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RESUMEN

La hormona estimulante del foliculo (FSH), al igual que los otros miembros de la familia de las hormonas
glicoproteicas, es producida y secretada en multiples formas moleculares. Estas variantes o isoformas difieren entre si
por los residuos de oligosacaridos que se unen a la cadena peptidica de la hormona, en su abundancia relativa y en sus
propiedades biolégicas.

Para entender como esta heterogeneidad de carbohidratos tiene un impacto en la funcién de la FSH se emplearon dos
sistemas diferentes, uno in vivo y otro in vitro. Las isoformas se obtuvieron mediante cromatoenfoque preparativo y
radioinmunoanalisis, técnicas actualmente utilizadas para separar e identificar el perfil de distribucién de las hormonas
glicoproteicas; las isoformas aisladas fueron analizadas por un sistema in vivo en ratas prepuberes hipofisectomizadas y
tratadas (6 horas posthipofisectomia) con una dosis tinica de las diferentes variantes de FSH y por otro lado por un sistema
in vitro en el cual se realiza un cultivo de foliculos ovaricos intactos con diferentes dosis de las mismas variantes. Ademas
se realizaron bioensayos en células de la granulosa y estudios de la vida media de las isoformas.

En ambos sistemas todas las isoformas intrahipofisarias de FSH fueron capaces de inducir una respuesta bioldgica.
Independientemente del sistema empleado, las isofomas menos acidas fueron mas eficientes (a pesar de permanecer
menos tiempo en circulaciéon) en mantener la proliferacion de las células de la granulosa (in vivo), indujeron un
crecimiento preantral mas rapido produciendo foliculos antrales de mayor tamafio a dosis menores (in vifro), tuvieron
un mayor impacto en la produccién de estradiol y en la formacion de la cavidad antral (ambos sistemas).

Estos resultados sugieren que las isoformas de FSH difieren en su capacidad de inducir diferentes respuestas celulares.
El hallazgo de diferencias significativas en las diferentes respuestas bioldgicas entre las diversas isoformas
intrahipofisarias de FSH, sugiere fuertemente que la produccién de las isoformas y su secrecion a la circulacién tiene

un significado fisiolégico y representa un mecanismo a través del cual la hipofisis anterior regula la funcién gonadal.



SUMMARY

As with other members of the glycoprotein hormone family, follicle-stimulating hormone (FSH) is produced and
reléased as an array of isoforms that differ from each other in the structure of their oligosaccharide attachments,
relative abundance and biological properties.

To understand how carbohydrate heterogeneity can impact FSH action we employed. two different in vitro and in vivo
systems. FSH isoforms were obtained by chromatofocusing and radioimmunoassay, techniques nowadays used to
separate and identify the array of glycoproteic hormones. The isoforms obtained were analysed in an in vivo system
with prepubertal hypophysectomized rats exposed (6 hours later) to a single dose of the FSH isoforms and on the
other hand in an in vitro system, with an intact follicle culture exposed to different doses from the same variants. We
also analysed the effect in a granulosa bioassay and plasma half life.

Under both systems intrapituitary FSH isoforms were capable to induce different biological response. Regardless of
the system employed, the less acidic isoforms were more efficient (in spite of the less time in circulation) keeping -
granulosa cell proliferation (in vivo), inducing a faster preantral growth and larger follicles with lower doses (in
vitro), In a higher impact in estradiol production and in the antral formation (both systems) than the more acidic
counterparts.

These results suggest that FSH isoforms differ in their capacity for inducing different cellular responses. The finding
of significant differences among the various intrapituitary FSH isoforms, strorngly suggests that the shift towards the
isoforms production and secretion have a physiological significance and represent an important mechanism through

which the anterior pituitary regulates gonadal function.



ANTECEDENTES

El foliculo ovérico es una compleja unidad funcional, cuya funcion principal es el desarrollo y manutencion de un
ovocito competente, ¢l cual serd liberado mediante la ovulacién, esto es, la liberacion fisica del ovocito y las células de la
granulosa circundantes. Este proceso de maduracién, crecimiento y seleccién, implica una serie de eventos endocrinos,
paracrinos y autocrinos entre los tres tipos principales de células foliculares: el ovocito, las células de la granulosa y las
células de la teca. Estas células interactian de una manera sincrénica y se encuentran reguladas por una serie de hormonas
y de factores. De estas hormonas y factores dependera el desarrollo adecuado de un foliculo y/o la muerte o atresia de
aquetlos que no recibieron un estimulo adecuado para alcanzar la maduracion. Estos factores y hormonas desempefian un
papel complejo en el iempo y en el espacio, siendo el foliculo una unidad movil y no estatica, cuyo desarrollo dependera
de la rdpida y adecuada comunicacién entre los diferentes tipos celulares.

Las gonadotropinas son las hormonas o sefiales endocrinas que inducen y promueven estos procesos. Las
gonadotropinas son sintetizadas y secretadas por los gonadotropos en la hipéfisis anterior, bajo la influencia de la hormona
liberadora de Gonadotropinas (GnRH), la cual es una hormona sintetizada en el hipotadlamo. De esta manera se establece
una estrecha relacién entre estos tres tejidos, a lo cual se le ha reconocido como el eje hipotilamo-hipofisis-génada. Las
caracteristicas estructurales de cada sefial generada por los componentes de la hip6fisis, determinardn el destino
metabdlico, la capacidad de unién y activacion de sus receptores en la céula blanco y eventualmente la capacidad de

inducir una respuesta biolégica especifica oz aguare y cols., 2000,

Hormona liberadora de Gonadotropinas

La GnRH es un decapéptido producido por células especializadas, localizadas en el nicleo arcuato del hipotilamo
mediobasal y en el area predptica de la region anterior del hipotdlarno. Los axones de estas neuronas se proyectan hacia
varias regiones del cerebro y hacia la circulacién portal, donde este decapéptido alcanza los receptores membranales de los
gonadotropos o células productoras de gonadotropinas. La activacion del receptor para GnRH lleva a la sintesis y
secrecion de las gonadotropinas. La secuencia peptidica de 1a GnRH consiste en los siguientes residuos de aminoacidos:

pylroGlui -Hisz-Trp3-Scr4-Tyr5-G lys-Leu7-Arg3—Pro9-Glyl°-NH2 (Matsso y cols, 1971; Baba y cols., 1971).

Gonadotropinas

La hormona luteinizante (LH) y la honmona estimulante del foliculo (FSH) son producidas por un grupo
heterogéneo de células, llamadas gonadotropos en la hipdfisis anterior. Ambas gonadotropinas desempefian un papel
esencial regulando la funcién gonadal, tanto en bumanos como en otras especics animales. Las células de la granulosa, en
el ovario y las células de Sertoli en el testiculo son las principales células blanco para la accién de la FSH. En estas células,
la FSH promueve la sintesis de estrogenos y diversos factores no-esteroidogénicos, estimula la gametogénesis, promueve
la divisién celular, la produccién de receptores tanto de FSH como de LH y la produccién de uniones comunicantes tipo
gap. Las células blanco para la LH son las células de Leydig en el testiculo y diversos tipos celulares en el ovario, en los
que la LH regula las concentraciones locales y sistémicas de los esteroides sexuales. La LH es esencial a su vez para la

induccién de la ruptura folicular durante la ovulacion y para el mantenimiento del cuerpo liteo. Sinergiza junto con la




FSH el desarrollo folicular en sus fases tardias promoviendo el crecimiento de los foliculos antrales al estado preovulatorio
y en las células de la teca estimula Ja produccién de andrégenos.

Las gonadotropinas hipofisarias pertenecen a una familia de glicoproteinas estructuralmente relacionadas,
compuesta por la FSH, la LH, la hormona estimulante de tiroides o tirotropina (TSH) y la hormona gonadotropina
coridnica (CG), esta ultima producida en la placenta. Las glicoproteinas son secuencias peptidicas con cadenas laterales de
oligosacaridos unidos a Asparagina (N) en el caso de Ja FSH y la LH; y en Treonina (T) o Serina (S) en el caso de la CG.
Estas uniones se han descrito como enlaces tipo N- (cuando se encuentra unido al tomo de nitrdgeno de la amida del
residuo de la Asparagina) o enlaces O-glicosidicos (cuando se une al 4tomo de oxigeno de la Serina o Treonina) quea-aguime

y cols., 2000) (ﬁg'um 1)

CH,0H o
H/H © ”
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Cadena del l
oligosachrido — O —CH—Ca— H
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Figura 1. Enlaces N- y O-glicosidicos en glicoproteinas. En el panel superior se muestra el enlace tipo N (unido al
residuo de Asparagina) que se da entre el residuo del oligosacdrido y la cadena peptidica de las glicoproteinas. En el

panel inferior se muestra el enlace O-glicosidico (unido al residuo de Serina o Treonina).

En el dimero a/f, la subunidad-a comin en el humano contiene dos oligosacaridos unidos mediante enlaces N-
glicosidicos en las posictones ¢52 y 78, mientras que FSH-P presenta sitios de glicosilacion en los residuos 7y p24 y Ja
LH-B en la posicién B30. smin y o, 1992). La subunidad-B de CG presenta los mismos sitios de N-glicosilacién que la LH-3

més cuatro sitios adicionales O-glicosidicos en las posiciones B121, 3127, B132 y 138 en la regién carboxilo-terminal.

Estructura de la FSH
Al igual que la LH, la CG y la TSH, la FSH es una glicoproteina bheterodimérica compuesta por las subunidades o

y B, unidas de manera no covalente piercey cols,, 1581). E Una misma especie animal, la sintesis de las subunidades-a. comunes



de estas glicoproteinas estan codificadas por el mismo gen y por lo tanto presentan una secuencia de aminodcidos casi
1déntica (rigges y cols., 1984). POT €l contrario, las subunidades-B son codificadas por diferentes genes y por Jo tanto, le confieren
a la hormmona especificidad inmunolégica y bioquimica. La hormona es funcional y expresa su actividad bioldgica
solamente cuando ambas subunidades se encuentran unidas. El gen de la subunidad-a comin de las hormonas
glicoproteicas es coordinadamente expresado con las diferentes subunidades-f y su control hormonal varia dependiendo
del tipo celular. Por el contrario, los genes de la subunidad-B son expresados de manera restrictiva y presentan una
regulacion hormonal limitada y especifica. El gen que codifica la subunidad-a de varias especies de mamiferos esta
constituido por cuatro exones separados por tres intrones. En humanos, este gen esta localizado en el cromosoma 6p21.1-
23. El ARNm de la subunidad-o posee entre 730 a 800 nucleétidos. Este ARNm codifica una secuencia sefial de 24
aminodcidos seguida por la secuencia de la proteina madura, la cual estd compuesta de 92 2 96 ressduos de aminoécidos.
En el humano, se encuentra la ausencia de cuatro aminodcidos correspondientes a los residuos 6 a 9 en otras especies,
formando una brecha o “‘gap” al comparar las secilencias de alineacién con otras subunidades-a. Sin embargo, esta brecha
no altera la formacién de los puentes disulfuro de la subunidad ucs- aguime y cols., 2000 (figura 2).

