isoelectroenfogue (IEF) o el cromatoenfoque (CF). Este último 

método ofrece la ventaja adicional de que las proteínas que se 

encuentran fuera de la ventana del pH empleado pueden ser 

fácilmente recuperadas, identificadas y nuevamente procesadas a 

través de un intervalo de pH diferente, sin que exista pérdida 

significativa de la actividad (32). Ha sido demostrado que las 

isoformas de FSH migran principalmente hacia la porción ácida del 

gel (áreas de pH que corresponden a valores de 5. s a 3 . 4) , en 

contraste con lo que ha sido descrito para las isoformas de LH. La 

naturaleza ácida de las isoformas de FSH, es primordialmente debida 

a la presencia de un alto porcentaje de oligosacáridos 

(aproximadamente 83"o) con residuos terminales de ácido siálico 

(33). 

La rata y el hamster han sido los modelos experimentales más 

utilizados para la caracterización del pleomorfismo de FSH. Por 

medio del IEF o del CF, varios grupos de investigadores han 

caracterizado detalladamente la distribución de las diversas 

isoformas de FSH tanto "in vitro" como "in vivo" durante diversas 

condiciones fisiológicas y experimentales ( 34) En extractos 

hipofisiarios de hamsters y ratas, hembra y macho, se ha demostrado 

la presencia de 6 a 7 isoformas inmunoactivas de FSH. Además de 

las diferencias en las propiedades fisicoquímicas, existen 

diferencias importantes en cuanto a las características biológicas 
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de cada isoforma, ya que difieren tanto en su actividad biológica, 

como en su capacidad de unión al receptor y en su vida media 

plasmática. Chappel y cols. (35) demostraron que en la hipófisis de 

ratas hembr.as prepúberes existen todas las isoformas de FSH 

observadas en las ratas adultas. Sin embargo, antes de la pubertad 

la mayoría (60-70%) de la FSH inmunoactiva migra hacia la porción 

ácida del gel (3.4-4.9) En el momento de la apertura vaginal, es 

posible observar un incremento significativo en la proporción de 

algunas isoformas menos ácidas de FSH (pI=S.0-6.0) que son las que 

poseen mayor unión al receptor y actividad biológica "in vitro". 

Por lo tanto, pareciese que durante la pubertad, la hipófisis 

adquiere la capacidad de transformar a aquellas isoformas de FSH 

con poca actividad biológica, en otras más potentes. Lo mismo ha 

sido demostrado para otras hormonas como la hCG ya que en cultivos 

de placenta se ha observado que las formas básicas presentan mayor 

actividad biológica que las ácidas (36} . 

En ovejas hembras, se examinaron los cambios en la 

distribución de las isoformas de FSH en paralelo con los cambios en 

la secreción de FSH bioactiva. En dicho estudio se demostró que al 

inducir la pubertad existe un cambio marcado en la distribución de 

isoformas de FSH circulante hacia aquellas isoformas menos ácidas, 

las cuales presentan una mayor actividad biológica (37) . 

En el hombre adulto también se han llevado a cabo estudios en 

los que se han separado las isoformas de FSH, encontrándose que 

existe un gran número de las mismas, tanto en tejido hipofisiario, 
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como en el suero y en la orina (38). Se ha demostrado que la FSH 

circulante en mujeres puberales es menos ácida que en los varones 

(39) . En ambos sexos existe un cambio significativo hacia la 

secreción de isoformas más básicas después de la administración con 

GnRH (40,41). 
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PLANTEAKJ:ENTO DEL PROBLEMA 

Con base en lo anteriormente descrito, consideramos relevante 

el caracterizar las diversas isoformas circulantes de FSH 

existentes, tanto en condiciones basales como después del estímulo 

con GnRH, en el varón prepúber y en el varón adulto, con el fin de 

comparar los resultados obtenidos en cada grupo de estudio. Los 

resultados obtenidos permitirán determinar si existe o no 

diferencia en las isoformas de FSH existentes en los individuos 

prepuberales en relación con los varones adultos. 
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OBJETIVO 

Caracterizar las diversas ·formas moleculares de FSH secretadas 

tanto en condiciones basales como después de un estímulo con GnRH 

en el varón prepúber y en el varón adulto. 

