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RESUMEN

La sintesis y secrecion de la hormona luteinizante y de Ia estimulante del foliculo esta
regulada por la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). Ambas gonadotropinas
ejercen su accion bioldgica sobre las génadas. Dichas gonadotropinas se sintelizan en
diferentes variantes moleculares. Estructuraimente dichas isoformas son diferentes en
compoesicion de carbohidratos principaimente de sulfatos. Bioquimicamente cada isoforma
presenta caracteristicas fisicoquimicas y biologicas particutares.

Ei objetivo de este trabajo es caracterizar las diferentes formas moleculares de la hormona
luteinizante en sujetos con obesidad y en sujetos de peso normal. Se incluyeron 5 sujetos
obesos y 5 sujetos control; a cada uno se le extrajo sangre cada 10 minutos durante 2 horas
basales; posterior a ello se le administraron 10ug de GnRH y se exirajo sangre cada 10
minutes durante 4 horas, por ultimo se le administraron 90ug de GnRH y se procedié al
muestrec antes indicado. Se consituyeron 3 pozas y cada poza fue somelida a un
cromatoenfoque con el fin- de analizar la distribucion de carga eléctrica por pH de las
diversas isoformas secretadas. En ambos grupos, en condiciones basales las isoformas
fueron predominantemente acidas, o cual puede explicarse como una consecuencia tanto de
una sobrevivencia selectiva en la circulacion de las isoformas acidas, asi como de una
produccidn y secrecién disminuida de las isoformas basicas. Sin embargo, los sujetos con
obesidad presentaron mayor cantidad de isoformas basicas. Al aplicar los estimulos con 10 y
90pg de GnRH las proporciones de isoformas basicas se incrementaron notablemente en los
sujetos con obesidad y en los sujetos de peso normal permanecieron sin cambios notables,
Estos resultados indican que el estado endocrinolégico de los sujetos obesos se encuentra
alterado, lo cual provoca una secrecién preferencial de isoformas menos &cidas
probablemente debido al ambiente endocrine existente en los sujetos obesos { mayor
aromatizacion periférica de los andrégenos y /o mayor sensibilidad a la GnRH).



INTRODUCCION

OBESIDAD

La obesidad se define como un aumento excesivo de grasa corporal que puede ser
un impartante factor de riesgo para la salud, ya que existen estudios hechos en
personas obesas en los cuales se encontrd que son 1.8 veces mas propensas a
presentar enfermedades coronarias e hipertension, entre ofras (Must, et al 1992). La
causa de la obesidad se desconoce; sin embargo, el mecanismo basico de la
obesidad es el resultado del desequilibrio entre la ingestion de alimentos y el gasto de
los mismos. Es dificil establecer criterios precisos para evaluar la obesidad, ya que
desafortunadamente, los diversos modelos existentes no dan las mismas respuestas
al ser comparados entre si. {Lukaski, 1987). Existen técnicas directas para determinar
dicha condicidn, como son ia densitometria, e estimado de agua ftotal, la
cuantificacion del potasio corporal fotal y la excrecion de creatinina
{Lukaski, 1987 Bray,1987). Existen otros métodos indirectos como son la medicion de
pliegues subcutaneos, el indice pesoftalla y el indice cinturalcadera. Estos iitimos son
considerados como los mds precisos para poder clasificar a determinados individuos
oMo obesos (Black et al,1983; Frisancho, 1985; Kissebah y Peiris, 1989; Stensiand, 1990).

Las causas de la obesidad han sido objeto de una intensa investigacion, los factores
ambientales y genéticos participan en una interaccion compleja que incluyen
influencias psiquicas, culturales y mecanismos de regulacion fisiologica. El desarrollo
de la obesidad generalmente comienza en la infancia, algunos estudios retrospectivos
han sugerido que existe progresion directa de un nific obeso a un adulio obeso, se ha
estimado que un 30% de los adultos que son obesos lo fueron durante Ia nifiez yun
80% de adolescentes obesos son adultos obesos {Price et al, 1990).



En estudios realizados con ratas y ratones hay evidencia de algunos factores
genéicos relacionados en el desarrollo de la obesidad, ya que se encantraron genes
Que pueden causar obesidad extrema, y se ha observado Ia existencia de genes
homdlogos en &f humano {Zhang et al, 1994).
Uno de los principales genes que intervienen en los mecanismos relacionados con el
desarrollo de la obesidad es el gen ob. El producto de este gen, Ia lepting, es una
proteina de 16 kilodaltones (KDa) circulante en el suero, y es producida en el tejido
adiposo blanco. La leptina, se une a receptores  especificos en  regiones
extrahipotalamicas alterando la expresién de algunos neuropéptidos ({dopamina,
norepinefrina, el neuropéptido Y (NPY), la galanina y los opioides) que regulan la
funcién neuroendocrina y el constmo energetico (Eimquist, et al 1998; Mantzorros, 1999). Las
concentraciones de leptina en el suero de sujetos obesos se encuentran elevadas, en
comparacion con sujefos de peso normal. Estos altos niveles parecen estar
corretacionados con el percentaje de la masa corporal. Los mecanismos responsables
de esto, parecen estar vinculando a induccién del gene ob, va que se ha encontrado
una mayer cantided de mRNA ob en los adipocitos de sujetos obesos que en aguelios
de peso normal. Los cambios en el porcentaje de grasa corparal son traducides en
cambios en las concentraciones de leptina sérica a nivel de la expresion del gene ob.
Existe una gran variabilidad en los niveles plasmaticos de leptina en los diferentes
grados de obesidad y la pérdida de peso resulta en una disminucion de los niveles
plasmaticos de la misma (Beakes y Kopelman,1996). Las altas concentraciones de feptina
encontradas en el suero de sujetos obesos se debe quiza, a que en ellos existe una
capacidad de respuesta menor a la proteina y organismo intenta compensario
produciendo mas leptina. (Hamilton, et al 1995)



EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADA

La funcion hipotilamica se manifiesta a través de vias eferentes y de una intima

relacion con fa hipdfisis por medio de células neurosecretoras. Es bien sabido que la
secrecidn de fa hipifisis esta controlada por sefiales hormonales originadas en el
hipotalamo, estas hormonas flamadas factores hipotafamicos, son conducidos a la
hipéfisis anterior por pequefios vasos portales hipotalamo-hipofisiarios (Conn, 1984). Una
de estas hormonas o factor es la denominada hormona fiberadora de gonadotropinas
{GnRH), quien controla la sintesis y secrecion de ta hormona luteinizante {tHyydela
hormona estimuiante del foliculo (FSH) (Hseun, 1983).

