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RESUMEN

Diferentes estudios en animales han analizado la acciéon de la insulina sobre e! eje reproductivo; sin
embargo, en humanos la accién sobre la regulacion de la LH aun permanece en controversia. Debido a
que los sujetos con diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) muestran reduccion absoluta de la produccién de
insulina, representan un modelo de estudio para explorar cual es la accidn de la insulina sobre 1a funcién
reproductiva.

En el presente estudio se analizaron las posibles alteraciones en la funcion del eje hipotalamo-hipofisis-
goénada. Se diseid un estudio transversal en el que se formaron tres grupos: Personas con DM-1
controlados (A1C <8%), DM-1 descontrolados (A1C >10%) y sujetos controles normales, todos con
actividad sexual adecuada. Los participantes firmaron un consentimiento informado aprobado por el
Comité de Estudios Biomeédicos del Instituto Naciona! de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.
Se les invitd a dos dias de estudios en la Unidad Metabdlica. El primer dia del estudio, se les canalizé una
vena con solucion salina (500 mL/10 h) con lo que se la mantuvo permeable. Se tomaron muestras de
sangre para LH cada 10 minutos durante 6 h y luego se realizé un estimulo con GnRH (10 ng L.V.); se
continué con la misma frecuencia de obtencién de muestras por dos horas y luego se repitié el estimulo
con GnRH obteniéndose nuevas muestras por dos horas adicionates. Al dia siguiente, se llevé a cabo la
estimulacion con hCG (40 Ul/kg de peso actual I.M.), se tomaron muestras de sangre para medir la
concentracion de testosterona (T) cada hora por seis horas, luego a las 24, 48 y 72 h postestimulo.

Se realizd radiocinmunoanalisis y bioandlisis in vitro de LH utilizando células HEK-293 transfectadas con
el receptor de LH recombinante. La T en suero, se midi6é por quimioluminiscencia. Se emples el método
de conglomerados para determinar la presencia de picos de LH y luego, por deconvolucién se calcularon
las caracteristicas secretorias de la hormona.

Nueve sujetos controles completaron los estimulos con GnRH y hCG. Ocho sujetos con DM-1 controlada
fueron estimulados con GnRH y trece sujetos DM-1 descontrolada fueron admitidos al estudio (a 11 se

les realizd estimulo con GnRH y a 9 con hCG. No hubo diferencias clinicas entre los grupos en cuanto a

/



la edad, el estado de nutricién, concentraciones en suerc de cortisol, prolactina, hormona foliculo
estimulante y estrégenos.

La concentracion basal en suero de LH fue mas baja en el grupo con DM-1 descontrolada (11£1.6 UVIIL,
promedio * error estandar) comparado con la de DM-1controlados (19.1+1.8 UI/L) y los controles (18.5£1.5
UI/L). La misma relacidn se observé para !a concentracion maxima de LH durante el primer estimulo con
GnRH, expresado como area bajo la curva: Los sujetos con DM-1 descontrolada (3960+£570 Ul-L-1-min-1)
mostraron casi la mitad de respuesta que los DM-1 controlados (6920+640 UI-L-1-min-') o los normales
(6660+£560 Ul-L-*-min‘1). La masa de LH fue menor en los DM-1 descontrolados (7.0+1.1 Ul/L) comparados
con los DM-1 controlados (11.722.1 UI/L) y los controles (12.9+1.5 Ul/L, p=0.024). El mismo hallazgo se
observd para la tasa de produccion pulsatil de la LH (47+6.3 vs 78+10.5 vs 87111 Ul/6h, respectivamente,
p=0.008).

A pesar de que los sujetos con DM-1 descontrolada mostraron tendencia a menor T basal, la respuesta
maxima despﬁ‘és de tfes dias del estimulo fue normal. No hubo diferencias en las concentraciones de
SHBG ni en el Hlﬁdiice de T / SHBG entre los grupos estudiados. El cociente de actividad biologica /
inmunolég'i‘ca‘bkasal fue mayt;\" en los sujetos con DM-1 descontrolada (0.81+0.106) comparados con los
DM-ﬁ cbntrolados (0.37+0.080) y los controles (0.48+0.057, p<0.02).

Este estudio demuestra gque la insulina juega un papel importante en !a secrecién de LH en sujetos con
DM-1. La menor concentracion basal de LH no se asocié a menor respuesta de T al estimulo con hCG,
lo que es debido a la mayor potencia biolégica de fa LH en los sujetos con DM-1 descontrolados.

Este hallazgo es el primero que muestra un modelo humano que se asocia a la disminucién relativa de

insulina con la secrecion alterada de LH.




1. INTRODUCCION

En el humano las principales funciones del eje hipotalamo-hipofisis-gonada son la regulaciéon y produccion
de hormonas sexuales y la gametogénesis.1 El hipotalamo y la hipoéfisis anterior participan en conjunto
para la regulacién de estas funciones, por medio de la secrecion de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH). La GnRH estimula a las células gonadotréficas de la hipofisis para la sintesis y
liberacién de las hormonas luteinizante (LH) y estimulante del foliculo (FSH). La LH estimula la produccion
de andrégenos por las células de Leydig en e! testiculo y de ia teca en el ovario. La FSH actua sobre las

células de Sertoli y de la granulosa, del testiculo y ovario, respectivamente.?
A. Mecanismos de control del eje reproductor en el varén

La Intima relacion anatomica y funcional entre el hipotalamo y la hipdfisis, dada por el sistema
microvascular portal hipofisiario, dellmxta una via para el paso de sustancias del hipotalamo (como GnRH)

hacia la hipofisis para la regulactén de su funclén hormonal.® Existen diversas posibilidades de flujo

sanguineo de la hipdfisis a sus estructuras vecinas: secrecidn directa al seno cavernoso, a la cardétida, al
liquido cefalorraquideo e mcluso un flujo retrégrado (hipdfisis-hipotalamo), lo cual puede tener
implicaciones en algunos estados patolégicos (v.g. hiperprolactinemia con impotencia). Estos sistemas
se interrelacionan y autocontrolan por medio de mecanismos de retroalimentacion: positiva (estimulaciéon)

o negativa (inhibicion).*

A.l. HIPOTALAMO

El hipotalamo se encuentra debajo y ventraimente del talamo y forma e! piso y las paredes inferiores del
tercer ventriculo. Cada mitad del hipotalamo medial se puede dividir en tres regiones: {a supradptica que
contiene los nucleos supradptico, supraquiasmatico y paraventricular; la region tuberal que contiene los
nicleos ventromedial, dorsomedial y arcuato ademas de la eminencia media y la mamilar; la regién

posterior que contiene el nucleo posterior y varios nucleos rmamilares. Aungue el hipotalamo corresponde

TESIS
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al 0.3% del peso total del cerebro, tiene funciones reguladoras importantes.S La transmisién sinaptica esta
regulada por aminodacidos, monoaminas y neuropéptidos.

Las norepinefrina estimula la liberaciéon de GnRH en el hipotalamo. Otras aminas tienen efectos diferentes,
como el caso de la dopamina, cuyo receptor pertenece a la familia de receptores acoplados a las proteinas
G. La dopamina estimula o inhibe la liberacion de gonadotropinas dependiendo del tipo de receptores: los
D, y Ds interactiuan con G;, por lo que estimulan a la adenitato ciclasa; en cambio, los Dz, Da y Da
interactdan con G;, produciendo inhibicién de la adenilato ciclasa. La serotonina (5-HT) es otra amina,
derivada del triptofano, y ejerce una influencia importante en la secrecion de LH, ACTH, prolactinay GH.
La accion de estimulo o inhibicién de la 5-HT también dependera del tipo de recéptor al que se acople. Se
hakn descrito 16 subtipos diferentes, la mayoria son receptores acoplados a proteinas G. Los receptores
5-HT2c estan ampliamente distribuidos en el area preodptica, nucleo ventromedial, ndcleo arcuato, nticleo
dorsomedial y en los plexos coroideos. Aminoacidos excitatorios como el glutamato (GLU), estimulan la
liberacién hipotalamica de GnRH. El GLU es sintetizado a partir de la glutamina, gracias a la enzima
mitocondrial glutaminasa activada por el fosfato. Debido a su potente actividad tdxica, su concentracién
es sumamente baja. Los receptores GLU son heterogéneos y correspondes a canales idnicos de
diferentes configuraciones, asi como a proteinas G que modulan segundos mensajeros de sistermas como
los del inositol trifosfato y la adenilato ciclasa. El acido gamma-amino-butirico (GABA) es el principal
neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso. Disminuye la secrecidon de gonadotropinas tanto en el
hipotalamo como en la hipdfisis. El GABA se sintetiza a partir de GLU por la decarboxilasa del acido
glutamico (GAD). Los receptores GABA, son canales idnicos oligoméricos, tipicamente muestran una
configuraciéon pentamérica. Los GABAg son receptores acoplados a proteinas G. Se ha observado que se
encuentran el hipotalamo dorsomedial.®

Recientemente se han descrito neurotransmisores gaseosos como el oxido nitrico (NO) y el mondxido de
carbono (CO). E! NO es un mensajero sintetizado a partir de la L-arginina, su descubrimiento vino a
modificar los conceptos actuales de neurotransmisiéon. Este gas activa guanilato ciclasas solubles que
contienen una molécula heme que interactia con dos subunidades. Cuando el NO se une al heme,

produce cambios conformacionales en la enzima, estimulando su actividad catalitica.” En el hipotalamo




estos dos neurotransmisores estimulan la liberacion de GnRH.

Los péptidos liberados por el hipotalamo son la GnRH y péptidos opioides, ambos tienen efectos sobre
la liberacién de las gonadotropinas hipofisiarias.

La GnRH es un decapéptido lineal ampliamente distribuido en el sistema nervioso central (SNC). El
precursor, 1a pro-GnRH contiene 92 residuos de aminoacidos que incluye la secuencia de un polipéptido
de 56 aminoacidos llamado péptido relacionado con GnRH (GAP).? Las neuronas secretoras se localizan
principalmente en el area predptica del hipotalamo anterior; sin embargo, el papel de 1a GnRH contenida
en las neuronas de Ias porciones extrahipotalamicas es desconocida, aunque existen teorias que le

atrabuyen una partxcnpacm‘m en el comportamiento sexual de los sujetos que es potenciado por la presencia

El contenid6 hipotalamico ‘de GnRH depende de distintos factores. Las regiones del nucleo arcuato y la

emlnencta m influidos por la presencia de esteroides gonadales.*'® En ratas, la gonadectomia

dnsminuye contenldo e GnRH y aumenta la secrecion de gonadotropinas. El tratamiento con estrégenos

rewerte esta sit acion sun“ mbargo no existe modificacion del contenido de GnRH en la regién rostral del

hlpotélamo . ciones de GnRH sélo pueden realizarse a nivel experimental en animales,

dado que no ex1sten métodos de determlnaclén directa que sean seguros, y 1a determinacién en sangre

periférica no es representatlva ni confiable para estudios de fisiologia. En estudios en animales de
experimentacion se ha demostrado una correlacién significativa entre GnRH endégena y la secrecion
episddica de LH por lo que se infiere que un estudio apropiado de las pulsaciones de LH en sangre
periférica venosa puede ser un buen indicador de la actividad hipotalamica.'''%'3>' gn base a ésta premisa
se han logrado determinar los principales reguladores de la generacion de GnRH: péptidos opioides
endégenos, androgenos, estrégenos, vias alfa adrenérgicas, neuronas serotoninérgicas, dopamina,
factores de envejecimiento, y la liberacién disociada de LH y FSH. Analizaremos los mas importantes a
continuacion.

Los péptidos opioides y sus agonistas sintéticos ejercen una amplia gama de efectos en la secrecion de
hormonas hipofisiarias, estimulan la liberacién de prolactina. GH y ACTH, e inhiben !a liberacion de LH,

oxitocina y arginina vasopresina. La Met y Leu-encefalinas fueron los primeros péptidos opioides aislados




del cerebro, y desde entonces se han identificado las secuencia de gran cantidad de péptidos con
secuencias similares. La administracién de naloxona © naitrexona (antagonistas) incrementa las
concentraciones en sueroc de LH inmunorreactiva en forma aguda, como resultado de! aumento en la
frecuencia de los pulsos de secrecion, asociado a un incremento en la amplitud del pico de LH.'S8 por
lo tanto el efecto de los péptidos opicides es inhibitorio en la secrecion de LH. La T y los estrogenos

potencializan este efecto inhibitorio.’”*'%1®

A.ll. HIPOFISIS.

Existen muchos ‘ejempl’os de la aparente disociacion en la secrecion de LH y FSH, los cuales sugieren
distir{t; controtl hfpotalémiéo én sﬁ secrecion.?*?! Esto puede ser el resultado de diferentes efectos de los
esteroides sexuales, péptidos gonadales como {a inhibina o las isoformas A, B y AB de la activina®? en la
secrecion de LH y FSH.?® Estudios en animales de experimentacion sugieren la presencia de uno o mas
factores liberadores de FSH, producidos posiblemente por neuronas localizadas en e! area dorsal anterior
hipotatamica.®2*

La LH es una glicoproteina secretada por gonadotropos de la hipdfisis anterior. Tiene una estructura
heterodimérica que consiste en dos cadenas polipeptidicas designadas como « y B unidas por enlaces no
covalentes. La subunidad «a es idéntica para todas las hormonas glicoprotelcas (LH, FSH, TSH y hCG),
en tanto que la subunidad B es especifica y contiene la diferencia estructural y funcional de cada
hormona.? Las modificaciones postraduccionales en los componentes oligosacaridos de las hormonas
glicoprotel.cas, tienen profundos efectos en la carga molecular, in vivo alteran la vida media y la actividad
biolégica de las hormonas.