H:IPOTES:IS 

Las isoformas circulantes de FSH presentan variaciones en su 

distribución por carga en el varón prepúber con respecto a las 

isoformas existentes en el varón adulto. 
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SUJETOS Y METODOS 

Se incluyeron dos grupos diferentes de sujetos. El primer 

grupo incluyó 3 niños en estadio 1 de la clasificación de Marshall 

y Tanner (42), tomándose como parámetro de referencia primordial el 

volúmen gonadal. El segundo grupo estuvo constituido por 4 adultos 

normales (estadio 5 de la clasificación de Marshall y Tanner) 

(Tabla 1) Las características clínicas de cada uno de los sujetos 

incluidos en el estudio se encuentran detalladas en la Tabla 2. La 

exploración física siempre fue realizada por los mismos dos 

observadores, entre los cuales siempre se concordó en el estadio de 

Marshall y Tanner al que pertenecía cada individuo. 

Cabe señalar que los sujetos en estadio 1 de Tanner fueron 

escogidos de un grupo de niños sanos que presentaban historia de 

talla baja constitucional (estatura entre la percentila 10 y la 

percentila 25) . En ninguno de los sujetos estudiados había 

existido antecedente alguno de enfermedad endocrinológica y todos 

ellos cumplieron con los criterios de inclusión señalados 

originalmente: 

1. Sujetos masculinos mayores de 9 años de edad y de 30 kg de 

peso y por arriba de la percentila 3 de talla y peso para cada 

edad específica. 

2. Desarrollo puberal y concentraciones hormonales basales 

concordantes con estadio 1 ó 5 de acuerdo con la clasificación 

de Marshall y Tanner. 

16 



TABLA 1 

VOLUMEN 
ESTADIO DE TANNER VELLO PUBICO TESTICULAR 

(C.C.) 

l Ausente 1.8 - 4.2 

5 Características de adulto > 15 



SUJETO 

TANNER 1 

A 

B 

e 

TANNER 5 

D 

E 

F 

G 

1 = IZQUIERDA 
D =DERECHA 

EDAD 
(AÑOS) 

11 

12 

10 

23 

24 

24 

23 

TABLA 2 

CARACTERISTICAS CLINICAS 

VOLUMEN LONGITUD VELLO EDAD 
GONADAL PENEANA PUBICO OSEA 

(C.C.) (cms) (AÑOS) 
1 D 

2.6-4.1 5.0 1 11 

3.2-3.2 4.5 1 9 

2.6-3.2 4.5 1 10 

19.9-25.0 7.5 5 > 18 

19.9-19.9 8.0 5 >18 

25.0-25.0 8.5 5 >18 

19.9-25.0 9.0 5 > 18 



3. Ausencia de cualquier tipo de patología endocrinológica o 

crónica debilitante, después de una evaluación clínica 

detallada. 

4. Presentar tres días antes del estudio concentraciones de 

hemoglobina mayores de 14 gr/dl y hematocrito mayor del 40%. 

5. Consentimiento voluntario para participar en el estudio. 

Como se encuentra detallado en la Tabla 3, las concentraciones 

hormonales basales de LH, FSH, Testosterona (T) y Estradiol (E2 ) de 

cada uno de los sujetos estudiados fueron concordantes con el 

estadio de Tanner en el que se encontraba cada suj etc. Las 

hormonas LH y FSH fueron cuantificadas por radioinmunoanálisis 

(RIA) de doble anticuerpo. Los reactivos para el análisis fueron 

proporcionados por el Programa Especial de Investigación y 

Desarrollo en Reproducción Humana de la OMS (Ginebra, Suiza) . Los 

resultados se encuentran expresados en mUI/mL de acuerdo a la 

primera preparación de referencia internacional. Los coeficientes 

de variación inter e intra-análisis fueron de 11% y 6% para LH y de 

10% y 7% para FSH respectivamente. Los reactivos para las 

cuantificaciones de T y E2 también fueron donados por el Programa 

Especial de Investigación y Desarrollo en Reproducción Humana de la 

OMS. Los coeficientes de variación para T fueron menores al 7.0% 

y al 8.0% mientras que para E2 fueron menores al 7.0% y al 7.5%. 