En humanos, la subunidad-p de FSH es codificada por un solo gen, localizado en el cromosoma 11 (11p13). El
gen de la FSH-P contiene tres exones y dos intrones. FSH-B expresa por lo menos cuatro ARNm en células normales
hipoftsanias y dos transcritos en células neoplasicas. La secuencia nucleotidica presenta una sefial de 18-19 arninoécidos,

seguido por la secuencia de la proteina madura de 111 residuos de aminodcidos qyes-aguire y cots, 2000)-

Modificaciones post-transcripcionales

Después de su sintesis, el ARNm de las gonadotropinas difunde por el citoplasma hasta alcanzar el reticulo
endoplasmico rugoso (RER) y se une a ribosomas, los cuales comienzan la sintesis de la proteina. En el RER también se
da la asociacion de ambas subunidades, la formacién de puentes disulfuro y la transferencia del precursor de
oligosacaridos, constituido por 3 moléculas de glucosa (Glc), 9 de Manosa (Man) y 2 de N-acetilglucosamina (GIcNAc)
(Gle;ManyGleNAc,) unidas a dolicol, un acarreador de lipidos attamente hidrofébico que atraviesa la membrana de] RER
mas de tres veces. Los oligosacaridos unidos a N de Ja subunidad-o, aparentemente desempefian un papel importante en el
plegamiento de diferentes dominios de la subunidad y probablemente afecten a su vez, la flexibilidad de la molécula, asi
como la formacién de los puentes disulfuro. La presencia de los puentes disulfuro confiere una estructura tridimensional a
las subunidades y son esenciales para mantener la actividad bioldgica del dimero a/B. La subunidad-e presenta 5 puentes
disulfuro, mientras que la subunidad-B presenta seis Fox y cols., 2001). LOs puentes disulfiro que unen residuos de cisteina en
las posiciones 0.10-60, a28-82 y 032-84, forman lo que se le conoce como “el nudo de cisteinas”, el cual estd compuesto
de dos puentes disulfuro que forman un anillo por el cual pasa un tercer puente disulfuro. La posicién exacta de los
puentes disulfuro en la subunidad-o es en las posiciones c.7-31, a.10-60, 028-82, «32-84 y 0.59-87; mientras que para la
subunidad-P ¢s en las posiciones B3-51, B17-66, B20-104, $28-82, $32-84 y B87-94 (roxy cols, 2001). (Figura 2).
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Figura 2. Secuencias de las subunidades-a commnes de huamano (WFSH-a, panel superior) y hFSH-f (panel inferior) Los
corchetes sélidos representan la posicion de los puentes disulfuro. Las estructuras ramificadas se indican en las

posiciones de los sitios de glicosilacion unidos a N.

Heterogeneidad molecular de las gonadotropinas

La glicosilacién de las gonadotropinas comienza en el RER con la transferencia, durante la traduccion, de un
precursor del oligosacarido al residuo de N en regiones determinadas en la cadena peptidica; especificamente en los sitios
donde se presenta unma secuencia N-X-S/T, (N: Asparagina, S: Serina, T: Treonina y X representa a cualquier otro

aminoacido) (figura 3).
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Figura 3. Resumen de la via biosintética de la sintesis de oligosacdridos N-unidos. Los pasos principales incluyen la
Iransferencia de un residuo de lipido unido a un precursor (dolicol) a una Asparagina en la posicion -N-X-S/T (a): la a-
glucosidasa I y Il remueven un residuo terminal de glucosa en el reticulo endopldsmico rugoso (RER), la a-1,2-
manosidasa remueve un residuo de manosa y la a-manosidasa I remueve otros tres residuos de manosas en el aparato de
Golgi. (b): la N-acetilglucosaminatransferasa adhiere N-acetilglucosamina, formando un precursor con una esiructura
de wuna rama completa (c) o permitiendo continuar el proceso en el cual la a-manosidasa IT remueve dos residuos de
manosas (d). La N-acelilglucosaminatransferasa Il a-dhiere un segundo residuo de N-acetilglucosamina (¢) permitiendo
que continue el proceso (f'y g), el cual eventualmente resulta en los oligosacaridos terminales representados en la figura

4 (Uttoa-Aguirre y cols., 2000).

Este precursor del oligosacarido serd posteriormente modificado por exoglucosidasas (exoglucosidasas 1y II) y
por una manosidasa, generando un micleo comin compuesto de dos residuos de GlcNAc unidos a tres residuos de Man
(figura 4).

‘El nimero de carbohidratos que resulta de este proceso post-traduccional representa la amplia gama de
heterogeneidad molecular caracteristica de las hormonas glicoproteicas. La FSH humana y la CG presentan una alta
proporcidn de oligosacaridos ricos en acido sidlico (AS o 4cido N-acetilneuraminico o NANA) en estructuras mono- di- o
tri-antenarias, lo cual confiere una carga neta negativa a la molécula. Por otra parte, en la LH humana, el contenido de
acido sialico es menor y por lo tanto presenta una carga menor que la FSH o la CG. Los oligosacaridos N-unidos en LH no
contienen AS ni galactosa (Gal) en cambio tienen sulfatos (SO4) y N-acetil galactosamina (GalNAc). Estos oligosacaridos

con una o dos ramificaciones con GalNAc4 SO, se encuentran principalmente en la LH y Ja TSH, asi como en la



subunidad-o. libre de vanas especies animales; sin embargo, estin ausentes o en menores proporciones en FSH y CG

humanas (figuwra 4).
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Figura 4. Algunas de las estructuras de oligosacaridos unidos por enlaces tipo N encontrados en la FSH de hipdfisis de
ovinos, bovinos y de humanos. Muchos otros oligosacaridos se pueden encontrar como versiones incompletas de estas

estructuras, principalmente residuos terminales carentes de acido sidlico, sulfatosy fucosa auioa-aguirre y cols. 1999, 2000)

Varias enzimas se encuentran involucradas en el proceso de glicosilacion. Ademés de las glucosidasas y
manosidasas, también hay enzimas tales como un grupo de glicosiltransferasas que incluye a la Gal[NAc-transferasas,
GlcNAc-transferasas, galactosil- y Gal-transferasas y sulfotransferasas, que wnfluyen marcadamente en el proceso de la
glicosilacién. Muchas de estas enzimas requieren un sitio de reconocimiento en la secuencia peptidica que perrite la
adicién de un nuevo residuo de un carbohidrato a la cadena del oligosacirido, mientras que otras lo afiaden de una manera
no especifica. E) sitio de reconocimiento para las GalNAc-transferasas consiste en cuatro residuos de aminoacidos bésicos
localizados entre dos giros presentes en la a-hélice de una regién altamente conservada de la subunidad-a @aeuziger y cols, 1988,
Ulkoa-Aguime y cols., 2000)-

En estudios cristalogréficos de la CG se ha observado que los oligosacaridos unidos a N se proyectan hacia afuera
de la superficie de la hormona y cada uno ocupa un volumen similar al ocupado por toda la cadena peptidica de la
subunidad-a @acraiger 1996). SO0 los dos primeros residuos de GIctNAc y posiblemente el de la manosa de la regidn medular
de cada oligosacérido de la subunidad-B tiene un contacto sustancial con el péptido de la hormona, por lo que las regiones
periféncas de estos oligosacdridos aparentemente no interactiian directamente con el péptido. Asf, las variaciones en los
patrones de ramificacion y los sustituyentes terminales tienen un impacto en el espacio ocupado por el oligosacérido asi
como en la proteccion de la degradacion hepatica de la hormona. Cabe sefialar que estos carbohidratos son un componente
estructural que conforman alrededor del 20-30% de la masa total de la molécula de las gonadotropinas (ypee.aguire y cols, 2000):

Las variaciones en la estructura y distribucion de los oligosacandos sializados, y en menor grado de los

sulfatados, constituyen la base quimica mas importante de las diferencias entre sus isoformas y son las responsables de la




extensa heterogeneidad por carga que las caracternza (zambrans y cols, 1995; Baenaiger 1988). Después de su sintesis y secrecion, la
mezcla de isoformas llega a los tejidos blanco, en donde modula una gran variedad de procesos bioldgicos tales como el
crecimiento y la proliferacion celular, la esteroidogénesis y la sintesis de diversas proteinas. La contribucion relativa de las
isoformas de la FSH (y de Ja LH) a esta mezcla circulante varia segun el estado fisiolégico del donador wie-aguire y cois., 1988)
y a su vez del origen de la preparacion analizada. La mezcla de isoformas en la circulacién contiene la mayoria de las
isoformas detectadas en extractos crudos de hipdfisis; sin embargo, el patrdn de distribucién por carga de isoformas
séricas de FSH depende del momento de la toma de la muestra, del sexo, edad, estado de desarrollo sexual y de la fase del
ciclo menstrual en la mujer. Por ejemplo, se ha demostrado que hay una mayor proporcién de isoformas menos
éci‘das/sializadas de FSH en suero en mujeres normales durante la fase folicular tardia y en €l medio €iclo (zambrano y cots.,
199s). Los extractos de FSH de onina de mujeres menopausicas presentan una mayor cantidad de isoformas ricas en 4acido
s1alico, por lo que su carga es predominantemente 4cida (pH < 5.0). Por ofra parte, las preparaciones recombinantes de esta
gonadotropina presentan un patron de distribucién dependiente del tipo celular del cual se onginaron, por ejemplo, las
células del ovario de criceto chino (CHO) no presentan Ja maquinaria necesarta para sializar glicoproteinas en a posicion
a2,6; la FSH recombinante producida por estas células es menos acida y exhibe un menor nimero de isoreros que los
extractos de orina. La FSH recombinante producida por las células de insecto infectadas con baculovirus Hi5, expresan
una gonadotropina con una carga basica neta, debido a que no presentan practicamente acido sialico. Finalmente, la
distribucién de ]Ja FSH humana recombinante producida en células embridnicas humanas de rifién 293 (HEK-293) es

similar a la distribucion de extractos crudos hipofisiarios (uuesaguire y cois, 2000)-

Funcion de los carbohidratos en las gonadotropinas

Las estructuras de los oligosacaridos en las hormonas glicoproteicas desempefian un papel importante en varias
funciones de Ja molécula, tales como el plegamiento, la unién de ambas subunidades, la secrecion del dimero, la
deterrninacion de su destino metabdlico y la interaccion con su receplor ios-aguinre y cols.. 2000)- La depuracion metabdlica, asj
como Ja potencia bioldgica in vivo son altamente dependientes del tipo especifico de residuos terminales (4cido sidlico y/o
sulfatos) presentes en los oligosacaridos. Las variantes recombinantes de FSH que no presentan 4cido sidlico, asi como la
FSH hipofisania deglicosilada mediante métodos quimicos o enzimaticos, son rapidamente depuradas de Ia circulacién y
son practicamente inactivas in vivo en comparacion con las variantes intactas. En particular, los oligosacaridos de la
subunidad-f determinan la velocidad de depuracién plasmatica de las gonadotropinas, mientras que el oligosacarndo en la
posicién a52 es esencial para la activacién del receptor y de las seiiales de transduccidn intracelulares gns-Aguire y cols, 2000)-

Las isoformas acidas, con un mayor contenido de acido siélico, tienen una mayor vida media circulante, una
reducida unién al receptor y actividad bioldgica in vitro y son producidas y secretadas preferencialmente durante el inicto
del desarrollo folicular. Estas isoformas posiblemente proveen al ovario de un estimulo de accién prolongada que permita
su maduracién. Por el contrario, la vida media de las isoformas menos acidas es significativamente menor que Ja de sus
analogos mds acidos debido a su bajo contenido de cido silico. Sin embargo, estas isoformas presentan una mayor
actividad biolégica in vitro asi como una mayor unién al receptor, siendo selectivamente producidas y secretadas antes de

la ovulacién para estimular posiblemente efectos agudos tales como la ruptura folicular pagmanabhan y cols., 1988; Ulloa-Aguire y cols.,



1990: Wide y cols., 1993; Zambrano y cols, 199%). D€ €Sta manera, los cambios en la distribucién relativa de las isoformas circulantes
podrian modular selectivamente los diversos efectos biolégicos de la hormona en su tejido blanco.