Los residuos de acido sialico y de sulfato, presentes en los oligosacaridos de ta LH determina su tasa de
depuracién metabdlica, asi como su potencia biolégica. Los sulfatos terminales favorecen la remocion de
las gonadotropinas de Ia circulacion en su paso a través de las células reticuloendoteliales hepaticas; en
cambio, el acido sidlico disminuye su captacion.?® Estas isoformas tienen diversidad de efectos fisioldgicos,
como la:regulacidén puberal, en la que las nifias muestran formas menos acidas que los nifios o

modificaciones en el ciclo menstrual, donde en el periodo ovulatorio la vida media se hace mas corta y
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predominan formas mas basicas que en las fases folicular y lutea.?®

La secrecion de GnRH es episédica?’?%2° y por lo tanto la LH es liberada en forma de pulsos. Los picos
circulantes tienen amplitude;d.uéx'\‘/é}'l:an de! 35 hasta el 270 % del valor basal y ocurren con una
frecuencia de un pulso cada 1 a 27ht'>rars. Las hormonas sexuales alteran la frecuencia y amplitud de los
pulsos de LH en el hombre.“"%"s'?s':f° Dado que la LH estimula a las células de Leydig para la produccion
de andrégenos, la secrecion de las hormonas sexuales también es paralelamente episédica y tiene un

efecto de retroalimentacion negativa sobre la sintesis y secrecion de LH.

Allll. TESTICULO

Los componentes esenclales del testiculo son las células de Leydig, cuyo principal productoes !a T, y los

tabutos semmfferos que comprenden la mayor parte del testiculo. Ambos estan interrelacionados y

requleren‘de Ia umdad h}upotélamo-hnpofsnana para el mantenimiento de su funcion.

1) Camblos en Ia funcuﬁn biosintética de los gonadotropos en respuesta a una alteracion en la frecuencia
de Ios pulsos de GnRH

2) Efecto directo en la sintesis, procesamiento post-traduccional de carbohidratos y/o en la secrecién de
LH por las células gonadotrépicas. Esto se refleja en los resuitados de estudios clinicos donde el cociente
actividad bioldgica / inmunoldgica (B/l) de LH disminuye en hombres normales a quienes se administra
dosis supresoras de dihidrotestosterona,®' 32 del mismo modo ésta relacién aumenta con el tratamiento
antiandrogénico.*®

La regién ubicada entre los tubulos seminiferos es conocida como zona intertubular o tejido intersticial,
y aqui se encuentran las células de Leydig. En la etapa fetal tienen una morfologia epitelioide,
posteriormente se modifica con aumento del tamafio del aparato de Golgi, de las mitocondrias y de
vesiculas, que secretaran esteroides del tipo andrégenos. Se han identificado peroxisomas que contienen

una proteina transportadora de esteroles, lo que sugiere una participacidon activa en el transporte de

i2




colesterol.>*

El control de la producciéon de T es gracias a la LH, la que se une a receptores especificos en la superficie
de las células de Leydig. La interaccion de la LH con el receptor activa la via del AMPc a través de
proteinas que ligan al GTP.* sin embargo, también podria modificar la concentracién intracelular de calcio
por activaciéon de la via de Iipoxigenasa.“s La accién de la LH permite una serie de eventos que resultan
en la provision de colesterol como sustrato y estimulacion de la enzima que rompe la cadena lateral y que
convierte el colesterol a pregnenolona con lo que deriva la cascada de esteroides que llegara a los
andrégenos.

Estrégenos. El exceso de estrogenos endégenos en el hombre, suprime la amplitud, pero no !a frecuencia
de las pulsaciones espontaneas de LH inmunorreactiva.?” Los estrégenos también controlan la actividad

biologica de las moléculas de LH liberadas.?®

E. Diabetes Mellitus tipo 1.

La diabetes mellitus constituye un grupo de estados patoldgicos caracterizados por alteraciones en el
metabolismo de los hidratos de carbono y de los lipidos. Se considera que la patogénesis puede ser por
la ausencia de la insulina o por alteraciones funcionales de la misma, de la hormona per se, alteraciones
del receptor o con mayor frecuencia de alteraciones a nive! post-receptor. Estas situaciones conducen a
hiperglucemia y complicaciones secundarias entre las que destacan: vasculopatia, neuropatia, retinopatia
y nefropatia, ademas de alteraciones agudas como cetoacidosis y estado hiperosmolar.

La diabetes meliitus tipo 1 (DM-1) es un ejemplo clasico de éste grupo de enfermedades, dada la
incapacidad del pancreas para producir insulina, conduciendo a! grado maximo de alteracién para
metabolizar carbohidratos, proteinas y lipidos, asi como acompafarse de un desequilibrio de las hormonas
contrarreguladoras, principalmente catecolaminas, glucagon, glucocorticoides y de la hormona de
crecimiento.

En la DM-1 existen ciertas anormalidades que potencialmente pueden aiterar la funcién del eje
reproductor. En modelos experimentales, la diabetes se encuentra invariablemente asociada a disfuncién
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de este eje reproductor y aparentemente la deficiencia de insulina juega un papel crucial en esta

anormalidad 3%40:41:4243.44.45 Es bien conocido por estudios en animales de experimentacién que la insulina

“Tias 'ratasrﬂ{acrhc; con diabetes experimental presentan

potencia ei efecto de Ia LH en Ta- est dégéné%is.

una marcada dlsmlnuc én

disminucién en el conte jle'receptores para la LH.*® En la unidad hipotalamo-hipofisaria de las ratas

con diabetes expenmen se observa disminucién acentuada en la funcion de los gonadotropos, asi como

H 3328495051 15 vitro, 1a insulina tiene un efecto directo sobre la hipofisis aumentando

de la respuesta a GnR

la secrecidn basal de la ‘asi.como la 'magnitud de la respuesta a GnRH.

La funcién del‘eje rep ip'a_t_:‘ief)tes con DM ha sido poco estudiada. Murray y colaboradores®

estudiaron uh ‘gryubo de diabéticos, co‘nﬁs‘a 28 afios de evolucion clinica de la enfermedad y que cursaban

con neuropatfa v15cera man} stada principaimente por impotencia organica primaria) en presencia o

ausencna de enfermedad vascular Detectaron concentraciones de T libre en suero disminuidas con
elevacién concomitante de las concentracxones de LH urinaria, postulando la presencia de hipogonadismo
hipergonadotrépico como causa de la impotencia organica. En este estudio no se informé del grado de
afeccién renal de los sujetos estudiados, la cual per se puede alterar la funcion del eje,*® ni tampoco
incluyd controles de edades similares. Otros estudios han informado concentraciones en suero normales
o disminuidas de gonadotropinas asi como de T circulante, 455555758 parg ninguno ha diferenciado los
ciiferentes tipo de diabéticos.

No existen, en la actualidad, estudios sobre el analisis de las caracteristicas de la secrecién pulsatil de las
gonadotropinas en personas con diabetes, lo cual es un aspecto critico para investigar los mecanismos

fisiopatogénicos involucrados en las alteraciones de la funcién del eje reproductor. En el paciente con DM-
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1 y descontrol metabélico podrian existir una pluralidad de factores que, de manera independiente,
contribuyen a la disfuncion del eje reproductor masculino. Por otro lado, la deficiencia de insulina podria
inducir disminucién en la produccion de andrégenos, la cual a su vez alteraria la funcion del eje
hipotalamo-gonadotropo (particularmente la relacionada con el control de la sintesis y secrecion de la LH)
tanto cualitativa como cuantitativamente. En pacientes descontrolados en forma crénica y con periodos
repetidos de hipoglucemia, asociados a irregularidades en la terapia sustitutiva, la disfuncién del eje podria
estar relacionada con periodos de estrés y la consecuente elevacién de los opioides endégenos y del

cortisol en respuesta ‘a'lo‘ys episodios agudos de hipoglucemia. Los primeros podrian ejercer = efectos

supresores del. eje a’nivel hipotalamico, y el segundo a niveles hipofisario como gonadal.*%%%° | 5

presencia de neﬂiopatla agravaria o induciria dicha disfuncion, 425162

D. Estudios recientes en animales de experimentaciéon

Bucholtz y cols, ® estudiaron los efectos agudos de la hipoinsulinemia durante el periodo de crecimiento
de corderos diabéticos. Se incluyeron 6 animales machos a los que se realizé gonadectomia a los 7 dias
de nacidos para evitar influencias de regulacién negativa por la produccién de esteroides. Estos recibieron
dos dosis de estreptozotocina (100 mg/kg i.v.) y luego de dos semanas se demostrd la presencia de
diabetes e hipoinsulinemia, por lo que recibieron tratamiento con insulina lenta vacuna o porcina
subcutanea cada 12 horas. Luego de la inyeccidn con estreptozotocina, los animales perdieron peso y la
ritmicidad de la secrecidon de LH, sim embargo, luego de implementar el esquema de dosis de insulina,
se observé recuperacion del ritmo de crecimiento y la frecuencia de pulsos de LH fue comparable a la
condiciéon de prediabetes.

En otra fase del estudio, se midi6 el efecto agudo de la suspensiéon de insulina en la secrecion de LH al
suspender bruscamente la insulina. A las 24 horas del retiro de la insulina, se observdé un aumento de la
glucosa circulante, acidos grasos libres, cortisol, y cetonuria. La frecuencia de pulsos de LH disminuy6 de
8.120.26 pulsos/6 h hasta 6.010.6 pulsos/6 h a las 96h, acompanado de aumento de los acidos grasos

libres y disminucion del peso corporal.




El cambio observado en la frecuencia de pulsos de la LH revirtié luego del tratamiento agudo con insulina,

ademas dlsmlnuyeron las concentramones de glucosa acidos grasos libres y de cortisol. Se evalué el

efecto de esteroldes gonadales tlllzando |mplante de estradlol, con lo que se observé una acentuacion

ida al estradlol Concluyeron que la presencia de insulina es

aumen!é en forma ‘significativa al momento ‘'de |nfund|r la insulina en el ventriculo, independiente de la

g I ucem la
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Il. JUSTIFICACION

Existen estudios en los que se ha analizado la accién de la insulina sobre el eje reproductxvo de

mamiferos, sin embargo, su importancia en la regulacién de la sintesis y secrecuén LH en el hombre es

aun incierta. Las alteraciones del eje hipotalamo-hip6fisis-géonada han sido poco estudxada en varones con
DM-1. La produccién pancreatica de insulina se encuentra alterada en la DM-1, por lo que en esta

condicién representa un modelo de estudio para analizar la accién de la insulina sobre el eje reproductor

En el p:res"éht Stuaié. se incluyeron varones con DM-1 sin manifestaciones tardias de la enfermedad,

par’a"ré;ép'lorar s~efecfos del descontro! metabdlico secundarios a deficiencia relativa de insulina, en la
funcxén del eje hlpétélamo-h|péfs1s-génada. El propdsito fundamental fue analizar si la deficiencia relativa
NS de alterar la secreciéon pulsatil de la LH, cambiar sus caracteristicas quimicas (medida
en forma mdlrecta por la vida media plasmatica y la actividad bioldgica in vitro) y modificar la respuesta
del |nterstlc10,testlcular al estimulo con hCG. Para lograr estos propésitos se estudiaron la funcién

hipofisaria y testicular de varones adultos con DMID durante periodos de descontrol y control metabdlico

y los resultados fueron comparados con aquellos obtenidos de sujetos normales.

. OBJETIVOS

A. Objetivo General:

Estudiar [a funcion del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo en varones con DM-1 comparando dos diferentes
condiciones de control metabdlico determinados por la glucemia y la hemoglobina glucosilada (A1C): en

control aceptable de la glucosa (DM-1 controlados) y en mal control de la glucosa (DM-1 descontrolados).
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B. Objetivos particulares

1. Analizar las caracteristicas de !a secrecién episodica de la LH y su capacidad funcional en varones con

DM-1.
2. Analizar, en forma indirecta, cambios en la estructura molecular de la LH secretada por varones con

DM-1 a través del estudio de su depuracion plasmatica y Su éépacidad para inducir la produccion de AMPc

en sistemas in Vitrd.

3. Analizar la reserva testicular en varones con.DM-1,"en términos de secrecién de T en condiciones

basales y de estimulacién ex 2 con 'gonac p nica Hpmana (hCG).
4. Analizar los efectos del descontrol metabdlico cronico en la funcion del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo

en pacientes con DM-1.