Para realizar el protocolo experimental, se obtuvo la 

aprobación tanto del Comité de Etica del Hospital, como de los 
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TABLA 3 

CONCENTRACIONES HORMONALES BASALES 

SUJETO 

TANNER 1 

A 

B 

c 

TANNER 5 

D 

E 

F 

G 

VALORES DE REFERENCIA 

PREPUBERES 
ADULTOS 

FSH* 
(mUI/ml) 

4.6 

7.7 

2.9 

13.4 

2.8 

5.5 

13.l 

< 0.5 
0.5-5.0 

LH* 
(mUI/ml) 

2.7 

3.2 

2.5 

6.2 

5.8 

8.3 

12.0 

< 3.0 
3.0-12.0 

T 
(ng/ml) 

0.3 

0.6 

0.4 

5.5 

4.6 

7.6 

6.1 

< 3.9 
3.9-10.0 

•MEDIA DE TRES MUESTRAS BASALES TOMADAS A INTERVALOS DE 20 MINUTOS. 

Ez 
(pg/ml) 

24 

22 

19 

82 

32 

52 

27 

< 60 
< 60 



adultos y de los padres de los niños participantes. 

El protocolo experimental consistió en lo siguiente: a cada 

sujeto se le extrajo sangre (1.5 mls) cada 10 minutos durante 2 

horas en forma basal; posterior a ello, se administraron (i.v.) 10 

microgramos de GnRH sintética (SERONO, México) y se extrajo sangre 

(1. 5 mls) cada 10 minutos durante 4 horas. Los pacientes acudieron 

al Hospital media hora antes de iniciar el estudio con el fin de 

ser canalizados, 

antecubital. El 

instalándose una mariposa #21, en una 

protocolo siempre dió inicio a las 8: 00 

vena 

a.m. 

Previo a la obtención de cada muestra, se desecharon las primeras 

cinco gotas correspondientes a la solución salina. Durante las 6. 5 

horas, los pacientes permanecieron en posición de decúbito, 

ingiriendo un desayuno a las 8:30 horas consistente en un vaso de 

jugo de naranja, un plato de cereal con leche (250 ml) y un 

plátano. 
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ME TODOS 

Cada muestra sanguínea permaneció durante 30 minutos a 

temperatura ambiente con el fin de que se coagulara para poder 

centrifugarlas adecuadamente a 1000 x g. Posteriormente se 

constituyeron pozas (basal y pos 10 µg de GnRH sintética) que se 

congelaron a -20ºC. Cada poza fue transferida a bolsas de membrana 

para diálisis con una permeabilidad de 12,000 Mr (Spectrum Medical 

Industries, Los Angeles, CA, EUA), y dializadas durante 24 horas a 

4ºC contra agua destilada desionizada y posteriormente, bajo las 

mismas condiciones, contra una solución de carbonato de amonio 

0.01M. Cada una de las pozas fue liofilizada y almacenada hasta el 

día en que se llevó a cabo el CF. 

El CF es un método que separa proteínas mediante la 

interacción de la carga de superficie de la molécula con un soporte 

de carga inmovilizado. Las isoformas son recuperadas en el eluato 

cuando el pH del gradiente de elución iguala al pI de la proteína. 

El CF ofrece la ventaja adicional sobre los otros métodos, de que 

las proteínas que se encuentran fuera de la ventana de pH empleado 

pueden ser fácilmente recuperadas, identificadas y reenfocadas a 

través de diferentes gradientes de pH (43). 