La sintesis de la GhRH se efectia en las neuronas especializadas del hipotalamo
predptico, y el decapéptido es secretado de manera pulsatil, por las terminales
neuronales, hacia una red capilar especiaiizada que rodea 1a eminencia media, que
es una pequefia arteria que irriga la parte més baja del hipotilamo. Una vez que
alcanza la circulacion porta-hipofisiaria, la GnRH es transportada hacia la hipdfisis
anterfor donde efectia la estimulacidn de la sintesis y secrecion de las gonadotrapinas
{Labrie, 1979}, ‘

Ciertos neurotransmisores modifican el control central de la GnRH, la dopamina tiene
una accion inhibitoria en las neuronas que producen GnRH. La progesterona puede
inhibir los puisos de la GnRH, pero en determinadas circunstancias puede estimular Ia
secrecion de la LH. Los estrogenos administrados en dosis bajas, disminuyen fa

frecuencia de los pulsos de la hormona asi como, Ia respuesta de las gonadotropinas
{Marshall, 1986).

La GnRH, como otros péptidos se encuentra distribuida en el sistema nervicso central
y limbico, se sabe que participa en el control de la conducta sexual de las ratas, en
tas ranas funciona como neurotransmisor y ademas, esta presente en la placenta



humana estimulando la secrecién de la hormona gonadotropina coridnica (hCG)
{Marshall,1988; Amarant, 1982; Moghissi, 1992).

La primera efapa de accién hormonal es la union a receptores hormonales, que se
localizan dentro de la céiula o en la membrana plasmatica. La combinacion de
hormona-receptor suele desencadenar una serie de reacciones infraceiulares en
cascada. Para el caso especifico de la GnRH, ésta se une a receptores especificos
localizados en la membrana plasmética del gonadotropo, células que forman parte de
la hipdfisis, esta unién altera la permeabilidad de la membrana para Ya entrada de
algunos iones y permite fa movilizacion de calcio extra e intracelularmente. La GnRH
activa su receplor y esto a su vez provoca la activacion de las proteinas G, ias cuales
estimufan a la fosfolipasa C, para que produzca la hidrdlisis de fosfatidil inositol 4,5
bifosfato (PIP2), en inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y el diacil glicerol (DAG), o
mecanismo de accitn del 1P3 todavia no es muy claro, pero el DAG activa a la
proteina cinasa C, la cual en forma directa provoca la liberacion de fa hormona
luteinizante (Conn y Hawes,1993; Catt y Stofikovic,1989). La GnRH también induce un
incremento en el calcio intracelular que actéa como un segundo mensajero en la
liberacion de la LH. E! aumento de calcio citosdlico induce la liberacion de ias
gonadotropinas (Catt y Stojikovic, 1989; Conn et al, 1995). La calmodulina es un mediador
intracelular de! calcio, ya que cuando se le une altera la actividad de varias enzimas
del citoesqueleto que se encuentran relacionadas en los procesos secretorios {Conn et
a, 1985). Los mecanismos dependientes del calcio, son los responsables de ia
liberacion inmediata de las ganadatropinas almacenadas en los granulos secretorios,
y de la sintesis de las subunidades de las gonadotropinas (Catty Stojikavic, 1989).

Las hormonas hipofisiarias: hormona estimulante del foliculo (FSH), iuteinizante (LH),
gonadotropina corionica (hCG) asl como la estimulante de la firoides (TSH) son
giicoproteinas, estructuralmente similares que estan formadas por dos cadenas
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polipeptidicas, unidas por puentes de hidrdgeno, denominadas subunidad o, que es
comin en todas las gonadotropinas y la subunidad B que confiere la especificidad
bialdgica e inmunolégica a cada una de efjas {Chappel et al, 1883; Ulloa et al, 1995).

Las gonadotropinas regulan directamente el funcionamiento de las gdnadas
{testiculo y ovario), las cuales tienen la doble funcion de formar y madurar los
gametos, asi como de sintetizar fas hormonas esteroides sexuales necesarias para
preparar al aparato reproductor, tanto para el apareamiento e implantacion como, para
la fertilizacion (Chappel et al, 1983).

En los testiculos la LH promueve que las céiulas de Leydig sintefizen altas
concentraciones de testosterona el cual es un requisito para que exista un buen
funcionamiento de la espermatogénesis. Modula la actividad de algunas enzimas que
participan en !a entrada, reparto y uso del colesterol; en la biosintesis de ciertos
andrégenos (Veldhuis, 1987). Interviene en la estimulacion de la transcripcion de genes
Que codifican para proteinas y enzimas para la adquisicién y distribucidn del
colesterol. De igual manera, juega un papel criico en la regulacion de Ia
gametogeénesis y esteroidogénesis en los testiculos. En la mujer, estimula al ovocito
para su maduracion y ovulacién; ademés de provecar la secrecion de progesterona en
el ovario (Veidhuis, 1991). En ef ovario ef receptor de LH, se encuentra en las células de
fa granulosa (Richards, 1994).

El receptor de LM es un miembro de Ia superfamilia de receptores unidos a oroteinas
G, (Fig. 1) (Simoni et al, 1997: Uloa-Aguirre y Conn, 1998), €l cual consiste de una cadena
simple polipeptidica que varia en tamafio, Ya que oscila entre ios 669 y 742 residuos
de aminodcidos. Presenta un dominio extracelular largo, con miltiples segmentos
repetidos ricos en Leucina (Segakof et al, 1990; Thomas et al, 1996) donde se encuentran 6
sitios de N-glicosilacion, Esta es i parte fundamental de! receptor que proporciona la



especificidad y Ja alta afinidad de la unién con ta  hormana (Thomas et &, 1996},
Presentan una region intracelular carboxilo terminal, con 7 segmentos
transmembranales, se conectan por 3 asas extracelulares vy 3 asas intracelulares,
estas Utimas en especial la tercera asa y la region carboxilo terminal son las
porciones responsables del acoplamiento del receptor con fas proteinas G y activan la
adenilato ciclasa, que se localiza en la superficie citoplasmica de la membrana celular,

después de que se lleva a cabo la unién de la hormona con dichg receptor (Kefton, 1992;
Dattatreyamurty, 1992; Roth, 1996).
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Fig. 1 Receptor de 1a hormona luteinizante



El gen que codifica para el receptor de fa LHMCG en ef humano, se encuentra
tocalizado en los brazos cortos del cromosoma 2, en la banda p?! (Rousseau et al, 1990),
este gen tiene una region codificante constituida por 11 exones y 10 intrones que
corresponde a una proteina de 699 aminoacidos.

Algunos estudios donde se emplearon receptores mutantes demostraron la existencia
de un sitio adicional importante para la afinidad de unién de la LH, localizado en e
segundo dominio transmembranal (Asn383), asi como un sitio de union al ligando de
baja afinidad, en una region especifica de 1a tercera asa extracelular (Lys 583) (Gilchrist
et al, 1906; Ryu ef al, 1996). Aparentemente, este sitio de unién es critico para activar
canales transmembranales especificos que eventualmente Hlevan a ia generacion de
sefiales intracelulares particulares, tales como elevacion y descenso en Ia
concentracion de AMPGC (Gilchrist et al, 1996).