IV. HIPOTESIS GENERAL

El descontrol metabdlico por deficiencia relativa de insulina en pacientes con DM-1, se asocia a
alteraciones en la funcidn del eje hipotalamo-hip&fisis-testiculo. Estas alteraciones ocurren a 3 niveles:
a. En el hipotalamo: la secrecion episédica de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) se
encuentra alterada;

b. A nivel hipoﬁsariq: la produccion, secrecion y estructura molecular de ia LH se encuentran alteradas
como cons’e,cuencia de la disfuncién hipotalamica y las deficiencias relativas de insulina y de T;

c. Enel testfqulo: la'prf.c::duccién de T basal y estimulada con hCG se encuentra disminuida.
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V. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio se disefd como comparativo, transversal, experimental y prolectivo.®® Se analizaron las

caracteristicas de la secrecién pulsatilde la LH y la réserva testicular de varones con DM-1 controlados

(A1C < 8%), DM-1 descontrolados (A1C > 10%) y un grupo, de ”\V/éi’ro'nes'sin DM-1 (controles). Para estudiar

las caracteristicas de !a secrecién episédica de Ia' LH |os pacnentes se sometieron a un muestreo

sanguineo frecuente cada 10 minutos durante 10 horas asl corno a dos pruebas de reto con GnRH
exogeno. . . i ) B
La reserva testicular se estudié mediante la administracién de‘una dosis unica de hkCG, yla bbfenf:ién
subsecuente de muestras sanguineas a intervalos de una hora durante 6 horas Yy posteriormente cada 24
horas durante tres dfas para determinar las respuestas temprana y tardla con el estimulo. Estos

procedlmlentos se Ilevaron a cabo tanto en pacientes en descontrol metabdlico moderado asi como en

aquéllos que se encontraban en condiciones de control estricto. Se estudido ademas un grupo de sujetos

sanos,: de edades snmllares a los pacientes, que se sometieron voluntariamente a los procedimientos

seﬁalados. B

TESIS CON
LLA DE CHIGEN
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Vi. SUJETOS Y METODOS

A. Sujetos

Para el analisis de la secrecién pulsatil y la reserva hipofisiaria de LH se estudiaron 28 varones, con edad
comprendida entre los 20 a 30 afios de edad. Se incluyeron 11 DM-1 descontrolados, 9 sujetos DM-1

controlados durante los ummos 2 meses que precedian al estudio. El grupo control estuvo constituido por

9 varones adultos sanos de edades semejantes a las de los grupos con DM-1, con indice de masa
corporal (IMC) ents Y. 27 y sin tratamiento farmacolégico alguno.
=] anél!sns del estimu ) d T por hCG se efectud en 27 sujetos (9 en cada uno de los grupos ya descritos).

Hubo dos su;etos (DM -1 ontrolado y descontrolado) a los que unicamente se les realizé estimulo con hCG

sin prueba con GnRH' En camblo, cuatro pacientes (DM-1 descontrolados) no completaron los tres dias

posterlores ala pru‘epa,de hCG.,kpor lo que solo entraron al analisis de GnRH.




e T E

B. Criterios de elegibilidad

Criterios de inclusion

1. Indice de masa corporal entre 18.5 y 27.
2. El grupo de DM-1 descontrolados fue establecido considerando la concentracion en sangre de A1C

mayor de 10 y menor de 14%.%° Ademas de un promedio de la concentracién en suero de glucosa en

ayunas entre 200 y 300 mg/dl, en por lo menos en 3 ocasiones diferentes inmediatas al inicio del estudio.

3. Ambos grupos de DM 1 deblan mostrar ausencia o presencia minima (+) de cuerpos ceténicos en orina.

4. Evolucxén clinica de DM-1 menor de 7 afos.

5.El gi'upo de DM-1 descontrolados fue tratado con esquemas convencionales de insulina (1 6 2 dosis de
insulina intermedia humana con o sin insulina de accidn rapida junto con la intermedia). En el caso del
grupo de DM-1 controlados se utilizé esquemas intensivos (la mayoria de ellos con insulina humana de
accion rapida o ultrarrapida antes de cada comida e insulina humana NPH a las 22:00 horas).

6. Presentar en los 3 dias previos al estudio concentracion de hemoglobina superior a 12 g/L. y hematdcrito
mayor de 36%.

7. Sexuaimente activo.

8. Firmar el consentimiento voluntario e informado de participar en el estudio.
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Criterios de exclusién

1. Presencna de nefropat[a diabética manifestada como macroalbumiuria (albuminuria > de 300 mg/24 h)

[ msuf‘cuenma renal

2. Enfermedad coronaria establecxda o insuficiencia vascular arterial en alguno de los miembros o con

mamfestacnén ica n snstema nervioso central.

3. Presencna e infeccion aguda

4. Presencna : sterolemla (colesterol de LDL mayor de 160 mg/dL).

5. Pres:én artenal sistolica mayor de 140 mmHg 6 dlastéhca mayor ‘de 90 mmHg. o diagnéstico establecido

1. Alteracxén aguda en la prestén arterial, frecuencna cardlaca o temperatura. que indiquen la posibilidad
de alguna modificacion fisiolégica durante el estudxo

2. Decision voluntaria de no continuar en el estudio.

C. Método y procedimiento

Los DM-1 fueron invitados a participar al momento de asistir a la consulta externa de diabetes del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), solo dos pacientes fueron
procedentes del Hospital General de México. Para el grupo control, se invité a jovenes estudiantes de
medicina de! INCMNSZ. Se les explico, a todos los sujetos, el procedimiento detallado del estudio y se
insistié que en caso de no aceptar, su tratamiento © actividades en el Instituto no se verian afectadas. Se
registréd informacidn sobre la edad, peso, talla e historia clinica de actividad sexual. Firmaron un

consentimiento informado que habia sido aprobado por el Comité de Etica en Humanos del INCMNS2Z.
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Si el sujeto mostraba A1C > 10%, y cumplia los criterios de inclusién, se tomaba un nuevo examen a las

cuatro semanas y en caso de méntenervla A1C >10% se incluia dentro del grupo de DM-1 descontrolados

y se obtenian muestras‘de' ééngi’e par'a"el"éstijdlo.‘ En‘'caso de tener la A1C < 8%, se tomaron muestras

de sangre cada cuatro sema as'e es mas. Una vez demostrado que mantenia la A1C en los

niveles descntos se le incluyo e grupo de\DM-“l controlados y se sometieron la estudio. En el caso que

un paciente conDM- mostrara na-A1,C'dis¢retamente por arriba de 8%, pero menor de 8.5%, se le

modificaba Ia de la insulina para utilizarla entre tres a cinco veces al dia durante

al menos o"&':hb_sema}n‘as na vez que el paciente alcanzaba cifras de A1C por debajo de 8%, se le

mantenia po nivel durante 8 semanas mas.

general Post i« ) 3 una punctén de una de las venas antecubitales con un catéter Jelco de!
#18, ejando Ia via de acceso venosa permeab!e con la infusion lenta de una solucién salina fisioldgica

(50 mLIh). La obtenq:én dg las muestras sanguineas (3 mL/muestra/10 minutos) se inicié a las 08:00 h

y concluyd a las 18:00 h'._D ,s;j:lu‘és de haberse completado 6 horas de muestreo, se les administré una

dosis de 10 ug de GnFRH"(‘VM'OO h) y a las dos horas se repitid el mismo estimulo (16:00 h), cada uno de

estos estimulos se le como bolo intravenoso rapido. Cada muestra permanecié a temperatura ambiente

1 hora y posterlormente se centrlfugé a 3000 rpm a 4° C durante 15 minutos. El suero resultante se

almacend en congelag:’én'(a -20° C hasta que se determiné la medicién de LH inmunorreactiva.

Los sujetos con DMY-1 recibieron la dosis y tipo de insulina habitual, asi como una dieta blanda (desayuno

alas 08:00 hy comld,’ a las 14:00 h) con distribucion de macronutrimentos CHO 50%, proteinas 20% y

lpidos 30%. El dfa del estudlo se determind la concentracion de glucosa en las muestras obtenidas antes
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y dos horas después de los alimentos. Los pacientes permanecieron encamados, en posicion de decubito
dorsal o con el respaldo elevado 45° y no se les permitié dormir.

Este estudio permitié analizar los siguientes aspectos:

1. La sensibilidad y reserva hipofisaria de LH a! GnRH.

2. Las caracteristicas de la secrecién episddica de la LH.

En el ségﬂndo ‘arla de estudio los voluntarios acudieron nuevamente a la Unidad Metabdlica y se siguid el
misfné prébédirr’i‘iénto del dia anterior con las siguientes modificaciones: Después de obtenida ia primera
muestra basal (a las 08:00 h) se inyecté hCG por via intramuscular a la dosis de 40 U/kg de beso:
pogteriéfménte se obtuvieron muestras cada hora durante 6 horas asi como a las 24, 48 .y 72 >hkoras.
Despi.;és de su obtencidn, cada muestra permanecio a temperatura ambiente 1 horay posteriorrhéﬁte 'se
centrifugd a 3000 rpm a 4° C durante 15 minutos. El suero resultante se almacené en congelaciéri‘a -20°
C hasta la determinacién de su contenido de T. .

Este segundo estudio permitié analizar:

1. Las respuestas temprana y tardia del intersticio testicular al estimulo gonadotrépico.

2. La reserva testicular.

D. Determinaciones hormonales

La concentracion circulante de LH inmunorreactiva se determind mediante radioinmunoanalisis.’” Se
empled NIH LH-I3 marcada con 2% (actividad especifica de 70-90 uCi/mg de proteina), anticuerpo utilizado
para LH-2 humana (dilucién fina! de 1:800,000) y LER-907 como estandar (1 mg de LER-907 equivale a
277 UI).®' Los coeficientes de variacion intra e interanalisis fueron 4.1%-6.2% y 6.1-11.3%,
respectivamente, sobre rangos de desplazamiento de 15-23%, 45-59% y 75-84%.

La FSH se cuantificé en una poza comun formada con las muestras de las 6 horas basales del primer dia
de pruebas, se considerd el estandar de gonadotropina de la Segunda Reunién Internacional para
Preparacién de Referencias.®® La prolactina se determiné por ELISA (Immunometrics, London, UK)
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empleando la Preparacion de Referencia Internacional de la OMS 84/500. La sensibilidad del analisis fue
20 mUI/L, con un rango absoluto de 40-310 mUI/L. E! estradiol se midié por una radicinmunoanalisis de
fase soélida (Diagnostic Products, Los Angeles, CA), SHBG se cuantificd con fluorinmunoanalisis (Delfia,

Wallac, Inc. Turku, Finlandia) y el cortisol por radioinmunoanalisis (OMS Matched Reagent Program,

Geneva, Switzerland).
Las concentracion circulante de T se determinaron mediante analisis enzimatico de quimioluminiscencia

en un analizador automatizado (Immulite®). Este método supera al radicinmunoanalisis (RIA) de muestras

extraldas con solventes organicos.5®

Bioensayo in vitro de la LH

El suero obtenidd de Ias',muéstras de sangre tomadas durante 10 horas, fue combinado en tres pozas para

cada uno de losi;ujéto’ 2] pérlodo basal de 6 horas, y los dos periodos que correspondieron a las dos

haras luego de'los estl ulos con GNRH. En estas pozas se analizd la respuesta de LH en células fetales

de rifion humano transfectadas con ADNCc del receptor de LH humano (HEK-293). Estas células expresan

en forma esta Ire € ptor de LH humano, fueron donadas por el Dr. Aaron Hsueh de la Universidad de
Standford de los Estédos Unidos. El contenido de LH inmunorreactiva fue también cuantificado.

Las éélulas HEK—293 fueron cuitivadas en DMEM (Dubelco's Modified Eagle Medium. Life Technologies,
Inc., Géithersburg, MD), bajo en glucosa, a pH de 7.3, y suplementadas con 5% suero fetal de termera, 2
mmol/L L-glutamina, 100 mg/mL geneticina (Life Tehcnologies, Inc.), 50 U/mL penicillina y 100 mg/mL de
estreptomicina (Sigma, St. Louis, MO) y crecieron en botellas de cultivo de 162-cm? (Costar, Cambridge,
MA). Luego las células (5 x 10* células / pozo de cultivo) fueron lavadas y expuestas a dos dosis diferentes
(25 y 50 ulL) del suero de cada poza o a LH recombinante humana (estandar) en la presencia de 0.2

mmol/lL de 1-metil-3-isobutilxantina (Sigma), suplementados con DMEM durante 24 h a 37°C. Todas las

muestras (de los sujetos y las que se emplearon para las curvas estandares) fueron diluidas con suero




de mujeres que utilizaban anticonceptivos orales (suero libre de gonadotropinas).

El medio de cultivo y las células fueron incubadas a 96°C durante 3 minutos y almacenados en congelador

"’—20“0'."'!_'575' 1sib d d nalisis fue de 0.05 ng por tubo de LH recombinante. Todas las pozas de
cada lnlelduo fueron mcubadas por triplicado para el bioanalisis y se corrieron en un solo analisis. Los

coeﬁcuentes de vanacxén inter e intraanalisis fueron menores de 18% y de 14%, respectivamente.

Radioinmunoanalisis de AMPc

La concentracnén total de AMPc (intra y extracelular) se determind por radioinmunoanalisis (R1A) luego de
acetllar las muestras y los estandares de AMPc. El RIA de AMPc se determiné empleando 2-O-
monosqcemxl A‘M‘Pc tirosilmetil-éster (Sigma) radiomarcado por el meétodo de la cloramina-T y el antisuero
anti-AMPCc CV-27 cAMP (NIADDK) a una dilucién de 1:50 000, albumina sérica bovina (ASB) al 0.1%, pH
6.1. Como trazador se utilizd 2-O-monosuccinil tirosil-metiléster de AMPc (Sigma Chemica! Co, St. Lous
MO USA) radnomarcado con '251 Luego de incubar a 4°C durante 24 h, el AMPc libre y el unido fueron
separados por precnpntacxén con etanol, seguido de centrifugacion a 1200 x g a 4°C. La sensibilidad del

anéllsns fue de 4 fmolltubo y los coefmentes de variacion intra e interanalisis fueron entre 8 —12 % y entre

4 —6 %, respectavamente La actlvxdad biolégica de la LH se calculd por interpolacién. Los datos se

expresaron como el promedlo del cocnente de actividad bioldgica / inmunolégica (B/1).

=hi
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E. Analisis estadistico

Los datos se expresaron como el promedio + la desviacion estandar. Se realizaron estadlsticas de
resumen asi{ como graficas de cajas para determinar la distribucion y presencia de valores extremos de
los datos. Para las variables de tipo cuantitativo se realizé una prueba t de Student para muestras
independientes. El analisis de varianza se utilizé para determinar diferencias entre los resultados
genefados ernwlous 3 grupos (pacientes con DMID en descontrol y control metabdlico y controles normales).
Paré“losrvtdﬁfféétgs boSt hoc se realizéd prueba de Newman-Keuls y se consideré como estadisticamente
diferéﬁtéé éqﬁéilos contrastes con error tipo | menor del 5%.