A pesar que se conoce desde hace varias décadas que la FSH, la LH, la TSH y Ja CG estan altamente glicosiladas,
no ha sido sino raas recientemnente que se ha comenzado a tener una vision mas precisa del significado fisiolégico de los
residuos de carbohidratos. En las hormonas glicoproteicas, los oligosaciaridos son la principal caracteristica estructural con
un impacto en las propiedades biologicas de estas hormonas.

La FSH es el principal factor que promueve el crecimiento y desarrollo del foliculo. Una de las funciones de la
FSH es estimular el proceso de aromatizacion, en el cual los andrégenos son transformados en estrégenos en las células de
la granulosa (pomingion y cols., 1975). L@ FSH estimula la produccidn de un mayor niimero de receptores de FSH y para la LH en
las células de la granulosa ichards y cois, 19760 L@ FSH estimula la produccién de inhibina, activina y del factor de
crecimiento semejante a Ja insulina I (IGF-), factores involucrados en el crecimiento folicular miey y cois, 1992). También hay
evidencias de que la FSH estimula Ja divisién celular de las células de la granulosa (yegg y cols., 1992)- La presencia de

diferentes isoformas pudiera estar correlacionada con el papel multifuncional de Ja FSH.

Papel de hormonas esteroides durante el desarrollo folicular

La esteroidogénesis en el ovario s¢ lleva a cabo en un ambiente de estrecha relacidn entre las células de la
teca y las células de la granulosa. Las células de la granulosa producen dos de los esteroides sexuales més
importantes: estradiol y progesterona (esta tltima, al final del desarrollo folicular, cuando hay receptores para LH en
el folfculo dominante). A pesar de que las células de la granulosa son capaces de producir progesterona de manera
independiente, la biosintesis de estrogenos requiere de la cooperacion entre las células de la granulosa y las de la teca.
La participacién de estos dos tipos celulares y de las gonadotropinas FSH y LH, en Ja biosintesis de estrégenos en el

ovario, sostiene la teoria llamada dos c¢élulas-dos gonadotropinas (ven y cots,, 1999y (figura 5).
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Figura 5. Teoria de las dos células-dos gonadotropinas. En las células de la teca interna (panel superior) se da la
biosintesis de andrdgenos a partir de colesterol, bajo la influencia de la LH. Estos atraviesan la membrana basal
para alcanzar las células de la granulosa donde son aromatizados a estrégenos con el complejo enzimatico
P450arom (aromatasa) bajo el estimulo de la FSH. LH, hormona luteinizante; FSH, hormona foliculo estimulante;
G, proteina G, GTP, guanidin trifosfato; GDP, guanidin difosfato, ATP, adenosin trifosfato; AMPc, adenosin

monofosfato ciclico (e, y cols., 1994).

Con base en esta teoria, los androgenos derivados de la teca, dependientes de la LH, son aromatizados por las
células de la granulosa bajo el estimulo de la FSH. El estradiol y la estrona derivan de la aromatizacién de los
andrégenos androstendiona y testosterona, respectivamente (figura 5 y 6). Las células intersticiales son productoras
también de andrégenos, los cuales atraviesan Ja membrana basal del foliculo hasta alcanzar las células de la granulosa
donde son aromatizados a estrégenos. Las células de la granulosa son el sitio principal de la aromatizacién. En
cultivos de células de la granulosa, la aromatizacién es estimulada por la FSH y no por la LH, siempre y cuando el
medio de cultivo contenga un sustrato aromatizable androgénico. Por el contrario las células de la teca no producen
cantidades significativas de estrégenos bajo condiciones experimentales. La actividad de la aromatasa en las células
de la granulosa se ha estimado que es 700 veces mayor en los foliculos preovulatorios que en la teca. Las células de la
granulosa son el sitio principal de la sintesis de estrogenos en el foliculo dominante preovulatono. A pesar de que la
estrona es producida a partir de la androstendiona, esta es rapidamente transformada en estradiol por la enzima

esteroidogénica 17 oxoesteroide reductasa (17Red). La aromatizacién involucra la pérdida del grupo metilo del

I



carbono 19 y una eliminacién estereoespecifica de los hidrogenos 1-B y 2-B del anillo A del precursor androgénico.
Un total de tres hidroxilaciones se requieren por cada molécula de estrégeno formado (figura 6) xnebil y cols., 1994)-

La esteroidogeénesis se lleva a cabo en las mitocondnas a partir de colesterol. La importancia del colesterol
(LDL) como precursor de la progesterona ha sido descrito en numerosos estudios. La funcién de los estrdgenos,
ademds de los multiples efectos sistémicos, es ejercer una gran variedad de acciones criticas en el ovario resenteid y coks,
2001). Tanto las células de la granulosa como la teca son sitios de accién de los estrogenos. En las células de la
granulosa, los estrogenos estimulan la divisién celular, teniendo un efecto antiatrésico; inducen también la formacién
de uniones intercelulares tipo Gap y estimulan la formacién del antro folicular y la sintesis de receptores para
EStrO8EN0S (rosenfeld y cols,, 2001). LOS estrégenos sinergizan la accidn de las gonadotropinas, incluyendo la promocién del
crecimiento ovdrico, la sintesis de receptores para FSH y LH y aumentan a su vez la actividad de la aromatasa gesengel
y cols,, 2001). La capacidad de los estrégenos para incrementar la actividad de la enzima responsable de su propia
formacién se suma al incremento exponencial preovulatorio en las concentraciones de estradiol séricas. Esta forma de
auto-amplificacion pudiera ser importante en el proceso de seleccién folicular. Por otra parte, los estrégenos bloquean
directamente inhibiendo la produccién de andrégenos ovaricos mediante la inhibicidn de la enzima involucrada en la
conversién de progestinas (C21) a andrégenos (C19). En resumen, se puede mencionar que los estrégenos promueven
la foliculogénesis, incrementan la expresién de receptores para gonadotropinas, incrementan Jas uniones tipo Gap en
las células de la granulosa, estimulan la esteroidogénesis (testosterona y progesterona en las células de la teca y en las
células luteas respectivamente) e inhiben la apoptosis de las células de la granulosa (resenfeld y cols., 2001).

La funcidn de los androgenos en el desarrollo folicular es que son los precursores de los estrégenos y ejercer
una variedad de efectos mediados por receptores en Jas células de la granulosa. Los andrégenos poseen la capacidad
de promover la actividad de la aromatasa estimulada por las gonadotropinas. Asi, los andrégenos aumentan la
actividad de la aromatasa estimulada con FSH, actuando como sustrato y también ejerciendo un efecto autécrino
directo, el cual resulta en una regulacién positiva de las enzimas esteroidogénicas. Los andrégenos promueven la
biosintesis de progesterona. Por otra parte, las concentraciones altas de androgenos 5-o. reducidos, tales como la Sa-
dihidrotestosterona actian como inhibidores de la actividad de la aromatasa en las células de la granulosa (yen y coxs,,
1999) -

En ausencia de gonadotropinas, los andrégenos promueven la atresia folicular y antagonizan el incremento en
el peso ovérico asociado a los estrogenos en ratas inmaduras hipofisectomizadas. Asi mismo, el tratamiento con
dihjdrotestosterona inhibe la capacidad de las células de la granulosa a tener receptores de LH inducida por la FSH.
También se ha observado que el aumento en la relacion andrégenos a estrégenos estd asociado a caracteristicas
morfolégicas de la atresia, siendo los primeros inductores de la apoptosts ovérica, y de la luteinizacién del foliculo
(Msueh y cols., 1994). La progesterona producida en respuesta al estimulo dado por las gonadotropinas en el medio ciclo es
esencial para la ovulacién y para la luteinizacion de los foliculos en los primates, teniendo un papel antiproliferativo

en las células luteinizadas.
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Biosintesis de esteroides sexuales a partir de colesterol

La sintests y el metabolismo de esteroides sexuales, involucran miltiples complejos enzimidticos los cuales son
regulados tanto por los sitios intracelulares donde se localizan dichas enzimas, por el tipo celular, asi como por
multiples factores y hormonas. Esta tesis se enfocara basicamente al ovario, teniendo en cuenta gue la sintesis de
esteroides sexuales también se lleva a cabo en los testiculos y en las glandulas adrenales. En primer lugar se puede
menctonar que los foliculos ovaricos son las unidades funcionales del ovario. La funcién de cada foliculo es mantener
el soporte fisico y bioquimico necesario para la adecuada maduracion del ovocito. Las células somaticas del foliculo
contribuyen en esta funcién esencjal para la reproduccion, lo cual involucra una relacion estrecha entre los diferentes
tipos celulares foliculares. Los productos de secrecion mas conocidos en el ovario son los esteroides sexuales knobit y
cols, 1994). La clasificacién de los esteroides sexuales con base en su funcién bioldgica se divide en tres grupos
principales: progestinas, andrégenos y estrogenos, representados por: Cj (pregnano), C,¢ (androstano) y Cis
(estranos) respectivamente (knobil y cols,, 1994). LOS esteroides sexuales son producidos a partir de colesterol (Cy), el cual
proviene de tres posibles fuentes: 1) colesterol preformado, que proviene del flujo sanguineo, principalmente en forma
de lipoproteinas circulantes (LDL 6 lipoproteinas de baja densidad y HDL & lipoproteinas de alta densidad), 2)
colesterol preformado, almacenado en las células ovaricas, tanto como colesterol libre, como constituyente de la
membrana celular, y 3) colesterol sintetizado de n0vo knobit y cois, 1994). EI primer paso en la conversion de colesterol a
esteroides, es la ruptura del carbono Jateral C-20,22 obteniendo un compuesto C,; conocido como pregnenolona y un
fragmento de 6 carbonos, el aldehido isocaproico. El sistema de enzimas que catalizan esta reaccién se localiza en Ja
matriz intracelular entre la membrana externa e interna de las mitocondrias (figura 6). Es un complejo
multienzimdtico constituido principalmente por la enzima citocromo P450,. (en inglés side-chain cleavage). La
reaccion requiere de fosfato del dinucledtido de adenina y de nicotinarnida en la forma reducida (NADPH) generado
en la mitocondria mediante la oxidacién de intermediarios del ciclo de Krebs o de acidos grasos. Tres moles de
NADPH y de oxigeno son requeridas por mol de colesterol (figura 6 flechas negras). Posteriormente, Ja pregnenolona
es convertida a progesterona por un complejo de enzimas microsomales que incluye a la A°-3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa:A**-isomerasa, las cuales actban en conjunto (figura 6 flechas azules). Este complejo de enzimas
requiere de NAD+ como aceptor de electrones y la reaccién es esencialmente irreversible bajo condiciones
fisioldgicas nommales (knobit y cols, 1994y, @ Su vez, la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, utiliza Jos esteroides Sa-
reducidos como sustrato en su metabolismo. La biosintesis de andrégenos (Co) en el foliculo, asi como en otros
érganos secretores de andrégenos, es un paso limitante que incluye el complejo de enzimas: | 7a-hidroxilasa:C-17,20-
liasa (figura 6 flechas rojas). Este sistema de enzimas es un citocromo P450 y requiere de NADPH y una molécula de
oxigeno. La reaccién puede utilizar como sustrato tanto a la pregnenolona como a la progesterona, resultando como
productos la dehidroepiandrostendiona y androstendiona respectivamente. Estas dos vias alternativas se les conoce
cominmente como las vias A’ (5-ene-3B-hudroxi) (figura 6, recuadro rosa) 'y A*(4-ene-3-0x0) (figura 6, recuadro
azul) Tespectivamente (kaobil y cols, 1994). LOS esteroides 17-hidroxi- y 17-oxo- son convertidos mediante una reaccién
reversible por la enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa presente en los microsomas de varios tejidos
esteroidogénicos, incluyendo al foliculo ovérico (figura 6 flechas rosas). Tanto los andrégenos como los estrdgenos

son requeridos como sustratos para esta reaccion (kabit y cols., 1994). Finalmente, la androstendiona y la testosterona
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(esteroides 4-ene-Cyy) son convertidos a estrona y estradiol 17, respectivamente, mediante un complejo de enzimas
localizadas en la membrana del reticulo endoplismico liso de varios tipos celulares ovéricos. Este complejo
enzimético se le conoce como “aromatasa” debido a la estructura aromatica de sus productos; es un citocromo P450
que cataliza una reaccién de miltiples pasos que incluyen la eliminacién de un grupo metilo en la posicién C-19,
eliminindose como 4cido férmico y seguido por un rearreglo del anillo A para formar una estructura aromética. La
reaccién requiere NADPH y tres moles de O, son consumidas durante este

proceso (figura 6 flechas verdes) xuovi y cols., 1994).