Cuando la hormona se une con el receptor ocurre un cambio conformacional, el
complejo activa una proteina G estimuladora (Gs) con la subsecuente activacion de la
enzima denominada adenilato ciclasa la cual cataliza una reaccion de sintesis del
AMPc (adeni! monofosfato ciclico), el cual funciona como un efector {mensajero
secundario) que activa a las proteinas cinasas dependientes de AMPc, quienes a su
vez fosforilan y activan a varlas proteinas enddgenas, las cuales regulan una gran
diversidad de procesos celulares (Richards, 1994),

Esta sintesis de AMPc continia, hasta que el complejo adenilato ciclasa- proteina G
se separa, y el AMPc comienza a ser rapidamente hidrolizado por las
fosfodiesterasas. Otra sefial que se desencadena es Ia apertura de ios canales de
calcio, el cual penetra en el citosol para iniciar una respuesta intracelular ya que actia
como segungdo mensajero.



£l incremento en fas concentraciones de calcio intracetular no es permanente, ya

que éste es ripidamente bombeado hacia el exterior de la célula (Huckie, 1988).

LIBERACION BIFASICA DE LAS GONADOTROPINAS

Es bien sabido que las gonadotiopinas se secretan de forma tonica o ciclica por

pulsos condicionados por la GnRH. El patrén de secrecién obsesvado en los varones
es el tonico aunque también es uno de los mecanismos observados en Ja muier. Sin
embargo, la secrecion ciclica es la que generalmente se efectia en la mujer en edad
reproduciiva.

La insulina, la vasopresina, el glucagon, al igual que las gonadotropinas son
almacenadas en granulos secrefores de las células y se liberan en forma bifasica (Lacy,
1973). Esta liberacidn se caracteriza por un aumento agudo inicial; posteriormente, se
presenta un periodo de estabilizacion o de caida seguido por una segunda fase de
incremento en la tasa de secrecion. El fenomeno de ia liberacion bifasica se ha
explicado mediante la hipotesis que sefiala |z existencia de dos pozas metabdlicas de
hormona liberable. Se estima que la primera poza metabtlica es sinfetizada en
granuios cercanos a la membrana celular y que es facilmente liberable. La segunda
poza metabdlica originada en granulos no tan cercanos a la membrana de la célula,
posiblemente requiere de [a sintesis de "nove” de hormena y de la activacién del
sistema de microtibulos y microfilamentos, en respuesta a un aumento sosienido de
calcio, To cual ocasiona la migracion de granulos hacia la membrana celular y la
subsecuente liberacion de la hormona (Leong, 1691 y Conn, 1995 ).

Se ha descrito que durante la administracién farmacoldgica de GnRH en
varones normales (por 4 horas) las concentraciones de LH sérica presentan un patron
bifasico de elevacion; es decir, hay un aumento en fos primeros 30 minutos, seguido



por una meseta hasta los 90 minutos, momento en el cual se intensifica de nuevo el
aumento hasta el final de Ia infusion de GnRH (Bremmer, 1974). Esto demuestra que en
las dos fases de liberacion de la LH existen 2 pozas metabdiicas funcionalmente
aclivas, una que es rapidamente fiberable y otra que requiere una mayor estimulacion
sostenida para poder iiberarse al torrente sanguineo (Bremner, 1974 y Beitins, 1977).
Cada una de estas pozas representa diferentes condiciones fisicldgicas, es decir la
primera nos habla de la sensibilidad del gonadotropo y ia segunda de la reserva del
misma, El concepto de la existencia de dos pozas metabdlicas hipofisiarias de
gonadotropinas es (il para el anélisis del significado funcional, tanto de la sensibilidad
como de la reserva hipofisiaria. Si la estimulacion con GnRH es breve (10 po) =
incremento inicial de la concentracion sérica nos indicara la sensibilidad hipcfistaria y
probablemente reflejara la concentracion total de la primera poza. La eslimacion de la
reserva hipofisiaria, requiere de una duracion mas prolongada def estimulo o mayor
cantidad de GnRH (80 ug). La liberacion subsecuente de la hormona probablemente
representa una aproximacion del tamafio de la poza de almacenaje, la cual puede
incluir un componente de nueva sintesis. Al aplicar una dosis elevada de GnRH (100
ug) no se pueden apreciar por separado los componentes de sensibilidad y reserva,
¥a que ia existencia de una accion mas potente ocasiona la liberacion de ambas
pozas (Wang, et al 1976).

MECAN!SMOS DE REGULACION DE LA SINTESIS DE LH

Las tres clases de esteroides secretados por las gonadas (estrogenos, progestagenos

y andrbgenos) se unen a receptores especificos en el hipotalamo y en la hipéfisis e
influyen directamente en la secrecion de gonadotropinas (Winters et al 1979; Gharib et af,
1987; Winters et al, 1992). Los receptores esteroideos se encuentran ampliamente en las



células cerebrales, donde se han relacionado con ia regulacin de la conducta sexual

y la diferenciacion del cerebro (Urban et al, 1991). La secrecion de la LH esta controlada
por la accion de refroalimentacion negativa ejercida par la testosterona M ye
estradiol ( 2 ). La T o sus metabolitos actitan en el Sistema Nervioso Central para
retardar el generador de pulsos hipotalamicos y consecuentemente disminuir la
frecuencia de la liberacion pulsétil de LH (Matsumoto y Bremmer, 1984). La inyeccion aguda
de E: disminuye los niveles de LH asociandose con un incremento en la frecuencia y
una disminucion en fa ampiitud de los pulsos de LH, (Santen, 1975). Los opioides
endogencs desempefian un papel en las acciones de retroalimentacion negativa de
los andrégenos y estrogenos en la secrecion pulsatit de LH en el varon (Fig 2.) {veidnuis
et al, 1984). Existen ofros mecanismos de regulacion de la sintesis y secrecion de las
gonadotropinas a nivel central. La profactina inhibe directamente la secrecién de la
GnRH (Mienkovic et al, 1994; Catogero et al, 1996). La dopamina, inhibe la secrecion de LH
{Quigley et a, 1981). Asimismo, las gonadotropinas pueden actuar en el hipotalamo, al
modular la secrecion de ia GnRH (endécrino), mientras que a su vez la GnRH puede
influir directamente en su propia secrecién (autderina) {Marshall y Kelch, 1986).