La réép'uesta de LH al estimulo con GnRH y Ia testicular a la administracién de hCG se analizaron con el
méfodo de trapezoides para calcular las areas bajo la curva. La identificacién de pulsos de LH basal se
analizé por conglomerados (Cluster analysis). La frecuencia, a_mpli!ud,vmasa de los puisos hipofisiarios
y la vida media (t ¥2) de la LH se calculd por deconvolucion. Los picés y héaires’,fueron ponderados a 1/1
puntos; y se utilizé t de Student con un valor de 2.6/2.6 para detectar; aurﬁeﬁtés ’o di#minuciones. Este valor

de 2.6 a un valor de significancia de 0.05 para dos colas y con 5 grados de libertad.'

VIl. Implicaciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité de Investigaciéon en Humanos detl Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricidén Salvador Zubiran. Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado en el
que se le explicé el motivo del estudio asl como la posibilidad de participar en forma voluntaria.

Los DM-1 descontrolados se mantuvieron sin cetosis, éste periodo de descontrol relativo se mantuvo
durante los 5§ dias dei estudio. Ninguno de los pacientes mostré complicaciones agudas, cetoacidosis u

otra que ameritara hospitalizacion.

Una vez finalizado el estudio, los pacientes permanecieron en la consulta externa y a todos los
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descontrolados se les modificd el esquema o el tipo de insulina con el objeto de mejorar su control.

Viil. Resultados

A. Desgaste (attrition) de la muestra de sujetos estudiados

La pérdida de pacientes en la muestra fue poca: Nueve sujetos controles completaron los estlr.ndl‘os con
GnRH y hCG. Nueve sujetos con DM-1 controlados ingresaron al estudio, sélo en uno no se'realizé el
estimulo con GnRH pero si con hCG. Trece sujetos DM-1 descontrolados, fueron admitidos 'al estﬁdio, sin
embargo, en cuatro de ellos la prueba con hCG no se realizé o fue incompleta. Ademas en un sujeto no
se realizo prueba con GnRH y en otro el radioinmunoanalisis de LH.

En la tabla 1 puede apreciarse las caracteristicas de cada uno de los pacientes, asi como los promedios

de las variables y el numero de sujetos de acuerdo a los estimulos con GnRH o hCG que se realizaron.
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Sujeto Ed;d (aﬁos) IMQ
T|RCG — = | =
. . MRS,, i
T [e56 - ce
5 JOR Control
S S
7 Iv.’MG .. anfrc;i 5585 .
5 [(Ro [Contol — : 56
9 EJEB Control 22 25.0 5.8
N=9 PROMEDIO +DE 24.8£2.6 24.7+1.2 | 5.620.6
10 |JGU DM controlado 23 227
11 {AFL DM controlado 25 254
12 |CMR DM controlado 23 224
13 |CVA DM controlado 23 24.9
T [ESP | DMcontoado Px) =5 |
15. | GSP DM controlado 27 226 ; B :
16| NMN DM controlado 26 - '20-'4., .
1? RPG DM controlado 24 230 — 6.9 e . 'No se realizo < .S
;18 | JIS DM controlado 20 21.2 6.8 Si" — i Si ’
N=9 PROMEDIO £DE 23.8:£2.0 22.7+1.4 | 6.9:0.8 N=8 N=9
TESIS CON |
FALLA DE QRIGEN |
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Sujeto Grupo’ Edad (aﬁos) . IMC A1C % GnRH_ ' HCG
19 AJChB DM déscontrolédo:, 4 ‘ = 149 izt ;Si = Nq sé realizd
20 RAAND oM descontroladov’; oy T 20 | S No se realizo
21 MAM DM descontrolado,‘ » 103 T 81 - /] No §e realizf:
. 22 I\Z(ITA_HD DM de;con}rolado“'_ e Y 125 : }ylo se realize | . - St~
73 [SPL_ | OW descontroiado —Zi0 | 26 G ‘
24 i RBE - -,j; ISM descontrola)do‘~ - 22 . ‘19;6 ; 12.9’ v Si ‘
7 JAV‘R‘Y:,‘.Z oM descontrolado —— | 25 132 5]
: 26 IRR :DM descontrolado o 24 : 259 . 123 Si
27 ‘ MIR’;. : bM descontrolado 20 - ‘ ] 206 ' 14.7 Si
2_8 B LAR : : .| DM descontrolado ~20 s }24.2‘-, o 1:0.8‘ : Sl o
29 RRG » DM descontrolado 24 ’ 26.6 10:.0; Nose reélfzéL
30 | AGP DM descontrolado 24 %8 | 106 : — 5
37 (1S DM descontrolado 2 752 Tz | sr =
N=13 PROMEDIO +DE 22.8+£2.9 | 22.7+2.9 12.2:1.6 N"11

Tabla 1 Caracterlstlcas generales de los sujetos. Se resumen el numero de

de control promedlos y desviaciones estandares de edad, IMC y A1C numero de su;etos que ‘se

sometleron a los estrmulos con GnRH y hCG.
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B. Secrecion episodica de LH y estimulos con GnRH

En la tabla 2 y figura 1, se muestran las caracteristicas generales de los grupos en los que se cuantificd
la LH basal y con estimulos de GnRH de 10 ug E.V.

No hubo difel;encias en edad entre los grupos, sin embargo, el IMC fue ligeramente mayor en los sujetos
control (24.7+1.2) comparados con los diabéticos controlados (22.74+1.5) y descontrolados (22.2+42.9). EI
IMC es un indice indirecto de adiposidad, lo que concuerda con la deficiencia de insulina que presentan
estos pacientes. La diferencia entre A1C es debida a que fue el principal criterio para dividir a los grupos
de DM-1 en investigacion. Los sujetos con DM-1 descontrolada mostraron 12.321.6 % de A1C, lo que
corrobora descontrol importante de estos pacientes.

La LH promedio basal fue mas baja en el grupo con DM-1 descontrolada (11+1.6 UI/L™*) comparados con
los DM-1 controlados (19.1+1.8 uiL) y los controles (18.5+1.5 Ul-L™). El mismo fenémeno se observé
para el estimulo maximo de LLH durante el primer estimulo, el area bajo la curva y el cambio que ocurrié
entre el promedio basal y el pico maximo del primer estimulo. Sin embargo, no se obtuvo significancia
estadistica. Las figuras 2 y 3 muestran los perfiles ilustrativos de los cambios en seis sujetos de los
diferentes grupos estudiados. ‘

La tasa de secrecion basal de LH se encontro disminuida en los sujetos con DM-1 descontrolada, sin
embargo {a frecuencia de los pulsos estuvo conservada. (Tabla 3, figura 4 y 5).

El segundo estimulo con GnRH mostré diferencias estadisticamente significativas, los sujetos con DM-1

descontrolada mostraron casi el 50% de la respuesta que los diabéticos bien controlados o los normales.

No hubo diferencias en las concentraciones en suero de ia prolactina, FSH, cortisol ni estrégenos entre

los grupos estudiados (ver tabla 2).
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Controles - - DM-1 controlados | DM-1 descontrolados ANOVA
. e 8 "11. I
Edad (anos) 238522 2 22.8£3.0 Ns
e 27218 32229
Aﬁo§ de evolu?:ibn de diébetes (rangqj i 5.0 (2;6.5) : 3.7 (2-6.7)
Dosis de insulina (U-kg™") : 063::015 : 0.56£0.14
ATC (%) | 69:09 S 12321.6
Prolactina (miU/L) iéﬁzs 's'iév:‘jar_- g 5iz23
Cortisol (nmol-L™) [Zosm (246225 Z08217
Estrogenos (pmol L1 1és;éo T 110:;10 - :tis:d_:iiq -
FSH (UI-L") basal '5.4;‘1’5‘;;, - 94:20 — [T.6:04.
[H (Ur-L7) basal 55575 191115 T 1 1!6:;‘1.'5
Maximo de LH (Ul-L-') Primer estlm;ﬂo o 97.8#43.4 1"06.1:!:48.9”: e 673&322
ABC Primer estimulo® (UI-L-!.rﬁin-1) 6995.‘412845 7704.23;3485 o B 489405:2477
A LH (UI-L") Primer estimulo (Max-Basal) 79.3+40.6 87.0145.2 . 553229,
Maximo de LH (Ul-L-') Segundo estimulo 11 1.4#59.5 1 117.0’14{I 3 26
ABC Segundo estimulo® (Ul-L-'-min-) 76713824 834242709 4776;2;’3084- S 0.03‘1
A LH (UI-L-%) Segundo estimulo (Max-Basal) 92.9+56 91.8+38.1 47.61:23.8-; 0.029

Tabla 2. Comparacién de caracteristicas generales, analisis de pulsos de LH y estimulo con GnRH, de
acuerdo a los grupos estudiadds. Los datos se expresan como promedio + error estandar.

*ABC: AREA BAJO LA CURVA DE ESTIMULOS DE LH (UI-L-1-MIN-1) MEDIDA POR AREAS TRAPEZOIDES. LOS ESTIMULOS SE REALIZARON CON
GNRH 10 pG EV EN BOLOS. EL PRIMER ESTIMULO SE REALIZO LUEGO DE 6 HORAS DE MUESTRA BASAL Y DOS HORAS DESPUES EL SEGUNDO
ESTIMULO.

POST HOC: SE EMPLEO EL METODO DE NEWMAN-KEULS Y LOS RANGOS CRITICOS. LA SIGNIFICANCIA ESTADISTICA SE CONSIDERO CON
P<0.05. 4 DM TIPO 1 DESCONTROLADO DIFERENTE DE LOS DM TIPO 1 CONTROLADOS Y LOS NORMALES, @ LOS NORMALES SON DIFERENTES

DE LOS DIABETICOS.
-l il
TESIS ¢

FALLA DE 0w
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Controles

DM-1 controlados

N8

N10

DM-1 descontroladps .

ANOVA

Area imegrada (IU-L"/6 h)

. 3960::570-- T

Vida medla plasmatlca (t ‘/z) (mln) R

5413 2

Frecuencla de pulsos (pulsos/6h)

lntervalo entre lmpulsos (rnm)

Masa secretada por pulso (lU L")

Sumatona de la Vmasa (IU L )

Concentrac:én promedlo de LH (IU LN

18.6%1.5°

19.221.8°

Duracion medxa del pulso secretor (min) | 13+2.9 - ™ ‘i2t279 s
Tasa de secrecién pulsatil (UI-L"'/6h) 87+11° 78+10°
Ap En (1, 35%) 0.881+0.022 |0.854+0.024

Tabla 3. Comparacion de las caracteristicas de la pulsatilidad de LH hipofisiaria de acuerdo a los ‘grupos

estudiados. E! contraste post hoc se realzé con prueba de Newman-Keuls. Ap En: Entropia aproximada

(parametros m, r). Las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) se representan con los

superindices a, b o ¢, que corresponden a las columnas de controles, DM-1 controlados o DM-1

descontrolados, respectivamente. Los datos se expresan como promedio + error estandar.
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Figura 1. LH en suero en funcidon del tiempo. Comparacién entre controles
normales, DM-1 controlados y DM-1 descontrolados. Las muestras se tomaron
cada 10 minutos durante 6 horas, luego se administro 10 ng de GnRH (flecha) y a
las dos horas se repitié el mismo estimulo (flecha). Los datos se expresan como
romedio + error estandar. o T T
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- Controles

Concentracion de LH en suero (UI/L)

Minutos

Figura 2. Concentracion de LH en suero en funcién de las 6 primeras horas
(tiempo basal). Se ejemplifican 2 pacientes de cada uno de los grupos estudiados.
Los sujetos con DM-1 descontrolados muestran menor concentracion de LH en

suero. Los datos se expresan como promedio + error estandar.
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Figura 3. Tasa de secrecion de LH en funcién del tiempo, calculada por
deconvolucion. Se ejemplifican 2 pacientes para cada uno de los grupos
estudiados. Los pulsos de los pacientes con DM-1 descontrolada son

significativamente menores que los otros grupos.
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Figura 4. Comparacion de la tasa de secrecion de LH entre los grupos estudiados.
Los tres grupos mostraron diferencias estadisticamente significativas. Los datos se

expresan como promedio + error estandar.
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Figura 5. Comparacion de la masa de LH secretada por los pulsos de los tres
grupos estudiados. Se observa diferencia estadisticamente significativa entre el
grupo de controles y los DM-1 descontrolados. Los datos se expresan como

promedio + error estandar.
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C. Estimulo de testosterona con hCG

La T basal no mostré diferencias entre los grupos, aunque se observa que los DM-1 descontrolados

tienden a menor T basal (21.2+8.2 nmol-L"') comparados con los otros dos grupos (normales 25.7£7:1

nmot-L™"* y DM-1 controlados 28.7+6.5 nmol- L. Luego del estimulo con hCG tampoco hu

entre los tres grupos pero jos DM-1 descontrolada mostraron un incremento de cast el doble de T con

respecto al basal, para alcanzar los valores maximos de los otros grupos (Figura 6)

La albumlna fue normal en los tres grupos asf como la concentracién de SHBG. Sin embargo al obtener

el lnduce de T hbre (rr BG que es la relacion entre T y la SHBG, los sujetos con menor ITL fueron

los DM 1 descontrolados (0 59:0 : 8) comparados con los normales (0.64+0.70) y los DM 1 controlados

(0. 69:0 24), sm emb ‘rgo ‘no_ se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0.388).