Siguiente pagina

Figura 6. Esquema general de la biosintesis de esteroides sexuales. El colesterol se biotransforma en pregnenolona
en la mitocondria (panel superior) mediante el complejo enzimdtico P-450.. (side chain cleavage). Posteriormente en
la region microsomal (panel inferior) se da la sintesis de andrégenos por las vias A (5-ene-3-hidroxi) (recuadro
rosa) o A4(4—ene-3-oxo) (recuadro azul). Los andrégenos cruzan la membrana basal y son biotransformados en
estrogenos por el complejo enzimdtico P450,,,y, en las células de la granulosa. Los colores de las flechas representan

las enzimas ¥ las vias sintéricas que éstas ejecwan (Modificado de: Gare-Langton y cols., 1990y Yen y cols., 1999).
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Ovulacion o Atresia

El proceso ciclico de la foliculogénesis ovarica se encuentra marcado por una proliferacién dramética que
culmina con el desarrollo del foliculo maduro. A pesar de que el papel de los esteroides y las gonadotropinas es
ampliamente conocido, los diferentes destinos de Jos foliculos han sugerido Ja existencia de factores intraovaricos que
modulan el ststema.

El destino de cada foliculo, ya sea atresia u ovulacion, estd controlado por factores paracrinos y endocrinos.
El término reclutamiento se ha utilizado para distinguir dos procesos importantes en el desarrollo folicular
relacionados con el destino de cada foliculo. Los foliculos primordiales inactivos o latentes permanecen reclutados
hasta que inician su crecimiento de manera continua, y por otra parte una vez que se incrementa la secrecién de FSH
en cada ciclo reproductivo se recluta una cohorte de foliculos antrales. Para evitar confusiones s¢ empleardn dos
términos reclutamiento inicial (inicio de crecimiento) al primer proceso, y reclutamiento ciclico (escape de atresia) al

segundo. Las diferencias entre ambos procesos se encuentran resumidas en la siguiente tabla pcgee y cots,, 2000) :

Reclutamiento inicial Reclutamiento ciclico

Estadios Primordial Antrales (2-5mm didmetro en el humano, 0.2-

0.4mm de diametro en roedores)

Hormonas Aun no determinado FSH

involucradas

Via por omision Permanece Jatente Apoptosis

Tiempo Continuamente durante la vida reproductiva, | Ciclica (humano: 28 dias, roedores:4-5 dias)

inicia después de la formacidn dej foliculo
Estado del ovocito | Comienza a crecer, incapaz de sobrellevar la | Crecimiento  finalizado, competente para

ruptura de la vesicula germinal sobrellevar la ruptura de la vesjcula germinal.

Tabla 1. Diferencias enire los diferentes tipos de reclutamiento en el 0vario pcee y cois.. 2000).

Se desconocen los factores intraovaricos o factores externos que estimulan a algunos foliculos para iniciar el
crectmiento presentado en el reclutamiento inicial, mientras que otros foliculos permanecen latentes por meses o afios.
Sin embargo, este proceso de latencia pudiera estar relacionado con la presencia de un estimulo inhibitorio de origen
local 0 SIStémMICO  (McGee y cols., 2000)- POT €l contrario, el reclutamiento ciclico comienza en la pubertad como resultado
del incremento de FSH circulante durante cada ciclo reproductivo, que rescata a una cohorte de foliculos antrales de la
atresia. So6lo un mimero limitado de foliculos sobreviven y el resto contintian por la via de la atresia (via por default).
Después del incremento de las concentraciones de la FSH circulante durante el periodo perimenstrual en la mujer, una
cohorte de foliculos antrales escapa de la apoptosis debido al factor de sobrevivencia de l1a FSH. Entre este grupo de
foliculos hay uno que crece con mayor rapidez (destinado a ovular) y produce mayores cantidades de estrégenos ¢
inhibina, siendo este foliculo mucho mas sensible a la FSH, debido a un aumento en la expresién de receptores de
FSH y LH y/o debido a un incremento en la concentracién de factores de crecimiento locales. Los estrégenos e

inbibina suprimen la liberacién de FSH en la hip6fisis en la fase folicular media tardia, y como consecuencia e} resto
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de los foliculos son privados de la estimulacién de la FSH requerida para la sobrevivencia. El foliculo que empieza a
crecer a una mayor velocidad produce altas concentraciones de factores de crecimiento (entre elios el IGF-1) que
actian de una forma autdcrina y paracrina incrementando la vasculatura y la respuesta a la FSH. También se ha
propuesto que este foliculo libera factores que inducen la atresia de los foliculos que se encuentran a su alrededor
(McGee y cols,, 2000). OtT0 dato interesante es que los ovocitos que no tienen una capa homogénea de células de la granulosa
se mueren por la via apoptotica (vcGee y cols, 2000)- A pesar que los foliculos no tienen receptores para FSH hasta que
alcanzan el estadio secundario, las células de la pre-granulosa y los foliculos primordiales responden a activadores del
AMPc (forskolina y analogos de AMPc), incrementando la expresion de la aromatasa y la sintesis de receptores de
FSH (Abmes y cols., 1986)- Se ha propuesto que algunos activadores endégenos del AMPc tienen un papel importante en la
diferenciacién del foliculo después del reclutamiento inicial guayeriofer y cols. 1997). También se ha estudiado al ovocito en
su crecimiento y en el reclutamiento inicial, donde se ha propuesto que los ovocitos que inician primero la meiosis y
maduracién son los primeros en ovular. La relacion entre las células de la granulosa y el ovocito es también un factor
esencial para un crecimiento normal del foliculo. La sobrevivencia de los foliculos preovulatorios esta dada por un
mecanismo intrafolicular que incluye factores de sobrevivencia tales como la FSH, LH (chun y cois., 1996), 12 hormona de
Crecimiento (Eisenhauer y cots., 1995), €1 IGF-1 (chun y cols., 1994y, €] factor de crecimiento epidérmico (EGF) (riny y cols,, 1392), €l
factor de crecimiento transformante (TGFOL) (Hsqeb y cots.. 1994), €] factor de crecimiento de fibroblastos-bésico (FGF-b)
(Tilly y cols., 1992), 12 interleucina-1{ (IL-13) chun y cots, 1995y, ¥ €l 6xido NINCO (cCanm y cols,, 1959), ENTE OLTOS. A pesar que las
gonadotropinas son Jos factores mas importantes para Ja sobrevivencia y la ovulacidn, todos estos factores acthan de
manera endocrina, paracrina, autocrina y yuxtacrina para mantener al foliculo hasta la ovulacion (Mcgee y cols, 2000)- POr
dltimo cabe sefialar que se han propuesto tres modelos hipotéticos que podrian determinar el destino de Jos foliculos.
En primer lugar, se propone que pudiera estar determinado por una deficiencia inherente, ya sea genética o de algin
componente citoplasmico del ovocito o de las células somaticas o del ambiente folicular. El segundo modelo postula
que la mayoria, sino es que todos los foliculos, son capaces de alcanzar la ovulacion; al no ser que se dispare un
estimulo que inicie el proceso de atresia (por ejemplo: andrdgenos, analogos de GnRH, IL-6, etc); y en tercer lugar se
propone que el destino de los foliculos es la atresia, sélo los foliculos que alcancen cierto estadio especifico y que
coincidan con uma sefal critica se rescatan de la atresia (gonadotropinas, estrégenos, factores de crecimiento:
EGF/TGF, FGF-b, 1GF-I son factores de sobrevivencia del foliculo) (usueh y cols., 1994).

El proceso degenerativo en los folfculos que no alcanzan la ovulacién se le conoce como atresia. El
mecanismo de seleccién de los foliculos en la vida reproductiva normatl estd dado por la exposicién a la FSH en un
momento determinado del desarrollo. Los foliculos que no tengan este soporte hormonal durante este periodo critico
estaran destinados a la atresia. La apoptosis es un tipo de muerte celular programada, descrita por primera vez por
Kerr y colaboradores en 1972. La principal caracteristica que indica que la atresta es un proceso apoptético es que la
apoptosts afecta a una sola célula o a un grupo reducido de células de una manera SiNCroNICa (schwarzman y cols., 1993),
caracteristica que se da dentro de un foliculo y no en los foliculos que se encuentran a su alrededor, mientras que otros
tipos de muerte celular como la necrosis afectan a toda un area (wyliie y cols, 19802 LOS cambios tempranos de la
apoptosis, incluyen la pérdida de las uniones celulares y otras estructuras especializadas de la membrana, al mismo

tiempo que el citoplasma y la cromatina nuclear se condensan (schwarzmany cols., 1993).
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La disminucién del volumen del citoplasma esta asociada con la pérdida de iones y fluido intracelular, asf
como la dilatacién del reticulo endopldsmico y la formacién de vesiculas que se fusioman con la membrana
plasmatica, liberando su contenido al espacio extracelular (tockstin y cols. 1981, Monris y cols, 1984) Conforme el proceso
continua, el nicleo se rompe en varios fragmentos. Posteriormente, Ja célula se divide en diversos fragmentos que
contienen estos restos nucleares con organelos citoplasmicos intactos. A estos fragimentos se les conoce como cuerpos
apoptoticos y son fagocitados por las células circundantes o son liberados al lumen adyacente (schwanzman y cols., 1993).
Estos cuerpos apoptéticos son liberados a la cavidad antral dentro del foliculo y cabe sefialar la presencia de
macréfagos en esta regidn, encargados de fagocitar dichos CULTPOS (Kaizbuchi y cols., 1997).