Figura 2. Mecanismos de regulacién



ISOFORMAS DE LALH
La hormona luteinizante no es una hormona de estructura Gnica, sino que existe en
miltiples formas moleculares (isoformas), debido a la diversidad de oligosacéridos
qQue se pueden unir a la proteina base, los cuales jegan un papel determinante para
la formacion de las isoformas. Por medio de los avances cientificos en las técnicas
moleculares sabemos que esos diferentes carbohidratos son esenciales para el
ensamblaje de las subunidades, la secrecidn, la inferaccion de la hormona con su
receptor y 1la regulacién de su vida media. Cada isoforma presenta caracteristicas
bioldgicas y fisicoquimicas particulares, como: 2 capacidad de unidn al receptor, fa
vida media plasmética, su actividad biclégica in vivo e in vitro, carga eléctrica media y
puntos isoeléctricos especificos (Uloa-Aguire, 1998). La hormona luteinizante est3
formada por dos subunidades glicosiladas ( o y B), la subunidad o presenta dos
siios de N-glicosilacion localizados en N-52 y N-78, mientras que la subunidad B
presenta un solo sitio de glicosilacion en N-30 (Costagilola et al. 1994). Cada oligosacarido
esta ramificado y es aparentemente heterogéneo en su periferia, con bifurcaciones
que terminan principalmente en sulfatos. (Spratt, 1988). El peso molecular de la LH es
aproximadamente de 30 KDa; éste no se puede establecer con exactitud debido a la
variabilidad de los carbohidratos unidos a la molécula. Sin embargo, estos
carbohidratos no son constantes en la molécula de LH, la cual es sintetizada y
secretada en diferentes variantes moleculares. La hormona futeinizante se encuentra
regulada por la GnRH y otros factores, la hormona tiberadora de gonadotropinas
interviene en la glicosilacion de la hormona. Los sulfatos terminales favorecen la
remacion de las gonadotropinas de la circulacion a su paso a través de las células
reticuloendoteliales hepaticas, uniéndose a un receptor especifico {Fiete et al, 1991). Por
el contrario el 4cido sialico disminuye la captacion hepética {Baenziger, 1996}, Estudios de
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las isoformas de [H, ratifican que los carbohidratos vy, en particular e! contenido de
acido sidlico, es determinante para la union al receptor y para la actividad biologica in
vivo, ya que las isoformas con menor cantidad de écido sidfico son rapidamente
depuradas de la circulacion (Burgon et 4, 1996). La diferencia de isoformas circulantes,
puede estar modulada por la regulacion de la secrecién preferencial de una u ofra
isoforma, o por la desproporcion en la circulacion de enzimas capaces de remover
carbohidratos de la LH y cambios en la depuracién metabdlica. Se han identificado
varias isoformas de LH en la hipdfisis, en el suero y orina de varias especies de
animales, incluido el humano {Van Damme, 1977). La estimacion de su nimero y cantidad
dependen de diversas variables, tales como la técnica utilizada para su separacion y
el estado fisiologico del donadar.

La separacion de las isoformas se puede obtener mediante diversos método; sin
embargo, el que ofrece una ventaja adicional es el cromatoenfoque (CF) ya que las
proteinas que se encuentran fuera de la ventana del pH empleado pueden ser
recuperadas, identificadas y nuevamente procesadas por un pH distinto, sin que exista
pérdida de su actividad bioldgica (Ulioa y Chappel, 1982).

Dentro de las isoformas identificadas por medio del CF o Isoelectroenfoque en
animales como las ratas y hamsters se ha visto que existen de 6 a 7 isoformas
inmunotreactivas (iKeely Grotian, 1985).

En bovinos y ovinos se presentan isoformas que oscitan en los intervalos de puntos
isoelectricos de 5.12- 10.58 (pl) (Zalesky v Grotian, 1991). El intervalo de las isoformas
intrahipofisiarias  y séricas presentan un intervalo de 6.5-10.0 (pI) v las urinarias
oscilanen 6.7- 8.14(pl) (VanDamme etal, 1977).

Diversos estudios concuerdan en que las concentraciones de T y de globulina

transportadora de esteroides sexuales se encuentran disminuidas en varones obesos,
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y, por el contratic, el estradiol se ve incrementado dehido, a la conversion de
precursores de androgenos a estrogencs. Asimismo, puede existir un aumento en la
secrecion de estrégenos en los testicuios (Schneider et al, 1979). La aromatizacion de los
andrégenos a estrégenos se puede flevar a cabo en diversos tejidos, pero
principalmente en el tejido adiposo, y este proceso se ve incrementade con la edad y
la ohesidad (Stiteri y MecDonaid, 1973). Sin embargo, se sabe que al disminuir el peso
actia reversiblemente sobre las concenfraciones de testosterona y de globulina
transportadora  de estervides sexuales (Pasquall, 1988). Con respecio a las
concentraciones de LH y FSH en sujetos obesos, existe controversia debido a que,
rientras ciertos investigadores afirman que fas concentraciones son normales (Kley et
al, 1981; Starin et al, 1987), otros postulan lo contrario, ya que en un estudio se observd que
las concentraciones de LH eran significativamente menores en obesos en
comparacion con sujetos de peso normal (Yermeulen, 1993).

Dufau y Veldhuis, {1987) observaron que el E: puede infiuir en el proceso de
glicosilacion terminal de la hormona luteinizante y la administracion de estrégenos
induce la secrecion de isoformas basicas, aunque ain no se conoce del todo dicho
efecto. Por ofro lado, se sabe que fa T aumenta los niveles de sializacion de las
proteinas en la hipofisis y que al encontrar los niveles de T disminuidas se puede

inducir & una sintesis y liberacién de formas de LH més bésicas {Mitchell et al, 1654),

El planteamiento experimental contemplz la posibilidad de analizar los cambios de la
hormena circulante de manera basal, como de aquelia que se encuentra lista para ser
secretada asi como de sus variantes moleculares. Este estudio resulfa interesante ya
que intenta explorar de forma mas detallada las caracteristicas bioquimicas de la
hormona secretada en condiciones basales asi como, después de los estimulos
farmacolégicos. Asimismo, nos ayuda a comprender el impacto que pueden tener los



niveles de androgenos y estrogenos en los sujetos con obesidad en la distribucién
de las isoformas.
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OBJETIVOS

Caracterizar bioquimicamente las diversas formas moleculares de LH secretadas en
condiciones basales como después de estimulos repetidos con GnRH, en sujetos

cbasos y comparar los haliazgos con lo encontrade en sujetos de peso normal,

HIPOTESIS

Las isoformas circulantes de LH presentaran variaciones en su distribucién por carga
eléctrica en sujetos con obesidad, probablemente presentando mayor cantidad de
isoformas basicas, en comparacion a lo encontrado en sujetos de peso normal.