Controles DM-1 controlados ;. | DM-1 descontrolados . | ANOVA .

e e

N- ,7 R w:ﬁﬂ,lrrr

Edad (afios) 24 7810 88 23 78+O 68 T

: 247::039 22721048 T

T 3°dia/T basal

MG
[ATe (%) = 5.,51_310.200‘;; 69110 7122 T

Tbasal (nmol L) ‘ s 257-.4:237 ‘ 28.68:2.17 = :; 21 2:2.73 ~ . |om

MéxlmaTtemprana (nmolL‘) - 2991-29 3i.4;t4.1 ‘ : 26. 3+27 - 0.53

AT (nmol L) temprana (Max-Basal) 4.2:1‘.7 2.8:2.4 - | 8.1£1.3. 0.68

MaxmaTen3dias _  |39.27%37 422037 | 380£37 0.86

AT(nmol-L-‘)3dfas‘(‘Max-Basa’l) - 136223 | 135233 —[185%32 042
R :1\‘.5'3,;'9.‘0‘7 im0 15720.184 0.04

Tabla 4. Comparac on B luego d estfmulo con hCG Post hoc. se empleé el

Diferencia de DM-1 descontrolados con controles y con

Vmo promedio =

error estand

DM 1 controlado DM-1 déscp(‘l}{dlé&d:

4 9:0 23 451030 - 0.322

SHBG nmol [EE 39.926.4 44.5+5.8 39.624.5 0.807

COCIente T/SHBG 0.645:0.10 0.69+0.06 0.59+0.10 0.388

’ Tabla 5. Comparacién de la albumina, SHBG y testosterona en suero. Los datos se expresan como

promedio x error estandar. L T-”SIS C _.’, i
FALLA DE ©..3EN |
35




Testosterona en suero: respuesta al estimulo con hGC (40 U/kg)
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d
- 40
=]
|
t =
©
| =
e
o 30 T
[723
=] —O— Controles
8 —o— DM-1 controlados
= —&— DM-1 descontrolados
20 1
I
BAS H1 H2 H3 H4 HS HE6 D1 D2 D3

BAS= Basal, H= Hora, D= Dia

Figura 6. Comparacion de testosterona en suero luego del estimulo con hCG entre
los tres grupos estudiados. BAS: Testosterona basal, H1-H6: Muestra horaria
luego de la inyeccion de hCG, D1-D3: Muestras de testosterona tomadas a las 24,

48 y 72 horas postestimulo con hCG. Los datos promedio + error estandar.
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E. Bioanalisis in vitro de LH y el cociente B/I.

El suero colectado se analizd en tres pozas para cada sujeto: 1) Basal, consmlerada como las muestras
tomadas en las primeras seis horas; 2) La del primer estimulo con GnRH, que duréd 2 horas; 3) y la del

segundo estimulo con GnRH, que durd las 2 horas finales (Figura 1).

E! suero de estas pozas se Uutilizé para estimular las células HEK-293 e indujo un aumento de la

concentracion de AMPc en el medno de cultivo. Las mismas poza de suero se utilizaron para estimar la

inmunrreactividad de la LH con lo que se obtuvo el cocnente d B/I. En la figura 7 se observa ia

respuesta de AMPc de las HEK—293 estimuladas con el suero d tres su1etos pertenecientes a cada uno

de los grupos

En la ta Ia 6 ‘es'té aumentado en los diabéticos mal

controlados en condiciones basales. En e! resto d

iones no hubo diferencias estadisticamente

sxgnxf‘ catlya'

= ; Basal (6h) Primer e;tiaulé‘con G;-u%H Ségundo estlmulo con GnRH
Controles (n=8) 0.48+0.057 0.73£0.168 £ 00 57:1:0 164
VDM—1’ controlados (n=7) 0.37+0.080 0.60+0.147 : . 0.51 +0.071
DM-1 descontrolados (n=10) 0.81+0.106" 0.67%0.105 ‘ 0.924:0.228*

Tabla 6. Cociente de actividad biolégica / inmunolégica (B/I) de LH. Hubo diferencia estadisticamente
significativa en el lndice basal entre los grupos. Post hoc: se empled el método de Newman-Keuls y los
rangos criticos: 'Los DM- -1 descontrolados son diferentes de los otros dos grupos (vs controles p=0.019,
vs DM-1 controlados p—'O 007) No hubo diferencias significativas dentro de cada uno de los grupos. Los

datos se expresan como promedlo + error estandar.
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Figura 7. Muestra el impacto de la
concentracion de LH sobre la
producciéon de AMPc por las células
HEK-293 transfectadas con el
receptor de LH recombinante
humano. Las pozas de suero del
paciente son: basal (poza 1), primer
(poza 2) y segundo (poza 3)
estimulos con GnRH. Los paneles
ejemplifican un sujeto control normal,
un DM-1 controlado y un DM-1
descontrolado. Las lineas muestran
dos puntos para cada paciente, la
mas baja corresponde a 25 uL del
suero y la segunda a 50 pulL. La dosis
es expresada en términos de LH
recombinante estandar como
medicion por radioinmunoensayo de

cada poza de suero.




IX. Discusion

Este estudio demuestra que los DM-1 descontrolados y sin complicaciones crénicas presentan disminucién
de la amplitud de LH durante la secrecion espontanea, y despues ‘de ser estimulados con GnRH exdgena.
Estudios previos han indicado que tanto en animales de experimentacion como en humanos |a
hipoinsulinemia e hiperglucemia pueden conducir a alteraciones en la funcién del eje reproductor,536470.71.92
Sin embargo, no existen a la fecha estudios detallados que precisen la naturaleza de las alteraciones en
la dinamica de secrecion de LH y de T en hombres con DM-1. En el presente estudio, empleamos un
muestreo frecuente de sangre, de cada 10 minutos, para explorar las alteraciones en la funcion del eje
reproductor en hombres j6vehes con DM-1, con menos de 7 afios de evoluciéon, peso normal, sin cetosis
y libres de cqmpylicécione'é crénicas de la enfermedad. Consideramos que este modelo nos permite
anali?ar dg buyhé'ifq“rma mas refinada los efectos del hipoinsulinismo per se en la funcién de la unidad
hipotsi;rﬁb-ggnadotropo-éélula de Leydig. El presente estudio reveld la preservacion de un patrén pulsatit
de LH; con: frecuencia de pulsos secretores normales, en DM-1 controlados y descontrolados. La
frecuencia de los pulsos presentados por los DM-1 y los controles es similar a lo informado previamente
en hombres normales estudiados bajo condiciones parecidas de muestreo prolongado. 3752

Sin embargo, la masa y amplitud secretora de la gonadotropina en los pacientes con DM-1 descontrolada
se encuentra significativamente disminuida comparada con los DM-1 controlados y los controles. La

secrecion de testosterona luego del estimulo con hCG no mostro diferencias entre los grupos. Finalmente,

el cociente B/l sugiere una mayor actividad biolbégica de la LH en el grupo de DM-1 descontrolado.
A. Método empleado

En este estudio se empled una muestra secuencial de personas con DM-1 y controles normales. Debido
a que se trata de una enfermedad con prevalencia muy baja en México y que quienes la padecen,

necesariamente deben estar en tratamiento médico, la posibilidad de sesgo de seleccion y de Bergson es
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poca. La validez interna esta cimentada en los criterios de restriccion estrictos para el ingreso al estudio.
Entre estos criterios restrictivos se encuentran: edad entre 20 y 29 arios, IMC entre 18.5 y 27, ademas de
potencia sexual por historia clinica. La ausencia de cetosis, fue un criterio de exclusion en la muestra, ya
que puede inducir supresionde T.

LLa muestra mostré poca pérdida de pacientes (attrition), a pesar de que se requirié que los sujetos
estuvieran 10 horas el primer dia de muestras, al dia siguiente 6 horas de muestras y que regresaran al
hospital en los siguientes 3 dlas para las tomas de T. El tamafo de muestra final es parecido entre los
grupos y se encuentran bien caracterizados.

Tomar muestras cada 10 minutos de LH permite alcanzar potencia estadistica para el andlisis de muestras
repetidas en conglomerados. Recientemente se ha aplicado una prueba de t de Student utilizando
desviaciones estandares ajustadas a los valores en suero de LH. El poder estara determinado por et
tamafo de los conglomerados, lo que tendra una relacién inversa con el porcentaje de picos falsos
positivos: El método con maxima eficiencia asume que los retardos en el tiempo seran de 10 minutos.
Cuando se ha medido e! error con los retardos considerando diferencias temporales de 12 minutos ¢
menos, se ha observado que no hay mejoria significativa en la eficiencia debido a que la vida media de
la LH es considerablemente mas larga. En el caso de muestras de mas tiempo de retardos, el nimero
de falsos positivos es mayor.

El método de deconvolucion permite computar la funcién de aclaramiento de LH considerando las 37
muestras basales. Se calculé una linea suavizada de !a concentraciéon de la hormona en el plasma y se
observé que los picos de los pulsos tienen una duracion de aproximadamente 120 minutos y se colapsan
a pulsos discretos hipofisiarios con duracién media aproximada de 10 minutos.

El estimulo con hCG se caracteriza por una respuesta bifasica. La primer elevacion ocurre en las primeras
horas y luego a los tres dias del estimulo,®® esto se debe a desensibilizacion de la célula de Leydig que,
subsecuentemente, reestablece el proceso de esteroidogénesis.

Finalmente, el cociente de actividad B/l analiza la potencia de la hormona in vitro. El radicinmunoanalisis
clasico no proporciona informacién sobre las isoformas LH que pueden ser secretadas. El cociente B/l es

un resumen de la potencia de la gonadotropina y los cambios en esta relacién deben ser considerados
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como cambios en la actividad biolégica por unidad de actividad inmunolégica.’z El Indice es sensible y

permite obtener mayor informacion sobre la calidad en la secrecién de gonadrotropinas.
B. Puilsos de LH, estimulos con GnRH y el papel de Ia insulina

En la era preinsulinica, alteraciones endocrinas como la amenorrea, era comun en mujeres diabéticas tipo
1. En la era postinsulinica se ha observado que la menarca ocurre hasta un afio mas tarde que las jovenes
no diabéticas. Se ha sugerido que la hiperglucemia, insuficiente peso corporal, deficiencia de insulina,
deficiencia de IGF-1 o alguna combinacién de éstos factores puede producir falla ovérica. En el ovario
humano se encuentran receptores para insulina e IGF-1, son pocos los estudios que han investigado el
mecanismo de esteroidogénesis en células de la teca o de la granulosa.” La GH también estimula la
secrecidn de estradiol en forma dosis dependiente, y el efecto lo hace a través de! aumento de proteina
fijadora de IGF, asi como produccion directa de IGF-1 e IGF-2 en las células de la granulosa.”™

La observacién de que la DM-1 descontrolada se acompafia de una reduccidn en la cantidad de LH
secretada por la glandula hipofisaria, concuerda con hallazgos en ratas machos tratadas con
estreptozoi:ocina.m Sin embargo, en estos animales la diabetes inducida experimentalmente se acompafio
también de disminucién en !a frecuencia de los pulsos de LH, anormalidad que fue identificada
subsecuentemente en ovejas macho diabéticas.®® Varios factores pueden explicar las discrepancias
encontradas en actividad secretora de LH entre la diabetes inducida experimentaimente y la espontanea,
incluyendo las diferencias entre especies en los mecanismos que gobiermnan la sintesis y secrecion de las
gonadotropinas, !a severidad y duracion del hipoinsulinismo o hiperglucemia y la presencia de alteraciones
metabdlicas secundarias (como la generaciéon de cetonas). Los cuerpos cetéonicos que acompafan a la
deprivacion de insulina disminuyen el efecto de la insulina sobre la actividad hipotalamica o hipofisaria de
gonadotropinas. En el contexto de la historia natural de la falla reproductiva en hombres diabéticos, las
alteraciones en la amplitud de los eventos secretores de LH podrian, por {o tanto, representar la primera
anormalidad detectable en la dinamica secretora de esta gonadotropina. Las alteraciones en la frecuencia
de los pulsos de LH (con o sin anormalidades concomitantes en la amplitud dei pulso), podrian ser el

resultado del descontrol metabdlico cronico de la enfermedad, como lo sugeririan los estudios que han




documentado aiteraciones morfoldgicas, dependientes del tiempo, en el hipotalamo y los gonadotropos
de ratas macho tratadas con estreptozotocina.75

Para estudiar con mayor detalle las alteraciones funcionales del eje hipotalamo-gonadotropo que podrian
resultar de la presencia de un ambiente deficiente en insulina o enriquecido de glucosa, analizamos
adicionalmente los cambios en las concentraciones de LH en respuesta a 2 dosis submaximas y
consecutivas de GnRH, lo que permite identificar alteraciones en la capacidad funcional del gonadotropo
en términos de sensibilidad a la GnRH y de reserva secretora hipofisiarias.®>’® Los datos obtenidos
demostraron la presencia de una capacidad de respuesta disminuida de LH a ambas dosis de GnRH
77.43,78,79

exégeno en la DM-1 descontrolada, hallazgo que es consistente con algunos estudios, pero en

otros se detectaron respuestas hipofisarias normales 558081959 5 qogis farmacolégicas unicas de GnRH
exogena. Es importante enfatizar que en nuestro estudio, la falla de la GnRH exdgena para provocar un
respuesta normal de! gonadotropo en la DM-1 descontrolada, no fue claramente evidente sino hasta
después de administrada la segunda dosis de! péptido liberador, sugiriendo que el estado hipoinsulinémico
prevalente en el grupo de diabéticos descontrolados afectd predominantemente la reserva hipofisaria de
LH, o sea, la capacidad del gonadotropo para secretar moléculas de gonadotropinas almacenadas en la
poza intracelular de nueva sintesis. Nuestras observaciones también contrastan con aquella informada
en mujeres jéveﬁes con DM-1 descontrolados, en quienes se detectaron tanto una frecuencia reducida
de los pqlsos de LH come una respuesta aumentada del! gonadotropo a una dosis unica de 10 ug de GnRH
exégéﬁb.sz Diferencias en género, ambiente hormonal en esteroides sexuales, duracién de la enfermedad
o presencia de alteraciones en la funcion gonadal, podrian eventualmente explicar tales discrepancias.