La apoptosis se asocia con la activacién de endonucleasas que degradan el ADN cromosomico en fragmentos
de 50 a 300 kilobases y posteriormente en fragmentos mas pequefos wylie y cols, 1980b)- La atresia folicular
aparenternente es un proceso apoptético, pues estd mediada a su vez por Ja activacién de endonucleasas. Una manera
de demostrar la presencia de 12 apoptosis estd basada en este fundamento, ya que al realizar una electroforesis en geles
de agarosa con el ADN aislado de tejidos en apoptosis, se observa una figura caracteristica similar a una escalera de
fragmentos (fragmentos oligonucleosomales), a diferencia de una degradacién completa del ADN en otros tipos de
muerte celular (ygen y cols,, 1992). El patron de fragmentacion del ADN que se presenta en células apoptdticas también se
encontré en foliculos atrésicos pero no en fos sanos, demostrando el papel de la apoptosis en la atresia folicular gieny
cols, 1994)- En el foliculo de ovarios humanos, fa apoptosis ocurre en foliculos antrales y preantrales, principalmente en
las células de la granulosa, mientras que no ocurre en los foliculos dominantes (yuan y cols.. 1997). Las caracteristicas
morfoldégicas de la atresia han sido descritas como cambios progresivos en todos los tipos celulares del foliculo. Una
sefial temprana de la atresia es la presencia de micleos picnéticos dentro de las células de Ja granulosa gicsnfiewd, 1989).
Conforme progresa la atresia se va dando el desprendimiento de Jas células de la granulosa de la membrana basal
(unquiera y cols,, 1989) Y aumenta la presencia de restos celulares en la cavidad antral (yay y cols, 1976), fragmentacion de la
lamina basal gagavandess y cols,, 1983) Y reduccion masiva en el mimero de células de la granulosa myskav, 1974). L2 Separacion
de las células pudiera estar asociado a cambios en la expresién de la proteina cx-43 de las uniones tipo gap (Grana y cols.,
1598). La disminucién de las proteinas de las uniones tipo gap estd asociada a camnbios estructurales en la granulosa.
También se ha informado la reduccién en la sintesis de ADN (wang y ooy, 19932) Y de proteinas en las células de la
granulosa, disminucién en la unién de las gonadotropinas a su receptor (wang y col, 1993b), disSminucion en la sintesis de
ARNm para la aromatasa y para receptores de gonadotropinas en los foliculos atrésicos (gao y col, 1998, Hsveh y cols., 1994
Yoshinaga-Hirabayashi y col, 1995). BN algunas especies, se ha determinado la disminucién en Ja sintesis de estrégenos y un
incremento en la sintesis de progesterona, dado aparentemente por un decremento en Ja actividad de la C17,20-liasa,
dando como resultado una disminucidn en las concentraciones de sustrato para la aromatizacion en Ja granulosa y una
pérdida de la actividad de la aromatasa (owuka y cots., 1997). E1 ovocito se va desprendiendo del cumulus y postertormente
se va fragmentando (giliig 1 y cols., 1996). EStos cambios morfolégicos que se observan durante la atresia son semejantes a
los de [as células en apoptosis (msuch y coks., 1954), asi como el consumo de energia descrito en los procesos apoptoticos.
Basandose en estudios realizados con folfculos preovulatorios en la rata, Hsueh y cols. (1994), postularon un modelo de

regulacién de la apoptosis folicular involucrando diversos factores de crecimiento. Los autores sugieren que las
gu pop
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células de la granulosa son las tinicas que sobrellevan la apoptosis en el ovario, sin embargo, tanto sefiales endocrinas
COmO paracrinas convergen para regular este proceso, sugiriendo una inter-relacién estrecha con las células de la teca.

Diversos mecanismos intraovaricos autocrinos, paracrinos y endocrinos estan involucrados en el desarrollo
folicular y en la atresia. Las gonadotropinas y la hormona del crecimiento actian en las células de la granulosa
estimulando la produccién del IGF-1 y suprimiendo la produccién de las proteinas que unen IGF (IGFBP) (nsueh y cols.,
1904). Los factores de crecimiento semejantes a insulina (IGFs), consisten en dos cadenas polipeptidicas homélogas de
gran semejanza con insulina. El IGF-I se ha encontrado en los foliculos preantrales mientras que IGF-1I en foliculos
preantrales y en los dominantes. El receptor para IGF-II se encuentra en las células de la teca y las de la granulosa. En
el fluido folicular se ban encontrado ambos IGFs. EIl IGF-11 es el principal IGFs en humanos, es.un agente aufocrino
en las células de la teca y un regulador paracrino en la granulosa. En los foliculos dominantes, IGF-II es un regulador
Paracrino (sueh y cois., 1994). LOS IGFs sinergizan el efecto de las gonadotropinas, amplificando Ja sefial hormonal. El
IGF-1 actia en la teca y estimula la produccién de factores de sobrevivencia, tales como el factor de crecimiento
epidérmico/factor de crecimiento transformante oo (EGF/TGFa) el cual actiia en la granulosa inhibiendo la apoptosis.
Las gonadotropinas estimulan a su vez la liberacién de algiin factor de sobrevivencia desconocido, diferente a IGF,
que promueve la secrecién de EGF/TGFa en la teca. El factor basico de crecimiento de fibroblastos (FGFb) y TGFa
son producidos en la granulosa suprimiendo a su vez la atresia por un mecanismo autocrino O pParacrino (Hsyeh y cols.,
1994)- El factor de crecimiento epidémmico (EGF) tiene una estructura analoga al factor de crecimiento transformante
(TGF-a) es una cadena simple polipeptidica; ambos se unen a un mismo receptor (EGF/TGF-0) y probablemente
tienen una potencia aparentemente igual en la mayorfa de los sistemas estudiados. Los EGFs promueven un potente
efecto regulador en la proliferacidn de la granulosa y su diferenctaciéon. Los TGFs son cadenas polipeptidicas de dos
cadenas homodiméricas y son reguladores polifuncionales. El TGF-Bl promueve la proliferacion y la diferenciacién
de la granulosa de ratas. Se encuentra en grandes cantidades en el liquido folicular, en e} ovocito, en la granulosa y en
la teca; por otro lado, el TGF-B2 se ha identificado en las células de la teca y en células del cuerpo hiteo. Las
concentraciones de éstos incrementan conforme progresa el desarrollo del folfculo y aparentemente modulan la
produccion de inhibina y activina en las células de la granulosa luteinizadas en el humano.

Dentro de la familia del TGF-f se encuentran otros dos miembros: activina e inhibina, que en conjunto con la
folistatina, tienen un rol en el desarrolio folicular iy cois, 1995). Las tres subunidades de la inhibina se expresan en
respuesta a las gonadotropinas o con factores que incrementan las concentraciones intercelulares de AMPc. A
diferencia de la inhibina, la activina no juega un papel endocrino en el eje hipdfisis gonada, debido a que la activina
en el suero de humanos se encuentra unida a proteinas (especialmente folistatina) akamora y cois., 1990). L2 activina que
deriva de las células de la granulosa promueve la induccidén de la sintesis de receptores para LH en la granulosa
(Hasegaws y cols., 1988), Y €N la teca, suprime la sintesis de andrégenos estimulada por LH (4such y cols., 1987). En las células de
la granulosa del humano, la activina suprime la produccién de progesterona y de estrégenos, y promueve a su vez la

foliculogénesis (woodrufry cols.. 1990).
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Comunicacion infercelular via uniones comunicantes

Las uniones tipo gap conectan a células adyacentes y permiten Ja comunicacion y un intercambio directo entre las
células, mediante el intercambio de nutrientes, iones inorganicos y moléculas con un peso molecular menor a | kDa (Ca”,
AMPc, mositol 1,4,5-trifosfato). Las uniones tipo gap consisten en dos hemicanales (conexones) formados cada uno de
seis proteinas transmembranales, Hamadas conexinas (cx). La union de los extremos de las conexinas de dos células
adyacentes da como resultado un canal intercelular (figura 7). La familia de conexinas incluye alrededor de 16 conexinas
(8 identificadas en ratdn): cx-26, cx-30, cx-30.0, cx-31, ¢x-31.1, cx-32, cx-33,‘cx-37, cx-40, cx-43, cx-45, cX-46 (Grat-Bilska
y eols., 1997 CX-50 (Zampighi y cols., 1999), SX=57 (Manthey y cols., 1999) Y CX-60 (anana y cols., 1998) 1as cuales se han clasificado con base en
su tamarfio molecular.

Como se describié anteriommente el desarrollo folicular requiere de una estrecha comunicacién entre los
diferentes tipos celulares del ovario. Dentro del foliculo en desarrollo, el ovocito se encuentra separado por un mimero
variable de células de la granulosa y de la teca, éstas iltimas son las 1inicas que tienen un contacto directo con los capilares
ovaricos; en este sistema avascular, la comunicacion entre el ovocito y las células somaticas circundantes es esencial para
un correcto funcionamiento (wrighy cots., 2001)- Desde hace varios afios se ha descrito la presencia de este tipo de uniones en el
ovario de diferentes especies. Se puede mencionar que en el foliculo ovarico, las uniones tipo gap facilitan que el ovocito
tenga los nutrientes necesarios, tales como aminoacidos, producidos en las células somaticas @iggers y cols, 1967)- 12S uniones
tipo gap median una cooperacién metabdlica entre el ovocito y las células sométicas y transmiten diversos factores
endocrinos y Paracrinos (para revisién de umioncs tipo gap, ver Eppig 1991; Kidder y cols., 2002; GramlBilska y cols., 1997)- LAS UTiones tipo gap
coordinan el crecimiento folicular y la produccién de bormonas esteroides (Gmau-Bilska y cols., 1997). POT otra parte, mantienen el
arresto meidtico del ovocito en el foliculo mediante sefiales ténicas y de baja intensidad de AMPC (peket, 1988) producidas
por la granulosa. La comunicacion via uniones tipo gap juega un papel importante en la maduracién final del ovocito y en
las vias de transduccion generadas por Ja LH mpexel, 1988). Estudios realizados por Wright y cols (;001) demostraron un papel
diferencial de la comunicacién tipo gap en la regulacion de la foliculogénesis, maduracién del ovocito y en la atresia. Los
autores encontraron que la expresién de conexinas incrementa con el tamafio folicular, una ausencia de conexinas en los

foliculos primordiales y detectaron ocasionalmente su presencia en foliculos pnmarios.
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Figura 7. Organizacion de conexinas en conexones, canales intercelulares y en placas. AC: dsa citoplasmica; El y

E2: dominios extracelwlares;, M1-M4: dominios membranales. piuder y cols, 2009).

Los folfculos secundarios tanto en ratones prepiiberes como adultos expresan uniones tipo gap. El incremento en
la expresién de conexinas en los foliculos de mayor tamarfio pudiera estar inducida por la produccién de estrégenos en las
células de la granulosa, las cuales proliferan conforme el foliculo crece (wrigh y ools, 2001 Como se ha mencionado
anteriormente la FSH es el regulador m4s importante en el crecimiento y el desarrollo de los folfculos antrales en el ovario,
por lo que varios autores han relacionado a la FSH con la formacién de uniones tipo gap, las cuales se han encontrado en
las células de la granulosa, y que estén constituidas principalmente por la cx-43. En estudios previos (sommersberg y cols, 2000) S€
demostrd que la cx-43 y las uniones gap son mucho mas abundantes en los foliculos antrales grandes comparado con los
preantrales pequefios y con los preantrales, y que esta regulacién en la produccion de las conexinas estd regulada por la
FSH (Sommersberg y cols., 2000; Grasot y cols, 1998, 2002)- Lo foliculos sanos expresan una mayor cantidad de cx-43, mientras que en los
foliculos atrésicos, la expresién de conexinas (particularmoente ¢x-43) se encuentra reducida (wiesen y cois, 1994) COmo se ha
mencionado anteriormente, el mecanismo celular de la atresia folicular es mediante la via apoptética cry 1996, por lo que
se ha involucrado a las uniones tipo gap en la trasmisién de las sefiales que permiten la sobrevivencia de las células y asi,
como parte de una cascada apoptética, reducir Ja comunicacién intercelular con el cese de factores de sobrevivencia,
resultando en la muerte del folfculo. La disminucién en el contacto celular es una caracteristica de la apoptosis, asi que una
reduccién en la expresion de conexinas pudiera reflejar la muerte celular qwase y cols, 2001 POr ofra parte, una hipétesis
alternativa es que la atresia pudiera estar coordinada a su vez por la comunicacién via gap dentro del foliculo; por ejemplo,
la expresion de Ja cx-31.1 se encuentra restringida a foliculos atrésicos (wanie y cols., 2001