El CF de FSH se realizó de acuerdo al método descrito por 

Ulloa-Aguirre y cols. (33). Se empleó como intercambiador iónico 

la resina PBE-94 (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, EUA) en 

columnas de 20 x 1 cm, equilibradas con 15 volúmenes del 
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amortiguador de partida (Imidazol-HCL 0.025 M, pH 7.4). Cada una 

de las series de sueros liofilizados, fueron resuspendidos en el 

menor volumen posible (2.5-5.4 ml) del amortiguador Polybuffer-74 

(Pharmacia Fine Chemicals, Pistacaway, NJ, EUA) en agua desionizada 

(1: 8 v/v) pH 3. O. 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 exposición de la muestra a 

valores extremos de pH. La muestra fué depositada en la columna, 

y una vez completada su incorporación, se agregó el amortiguador de 

corrimiento (Polybuffer-74) . Posteriormente se colectaron de 110 

a 120 fracciones de 2 ml cada una a 4ºC. Cuando en alguna de las 

fracciones se detectó un valor de pH menor o igual a 3 . O, el 

amortiguador de corrimiento se sustituyó por una solución de NaCl 

1 M (pico de sal), para recuperar el material que no eluyó dentro 

del intervalo de pH 7.4 a 3.0. Hecho ésto, se colectaron 15 o 20 

fracciones adicionales, y se procedió a medir el pH de cada una. 

Las fracciones fueron congeladas y almacenadas a -20ºC hasta el 

momento de la determinación de su contenido de FSH pOr RIA 

(Apéndice 1) 

La cuantificación de las concentraciones inmunoreactivas de 

las isoformas de FSH 

metodología descrita 

se hizo mediante RIA, 

por Ulloa-Aguirre y 

de acuerdo 

cols. (38) • 

con la 

Los 

resultados fueron expresados en UI/L en relación con la segunda 

preparación de referencia internacional de FSH (2° IRP-HMG) . Con 
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APENDICE 1 

CROMATOENFOQUE DE FSH 

Empaque de la columna PBE-94 

Equilibrar con amortiguador de partida 
(Imidazol 0.025 M/HCL pH=7.4) 

Depositar la muestra problema 

Amortiguador eluente (pH=3.0) 

Colección de fracciones (2 mi C/U) 

Medición de pH 

NaCI IM cuando el pH=3.0 

Colección de 15 a 20 fracciones 

Medición de pH 

RIA de FSH 

Ulloa-Aguirre y cols. (1990) 



el fin de que no existieran variaciones interanálisis para un mismo 

sujeto, todas las muestras de un individuo se incluyeron en el 

mismo ensayo. Para analizar las variaciones interanálisis se 

utilizaron los mismos "pooles" de control de calidad en cada uno de 

los ensayos. Para determinar las variaciones intranál.isis se 

utilizaron controles de calidad [Immunoassay Tri-level control, 

Let. 012, Diagnostic Products Corporation (DPC), Los Angeles, CA] 

al principio, a la mitad y al final de cada uno de los ensayos. 
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RESULTADOS 

El análisis de las muestras séricas por CF demostró que en 

todos los individuos estudiados, así como en ambas condiciones 

experimentales, existió la presencia de múltiples picos de FSH 

inmunoreactiva, los cuales se encontraron en un intervalo de pH de 

7.5-3.0, así como en aquellas fracciones recuperadas después de 

añadir 1.0 mol/L NaCl a las columnas de CF (pico de sal). Cabe 

señalar que con el fin de agrupar a las isoformas segun su pH 

específico, se procedió a agruparlas por intervalos de pH de 0.5. 

En todos los sujetas estudiados, así como en ambas fases del 

estudio, las isoformas séricas de la gonadotropina fueron 

predominantemente recuperadas en aquellos valores de pH que se 

encontraron por debajo de 4.5, incluyendo el pico de sal (Figuras 

1-7) 

Con el fin de evaluar las diferencias existentes en los 

patrones de distribución de las isoformas de FSH sérica entre los 

dos grupos de sujetos estudiados, así como entre las dos fases del 

estudio experimental en cada uno de los grupos, cada patrón de CF 

fué dividido en dos regiones específicas de pH, considerándose el 

pH de 4.5 como el punto de corte específico del valor de pH. Este 

valor fue tomado de hallazgos previos en los cuales se ha 

demostrado que las isoformas de FSH hipofisiaria que poseen valores 

de pH por debajo de 4.5, exhiben una vida media plasmática mayor, 
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FIGURA 1. Distribución de las diversas isoformas moleculares de FSH después de su 
separación por cromatoenfoque. Obsérvese que en ambas condiciones 
experimentales el mayor porcentaje de la hormona se encuentra en las 
fracciones de pH correspondientes a las "más ácidas". 
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FIGURA 2. Distribución de las diversas lsoformas moleculares de FSH después de su 