SUJETOS Y METODOS
E! estudio se realizo en el Institufo Nacional de ia Nutricion, se incluyeron un total de
10 varones (5 coniroles y 5 obesos) clasificados de acuerdo al indice de masa
corporal (IMC} (Tabla 1}. Este se define de la forma siguiente: el peso dividido entre el
cuadrado de la altura (P/A? ) expresado en kilogramos por metro al cuadrado. Se
considera a un IMC de 25 como o limife superior normal, se considera como
sobrepeso al indice enfre 256 y 29.9, y de 30 en adelante se clasifica a un individuo
como obeso.
Para realizar el estudio se obtuvo la aprobacitn del comité de estudios en humanos,
asi como de los sujetos participantes. Los pacientes acudieron al hospital media hora
antes del inicio del muestreo (8:00h} para ser canalizados adecuadamente,
instalandoseles una mariposa # 21, en una vena antecubital. Previo a la obtencidn de
Ja muestra se desecharon 0.4mL correspondientes a la solucion salina administrada.
El protocolo experimental consistié en lo siguiente: a cada sujeto se les extrajeron
inicialmente 3 mi de sangre para ia cuantificacion de LH, FSH, T y Ez basales,
posteriormente se les extrajeron 1.5 mL de sangre cada 10 min durante dos horas en
forma basal; posterior a ello, se administraron 10 pg de GnRH sintética {i.v),
(SERONO de México D. F ., SA de CV) y se exirajeron 1.5 mL de sangre cada 10
minutos durante 4 horas. Inmediatamente después se administraron 90 pg de GnRH
(i.v) y se repitié el muestreo antes indicado durante 4 horas més.
En ninguno de los sujetos estudiados existia antecedente alguno de enfermedad
endocrinolégica y todos ellos cumplieron con los criterios de inclusién sefialados.
Durante las 10.5 horas, los pacientes permanecieron en posicién de decibito e
ingirieron una dieta baja en grasas, alas 9:00h y 14:00h



TABLA 1. CARACTERISTICAS CLINICAS

[ SUJETO l EDAD iMC
Kg/m?
OBESO
1 24 37.69
2 33 30.73
3 25 4548
4 27 36.84
5 28 4
CONTROL
L 1 28 235
| 2 % 24.21
3 23 24.22
4 21 22.85
5 23 2252
Valores de referencia

OBESOS IMC = 35




CRITERIOS DE INCLUSION PARA LOS SUJETOS CON OBESIDAD

1. Sujetos masculinos entre los 20y 35 afios de edad.
2. Presentar un indice de masa corporal mayor o igual a 35 kg/m?

CRITERIOS DE EXCLUSION PARA LOS SUJETOS CON OBESIDAD

1. Presencia de cualquier tipo de enfermedad endécrina asociada o crénica

debilitante después de una evaluacion clinica.

CRITERIOS DE ELIMINACION PARA LOS SUJETOS CON OBESIDAD

1. Alteracion de signos viiales duranie el muesireo.
2. Reaccidn de cualquier tipo a la GnRH administrada en Ja prueba de estimufacién.



CRITERIOS DE INCLUSION PARA LOS SUJETOS CONTROL

1. Sujetos maseulinos entre 20 y 35 afios de edad.
2.- Encontrarse entre las percentilas de 25 y 75 de peso

CRITERIOS DE EXCLUSION PARA LOS SUJETOS CONTROL

1. Presencia de cualquier tipo de enfermedad endécrina asociada o crénica
después de una evaluacidn clinica

CRITERIOS DE ELIMINACION PARA LOS SUJETOS CONTROL

1. Alteracion de signos vitales durante e muestreo.
2. Reaccion de cuaiquier tipo atribuible a la GnRH administrada en la prueba de

estimulacion.



Tabfa 2. CONCENTRACIONES HORMONALES BASALES

[ SUJETO LH=* FSH* ] T E>
{mUlVmL) {mUlimL) ngfmL paimL
OBESO
1 245 2.05 338 58.89
2 245 165 N 56.44
3 5.75 3.00 385 58.59
4 4.40 4,15 4.61 51.74
5 4.80 8.25 332 36.81
CONTROL
1 4,00 8.60 4.00 3492
2 0.75 2,00 5.30 46.87
3 205 3.25 4.00 46.87
4 3.55 2.00 6.24 4347
5 1.30 3860 7.12 30.80
Valores de referenci&n adultos normales.
LH=05-70
FSH=1.0-8.0
T=374100
E». <60

* Media de dos muestras basales tomadas en intervaios de 20min.




CROMATOENFOQUE
Empaque de la columna (PBE-118)

v

Equilibrar con amortiguador de inicio (pH=11.0)

3mL del amortiguador eluyente (pH=7.0)

}

Adicidn de la muestra problema

i

Adicion del amortiguador eluyente (pH= 7.0}

Coleccidn de 64-70 fracciones (2micfu)

v

Adicion del amortiguador eluyente (pH= 4.0)
cuandoelpH=70

\

Coleccitn de 60 ~ 70 fracciones {2mL ciu)

v

Cloruro de sodio 1M
cuando el pH=4.0

v

Coleccion de 20 fracciones

i

Medicion del pH a cada fraccién

Figura 3. Técnica del cromatoenfoque para la separacion de las isoformas de la
hotmona luteinizante en fas muestras problema.



METODOS

La determinacién de las concentraciones hormonales basales de LH y FSH, se
determinaron mediante un andlisis inmunoenzimatico (ELISA) por los técnicos del
hospital y los resultados se encuentran expresados en mUlmL (Tabla 2).

Las muestras de sangre permanecieron durante 30 minutos a temperatura ambiente,
con el fin de que se coagulase, posteriormente se centrifugaron a 1000 rp.m y se
obtuvo ef suero resultante.

Con el fin de evaluar el patron de distribucion de las diversas formas moleculares de la
LH, tanto en condiciones basales como después de los estimulos de 10 y 90 pg de
GnRH, se constituyeron tres grupos de muestras, (GDM) por separado, para cada
sujeto; dos horas basales {GDM 1), cuatro horas pos 10 ug de GnRH (GDM 2), y las
cuatro horas pos 90 ug de GnRH (GDM 3). Cada una de las pozas fue transferida a
bolsas de dialisis con corte de poro de 12,000- 14,000 (Mr Spectrum Medical
Industries, Los Angeles, CA. EUA), dializéndose inicialmente durante 24 horas contra
agua hidestilada y desionizada y postetiormente contra una solucidn de carbonato de
amonio 0.01 M, durante 24 horas mas v, par dltimo se congelaron a ~70° C durante 24
h para finalmente, ser liofilizadas con el fin de resuspenderias en el menor volumen
posible para su separacion en el cromatoenfoque.

Las diferentes formas moleculares de la hormona luteinizante se separaron mediante
un cromatoenfoque (CF) (Fig. 3); método que separa proteinas mediante la
interaccion de la carga de {a molécula con un soporte de carga inmovilizado.

El amortiguador de corrimiento empleado forma un gradiente de pH, de tal forma que
la isoforma eluye cuando alcanza su punto isoeléctrico. £l CF ofrece |a ventaja sobre
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ofros procedimientos, en que las proteinas gue se encuentran fuera del intervalo de
pH empleado pueden ser facilmente recuperadas, identificadas y reenfocadas con
diferentes gradientes de pH. En este caso se utilizé un gradiente de pH de 11.0 2 4.0.

El CF se realizd utilizando como intercambiador idnico a la resina PBE-118
{Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, EUA) para poder incrementar la
resolucién de la separacion de las isoformas, se emplearon columnas de 20 x 1 cm,
squilibradas con 15 volimenes del amortiguador de inicio (Trietilamina-HCL 0.025M,
pH 11.0).