Los resultados del presente estudio no permiten postular un mecanismo definitivo y Unico al través del cual
el descontrol diabético altere la secrecidon de LH en e! varon. La respuesta disminuida a los impulsos
endoégeno y exégeno de GnRH, aunado al hallazgo de un frecuencia normal de los eventos secretores de
LH, sugiere la existencia de anormalidades en la funcion hipofisaria en la DM-1 descontrolada. En este
sentido, la presencia de un ambiente deprivado de insulina podria jugar un papel esencial ya que se ha
demostrado que la insulina aumenta directamente la sensibilidad del gonadotropo a la GnRH de manera

dosis-dependiente, independientemente de las concentraciones de glucosa.** Mas aun, estudios en ratas
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macho tratadas con estreptozotocina y en ratones homocigotos a la ‘mutacién db (con diabetes tipo 2), han
documentado la reduccnbn enel contemdo hipofisario de LH y la presencla de Iesuones morfolégicas en

el gonadotropo en” ambos modelos de diabétes experimental, 798083~ dando “un apoyo adicional a la

posibilidad de que el h poinsi smo pueda llevar a cambios en la func:én hlpof‘sarla ‘en individuos

diabéticos. Estas evidencias, sin embargo. no permiten descartar compietamente la posibilidad de que la

reduccion en la masa de LH ‘se_éretada en hombres diabéticos descontrolados, pueda ser secundaria a

alteraciones c, mégnitud del impulso hipotalamico de GnRH. Varias anormalidades que

podrlyan‘ ‘encontrarsepresentes en la DM-1 descontrolada podrian afectar la sintesis o secrecién

hxpotalamlc de G RH. cepass Por ejemplo, estudios en la oveja macho diabética han documentado que

la hlpomsulmemla central altera la secrecién del GnRH.* De hecho, se han identificado sitios de unién
especlfcos para la insulina en el endotelio de la microvasculatura del sistema nervioso central, incluyendo
al nﬁcleé arcuato y a la eminencia media en el hipotalamo basomedial (en donde se localizan la mayoria
de las neurénas secretoras de GnRH) %%; mas aun, se ha documentado que neuronas secretoras de GnRH
inmortatizadas (células GT-1) expresan receptores de insulina, al través de los cuales el péptido podria
modular directamenie la secrecion de GnRH por mecanismos que incluirian la regulacion del metabolismo
energético yel cré;imiento y diferenciacion celulares.®” Los efectos de la hipoinsulinemia en la secrecién
de GhRH pddr[ah, por otro lado, potenciarse o agravarse por la presencia de un tono dopaminérgico
hipotalamico incrementado.?%4®® En relacidn a esto, la virtual ausencia de alteraciones en las
concentraciones basales de cortisol y de prolactina (esta Ultima un indicador indirecto de! tono
dopaminérgico central prevalente en un momento fisioldgico determinado), podrian explicar la normalidad
en la frecuencia de los pulsos de LH en el grupo de diabéticos descontrolados.

En este estudio utilizamos un bioanalisis homologo in vitro para analizar los posibles efectos del estado
diabético en la potencia biolégica de la LH secretada por la hipofisis anterior. Después de la administracion
de la primera dosis de GnRH exdgeno, los 2 grupos de diabéticos presentaron una tendencia hacia la
secrecion incrementada de moléculas de LH enriquecidas con actividad biolégica (reflejado por cociente
B/l mayor al basal); esta observacidn es consistente con estudios previos en hombres normales que

demostraron la secrecion preferencial de LH bioactiva (a juzgar por un bioanalisis in vitro heterdlogo en
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células de Leydig de rata), con el incremento consecuente en el cociente B/l, en respuesta a los pulsos
endégenos y exégenos de GnRH.®° En nuestro estudio fue interesante detectar que el cociente B/l in vitro
de la LH secretada en’ condiciones basales se encontré significativamente elevado en el grupo de
diabéticos descontrolados. El hallazgo fue inesperado considerando que la t¥: de la LH secretada en
condiciones dé des_cpﬁtfél diabético fue practicamente normal y que la vida media circulatoria plasmatica

y cociente B/lide LH sén‘barémetros que estan muy relacionados, ya que ambos dependen del tipo de

variantes de gli que conforman la mezcla de isoformas de LH secretadas por la hipofisis en

respuesta a GnRH endégeno (estado basal) y exédgeno. 90.91.92 Aunqgue la razén para este incremento
paraddjico en la pot‘ ia blolégxca in vitro de la LH circulante en la DM-1 descontrolada es incierta, es
tentador especular q‘ e la presencia de altas concentraciones de glucosa podrian generar glicosilacién no
enzimatica de LH dando como resultado moléculas con propiedades funcionales alteradas, situacion que

podria ser parcnalmente contrarrestada por dosis submaximas de GnRH exdgeno. Alternativamente, se

podrla tambié;t béstular que la captacion hepatica y la depuracién de las formas menos sializadas de LLH,

de vida medla plasmatlca corta, pero de alta potencia biolégica, pudiera estar alterada en la DM-1
descontrolada por efectos directos del aumento en glicosilacion no enzimatica sobre el sistema de
reconocimiento de las células endoteliales.®® En ambas circunstancias, el suero podria contener
moléculas de LH con potencia biolégica in vitro aumentada y vida media circulatoria normal, tal y como se

observé en el presente estudio.

C. Estimulo de testosterona con hCG.

Se ha demostrado previamente que la administacion de una dosis unica de hCG exégena a varones
adultos normales, provoca una respuesta bifasica de T caracterizada por la aparicion de un pico temprano
entre las 2 y las 4 horas y uno tardio entre las 48 y 120 h que siguen a la inyeccidn de la
gonadotropina.®®%*%% varios investigadores han asimismo demostrado que los nifios prepuberes y los
€9, 96, 97

pacientes con hipogonadismo hipogonadotrépico presentan ausencia de esta respuesta bifasica,

lo que ha sido atribuido a la falta de induccién de enzimas esteroidogénicas testiculares por la deprivacion
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o ausencia de exposicion a LH biolégicamente activa.®® En el presente estudio, aplicamos un método
experimental de muestreo frecuente para analizar la capacidad de la célula de Leydig de producir T en
presencia de un ambiente metabolicamente alterado, como el que prevalece en la DM-1 descontrolada.
En contraste con estudios previos en los que se ha detectado disminucién de las concentraciones

52.98.99 hosotros no encontramos anormalidades en las

circulantes de T total en la DM-1 descontrolada,
concentracion basal de esta hormona ni en su respuesta a la hCG exdgena en los grupos de diabéticos
estudiados. Mas aun, el perfil de las respuestas temprana y tardia a ta hCG exdgena encontrada en los
diabéticos desf:ontrolédos. fue muy similar a la mostrada por los pacientes bien controlados y por los
voluntarios normales. E! hallazgo de que la célula de Leydig de! humano mantiene preservada su funcion
en presencia de un’ "ambiente empobrecido en insulina es indudablemente interesante, particularmente si
se considefa que la diabetes experimental en la rata macho es frecuentemente acompafnada de una
disminucion en la esteroidogénesis testicular y en la unién de la hCG a su receptor, alteraciones que
podrian ser la consecuencia directa de la deficiencia de insulina a nivel testicular, 10%-101.102,103.104.105 \, oot
hallazkgo. ‘s‘iknv-;”embargo. es consistente con estudios previos en varones cuya hiperglucemia secundaria a
diabetes n;':'gubrimié las concentraciones en suero de T, a menos que el descontrol estuviera agravado
por cetosis; ;complicaciones tardias,.5%9%-'% pe cualquier forma, existen otras alternativas que pudieran
explicar la n‘orly"nalidad en las concentraciones basales de T y en las respuestas provocadas por la hCG
exdgena en la DM-1 descontrolada, incluyendo fa presencia de moléculas de LH enriquecidas
biologicamente o la produccién aumentada de factores paracrinos, como la IGF-1, lo que podria
eventualmente contrarrestar los efectos nocivos de la hipoinsulinemia en la funcién testicular.'®?

E! hecho que los DM-1 descontrolados presenten menor concentracion sérica de LH, menor masa de
secrecion, pero respuesta normal de T, podria ser explicado con base al mayor cociente de actividad B/l

de la gonadotropina. Esto sugiere mayor actividad biolégica de la molécula de LH, como resultado de

alguna alteracién estructural de origen por determinar.

TESIS CCy |
FALLA DE ORIGEN |

43




D. Conclusion

En este estudio demostramos que la funcion del eje hipotalamo-hipofisis-testiculo esta alterado en estados
de hipoinsulinemia relativa como en hombres jovenes DM-1 descontrolados, sin complicaciones agudas
(cetosis) o crénicas, cuya hipoéfisis secreta una cantidad reducida de LH inmunoreactiva, en condiciones

de estimulacion enddgena:y:exégena de GnRH. Este estado hiposecretor de LH se asocia

paraddjicamente con la'gresehcié de moléculas circulantes de la gonadotropina enriquecidas en potencia
biolégica, lo cual explficva;({va' ‘a:'n“grmalidad temporal de las concentraciones basales de testosterona en
suero. La alteracion eh la':secfecién de LH en estos pacientes con pobre control de la glucemia, se debe
posiblemente a un mecanismo dual, que involucra tanto a la reserva hipofisaria como al sistema
hipotalamico que controla la sintesis de GnRH o la intensidad de su impulso. Sugerimos que estas
alteraciones podrian originarse por la deficiencia relativa de insulina y que la presencia de otras
anormalidades metabdlicas o complicaciones tardias de la enfermedad pueden potencialmente agravar
la disfuncién del eje reproductor que tarde o temprano es posible detectar en la mayoria de los varones

con DM-1.
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Alterati s in the rep axis T 3 toa
variable extent in patients with type 1 dl-bete: mellitus
(IDDM). Results from studies in IDDM men h-ve yielded dis-
crepant findings, which may refl t se-
lection critcria, age, diabetic status, duration of the discase
and differ in ling pr 1s. T'o more clearly define
the imp of early diabetic alterations in the male reproduc-

10 and 87 = 11 IURiter-6 h; poorly controlled va. well controlled
IDDM and healthy controls, mpectlvely' P < 0.05 for both
parameters). Uncoatrolied IDDM p had
(P < 0.05) lower integrated serum LH concentrations after the
first and second GnRH pulses (first GnRH pulse, 4460 = 770 oa.
7250 = 1200 and 5120 = 910 IU/liter; second pulse, 4700 = 615
va. 7640 = 881 and 7100 = 1230 IUANiter; poorly controlled vs.
well Led lDDM and healthy men, respectively) and

tive axis, we applied a combined strategy of
restricted to young men with rel-hvely lhort du.r-hon of
IDDM, dual groups, )

nnnly-s to msscss | LH lccre'uory -ctlvxty, and assessment of

tim in horionic .onndotropin
(hCG)-stunul-t«:l serum ons. Three
groups of died: 11 young men with poorly

were
controlled IDDM, 9 well controlled diabetics, and 9 healthy
men All volunteers underwent blood sampling at 10-min in-
tervalsbefore and after 2 consecutive iv pulscs of 10 ug GnRIL
On a separate day, 40 IU/kg hCG were given im, and blood
samplu were collected before hCG administration, every 60
min thercafter for € h, and then 24, 48, and 72 h after the
injection. Mean serum LH the basal 6-h
sampling period were significantly (P < 0.05) decreased nn

markedly v burst mass after the sec-
ond GnRH stimulus (49 = 8.8 ps. 90 = 13 and 83 = 19 [UAiter;
poorly controlled vs. well contrvlled lDDM -.nd he-lthy con-
uvl.l. T ¥). 'l'he 1 1 ratio of
1 din di wu higher in uncontrolled
I'DDM patients (0.81 = 0.10) than in controlled IDDM (037 =
0.08) -nd healthy controls (0.48 = 0.08; P < 0. 01), whereas LH
d in resp GnRH exh ed
ble ratios among the three -tudy cohorts. Baseline serum tes-
tosterone levels as well as andincr
to exogenous hCG did not d;ﬂer by degree of metabol:c con-
trol. C ;. &he-e r that the fu of
the hyp pe axis is omised in y
men with poor!y contmlled [DDM. such that the -mplntude of
d LH

men with poorly controlled IDDM (11 = 1.6 IUMliter)
with those in well controlled diabetics (19 = 1.8 IUAiter) -nd
healthy controls (19 = 1.5 IUlliter). Multiple parameter de-
convolution analysis revealed a 50% reduction in the mass of
LH secrcted per burst and the pulsatile LH secretion rate in
poorly controlled IDDM (mass of LH mecreted/burst, 7 = 1.1 vs.
12 =2.1and 13 = 1.5IVAiter; LH secretionrate, 47 = 63 ve 78 =

GnRH-
d Thu central hypogonadotroplsm is
p-r-doncnl.ly d with the p in the cir
of g with enriched biclogical activity,
wluch is ev:dently sufficient to &empor-rdy maintain normal
he earlier atages of
lDDM_ (J Clin Endocrinol Metab 87. 55076515 2002)

NSULIDNOPENIC DIABETES MELLITUS disrupts re-
productive hormone outflow consistently in the ex-
perimental animal (1-14) and affects the gonadal axis to a
variable extent in the human (15-19). For example, in the
rodent, acute insulin withdrawal damps LH pulsatility
and impairs acute gonadotrope secretory responsiveness
to GnRH (10, 13, 14). Insulin-driven reductions in brain
stem glucose availability likewise repress pulsatile GnRH
secretion (13, 14). In the human, poorly controlled type [
diabetes mellitus (IDDM)} may delay the onset of sexual
maturation in children (20) and impair menstrual cvclicity
in young women (21-24). Amenorrhea in the latter cir-

Abbreviations: ApEn, Approximate entropy: B/l ratio of LH bio-
activity to mmumreachwty E2, esmdnol hCG, human chorionic go-
nadotropin; IDDM, insulir P mellitus; T, testosterone.
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cumstance appears to reflect hypothalamic hypogonado-
tropism, as infusion of GnRH stimulates normal or in-
creased LH release (21-241).