separación por cromatoenfoque. Obsérvese que en ambas condiciones 

experimentales el mayor porcentaje de la hormona se encuentra en las 

fracciones de pH correspondientes a las "más ácidas". 
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Distribución de las diversas isoformas moleculares de FSH después de su 
separación por cromatoenfoque. Obsérvese que en ambas condiciones 
experimentales el mayor porcentaje de la hormona se encuentra en las 
fracciones de pH correspondientes a las "más ácidas". 



FIGURA 4. Distribución de las diversas isoformas moleculares de FSH después de su 
separación por cromatoenfoque. Obsérvese que en ambas condiciones 

experimentales el mayor porcentaje de la hormona se encuentra en las 

fracciones de pH correspondientes a las "más ácidas". 
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separación por croma:toenfoque. Obsérvese que en ambas condiciones 

experimentales el mayor porcentaje de la hormona se encuen'lra en las 

tracciones de pH correspondientes a las "más ácidas". 
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FIGURA 6 Distribución de las diversas isoformas moleculares de FSH después de su 

separación por cromatoenfoque. Obsérvese que en ambas condiciones 

experimentales el mayor porcentaje de la hormona se encuentra en las 

fracciones de pH correspondientes a las "más ácidas". 
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FIGURA 7. Distribución de las diversas isoformas moleculares de FSH después de su 

separación por cromatoenfoque. Obsérvese que en ambas condiciones 

experimentales el mayor porcentaje de la hormona se encuentra en las 

fracciones de pH correspondientes a las "más ácidas". 



además de una potencia biológica "in vitre" menor, que sus análogos 

menos ácidos (38). Los cambios existentes en el patrón de 

distribución de las isoformas de FSH fueron expresados como el 

porcentaje de abundancia relativa de las diversas isoformas de FSH 

con valores de pH de elución menores a 4. 5, en relación con 

aquellas en las cuales los valores de elución de pH fueron mayores 

a 4.5 (Tabla 4). 

Las comparaciones entre los dos grupos estudiados demostraron 

claramente que en condiciones basales, los sujetos en estadio 1 de 

Tanner presentan una mayor abundancia de las formas más ácidas 

(94.0% ± 2.8%), que aquellos sujetos en estadio 5 de Tanner (76.4% 

± 13.1%) (Tabla 4). Al llevar a cabo la comparación entre los dos 

grupos después del estímulo con 10 µg de GnRH se pudo observar que 

al igual que en condiciones basales los sujetos en estadio 1 de 

Tanner presentaron una mayor abundancia de las isoformas más ácidas 

( 86. 9% ± 6. 9%) que los individuos estudiados pertenecientes al 

estadio 5 de Tanner (69.6% ± 14.0%) (Tabla 4). 

Al aplicar el estímulo con 10 µg del decapéptido, en los 

sujetos en estadio 1 de Tanner se observó un discreto incremento en 

el porcentaje de las formas menos ácidas (13.1% ± 6.9%) vs. (6.1% 

± 2.7%), al hacerse la comparación con los porcentajes basales. 

Este fenómeno no se observó de la misma manera en los sujetos en 

estadio 5 de Tanner, ya que dos de estos sujetos presentaron un 

incremento en la abundancia relativa de las isoformas menos ácidas 
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SUJETO 

TANNER 1 

A 

B 

c 

TANNER5 

D 

E 

F 

G 

TABLA 4 

PORCENTAJE DE FORMAS MOLECULARES DE FSH 
EN LOS SUJETOS ESTUDIADOS 

CONDICIONES CONDICIONES POS 10 µg 
BASALES BASALES GnRH 
pH > 4.5 pH < 4.5 pH > 4.5 

3.7 96.3 5.2 

5.5 94.5 17.9 

9.0 91 16.2 

7.8 92.2 19.6 

31.5 68.4 24.4 

36.6 63.3 25.2 

18.3 81.7 50.9 

POS 10 µg 
GnRH 

pH < 4.5 

94.8 

82.1 

83.8 

80.3 

75.5 

73.7 

49.1 



después del estímulo con GnRH, mientras que los otros dos 

individuos estudiados, presentaron una disminución de las isoformas 

menos ácidas después del estímulo (Tabla 4) . 
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DZSCUSZON Y CONCLUSZONES 

Estudios previos han demostrado que las 

hipofisiaria, difieren no solamente en 

isoformas de FSH 

sus propiedades 

fisicoquímicas, sino también en sus atributos biológicos (38,44). 