Cada una de las series de suercs liofifizados, se resuspendieron en &l menor volumen
posible (2.5-5.0mL) del amortiguador Pharmalyte (Pharmacia Fine Chemicals,
Piscataway, NJ, EUA} en agua desionizada {1:45 viv) pH 7.0. Antes de depositar los
sueros liofilizados en la superficie de ia columna, se corrieron 4 mL del amortiguador
de corrimiento para evitar la exposicion de la muestra a valores extremos de pH. El
intercambiador iénico y el amortiguador utilizados en el CF, fueron previamente
desgasificados 30 minutos, con €l propbsito de evitar que los fones de bicarbonato
provocaran fluctuaciones en el gradiente de pH. Al termino de que la muestra se
depositd en la columna, y una vez completada su incorporacidn, se agregd el
amortiguador de corrimiento {Pharmalyte pH 7.0). Posteriormente se colectaron 64 a
70 fracciones de 2 mL cada una a 4 C, se midié e pH a cada fraccién y cuando este
alcanzd un valor de pH menor o igual 2 7.0 el amorliguador de corrimiento se sustituyd
por un segundo amortiguador de corrimiento Polybuffer-74 (Pharmacia Fine
Chemicals, Piscataway, NJ, EUA)} en agua desicnizada (1:8 viv) pH 4.0. Se
colectaron 60 a 70 fracciones hasta detectar un pH menor 0 igual a 4.0, momento en
el cual el segundo amortiguador se cambié por una solucidn de NaCl 1M para
recuperar ef material no eluido dentro def intervalo de pH 11.0 - 4.0 (pico de sal).
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PREPARACION DE LOS CONCENTRADOS DE FRACCIONES

CDF agrupadas por unidad de pH

|

Didlisis por 48 horas a 4 C en agua bidestilada
y desionizada. Posteriormente 24 hrs
contra carbonato de amonio 0.01Men
agitacién constante

Congelacién a-70°C

}

Liofilizacion por 48 hrs

Resuspension en agua bidestilada y desionizada

!

RIA de LH

Figura 4. Técnica utilizada para el manejo de los concentrados de fracciones
obtenidos después del cromatoenfoque.



RADIOINMUNOANALISIS DE LH

Curva estandar con LER-807

v

Muestra problema

v
Aforar a 200y con PBS 0.01 M-EDTA-ASB 0.1%

v
LH-1-3 radiomarcada {100pi)

v

hLH- 2 100
Incubacién {18-24 horas)

Suero de carnero (200pl)

v
incubacion (18-24horas)

+

Detencidn de la reaccion (1 mL agua fria)
v

Centrifugacion (3000 rpm X 30 min. A 4°C)
v

Decantado del sobrenadante

v

Medicion de la radiactividad del precipitado

Figura 5. Técnica del radioinmunoandlisis utilizada para la cuantificacion de LH

Inmunorreactiva.



RADIOMARCAJE DE LH POR EL METODO DE CLORAMINA T

25ugdelHI-3

v

Adicion del amortiguador PB 0.5 M (25 p)

\

Adicion del Todo 125 (1mCi)

v

Adicidn de la cloramina T
Agitacion (60s)

Detencitn de la reaccion con la adicion de Metabisulfito de Sodio

v

Vaciamiento de! contenido a una columna de Sephadex G - 100

v

Coleccidn de 30 fracciones lectura de cuentas en cada fraccion

v

Obtencidn de la hormona margada

Figura 6. Técnica utilizada para radiomarcar hormona luteinizante



Después se colectaron 20 fracciones mas y se procedio a medir el pH a cada una
de las mismas. Las fracciones se agruparon por unidad de pH, teniéndose un total de
7 concentrados de fracciones (CDF): de 9.99 — 9.0 {CDF 1), de 8.99 - 8.0 (CDF 2), de
7.99 - 70 (CDF 3), de 699 - 6.0 (CDF 4), de 599 - 5.0 {CDF 5), de 499 -40
{CDF 6), y el pico de sal (CDF 7). Cada uno de estos concentrados se dializarén por
separado con agua bidestilada y deionizada durante 48 horas a 4 C y posteriormente
confra una solucion de carbonato de amonio 0.01M durante 24 horas mas.
Finalmente, las muestras se liofilizaron para resuspenderlas en el menor volumen
posible de agua bidestilada y desionizada y de esta forma poder determinar la
concentracion de LH por medio del RIA. (Fig. 4) Los resultados fueron expresados

como el porcentaje de recuperacion de LH total agregada al cromatoenfoque.

RADIQOINMUNOANALISIS DE LH

La inmunorreactividad se cuantificd mediante un RIA especifico para la hormona
luteinizante {Fig 5). Para dicho ensayo se utilizo el estandar LER-907 {National
Institute of Artritis, Diabetes, Digestive and Kidney diseases, Bethesada, MD, EUA)
(NIADDK) con una sensibilidad de 0.26 ng de L.H inmunorreactiva, diluida en PBS 0.01
M-EDTA-albimina (ASB) 0.1%. El anticuerpo anti-hLH-2 se utilizb a una dilucién final
de 1:500,000 en PBS 0.1M-EDTA- ASB 0.1%.

Como trazador se utilizé al estandar hiH-1-3 radiomarcado con Nal's (Amersham
international Limited, Amerhsham, Reino Unido) por e! método de Cloramina T
descrito por Greenwood et al (1963) (Fig. 6).

La curva estandar y las muestras problema se aforaron a 200 pl con PBS 0.1M-

EDTA-ASB 0.1%, incubandose de 18 a 24 horas a temperatura ambiente, momento
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en el cual se adicionaron 200 pl del segundo anticuerpo (suero de carnero
inmunizado con gamma globulina de conejo a una dilucion 1:10 viv con PBS 0.01
M-PEG 8% y se incubaron durante ofras 18-24 horas. La reaccion se detuvd con
1 ml de agua fria bidestilada y desionizada, seguido por una centrifugacién a
3000 rp.m durante 10 min & 4 C. Posterior a su decantacion, se cuantificd la
radiactividad del precipitado mediante espectrofotometria utiizando un contador
gamma, calculandose la concentracion de LH.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para valorar las diferencias entre grupos, tanto en condiciones basales como
después de los estimulos con 10 y 90 pg de GnRH, se emple6 una prueba de T o
suma de intervalos de Mann-Whitney, segtin fuese el resultado de Ia prueha de
normalidad inicialmente aplicada.

Finalmente, para las comparaciones entre todos los concentrados de fracciones se
utilizo analisis de varianza y intervalos de 1 via de Kruskal-Waliis.