La mayorfa de las conexinas ovéricas se encuentran restringidas, a localizaciones definidas, por ejemplo, 1a cx-40
se encuentra en el endotelio de los vasos sanguineos, la cx-37 en el ovocito; por el contrario, Ja cx—43 es la mas abundante
en el ovarjo y es expresada en diversos céhulas endocrinas ovéricas, incluyendo Jas células de Ja granulosa, teca y células
luteinizadas. Estudios en cultivos de ovarios de ratones transgénicos deficientes en la produccion de cx-43, demuestran

que ésta tiene un papel importante en el desarrollo folicular y en fa funcidn reproductiva guseja y cols., 1999).
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Planteamiento del problema

Muchos de los sistemas empleados tanto in vitro como in vivo ofrecen algunas ventajas y desventajas en el
estudio de las hormonas; por ejemplo, los bioensayos in vitro cuantifican la aromatizacion de andrdgenos o la cantidad de
AMPc producida (u otros mensajeros) en cultivos de granulosa, de células de Sertoli o por lineas celulares que expresan el
receptor recombinante para la FSH humana. Estos estudios tienen la ventaja de no involucrar procesos fisiolégicos tales
como la depuracidn, la vida media plasmatica y la interaccién con otros tipos celulares, y solamente pueden medir un
parametro en un determinado momento del desarrollo. La foliculogénesis involucra un desarrollo sincrénico de diferentes
tipos celulares y compartimentos, por lo que un sélo parimetro de respuesta es inadecuado para caracterizar la compleja
respuesta folicular a la FSH. Algunos procesos especificos en el desarrollo folicular incluyen la diferenciacion sinérgica de
las células de la granulosa y de la teca, el desarrollo de una cavidad antral y la sintesis y secrecidn de factores al fluido
antral y a la circulacién. Este desarrollo altamente complejo requiere FSH y otros factores para su progresion, asi como la
interaccion de varios tipos celulares, de la cavidad antral y en general de la morfologia intacta del foliculo. Es por eso que
surge la necesidad de un método que pueda integrar tanto los aspectos moleculares como los fisiolégicos de manera
simplificada pero que responda como un sistema in vivo, en el que por ejemplo, interactien los diferentes tipos celulares y
sea posible dar un seguimiento al desarrollo folicular. El cultivo de foliculos intactos permite el estudio del desarrollo
folicular de una manera simplificada semejante a lo que acontece in vivo, siendo una herramienta ttil para el anélisis de un
proceso tan complejo como lo es el desarrollo folicular.

El estudio de los efectos de las variantes de glicosilacion de la FSH en el foliculo ovarico permitira: 1) A corto
plazo, ampliar los conocimientos acerca del significado fisiolégico de las variantes de esta gonadotropina en el
crecimiento folicular, en la proliferacién y atresia folicular medido en dos sistemas, uno que involucra al organismo in
vivo, y el segundo que involucra al foliculo intacto in vitro 2) Comparar ambos sistemas y validar el sistema in vifro como
un modelo util y veraz de lo que acontece in vivo, y 3) A largo plazo, plantear el disefio de nuevas estrategias terapéuticas

para su uso en reproduccién animal y el tratamiento de la infertilidad en la mujer.
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HIPOTESIS

A dosis equivalentes, las isoformas menos acidas/sializadas de la FSH humana, presentaron una actividad
biologica, en términos de induccién de efectos en el crecimiento folicular, la proliferacion celular y la sintesis de

factores especificos, mayor o igual que sus analogos mas acidos.
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OBJETIVOS

Estudiar las caracteristicas biologicas de las isoformas de la hormona estimulante del foliculo humana (FSH)

intrahipofisaria en términos de induccién de crecimiento y proliferacion celular en sistemas in vivo ¢ in vitro.
Objetivos particulares

1. Separar y purificar las diferentes isoformas de FSH humana intrahipofisaria mediante cromatoenfoque preparativo
y cromatografia por afinidad.
2. Identificar las diferentes isoformas de FSH mediante radioinmunoensayo.
3. Conocer la actividad bioldgica in vitro de las diferentes isoformas mediante la produccion de estrégenos en un
bioensayo de células de la granulosa de rata (GAB).
4. Establecer la vida media plasmatica de las diferentes isoformas.
5. Analizar los efectos bioldgicos in vivo de diferentes variantes purificadas de la FSH hipofisaria en ratas prepiberes
previamente hipofisectomizadas, mediante el estudio de sus efectos en:
5.1 La incorporacién de *H-timidina, indicador de proliferacion celular, en las células de la granulosa.
5.2 La presencia de micleos picndticos indicadores de muerte y por consecuencia de atresia de las células de
la granulosa.
5.3 Observacion de la formacion de la cavidad antral.
5.4 Observacion de la morfologia del ovario.
6. Estudiar los efectos bioldgicos in vitro de isoformas purificadas de la FSH hipofisaria en un sistema de foliculos de
ovarios de ratones inmaduras, a través de sus efectos en:
6.1 Diametro mayor folicular dado por los limites de la membrana basal (didmetro folicular interno).
6.2 Didmetro mayor folicular dado por los limites externos de las células de la teca (didmetro folicular
externo).
6.3 Observacion de la formacion de la cavidad antral.
6.4 Observacion de la morfologia folicular.

6.5 Andlisis inmunohistoquimico de conexina 43.
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METODO
A. Obtencion de las variantes de FSH.

Los extractos de hipéfisis anterior de humanos fueron donados por el Programa Regional de Produccion de
Reactivos-OMS, (Instituto Nacional de Endocrinologia, La Habana, Cuba). Las muestras fueron fraccionadas por
cromatoenfoque preparativo siguiendo el método descrito previamente (iios-aguirre y cols., 1992) para €l cual se prepararon
columnas de 50 x 1 cm de la resina de intercambio PBE-94 (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, EUA). Cada
columna fue equilibrada con solucién amortiguadora de Imidazol-HCl (pH 7.4). A continuacién la muestra se
deposit6 en la superficie de la columna y después de penetrar en la resina se agrego6 el amortiguador de corrimiento
Polybuffer-74 (Pharmacia Fine Chemicals), pH 4,0 a una dilucién 1:8 en agua desionizada. Se colectaron fracciones
de 2 mL cada una a una velocidad de flujo de 2 mL por 20 min. a 4°C y se determiné el pH de cada fraccion. Al
registrarse un pH de 4.0 se cambid el eluente por una solucion de NaCl 1M con el fin de obtener el material no
recuperado en el rango de pH de 7.4 a 4. Las muestras fueron almacenadas a —20°C hasta el momento de la
cuantificacién de FSH. El contenido de FSH en las fracciones se determiné por radioinmunoensayo (RIA). Una vez
identificado el patrén de distribucién por carga de la FSH se procedié a dividir en intervalos de pH, y se mezclaron las
fracciones que contenian la mayor concentracion de FSH dentro de cada intervalo. Los grupos resultantes fueron
dializados contra agua bidestilada en bolsas de membrana para dialisis con un limite de permeabilidad de 12,000 Mr
(Spectrum Medical Industries, Los Angeles, CA, EUA) por 24 horas y contra carbonato de amonio por 24 horas mas.

Las muestras fueron liofilizadas y almacenadas a —20°C.

Radioinmunoandlisis (RIA) de FSH
La cuantificacién de la FSH humana se realizé por RIA con reactivos donados por el NIADDK (National
Institute of Arthritis, Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD, EUA), utilizando como est4ndar la

preparacion hipofisaria de referencia (LER-907) y como trazador la preparacion altamente purificada FSH I-3

. 125
radiomarcado con Nal

(Amersham International Limited, Amersham, UK) siguiendo el método de la cloramina T
(Greenwood y cols., 1963). La actividad especifica obtenida fue de 35.91 pCi/pg. El antisuero empleado fue el anti-hFSH-6
(NIADDK), a una dilucién final de 1:100,000. Para evitar las variaciones entre los analisis, todas las muestras fueron

procesadas en una misma corrida.

Inmunoextraccion de LH

Una vez liofilizadas las muestras se resuspendieron en bicarbonato de amonio 0.1M pH 7.4 y fueron
transferidas a columnas de 1 x 10 cm de sefarosa 4B (Pharmacia Fine Chemicals) con un anticuerpo monoclonal
previamente inmovilizado antiLH-IgG [antiLH-BG7; Programa Especial de Investigacion en Reproduccion,

Organizacién Mundial de la Salud (Cuba-México), México DF, México] para remover la LH que coeluye durante la
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separacion mediante el cromatoenfoque. Este procedimiento removid > 90% de la LH inmunoactiva presente en la

muestra concentrada original.

B. Determinacion de la Actividad Biolégica in vitro

Para los estudios realizados en la presente tesis, las ratas y los ratones se mantuvieron bajo supervision del
personal técnico de los bioterios siguiendo las normas y leyes del Diario Oficial de la Nacién del 6 de enero de 1987
de la Secretaria de Salud, México y de la Ley de Proteccién de Animales en el Distrito Federal del Diario Oficial de
Enero de 1981, asi como los criterios internacionales de la Guia para el cuidado y el uso de animales de laboratorio de
los Institutos Nacionales de Salud de la Unién Americana (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA).

Para determinar la actividad bioldgica de las isoformas y el grado de paralelismo entre sus pendientes se
realizaron biensayos de aromatizacién en células de la granulosa de rata (GAB) siguiendo el método de Jia y Hsueh (5,
y cols, 1985), para lo cual se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar de 21 a 22 dias de edad, a las cuales se les
implanté en el dorso una capsula subcutinea de silastic (10x2mm) conteniendo aproximadamente 10 mg de dietil-
estil-bestrol (DES) (Sigma Chemicals Co, St Louis, MO, EUA) para estimular la proliferacion celular de la granulosa.
Tres dias después, los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y se obtuvieron los ovarios; los foliculos
fueron puncionados para obtener las células de la granulosa. Las células fueron centrifugadas 15 minutos a 1000 rpm
y se resuspendieron en medio de cultivo McCoy 5a libre de suero (Gibco Laboratories, Grand Island, NY, EUA) a una
concentracién de 100,000 células por cada 100 pl de medio. El medio de cultivo empleado fue el medio McCoy 5a
complementado con 4 mM de L-glutamina (Sigma Chemicals Co), 100 U/ml de penicilina G sédica, 100 pg/ml de
sulfato de estreptomicina (Gibco Laboratories), 1.125 uM de androstenediona (Sigma Chemicals Co), 0.125 pM de
DES (Sigma Chemicals Co) y 1 pg de insulina bovina (Eli Lilly y Cia, México) y con diferentes dosis de las
isoformas de FSH. El cultivo se realizé en placas de 24 pozos de 16 mm de didmetro (Gibco Laboratories) y a
diferentes tiempos de exposicion: 24, 48 y 72 horas. El medio de cultivo fue sustituido cada 24 horas y almacenado a
—~20°C hasta el momento de la cuantificaciéon de estradiol mediante RIA. Los resultados fueron expresados en ng

totales de estrégenos por pozo de cultivo.

Radioinmunoensayo (RIA) de 17 -estradiol

Las concentraciones de estradiol se determinaron por el método de RIA, empleando como trazador estradiol
tritiado (Amersham International Limited, Reino Unido) y como curva estandar y anticuerpo los reactivos donados
por el Programa Especial de Investigacion en Reproduccion de la Organizacién Mundial de la Salud (Cuba-México).
La sensibilidad del ensayo fue de 6.4 pg/tubo. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado en una misma

corrida.
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C. Vida media plasmdtica de las formas moleculares de la FSH.