Las isoformas más ácidas poseen una mayor cantidad de ácido siálico 

en su molécula y tienen vidas medias plasmáticas más largas, además 

de mayor potencia biológica "in vivo", en relación con aquellas 

formas moleculares menos ácidas ( 3 8, 3 9, 44) A pesar de que las 

formas moleculares de FSH menos ácidas poseen una vida media menor 

en la circulación, hay que señalar que estas constituyen 

estimuladores potentes de efectos biológicos en la célula blanco 

(38,44,45). 

Al igual que en estudios previos (40,46) en este trabajo hemos 

demostrado que la FSH en los varones, tanto en estadio 1 como en 

estadio 5 de Tanner, es altamente heterogénea y es liberada de la 

hipófisis como una mezcla de isómeros, los cuales aparentemente 

presentan variación en las diferentes etapas del desarrollo 

puberal. A pesar de que en todos los sujetos estudiados, así como 

en las dos fases del estudio, las isoformas séricas de la 

gonadotropina fueron predominantemente más ácidas (pH menor de 

4.5), en aquellos individuos pertenecientes al estadio 5 de Tanner 

pudimos documentar un incremento en la producción y en la secreción 

de las isoformas menos ácidas, en comparación con los sujetos 

pertenecientes al estadio 1 de Tanner. Este incremento en la 
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abundancia relativa de las isoformas circulantes menos ácidas y 

presumiblemente con menor contenido de ácido siálico, aparentemente 

no es el resultado de la presencia de cambios estructurales en las 

isoformas más ácidas que se presentan después de la secreción de 

éstas, ya que un cambio similar en la distribución de las mismas, 

fué detectado inmediatamente después del estímulo con GnRH, en los 

dos grupos estudiados. Pareciese que la secreción de las isoformas 

más básicas en el adulto normal, es el resultado de una mayor 

síntesis de estos isómeros promovida por el ambiente endócrino 

existente en dicha fase de la vida. 

Los cambios observados en la distribución de las isoformas de 

FSH, después de la estimulación con 10 µg de GnRH pudiesen deberse 

a cambios existentes en la frecuencia de la pulsatilidad de GnRH, 

a los cambios en el ambiente esteroidogénico o a una combinación de 

ambos factores. 

han documentado 

Diversos estudios tanto 11 in vivo" como "in vitro" 

la 

pleomorfismo molecular 

importancia 

de FSH. 

de varios 

En roedores 

factores en el 

se han observado 

cambios en las isoformas de FSH durante las diferentes etapas de la 

pubertad (33,47). Asimismo, la inducción experimental de la 

pubertad en ovejas hembra promueve un incremento en la liberación 

de las isoformas menos ácidas, así como un incremento asociado en 

la secreción de la FSH bioactiva (37). En otros estudios llevados 

a cabo en niñas prepúberes y púberes con disgenesia gonadal, la 

carga media de FSH fue menos negativa después de la administración 

de GnRH (48). Más evidencias del rol que desempeña la GnRH en la 
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regulación de la secreción de FSH bioactiva y por lo tanto en la 

composición molecular de la hormona, han sido provistas por 

estudios que demuestran incrementos preferenciales en la secreción 

de FSH bioactiva después de la administración de GnRH a niños con 

hipogonadismo hipogonadotrópico idiopático, así como la 

demostración de la disminución en la fracción de la FSH bioactiva, 

después del tratamiento con análogos de GnRH, tanto en mujeres 

normales como en mujeres hipogonádicas (49-52). En algunos 

estudios "in vitro", el exponer tejido hipofisiario de roedor a 

GnRH dió como resultado un aumento en la secreción de las isoformas 

menos ácidas de FSH (53); asimismo, otros trabajos demuestran que 

el tratamiento con GnRH puede alterar la glicosilación "in vitre" 

de la molécula de LH (54-56) . Si un mecanismo como este último 

opera en el caso de la FSH, entonces se puede postular la 

existencia de un efecto directo de la GnRH sobre la regulación de 

la microheterogeneidad de la FSH. Este mecanismo sería parte 

importante de la existencia "in vivo" del pleomorfismo molecular. 