RESULTADOS

La edad y el IMC de cada sujeto incluido en el estudio se encuentran detallados en la
Tabla 1. Las conceniraciones basales de LH, FSH, y E2 de todos los sujetos
estudiados se encuentran dentro de fos timites establecidos como nommales (Tabla 2).
Los valores basales de T en dos sujetos obesos se encuentran dentro de los valores
de referencia y fos tres sujetos restantes estan fuera de dichos valores (Tabla 2). El
anafisis de las muestras séricas por cromatoenfoque demostrd que, bajo las tres
condiciones experimentales (basal, pos 10 y pos 90 pg de GnRH), en todos los
individuos estudiados, la presencia de miiltiples isoformas inmunorreactivas de la
hormona luteinizante, éstas se encontraron en un intervalo de pH de 10 - 4.0, asi
como en aquelias fracciones que no lograron eluir en ese intervalo de pH y que fueron
recuperadas después de afiadir 1.0mol/NaCl.

Para cuantificar las diferencias existentes en los patrones de distribucion de las
isoformas de LH, entre ambos grupos de sujetos asi como entre las diferentes fases
del estudio, cada patrdn de CF se dividié en dos regiones de pH, considerandose el
pH de 7.0 como punto de corte especifico y subdividiéndose asi, en isoformas 4cidas
y basicas. Los cambios existentes en el patrén de distribucion de las isoformas de LH
se expresaron como el porcentaje de abundancia relativa de las diversas isoformas de
LH con valores de pH de elucion menor o igual a 6.99, en relacién con aquellos en los
cuales los valores de elucion de pH fueron mayores o iguales a 7.0 (Figura. 7, Figura.
8y Tabla. 3}

En todos los sujetos estudiados en condiciones basales las isoformas de LH
predominantemente se recuperaron en valores de pH menores a 7.0, incluyendo la
zona de elucion con NaCl. Al comparar los grupos estudiados se encontré que, en

25



condiciones basales, los sujetos obesos presentaron una mayor abundancia de las
formas basicas { 38.61+ 5.27) en relacién con sujetos de peso normat {18.23+ 6.24),
stendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0.001).

Las comparaciones entre los dos grupos de sujetos (obesos y controles) después del
estimulo con 10 pg de GnRH demostraron diferencias significativas en cuanto a Ia
proporcitn de isoformas mayores y menores de pH 7.0 (p=0.017). Presentandose
mayor cantidad de isoformas bésicas en fos sujetos con obesidad y menor cantidad de
isoformas &cidas.

Sin embargo, después del estimulo con 90 pg de GnRH no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupes, en la proporcion de isoformas por arriba y por abajo
del pH 7.0 pero, al igual que en condiciones basales, los sujetos con obesidad
presentaron una mayor abundancia de isoformas basicas en relaciéon con lo
encontrado en los sujefos de peso normal (Tabla. 3 y Figura. 7).

Al aplicar el estimulo con 10 g de GnRH se observd que todos fos sujetos estudiados
presentaron un incremento en el porcentaje de las formas bésicas, comparandolas
con los porcentajes obtenidos en condiciones basales, siendo los sujetos con
obesidad de 38.610+5.23 vs 54.64126.23 (p= 0.002) y para los sujetos de peso
normal de 18.237+6.24 vs 40.948+7.99 (p=0.001). En cuanto al porcentaje de las
isoformas &cidas después del estimulo con 10yl de GnRH éste presentd una
disminucion con respecto zl porcentaje basal. Las diferencias obtenidas fueron
estadisticamente significativas, al hacerse la comparacién de basal vs pos 10 ug de
GnRH que fue en los sujetos cbesos de 61.385+5.27 vs 45.355+6.234 {p=0.002} y en
los sujetos de peso normal de 81.760:6.29 vs 59.049+7.99 (p= 0.001).

Después del estimulo con 90 ng de GnRH hubo una diferencia significativa al

compararse los porcentajes de las isoformas de LH bésicas en condiciones basales
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vs pos 90 ng, los cuales fueron de 38.61045.27 vs 58.182+11.37 (p= 0.008) en los
sujetos con obesidad y en los sujetos de peso normal de 18.237+6.24 vs 46.62013.78
{p= 0.001). Y en cuanto a las isoformas Aacidas después del estimulo con S0pg este
tuvd una disminucion siendo para los sujetos obesos de 61.385+5.273 (p= 0.001) y en
los sujetos de peso normal de 81.760+6.295 (p=0.004).

Por dltimo, al hacerse la comparacién de los porcentajes de LH entre los estimulos de
10 ¥ 90 ug no hubo diferencias en la distribucién de las isoformas acidas ni basicas
{p=0.1).
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Tabla 3. PORCENTAJES DE FORMAS MOLECULARES DE LH EN LOS SUJETOS

ESTUDIADOS
pH SUJETOS OBESOS SUJETOS CONTROL
(promedio  DE) {promedic + DE)
BASAL >7.00 386105273 «4a 18.237 £6.246 3
<6.99 61.385 £ 5.273 ¢ 81.760 £6.295
POS =7.00 54641 +6.233 - an 40948 £ 7.990 &0
10 g GnRH
<6.99 45356 £6.234 -a 59.049 £7.990
POS >7.00 58182 +11.373 &b 46.620 £ 3.728 b
90 ng GnRH
<6.99 41815+ 11.370 ¢ 53375+ 3.728¢

*p <005 vscontroles

8 p<0.05vs pH <6.99 en el mismo grupo de sujetos.
Letras difarentes indican diferencias significativas (p < 0.05) dentro de la misma area de pH en la misma

poblacidn de sujetos.
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DISCUSION

Ha sido ampiiamente demostrado que las glicoproteinas (LH, FSH, TSH y hCG) no
son hormonas de estructura dnica, sino que comprenden un grupo de isoformas. Cada
isoforma posee caracteristicas biologicas particulares, tales como: la capacidad de
union al receptor, vida media plasmética y bioactividades in vitro e in vivo,
caracteristicas que se encuentran intimamente relacionadas con sus propiedades
fisicoquimicas (Utica et al, 1991).

Diversos estudios han demostrado que las concentraciones plasmaticas de
testosterona y de la globulina transportadora de esteroides sexuales (SHBG) se
encuentran disminuidas en varones obesos. A pesar que los mecanismos internos
responsables de esta disminucion se desconocen en la actualidad, se ha demostrado
que la pérdida de peso puede revertirios, lo que ha confirmado que son secundarios al

desarrollo de ta obesidad (Stanik et al, 1981; Zumoft et al, 1990, Glass et al, 1977, Strain et al, 1987:
Pasqualli et af 1988).

Asimismo, se ha demostrado que la respuesta de las células de Leydig, a la
estimulacion farmacolégica con hCG se encuentra dentro de los valores de referencia,
(normales) en los sujetos obesos; sugiriendo con ello que la causa primatia de la
disminucién de las concentraciones de testosterona no se encuentra a nivel testicutar
sino que es debida a una alteracion hipotalamo-hipofisiaria (Gtass, 1977).

Un estudio practicado por Vermeulen et al, (1993) demostré que las concentraciones,
de LH eran significativamente menores, en sujetos obesos que en los no obesos,
ademas que la amplitud de los pulsos de LH y la cantidad total de LH secretada
también se encontraron disminuidas en estos sujetos.