IDDM men maintain normal or low serum testosterone (T)
and LH concentrations and exhibit variable gonadotrope
responses to exogenous GnRH (16-19, 25, 26). Discrepant
findings in men with IDDM may reflect nonuniform patient
selection criteria, age, degree of metabolic control, duration
of diabetes, and extent of comorbid complications.

To examine the nature of early diabetic alterations in the
male gonadal axis, the present clinical investigation applies
acombined strategy of 1) patient selection restricted to young
men with a shorter duration of poorly controlled TIDDM
without macrovascular, renal, or neurological complications
or erectile dysfunction; 2) dual control groups comprising
patients with well controlled IDDM and healthy volunteers
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of comparable age and body mass index; 3) multdparameter
deconvolution analysis to quantitate pulsatile LH secretion
and LH half-life before (baseline) and after two consecutive
iv pulses of a submaximally effective dose of GnRH; and
4) time-dependent increases in the serum T concentraton
after a single maximal human chorionic gonadotropin (hCG)
stimulus.

Subjects and Methods

A total of 20 patients with TDDM selected from our out-patient clinic
agreed to partiapate. The study was approved by the local human ethics
comumittee. Written informed consent was provnded before partiapa-
tion. The initial criteria for eligibi ded age \ 20-30 yT.
IDDM for less than 7.0 yr, poor e (but nonketotic) or optimal/suboptimal
metabolic control (defined as glycated hemoglobin levels >10% or <8%.
respectively) over at least the preceding 2 months, and body mass index
of 19-27 kg/m?. The primary cohort comprised 11 men with IDDM, with

of d of:i?xr (ra.nge, 2—6 7 yr) and age of 22 yT

(r:u-\be. 20-29 yT); these lic contral and
presented mean = sem gly d h lobin 1s of 122 =
1.6% (norrn.ﬂ range, 4.0-6.0%; IDDM-U group). Daily insulin doses
{ad ed in a 2-f v/d mixed (intermediate- plus fast-acting
insulin) regimen] ra.nged from 0.38-0.72 U/kg (056 = 0.14 U/kg). A
disezse-specific control group included 9 well controlled type I diabetic
patients (IDDM-C), with a median disease duration of 5.0 yr (range.
2-6.5 yr) and a median age of 23 yr (20-27 yr; P = NS vs. IDDM-U).
Glyca:ed hemoglobin values were 5.4-7.9% (6.9 = 0.8%). and daily
insulin (admuus(crcd ina muln le. 3- or 4-injection/d regimen, includ-
ing an intermediate- dose at bedtime) requirements were
0.41-0.76 U/kg (0. 63 0. 15 U/kg). Patients in this group exhibited
fasting plasma glucose concentrations below 7.1 mmol/liter and 2-h
postprandial levels less than 10 munol/liter on 3 different occasions over

a 2-month observation period. None of the patients in the IDDM-C
group had ever presented glycated h con above
10%. A healthy control cohort (INDC) included 9 men with a median age

bi
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pin) (28). All samples from a given subject were analyzed together in
duplicate. The detection threshold was 0.7 TU/liter. Intra- and interassay
coefficients of variation were 4.1-6.2% and 6.1-113%, respectively, over
displacement ranges of 15-23%, 45-59%, and 75-84%. FSH was assa;

by RIA of pooled sera (6-h baseline) usmg the Second l.nlernahonal
Reference Preparation of human rd, as
previously desaibed (29). PRL was deu:rn-uned by ELISA (Immux\o-
metrics, London, UK) using WHO Intern
84/500. Assay sensitivity was 20 mIU/liter, with an absolub range of
40-310 mrU/ln:r, Estradiol (E2) was measured by solid phase RIA
(Diagnostic Products. Los Angeles, CA), SHBG by immurnoflucrometry
(Delfia, Wallac, Inc.,, Turku, Fu'\l:md), and cornsol by RlA (WHO
Matched Reagent Progra.n'\, va, Swi d). T cor

were quantitated by y (& lite Total Tes-
tosterone, Diagnostic Products) T bloava.d.:bxhcy was estimated as the
molar ratio of T to . Intraassay coefficients of variation averaged
less than 8% (FSH and cortisol), less than 5% (PRL, E2, and T), and less
than 3.5% (SHBG).

In vitro bioassay of LH

In vitro LH biocassay and RIA were applied separately to the single
baseline (6-h) and the two GnRH-stimulated ("-h) poo (d cnoted
segments 1, 2, and 3 in Fig. 1). Both assays pl d highly p
human recombinant LH produced by Chinese hamster ovary cells {pro-
vided by Organon International BV, Oss, The Netherlands) as standard
for the correspanding reference curves. The LH bioassay monitors
©cAMP production by a human embryonic kidney cell line stably trans-
fected with the full-length human LH receptor cDNA {provided by Dr.
Aaron J. W. Hsueh, Stanford University. Palo A.l!o, CA) Total (intra-
plus extracellular) cAMY cor s were d § by RIA afta’
acetylation, as described previously (30). To eq
were diluted with sera collected from women treated wuh oral contra-
ceptives, wherein LH immunoreactivity and biocactivity were undetect-
able. Each sample was assayed at three dilutions (125, 25, and S0 ) in
triplicate. The final concentration (vol/vol) of serum was less than 10%.
Asay scensitivity was 0.075 mIU (LER-907)/tube. Inter- and intraassay
of variation were less than 18% and less than 10%, respec-

of 25 yr (21-28 yr) and normal glycated hemoglobin concexr

(5.6 = 0 6%). The mean body mass index was comparable in diabetic
patients TDDM-U, 22.7 = 2.9; IDDM-C, 22.7 = 1.4 kg/m?) and healthy
subjects (NDC, 24.7 = 1.2 kg/m?). Physical activity history was similar
in the 3 study gToups.

Exclusion criteria included the use of drugs and/or alcohol, hyper-
tension. renal failure or micarocalbuminuria, proliferative rennopathy.
macrov, slar di fixed neurol 1 deticits, dysfunc-
Hon, er impotence. One [DDM-U pancnt had mild acral sensory loss.
Physical examination (including penis and testis size) and sceening
laboratory tests of hepatic, renal and hematological function were nor-
mal. All subjects were biochemically euthyroid. None had ever received
{noninsulin) hermonal trcah:ncnt or neu.ropsyc.hotropnc medications.

Volunteers were ad d to the ward at 0730 h,
and an indwelling heparinized catheter was pla-:ed in an antecubital
vein. Subjects remained recumbent and were provided light meals at
0900 and 1400 h. Beginning at 0800 h, blood samples were obtained every
10 min for 10 h. The first 6-h segment was used to monitor endogenous
GnRH-driven (spontaneous) LH secretion. After 6 and 8 h of blood
sampling, a pulse of 10 ug GnRH (Serono de Mexico, Mexico D.F.,
Mexico) was injected by iv bolus. Subjects were readmitted on a separate
day at0730h, and at 0830 h they were given hCG 40 IU/kg, im (Organon
Mexicana S.A. de C.V., Mexico City, Mexico). This hCG dose provokes
a maximal early (ie. within 1-6 h) and late (i.e. within 24-72 h) rise in
serum T concentrations in normal individuals (27). Blood samples were
collected before hCG administration, every 60 min thereafter for 6 h, and
:hen 243, 48, and 72 h after the injection. Sera were frozen at —20 C until
later assay.

Immunoassays

The LH RIA employed '*Fl-radiolabeled NIH LH-I3 (specific activity.
70-90 uCi/ug protein), antiserum to human LH-2 (final dilution,
1:800,000), and LLER-907 as standard (1 mg LER-907 = 277 [U Second
Intermational Reference Preparation of human menopausal gonadotro-

tively, at the 50% effective dose.

serum poats: 1 2 3
120

Serum LH (IULL)
3 8 8 8 8

o — :
o 100 200 300 400 500 600

Time (minutes)

Fic. 1. L LH determined in serum
samples colleaed every 10 min fnr 6 h before and for 4 h after two

ive iv of GnRH 2 h apart (arrowheads)
in men with poorly controlled (n = 11) and well controlled (n = 9)
IDDM and in healthy controls (n = 9). Sera were pooled over suc-
cessive 6-, 2-, and 2-h intervals (delineated by the vertical broken
lines) for later analysis by in vitro bioassay. Data represent the
mean = SEM.

i
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Deconvolution analysis of spontaneous and GnRH-induced
LH release

Deconvolution analysis was applied to
plitude. and mass of LH secretory bursts and the apparent LH half hfe
from the 6-h (basal) and 2-h (post-GnRH) serum LH concentration-time
series (31, 32). The mass of an LH secretory burst is the analyucal time
integral of the deconvolution-resolved secretory impulse

A t of' h
roximate entropy (ApEn) was employed to quantitate
anty of serial LH measuremu'\s (33). This statistical

of relati liness in time series data,
with muurnal dependem:z on mean pulse amplitude, mterpu.lsc base-
line, or subthresh Y. and thus ¢ con-
ventional pulse detection (3-I 35) In the present analys:s. m (ie. the
pattern comparison window sl.ze) was assigned a value of 1, which
serves to the y of le b
sa mple) data patterns; the parameter r (i.e. t.he defacto snhsmal tolerancc
for testing pattem recurrence) was set at 35%as appropriate lor ashorter
time series (36). The foreg Ap g by ApEn
(1.35%), provide a licabl istic with an app so of
0.06-0.08 (36-38). A ncrmalxzed raho of observed to random ApEn was
calculated for each time series as the mean ratio of observed to random
ApEn values calculated by shuffling the original data series times 1060
times (35). ApEn ratius below unit denote more orderly patterns of
hormone release and vice persa.

! (LH) pattern regularity

Univariate a:
the pattem re

Statistical analysis

ANOVA was applied to compare serum hemoglobin A, LH. FSH. E2.
and T cor 1S,
GnRH (ALH: we between
LH concentrations and baseline concenmhons), maximal early (1~6 h posl-
hCG) and late (d 2-4 post-hCG) T peaks, and the incremental T
to hCG [AT was defined as the difference between the T peak and preceding
T nadir (early) or basal T (late)] (27). Post hoc contrasts used the Newman-
Keuls critical . mnks test and the Tuk.ey l‘ug}\st s:gxuﬁcant d.x.ffem\cc crite-
rion. Dy {fre
and haif-life) were transformed loganv.h.m:cauy to aquah.z: rsdual vari-
ance before ANOVA. Values are reported as the mean = seM or ange. P <
0.05 was considered statstically significant.

TABLE 1. Serum concentrations of FSH, PRL, E.. and cortisol and
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Results
Baseline hormone measurements

Table 1 summarizes mean serumn concentrations of LH,
FSH, PRL, cortisol, and E2 and the molar T/SHBG ratio in the
three cohorts studied. LH concentrations were comparable in
IDDM-C and NDC, but were significantly lower in men with
poorly controlled diabetes mellitus (IDDM-U).

Spontaneous LI secretion

Figure 1 depicts group mean (xsEm) serum LH concen-
trations profiles sampled every 10 min over 6 h (spontaneous
LH release). Deconvolution analysis was applied to evaluate
the mechanisms underlying re! ced integrated serum LH
concentrations in IDDM-U (Table 2). The number of LH
secretory bursts was comparable in all three cohorts. How-
ever, men with poorly controlled diabetes mellitus showed
a 50% reduction in the mass of LH secreted per burst and,
hence, in the pulsatile LH secretion rate. This was due to
selective attenuation of LH secretory burst amplitude (i.e. a
reduced maximal rate of LH secretion attained per burst).
The foregoing contrasts were specific, as LH secretory burst
half-duration (duration of the secretory event at half-maxi-
mal amplitude), basal/nonpuilsatile LH release, and LH half-
life were similar in the three groups. The synchrony outflow
of LH in IDDM-U was statistically indistinguishable from
those in IDDM-C and NDC (Table 2). Figures 2 and 3 illus-
trate individual LH concentration and secretory profiles
from each cohort.

GnRH-stimulated LH release

LH concentrations peaked 25 min (median) after each GnRH
injection. NDC and IDDM-C subjects responded to GnRH stim-
ulation equivalently (Table 3). IDDM-U patients had signifi-
cantly lower integrated serum LH concentrations after the first

the molar T/SHBG ratio in men with IDDM and normal controls

LH FSH PRL Cortisol Ea T/SHBG
Study group (TUiter) (IUAiter) (mIUfliter) (amolliter) (pmolliter) (molar ratio)
Poorly controlled IDDM (n = 11) 11 = 1.6° 12 = 0.4 91 = 22 298 = 17 80 = 10 0.59 = 0.10
Well controlled IDDM (n = 9) 19 = 1.8 82 = 13 246 = 25 110 = 10 0.69 = 0.06
Healthy men (n = 9) 19 = 1.5% 76 = 28 260 = 20 125 = 20 0.64 = 0.10

Data are the mean = SEM.
** ANOVA revealed no significant group contrasts,

'

differences by ANOVA.