El estudio se realizé mediante la canulacion de la vena cava de ratas machos adultos de la cepa Long-Evans
siguiendo el método modificado previamente descrito por Timossi y colaboradores (1998 Se utilizaron ratas machos
adultos Long-Evans, las cuales fueron anestesiadas en una cdmara saturada con eter. Una vez anestesiada se le sujeta
en posicién decibito dorsal sobre una mesa de corcho, aproximando las mascarilla anestésica a medio centimetro de
su nariz, para evitar que se despierte durante el experimento. Empleando pinzas de diseccidn y tijeras se llevo al cabo
una incisién media xifopubica, iniciando con la piel y siguiendo con el plano musculoaponeurdtico y peritoneal. Se
colocaron los retractores de pared a ambos lados y se fijaron con alfileres a la misma mesa. De esta manera quedaron
expuestos los drganos intra-abdominales. Empleando una gasa himeda en solucién salina, se retrayeron las asas
intestinales hacia afuera y hacia el lado izquierdo del animal para exponer el retroperitoneo. Mediante diseccién roma
se separd el peritoneo y se expuso la vena cava inferior, se diseco y se separ6 de la aorta, se colocaron dos ligaduras
vasculares transitorias (distal y proximal) que se traccionaron con pinzas hemostaticas, ocluyendo de esta manera la
circulacion, se realiz6 un corte en el borde de la vena por donde se introdujo un catéter de Imm de didmetro y 3-4 cm
de longitud y se fijé el catéter anudando la ligadura proximal. A través de este catéter se inyect6 lentamente una dosis
equivalente a 8 Ul de FSH recombinante (FSHrec) (ORG32489) (Organon International BV, Oss, Holanda, 1 ng de
FSHrec= 3.29 ng LER-907, de acuerdo a curvas de calibracién preliminares) de cada una de las isoformas. Se
realizaron extracciones de 0.6 ml de sangre a diferentes tiempos (5, 10, 15, 25, 35, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 150, 180,
240 y 300 minutos). Cada volumen extraido fue sustituido con solucién salina 0.9%. Las muestras fueron
conservadas a 4°C y centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos. El suero fue almacenado a -20°C hasta la
cuantificacién de FSH mediante RIA. Se utilizaron un total de cuatro animales por cada grupo experimental. Para el
analisis y determinacion de la cinética de las diferentes isoformas de FSH, se utiliz6 un programa interactivo

computarizado para el analisis estadistico y farmacocinético de datos (PKCALC) (shumaker 1986)-
D. Efectos de las isoformas en la proliferacion celular in vivo

Para estudiar el efecto de las diferentes variantes de la FSH-humana en condiciones in vivo, se emplearon
ratas hembras prepuiberes (21 dias de edad) de la cepa Wistar gentilmente donadas por la Universidad Auténoma de
Aguascalientes, a las cuales se les realizé previamente una hipofisectomia segtin el método descrito por Quintanar-
Stephano y cols. (1994) descrito en el anexo A. Los animales tuvieron libre acceso a la comida peletizada y al agua y

fueron mantenidas bajo condiciones estandares de luz (12L:120) a 21°C.

Dosis de isoformas

Para la estandarizacion de las dosis de las diferentes isoformas se utilizd una preparaciéon de FSH
recombinante (FSHrec) (ORG32489) en dos diferentes dosis (2.5U1 y 8.0UI). Seis horas después de la hipofisectomia

grupos de cuatro ratas fueron tratadas con las dos dosis de FSHrec (para la estandarizacion de la dosis) administrada
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por via subcutinea o con una dosis equivalente a 8.0 Ul de FSHrec de las diferentes isoformas de FSH. Los animales
fueron decapitados después de 6, 12 y 18 horas de haber recibido la ultima inyeccién. Una hora antes del sacrificio,
cada animal recibié por via intraperitoneal 2.5 nCi/g de peso de [*H]-timidina (Amersham International, Inglaterra). Se
incluyeron asi mismo, grupos de animales hipofisectomizados que recibieron inicamente el vehiculo (testigo salino)
asi como grupos de animales a los cuales se les realiz6 una hipofisectomia ficticia o negativa (hipox (-)), provocandose el
trauma operatorio pero sin extraer la hipéfisis. Durante la necropsia, se comprobd que la extraccion de la hipéfisis haya

sido completa.

Procesamiento de tejidos

Después de las 6, 12 y 18 horas de exposicion a las diferentes isoformas de FSH, los ovarios se extrajeron
asépticamente, se disecaron en solucion salina y se fijaron con la soluciéon de Kamovsky (kamovsky 1965y modificado y se
incluyeron en una resina plastica Epon® 812 (SPI Supplies, PA, EUA) siguiendo el método del anexo B para hacer
cortes semifinos de 1 pm de grosor, con un ultramicrotomo Nova (LKB, Bromma). De cada 10 secciones se tomaron
dos cortes, uno para la autorradiografia y otro que fue tefiido con azul de toluidina 1%. Para el analisis histolégico, los

cortes fueron observados al microscopio 6ptico (Nikon HFX-DX).

Autorradiografia

La autorradiografia se realizé mediante la técnica descrita por Rogers (rogers 1979), para lo cual se emple¢ la
emulsion autorradiografica NTB2 (Eastman Kodak, Rochester, NY) a una dilucién 1:1 con agua desionizada. Los
cortes se expusieron en oscuridad a 4°C de tres a cuatro semanas. Para el revelado de las laminillas se emple6 el
revelador D-11 (Eastman Kodak, Rochester, NY) a una dilucién 1:1 con agua bidestilada por 4 minutos; las laminillas
fueron fijadas en el fijador de Kodak por 4 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se lavaron con agua destilada
y se tilieron con azul de toluidina al 1% a temperatura ambiente, en una camara himeda durante 15 minutos.
Posteriormente, se lavaron con 4acido acético diluido y se montaron con la resina acrilica antioxidante Accu-Mount 60

(Baxter Scientific Products, EUA) para su observacion posterior.

Andalisis Microscopico

Los cortes fueron analizados en un microscopio optico. Se contaron las células marcadas de cada uno de los
foliculos observados, y se identifico la presencia de células con nucleos picnéticos. Se clasificé a cada uno de los
foliculos en antrales y preantrales, y en sanos y atrésicos. Un foliculo fue considerado como atrésico cuando presentd
tres 0 mas de tres células de la granulosa con nicleos picnoticos. Sélo se incluyeron durante el anélisis de conteo celular,

los foliculos cuyo ovocito mostré el nucleolo y que se encontraron completos.
E. Efectos en la maduracioén folicular in vitro

Para analizar el efecto de las diferentes isoformas de FSH en la maduracion folicular, se empled un sistema in

vitro de foliculos de ovarios de ratones hembras de 18 a 20 dias de edad descendientes (F;) de la cruza entre hembras
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de la cepa C57B1/6]J y machos CBA/J, como ha sido descrito por Vitt y cols., (1998, adquiridos en Harlan
Winkelmann GmbH (Borhen, Alemania).

Los ratones utilizados para obtener el suero hipogonadotrépico (hpg) fueron animales maduros (40-45 dias de
edad) descendientes de la cruza hpg/bm (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, EUA). Los ratones
hipogonadotrépicos homocigéticos (hpg/hpg) fueron seleccionados con inspeccién visual de los Organos
reproductivos tanto internos como externos (testiculos apenas visibles y utero delgado en comparacién con los
hermanos sanos de la misma camada). Para comprobar el estado gonadotrépico de los ratones se emple6 la técnica
descrita en el anexo C. Ambas cepas de animales fueron mantenidos bajo condiciones especificas de humedad, luz y
temperatura, libre de patgenos y fueron alimentados ad libitum. Los experimentos fueron realizados de acuerdo a las

leyes de proteccion animal alemanas. Los animales fueron anestesiados con dietileter, desangrados por via cardiaca y

sacrificados por dislocacion cervical.

Para cada cultivo se utilizaron ovarios de 4
animales los cuales fueron colectados bajo
diseccion aséptica de los ovarios, y se
transfirieron a medio L-15 Leibovitz (Gibco,
Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA)
suplementado con 3mg/mL de BSA (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA), 2.5 pug/mL de
insulina (Sigma-Aldrich), 0.5pg/mL de L-
glutamina(Gibco) y 5 pg/mL de apo-
transferrina (Sigma-Aldrich).

Posteriormente se aislaron los foliculos
mediante diseccion con agujas de 27 x 13
mm; se trabajaron un par de ovarios a la vez

por dos diferentes investigadores evitando la

anoxia del tejido.

Se seleccionaron los foliculos que presentaron el ovocito en la region central, con una capa homogénea de
células de la granulosa y una monocapa delgada de células de la teca y con un tamafio entre 140-180 pum. Los
foliculos se colocaron en placas de cultivo de 4 pozos (Nunclon, Nalge Nunc International Corporation, Naperville,
IL, EUA) con a-MEM (Gibco), para realizar una seleccion posterior de los foliculos y a su vez para lavar y quitar el
exceso de medio Leibovitz.

Aproximadamente 14 foliculos por ratén cumplieron con estas caracteristicas. El medio de lavado se
suplement6 en el momento de su uso con 3 mg/mL de BSA, 5 pg/mL de insulina, 1 pg/mL de L-glutamina, 10 pg/mL
de transferrina y 50 pg/mL de 4cido L-ascorbico (Sigma-Aldrich). Después de la recoleccion, los foliculos se
transfirieron a un medio de cultivo final a-MEM suplementado con 5 pg/mL de insulina, L-glutamina 1 puM, 0.01
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mg/mL de transferrina, 50 pg/mL de acido L-ascérbico y suero de raton hipogonadotrépico al 5% (hpg). A excepcion
de los grupos control, el medio fue suplementado con diferentes dosis de las isoformas de FSH previamente
purificadas (50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml 800 ng/ml y 1000 ng/ml). Los foliculos fueron distribuidos al
azar. Se midi6 cada 24 horas el didmetro del foliculo después de la transferencia al medio. El tamafio de cada foliculo
fue medido cada 24 h usando un microscopio estereoscopico Leica Wild M8 (Leica Microsystems GMBH, Nussloch,
Alemania) con un aumento de 50x. Dos diferentes didmetros fueron medidos: 1) el diametro entre los limites externos
de la teca, referido como diametro folicular externo y; 2) el didmetro entre la membrana basal, referido como diametro
folicular interno. Para cada diametro se midid tanto el largo como el ancho y se tomé una media de ambas medidas.
Los foliculos se cultivaron individualmente por 4 dias en placas de cultivo de 96 pozos con fondo plano (Costar,
Coming Science Products, Acton, MA, EUA). Se cultivaron 8 foliculos por placa y el resto de los pozos se llenaron
con agua esténl para evitar la evaporacion del medio. Cada foliculo se cultivd con 40 pL. de medio y se transfirieron
cada 24 horas a pozos con medio fresco. Después de transferir los foliculos se recolecté el medio de cada pozo y se
almacend a -80°C para la cuantificacién de 17-B estradiol. Cabe sefialar que solamente se incluyeron en el estudio
aquellos foliculos que permanecieron intactos los 4 dias. Los foliculos se seleccionaron para su cultivo con base en su
tamaiio inicial en cuatro diferentes grupos: 1) muy pequefios (< de 159.99 um); 2) pequefios (de 160 pm a 179.99
um); 3) medianos (de 180 pm a 199.99 um) y; 4) grandes (> de 200 pm).

Después de los 4 dias de cultivo los foliculos se procesaron mediante técnicas histoldgicas descritas en el
anexo D y fueron incluidos en parafina. Se realizaron cortes seriados de 3um de grosor con un microtomo de rotacion
y navajas metalicas. (Microm International GmbH, Walldorf, Alemania). Los cortes se colocaron en laminillas
cargadas positivamente (Histobond, Marienfield, Alemania) y fueron procesadas para la deteccion de conexina 43 por
inmunohistoquimica siguiendo el método del complejo fosfatasa alcalina-antifosfatasa alcalina (APAAP, Dako A/S

Glostrup, Dinamarca) descrito en el anexo E.