También, es importante sefialar que las concentraciones de Ea y estrona se
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encuentran incrementadas en los sujetos obesos (Schneider et af, 1979). Este incremento
se debe en gran parte, a la conversion extraglandular de precursores de andrégenos a
estrogenos, pero también puede haber un incremento en la secrecién de Esen los
testiculos (Schneider et al, 1979). El Ez puede influir en uno o mas aspectos de Ia
glicosilacion terminal de las moléculas de LH (veldhuis y Dufau, 1987).

La administracion de estrogenos en el humano, induce la secrecion de isoformas
basicas de LH, sin que se haya aclarado si este es un efecto directo o indirecto del
esfrogenc sobre la hipofisis (wide et al, 1996). De igual manera se sabe que la
testosterona aumenta los niveles de sializacion en la hipdfisis.

Enh esta tesis hemos Idemostrado que la secrecién de LH en varones tanto obesos
como de peso normal, en las 3 condiciones experimentales, es altamente heterogénea
liberandose como una mezcla de isoformas, observandose la presencia de miltiples
picos de LH inmunorreactiva, los cuales se encontraron a lo largo de todo el intervaio
de pH estudiado. En ambos grupos, en condiciones basales, las isoformas séricas de
la gonadotropina fueron predominantemente 4cidas. La predominancia de dichas
isoformas en la circulacion, no se habia descrito anteriormente, ya que en ningln
estudio previo se habia utilizado un pH menor a 5.0 (Robertson et &, 1977; Van Damme et al,
1977, Wide, 1985). Nuestros hallazgos demuestran que, independientemente de s! ef
varon presenta obesidad o no, las isoformas 4cidas en condiciones basales siempre
predominaran {Burgon et al, 1996).

En los dos grupos estudiados, todos los individuos presentaron variaciones en la
proporcion relativa de las isoformas por arriba y por debajo de un pH 7.0, después de
fos estimulos con GnRH. Posterior al estimulo con 10 pg de GnRH, en los dos grupos
aumenté la proporcion de las isoformas béasicas. Las proporciones  relativas

encontradas después del estimulo con 90 pg fueron similares a las observadas
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después del estimulo con 10 ug de GnRH, incrementandose discretamente las
isoformas con un pH por arriba o igual a 7.0 en todos los sujetos de estudio. La
respuesta al estimulo con GnRH concuerda con diversos estudios practicados en
animales (Smith, 1982; Ulloa-Aguére et al, 1952) asi como, en humanos (Phillips y Wide, 1994},

Los cambios observados en la distribucion de las isoformas de LH después de la
estimulacién con GnRH podrian deberse a la induccion de cambios en la frecuencia
de la pulsatilidad de GnRH, a cambios en el ambiente esteroidogénico o a una
combinacion de ambos factores. Asimismo, este fendmeno puede deberse a una
secrecion selectiva de dicho tipo de isoformas (Zalesky y Grofian, 1981) o a que
determinadas isoformas poseen una sobrevivencia selectiva, ya que las isoformas
basicas de LH tienen una vida media menor (Burgon et al, 1996).

Ahora bien, hay que considerar que la administracion del decapéptido, atin en dosis
de 10 pg es una prueba farmacoldgica y que los cambios que se presenten no
pueden ser extrapolables al considerar las condiciones fisiologicas existentes en los
sujetos de estudio. Consecuentemente, la mayor proporcion de isoformas basices
presentes después del estimulo con GnRH, representa a las formas recientemente
sintetizadas. Posteriormente, el incremento en ef porcentaje de las isoformas 4cidas
se presenta cuando las isoformas basicas desaparecen mas rapidamente de la
circulacion (Burgon et al, 1896),

Es importante resaltar que aunque las formas 4cidas siempre predominan en estas
condiciones, éstas 1o hacen en menor proporcion en los sujetos con obesidad que en
los sujetes de peso normal, encontrandose diferencias estadisticamente significativas
al comparar a los grupos entre si.

La menor proporcion de isoformas 4cidas en los sujetos obesos puede deberse a los
cambios en la sintesis de estas formas moleculares, promovidos por el ambiente
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endocrinolbgico existente en estos sujetos, bien sea por las mayores concentraciones
de Ez, lo cual pudiese influir en el proceso bioquimico de la glicosilacion terminal de
las moléculas de LH {Veihuis y Dufau, 1987) 0 bien, debido a la disminucién en las
concentraciones de testosterona, por lo tanto la hipéfisis induce una sintesis y
secrecion de isoformas de LH basicas (Mitchel et a1, 1994). Después del estimulo con 10
ng de GnRH se observaron diferencias significativas entre ambos grupos, con lo cual
se podria suponer que !a secrecién basal de GnRH en los sujetos con obesidad no es
igual a la de sujetos control; consecuentemente, estos sujetos no poseen
concentraciones suficientes de GnRH enddgena, por lo tanfo no responden de igual
manera a la GnRH exégena. Posterior al estimulo con 90 pg de GnRH no se
observaron diferencias significativas entre ambos grupos.

Los hallazgos previos nos muestran las diferencias existentes en la sinfesis y
secrecion de isoformas observadas entre Ios sujetos con obesidad y los de peso
normal. Los mecanismos intrinsecos que regulan los cambios de las isoformas de LH
en los sujetos con obesidad, con respecto a los sujetos de peso normal no han sido
definidos, y aunque nuestros resultados contribuyen a un mejor entendimiento de
dichos mecanismos, no permiten aln definirlos con precision. Con base a los
hallazgos de nuestro estudio y en el hecho de que el tratamiento con GnRH se altera
la glicosilacion in vitro de la molécula de LH (Lui, et al, 1976; Vogel et ai, 1986; Ramey et al,
1987) se puede inferir que existe un efecto directo de la GnRH sobre la regulacién de la
micrcheterogeneidad de fa LH.

Por itimo, hay que considerar que para atribuir un significado fisiologico a 1a
regulacion del pleomorfismo de LH es necesario demostrar, como lo hemos hecho en
este estudio, que las diversas isoformas son secretadas a la circulacion y asi alcanzan
la celula blanco, y que la produccién y secrecidn de las isoformas se encuentra
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hormonaimente regulada. Sin embargo, quedaria por demostrar el que estas
isoformas difieren funcionalmente, por lo que sera necesario lievar a cabo un analisis
de la actividad bioldgica que cada una de estas formas moleculares de la
gonadotropina posee y, asi serd posible entender con mayor precision los

mecanismos de regulacion de diversos procesos fisioldgicos.
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CONCLUSIONES

La distribucion de las isoformas de LH en los sujetos obesos en condiciones basales
es diferente a la distribucion existente en los sujetos control, lo cual pudiese ser
consecuencia del ambiente endocrino existente en estos sujetos (mayor aromatizacién

periférica de los androgenos y /o mayor sensibilidad a la GnRH.
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