TABLE 2. D ion-b d
healthy men

different alphabetic superscripts denote significant mean

isons and ApEn (1,35%) ratios of pulsatile LH secretion and halflife in patients with IDDM and

LH attribute

Poarly controlled 1IDDM
L - B

-, Well controlied IDDM Normal controls

n - tn = 9)

Integrated LH concentration (IU/liter - 6 h)
Half-life {(min}
Burst frequency (noJ/6 h)

6660 = 560°

Interburst interval (min) = 4.1°%

Mass secreted per burst (IU/iter) 13 = 1.5"

Secretory-burst half duration (min) 7.8 =15

Pulsatile secretion rate (IUAliter - 6 h) 87 = 11°

ApEn (1.35%) ratio 0.881 = 0.022
a.&¢ Means with different alphabeti ipt differ
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and second GnRH pulses and markedly attenuated LH secre-
tory burst mass after the second GnRH stimulus.

In vitro LH bioactivity

Serum bioactive LH concentrations (international units
per liter; pooled over the 6-h baseline interval) averaged 18 =
2 IDDM-U), 12 = 2 (IDDM-C), and 14 = 1 (NDC; P < 0.05,
IDDM-U vs. IDDM-C and NDC). Given the reduction in
immunoreactive LH concentrations (above), baseline ratios
of LH bioactivity to immunoreactivity (B/1I) were signifi-
cantly higher in IDDM-U (0.81 = 0.10) than in IDDM-C
(0.37 = 0.08) and NDC (0.48 = 0.06; P < 0.01). Bioactive LH
concentrations were higher after GnRH than at baseline inall
three study cohorts (Table 3). Although the mean bioactive

LH responses to the first and second exogenous GnRH pulses
were reduced in IDDM-U (mean bioactive LH responses to
the first and second GnRH pulses, 15 = 4 and 19 = 5, re-
spechvely) compared with IDDM-C (22 = 7 and 21 = 4) and

NDC (23 = 7 and 24 * 6), the differences did not reach
statistical significance. The B/I remained similar to baseline
(not shown).

Serum T response to hCG

IDDM-C and [IDDM-U volunteers had normal serum T
concentrations at baseline (Table 4). hCG stimulated a bi-
phasic rise in T concentrations (Fig. 4). Absolute and incre-
mental responses did not differ by disease state or degree of
metabolic control (Table 4).
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TABLE 3. Secretory r to two ive GoRH stimuli in men with IDDM and nams; con&ols
First GnRH stimulus Zf0E Second GaRH stimulus
LH Poorly Well Normal " Poarly Well Normal
. cont.rulled controlled controls trols
IDDM IDDM IDDM IDDM
Integrated (IUfliter) 4460 = 7707 7250 = 1200°-% 5120 = 910™ 4700 = 615° 7640 = 881 7100 = 1230~
Mass per burst (1U/liter) 66 = 14 89 = 21 70 =3 49 = 8.8% =13 83 = 197
Peak (1U/liter) 63 = 12 106 = 17 97 =15 59 = 8.9* 110 = 15° 111 = 20°
Biocactive LH (1U/liter) 32=3 34 =7 37 =7 36 =6 30=5 37 = 12
Rt 5 ¢ id ified by diffe 1phab. superscript differ significantly (P < OAOS) within intervention.
Discussion (10, 11, 13, 14, 39). However, studies applyving extended sam-

Several studies in experimentally induced and spontane-
ously occurring diabetes indicate that uncontrolled diabetes
may potentially alter the function of the reproductive axis

pling promcoLs to assess more precnselv the nature of the
alterations in LH and/or T secretion in men with DM-1 are
rather scarce. The present study appraises spontaneous (en-
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TABLE 4. I of hCG ad ation on serum T concentrations in men with IDDM
‘T concentration (nmolliter)
Study group Basal Early Early Late Increment
maximum increment maximum late
Poorly controlled IDDM 21=3 26 =3 7=1 38 = 4 18=3
Well controlled IDDM 29 =2 31 =4 10x2 42 =4 13=3
Normal controls 6 2= 2 30 =3 7=1 39 = 4 14 =2

ions were

ed over the intervals 1—6 h (early) and 24, 48, and 72 h (late) after a single injection of hCG (40 1U/kg im)
05).

T -
30 min after the basal measurement. (See Subjects and Methods). Values within columns did not differ by ANOVA (P > 0.

45

ml

35

l

Serum testosterone (nmol/L)
3

a8 J 2 3 4 5 6 1 2 3
hours’ days
Time

Fi1G. 4. Early (1-6 h) and late (24, 48, and 72 h) serum total T con-
centrations after a single im injection of hCG (40 1U/kg; arrow). Data
are from well and poaorly contrulled patients with IDDM and normal
subjects. Each point represents the mean = SEM.

dogenous) and exogenous GnRH-stimulated LH secretion in
healthy men and patients with weil and poorly controlled
IDDM. Deconvolution analysis of baseline time series re-
vealed that LH secretory burst frequency was normal in both
diabetic cohorts and comparable to independent estimates in
healthy young men (40, 41). On the other hand, patients with
poorly controlled IDDM exhibited a 50% reduction in the
mass and amplitude of LH secretory bursts, and conse-
quently lower mean serum LH concentrations. Reduced LH
pulse amplitude is consistent with observation in the strep-
tozotocin-treated diabetic male rat (10). However, experi-
mentally induced diabetes also suppresses LH pulse fre-
quency (10, 12). The precise basis for the latter contrast with
the human is not known. Plausible explanations include
1) interspecies differences in mechanisms governing gonad-
otropin synthesis and secretion: 2) underlying pathophysi-
ology, including severity and duration of hypoinsulinism
and/or hyperglycemia as well as presence of secondary met-
abolic disturbances (such as ketone body formation) that
may accompany and potentially aggravate the effects of in-
sulin deprivation on the hypothalamus and/or the pituitary
(19, 39, 42); and 3) use of different sampling protocols and
pulse analysis methodological approaches (43, 44). In addi-
tion, isolated suppression of LH pulse amplitude in men with
uncomplicated IDDM may denote less severe disruption of
GnRH/LH output, akin to the low amplitude pattern evident

in aging, uremia, and short-term fasting (45-49). Thus, al-
terations in the amplitude of LH secretory events may rep—
resent the first detectable alteration of LH secretory dynam-
ics within the context of the natural history of reproductive
failure in diabetic men. In this setting, abnormalities in both
LH pulse amplitude and frequency may result from long-
standing uncontrolled disease, as suggested by studies doc-
umenting time-dependent morphological alterations in the
hypothalamus and gonadotropes of streptozotocin-treated
male rats (12). Longitudinal studies would be required to
establish the nature of progressive hypothalamo-pituitary
pathophysiology in IDDM (50).

To evaluate the mechanism(s) underlying the reduction in
LH secretory burst mass in poorly controlled IDDM, we
infused two consecutive submaximally stimulatory doses of
GnRH (51, 52). Deconvolution analysis documented a
marked (50%) reduction in LH secretory burst mass after the
second GnRH pulse. This inference is compatible with some,
but not all, findings in insulinopenic animals, in which the
heights of single GnRH-stimulated LH peaks are reportedly
normal (2, 5, 7, 16, 26) or decreased (3, 8, 15, 53). Comparison
of LH secretory burst mass after GnRH stimulation revealed
marked attenuation of LH release after the second stimulus
in men with poorly controlled IDDM. This distinction could
denote that poorly controlled IDDM initially impairs the de
novo bioynthesis of LH, which is required to replete gona-
dotrope cell stores after the first GnRH stimulus. Impaired
gonadotrope priming by endogenous GnRH and/or en-
hanced gonadotrope susceptibility to dowmn-regulation
might account for the present findings. Hypothalamic hy-

ogonadotropism is inferable in young women with poorly
controlled IDDM. In one study such patients evinced para-
doxically heightened LH secretion after a single submaxi-
mally effective GnRH stimulus and reduced LH pulse fre-
quency (23). If findings in the female are corroborated in
further studies, one could postulate that gender, the sex
steroid milieu, and /or the severity and duration of diabetes
meillitus contribute to gonadotrope sensitivity.

The design of the present study does not allow us to
ascertain whether the changes observed in LH secretion may
be reversible with metabolic control. Although studies in
experimentally induced diabetes have shown that the effects
of short-term insulin withdrawal on LH secretion may be
reversed by acute insulin resupplementation (13, 39), longi-
tudinal studies are required to establish the potential revers-
ibility of central hypogonadotropism in temporarily uncon-
trolled IDDM.

Based on the results obtained in the presentstudy, a single
definitive mechanism through which LH secretion is im-
paired in poorly controlled diabetic men cannot be postu-
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lated. The presence of an insulin-deprived milieu may play
a pivotal role in the development of gonadotrope dysfunc-
tion in uncontrolled IDDM; in fact, insulin can enhance go-
nadotrope cell sensitivity to GnRH in vitro (54). Further,
studies in both streptozotocin-treated male rats and male
diabetic db mutant mice have demonstrated a reduced pi-
tuitary LH content as well as the presence of morphological
changes at the gonadotrope level (2, 42, 55), lending addi-
tional support to the possibility that relative hypoinsulinism
may lead to changes in pituitary function in diabetic indi-
viduals. On the other hand, insulin has systemic access to and
binding sites within certain regions of the basal hypothala-
mus (including the median eminence and the arcuate nu-
cleus), facilitates GnRH secretion in the sheep, and promotes
the proliferation of murine GTI-7 neurons directly (13, 24, 56,
57). Thus, relative insulin deficiency, like that present in
uncontrolled IDDM, may potentially reduce the strength of
the GnRH impulse and consequently attenuate GnRH-
dependent pituitary feedforward signaling. Finally, meta-
bolic stress in experimental animals also drives hypotha-
lamic CRH and dopamine outflow, both of which can
restrain pulsatile GnRH release (24, 58, 59). As indirect mark-
ers of such putative stress responses, we measured serum
cortisol and PRL concentrations in baseline (6-h) pools,
which were normal in men with poorly controlled 1DDM.

In vitro bioassay of LH revealed elevated values in men
with poorly controlled diabetes mellitus. Infusion of GnRH
failed to completely stimulate bioactive LH secretion equiv-
alently in such patients, in agreement with the RIA result.
However, the baseline B/l was significantly elevated in
poorly regulated IDDM. This unexpected finding could re-
flect altered posttranslational processing of LH. Indeed, gly-
cosylation, sialylation, and sulfation of terminal oligosaccha-
ride residues control the in vivo metabolic clearance and in
vitro bicactivity of human LH (28, 60, 61). A glycation-
dependent mechanisms(s) also influences the cellular recog-
nition, uptake, and degradation of glycoproteins by hepatic
reticuloendothelial receptors for asialo-glycoprotein mole-
cules (62). Accordingly, the present findings of normal bio-
active, but reduced imununoreactive, LH concentrations in
men with poorly controlled IDDM could signify either rel-
atively increased secretion or decreased removal of biolog-
ically active compared with immunoreactive LH. Alterna-
tively, as may occur with other proteins (62, 63), a sustained
exposure to a glucose-enriched endogenous milieu may pro-
mote nonenzymatic glycation of LH molecules, rendering
glycosylation variants with altered functional and/or bio-
chemical properties. Further studies are needed to identify
the mechanism(s) by which metabolically unstable IDDM
may potentially disturb the biosynthetic pathway involved
in gonadotropin glycosylation.

A single dose of hCG stimulates T secretion initially after
2-4 h (early) and further after 18—-120 h (late) (27, 64, 65). The
biphasic response is attenuated in GnRH deficiency states,
e.g. hypogonadotropic hypogonadism of either physiological
(prepubertal) or pathological (Kallmann’s syndrome) origin
(27, 66, 67). In the diabetic subjects studied here, baseline
serum T concentrations and T/SHBG ratios were normal.
Moreover, both the early and delayed actions of hCG were
preserved. In other studies, ketosis-prone, systemically com-
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plicated, and older diabetic patients exhibit variable degrees
of hypoandrogenemia before and after hCG administration
(16—-19). In the experimental animal, severe insulinopenia
and hyperglycemia impair hCG binding in the testis and
reduce Leydig cell responsiveness to a lutropic stimulus (1,
5, 14,23, 68, 69). The basis for this difference from the present
clinical data is not known. We speculate that retention of LH
bicactivity and/or intragonadal (paracrine) regulation of
Leydig cell function may be relevant to maintaining T se-
cretion in the earlier stages of IDDM (70).

In summary, poorly controlled, but systemically uncom-
plicated, IDDM in young men suppresses the amplitude of
spontaneous (endogenous) pulsatile and exogenous GnRH
stimulated LH secretion, leading to central hy'pogonadotro-
pism. This hyposecretory state more greatly affects LH im-
munoactivity than LH bioactivity. The presence in the
circulation of LH molecules with enriched bioactivity is ev-
idently sufficient to maintain normal total T concentrations,
the molar T/SHBG ratio, and Leydig cell responsiveness to
hCG. Together the present data suggest that the attenuated
GnRH-dependent drive of LH secretion in poorly controlled,
but otherwise uncomplicated, IDDM may be subserved by a
dual mechanism involving both pituitary responsiveness to
GnRH and hypothalamic system control of the strength of
the GnRH impulse. It is suggested that both alterations result
from relative insulin deficdency and that other metabolic
disturbances and/or complications that accompany long-
standing diabetes aggravate the reproductive axis dysfunc-
tion eventually found in the majority of men with IDDM.
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