Asimismo, varios estudios han demostrado la importancia que los 

esteroides gonadales tienen en la existencia del pleomorfismo de 

FSH (45,57). 

La mayor predominancia de las formas más ácidas (valores de pH 

menores de 4. 5) en la circulación, había sido demostrada por 

nuestro grupo (40), en un estudio realizado en voluntarias sanas, 

tanto en la fase folicular como en la fase lútea del ciclo 

menstrual de las mujeres normales. 
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administración de GnRH no había modificado significativamente la 

distribución de las isoformas séricas, sugería entonces que al 

menos en estas fases, en las cuales la respuesta de FSH a GnRH se 

encuentra relativamente reducida, los gonadotropos preferentemente 

sintetizan y secretan moléculas de FSH ricas en ácido siálico. Sin 

embargo, los hallazgos del estudio actual nos permiten concluir 

que, independientemente de si el varón se encuentra en la fase 

prepuberal o ya es un adulto totalmente desarrollado, las formas 

más ácidas siempre predominarán, lo cual puede explicarse como una 

consecuencia combinada tanto de una sobrevivencia selectiva en la 

circulación de las formas con mayor vida media (las más ácidas), 

así como de una producción y secreción disminuidas de las formas 

con menor vida media (las menos ácidas). Sin embargo, es muy 

importante resaltar que a pesar de que las formas más ácidas 

predominan siempre, estas lo hacen en menor proporción en los 

sujetos en estadio 5 que en aquellos en estadio 1 de Tanner. Este 

hallazgo puede equipararse con que en la mujer normal, durante la 

fase ovulatoria (fase de mayor actividad hipotálamo-hipofisiaria), 

se secretan una mayor cantidad de formas moleculares de FSH menos 

ácidas en relación con las secretadas en las fases folicular y 

lútea (40) 

Podemos postular que los efectos que llevan a la hipófisis a 

cambiar no solamente la cantidad sino también el tipo de señal de 

FSH entre los individuos prepuberales y los varones adultos, 

pudiese ser progresivamente amplificada, a lo largo del proceso 

28 



lESIS NU LiE8E 
CiE LA fü~UOJECA 

puberal, por el incremento en la T sérica. 

En resumen, mediante este estudio hemos demostrado que existen 

variaciones en las isoformas de FSH sérica al comparar los 

hallazgos obtenidos en individuos prepuberales, con aquellos 

obtenidos en adultos normales, etapas del desarrollo que difieren 

básicamente en la secreción endógena de GnRH, así como en las 

concentraciones de T; desde luego, será necesario incrementar el 

tamaño de la muestra con el fin de poder determinar las diferencias 

estadísticas existentes. Asimismo, el poder estudiar individuos a 

lo largo de todo el desarrollo puberal (estadios 1-5 de Tanner), 

podrá definir con mayor precisión este delicado y fino proceso que 

controla las funciones reproductivas en el varón, ya que este 

mecanismo de regulación pudiese controlar tanto la intensidad como 

la duración de la señal de FSH liberada al testículo a lo largo de 

la vida de los varones. Por último, hay que considerar que para 

atribuir un significado fisiológico a la regulación del 

pleomorfismo de la FSH uno debe de demostrar, como lo hemos hecho 

con este estudio, que las diversas isoformas son secretadas a la 

circulación y así alcanzan la célula blanco; que la producción y 

secreción de las isof ormas se encuentran hormonalmente reguladas y 

que estas isoformas difieren funcionalmente. Para esto último, 

será necesario llevar a cabo un análisis de la actividad biológica 

de cada una de estas formas moleculares que la gonadotropina posee. 
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