Cuantificacion de 17 -Estradiol

La cuantificacion de E; en el medio se realizd mediante un inmunoensayo enzimatico usando un anticuerpo
anti-17B-estradiol-6CMO-BSA (H.H.D. Meyer, Weihenstephan, Germany). Como trazador se empled estradiol
acoplado a peroxidasa (HRP; Horseradish peroxidase). El anticuerpo presentd las siguientes reacciones cruzadas:
3.9% con estrona, 3.4% con sulfato de estrona, 3.0% con estriol, 0.24% con glucurénido de estrona y <0.1% con otros
esteroides. La sensibilidad del ensayo al 90% de unién fue de 0.3 pg/pozo. Los coeficientes de variacion intra- e
interensayo para los controles de calidad (alto y bajo) fueron de 6.7% y 11.4% (n=16), y 9.9% y 17.5% (n=34)

respectivamente.

Andlisis inmunohistoquimico de conexina 43

Una vez que las secciones fueron contratefiidas con hematoxilina fueron examinadas y fotografiadas con un
microscopio y camara Leica (Leica Microsystems GmbH). El analisis cuantitativo se realizd en las imagenes de las
secciones inmunotenidas bajo valores constantes de contraste y brillo. La cuantificacion de la inmunotincion se realizé

por foliculo mediante un analisis densitométrico usando un programa analizador de imagenes Scion (Scion
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Corporation, EUA). Las imagenes a color fueron convertidas a escala de grises. Un valor arbitrario para el umbral fue
usado para crear imagenes de tipo binario. Se analizaron areas de 500 pm2 en dos diferentes regiones dentro del
foliculo: el area cercana al ovocito (area del cumulus) y el drea cercana a la membrana basal (area mural). Los pixels
que correspondian al area del tejido inmunotefiido fueron corregidos, contados y expresados como el porcentaje del

drea total.
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Analisis Estadistico

Para comparar las diferencias entre las proporciones de foliculos sanos y atrésicos, asi como de los antrales y
preantrales del estudio in vivo, se utilizé la prueba de y°. Para analizar las diferencias en cuanto a la incorporacion de
[*H]-timidina en cada uno de los diferentes grupos estudiados (dosis y tiempos de exposicion) se utilizé un ANOVA no
paramétrico (Kruskal-Wallis), cuando esta prueba encontré diferencias se empled una prueba para dos muestras (U-Mann

Whitney) utilizando un nivel de significancia p<0.05.

Para cada grupo experimental, el perfil de crecimiento de los foliculos cultivados fue descrito como la media +
Error Estandar (EE) del tamafio de los foliculos en cada dia de cultivo. Las comparaciones entre el tamafio folicular
diario, el incremento diario y la cantidad de estradiol secretado entre los diferentes grupos fueron realizadas mediante un
ANOVA de una via. Las diferencias significativas en el mimero de foliculos cultivados que presentaron cavidad antral y la
produccién de estradiol de los mismos fue asesorada mediante una prueba de v*. Los valores de p<0.05 fueron

considerados como significativos.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en esta tesis se dividen en cinco partes: A) la separacion por carga de las
isoformas moleculares de la FSH mediante cromatoenfoque, B) el analisis de la actividad bioldgica in vitro (en células
de la granulosa), C) vida media, D) el analisis del efecto de las diferentes isoformas en la proliferacidn celular in vivo

y; E) el andlisis de las mismas en Ja maduracion folicular in vitro.

A) Isoformas de FSH

En la figura 1 se muestra un patrdn representativo de los resultados obtenidos de los cromatoenfoques de
hipéfisis de humano, en donde las isoformas fueron separadas en funcidon de sus puntos isoeléctricos [pl]. Cvando el
gradiente alcanz6 un pH de 4.0 se adiciond la solucién de cloruro de sodio 1M, con lo que se forzd a aquellas
isoformas de FSH que no eluyeron en el gradiente de pH entre 7.4 y 4.0, a salir de la columna, fraccién a la que se le

denominé “pico de sal” y se incluyd como la isoforma més 4cida.

Como puede observarse en la figura 1 se detecté inmunoreactividad de la FSH a lo largo de casi todo el
gradiente de pH analizado asi como en el pico de sal. Se realizaron un total de 9 cromatoenfoques con una
recuperacion final de FSH del 79+£4.0% de la concentracidn inicial depositada en la columna. Las fracciones de FSH
que tuvieron un pH similar se mezclaron obteniendo asi un total de 8 regiones o pozas, las cuales se les denomind

“isoformas [-8”. La tabla 1 muestra los rangos y las medianas de pH de las diferentes regiones o isoformas obtenidas.

JISOFORMA RANGO DE pH MEDIANA DE pH
| 7.10-5.99 6.53
2 6.43-5.65 6.05
3 6.18-5.35 5.69
4 5.62-4.95 5.30
5 5.314.63 4.97
6 5.084.27 4.65
7 4.69-3.75 4.22
8 <3.75 3.0

Tabla 1. Rangos y medianas de cada regién de pH de las isoformas de FSH separadas por cromatoenfoque

preparativo.
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Figura 1. Perfil representativo de la distribucion de pHs de FSH inmunoactiva después del cromatoenfoque
preparativo de un extracto glicoproteico de hipdfisis de humanos. Las fracciones para obiener las diferentes

isoformas (1-8) se encuentran indicadas por los corchetes y estan expresadas en pg/ml en términos del estandar LER-
907.

B) Actividad bioldgica in vitro

Para el andlisis de ]a bioactividad de las isoformas se realizé un ensayo de células de la granulosa (GAB)
descrito previamente en el método. Para el andlisis de los resultados se calculé el cociente B/l
(biolégico/inmunolégico) (figura 2 y tabla 2). Todas las isoformas de FSH humana intrahipofisaria analizadas en el
ensayo de células de la granulosa fueron capaces de inducir de manera significativa la produccién de estradiol en

forma dosis-dependiente y fueron paralelas entre si y con la curva del estandar LER-907. (figura 2).
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Figura 2. Capacidad de cada isoforma de FSH, FSH recombinante (FSHrec) y del estandar (LER-907) de inducir la
produccion de estrégenos en las células de la granulosa en cultivo.
Las isoformas més 4cidas/mas sializadas (isoforma 7 y 8) presentaron una relacién B/1 (0.7320.11, 0.56+0.08

respectivamente) significativamente menor que el resto de las isoformas (> 1.05) (Tabla 2).

ISOFORMA COCIENTE B/
1 1.14+0.1
2 1.3510.17
3 1.07£0.12
4 1.0510.17
5 1.360.27
6
7
8

1.1420.11
0.73+0.11*
0.56+0.08*

*p<0.01 vs 1-6.
Tabla 2. Cociente bioldgico sobre irmunolégico de las diferentes isoformas 4 a 8 de FSH mostradas en la figura 1.

Los valores representados son la media + EE de tres a cinco observaciones.
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C) Vida media plasmatica
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Figura 3. Curvas de depuracion plasmatica de las diferentes isoformas y de FSH recombinante (FSHrec). Cada

curva representa la media de 5 observaciones.

En la figura 3 se observan los resultados obtenidos en los experimentos realizados para detenminar la vida
media plasmaética de las isoformas de FSH humana intrahipofisaria. La isoforma mds 4cida (isoforma 8), presenta un
mayor porcentaje de la concentracién inicial en Jos diferentes tiempos estudiados a diferencia de sus analogos més
dcidos. En la tabla 3 se incluyeron algunos parametros del anélisis, donde se observa que la isoforma mas dcida
(isoforma 8) a diferencia de sus an&logos menos 4cidos tales como la isoforma 4, presenta significativamente una tasa
de depuracién plasmatica menor (0.06+0.01 vs 0.19+0.06), un tiempo de residencia media mayor (227442 vs 112+18),

una mayor vida media plasmatica (1513 vs 71£1) y a su vez un mayor porcentaje de recuperacion (22.6% vs 2.94%)).

Cabe seiialar que las isoformas 1, 2, 3 y 7 no se incluyeron en el estudio debido 2 insuficiente cantidad de

material,
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ISOFORMA TDP TRM T% % rec

(mV/min) (min) (min) (300 min)
4 0.19520.06° [12+18 711 2.94
5 0.11740.03 131227 8742 8.03
6 0.11320.02 14730 085 5.75
8 0.0610.01* 227+42% 15143 22.6
FSHrec 0.12+0.01 15248 1006 10.2
*p<0.05vs4,5y6.
° p<0.05 vs 6.

Tabla 3. Pardmetros cuantificados en el estudio de vidas medias: TDP: tasa de depuracion plasmatica, TRM: tiempo
de residencia media, T’ vida media y, % rec: porcentaje de recuperacion a los 300 minutos después de la inyeccion.

Los valores representados son la media # EE.

D) Proliferacion celular in vivo

Efecto de la FSH recombinante

Previamente a los experimentos realizados con las diferentes isoformas se llevd a cabo una estandarizacién
que se realiz6 empleando dos dosis (2.5 y 8.0 UI) de FSH recombinante (FSHrec) y diferentes tiempos de exposicién
(6, 12 y 18 horas). El efecto de las diferentes dosis de FSHrec en el niimero de células que incorporaron [H]-timidina,
en los foliculos con un didmetro < a 199 um se muestra en la figura 4A. Al comparar las diferentes dosis, a las 6 horas
de exposicion, se observé un aumento significativo (p<0.05) entre las dosis de 0 Ul'y 2.5 UI (10.34 + 0.83 células
marcadas, 9.84 £ 0.76 células marcadas, respectivamente) con respecto a la dosis 8.0 Ul (15.83 + 1.52 células
marcadas). A las 12 horas de estimulacion hubo un incremento dosis dependiente (3.83 £ 0.70, 11.43 £ 0.97 y 17.44 %
1.52 células marcadas para cada dosis). El testigo no hipofisectomizado [hipox (-)] (10.59 + 2.52 células marcadas) no
presento diferencias significativas con 2.5 Ul pero si las present6 (p<0.05) al compararlo con las dosis de 0 Ul'y 8.0
UL A las 18 horas de estimulacidn se observé un aumento significativo (p<0.05) dosis dependiente (5.55 £ 0.97, 9.57
+ 092 y 20.72 £ 2.15 células marcadas para cada dosis). El hipox (-) (15.83 + 2.44 células marcadas) fue
significativamente diferente (p<0.05) con respecto a las dosis 0 Ul y 2.5 U1,
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Figura 4. Nimero de células marcadas con ['H]-timidina de foliculos de diferentes tamafios de ratas inmaduras
hipofisectomizadas y tratadas con 2.5 y 8.0 Ul de FSHrec o con solucion salina (0) y sacrificadas a diferentes
tiempos de exposicion. A) Foliculos de menores de 199 um; B) Foliculos con un diagmetro de 200 a 400 um; C)
Foliculos mayores a 400 um. En cada grupo de 4 barras, la barra derecha representa la hipofisectomia negativa (-)
al cual se le realizé el trauma operatorio sin la extraccion de la hipdfisis. Las letras diferentes encima de cada barra
indican la existencia de diferencias significativas (p<0.05) en cada panel. Los valores representados son la media +
EE.

El efecto de la FSHrec en el niimero de células que incorporaron [JH]-tMMa en foliculos cuyo diametro

mayor fue entre 200 y 400 um se encuentra en la figura 4B. A las 6 horas de estimulacién se observé que los foliculos
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expuestos al vehiculo o contro] salino (0 UT) presentaron un menor nimero de células marcadas, con respecto a las dosis
2.5 UI, 8.0 Ul y la hipofisectomia negativa (-) (39.18 £ 8.0, 64.32 + 8.56, 66.86 + 9.97 y 79.44 + 11.32 células marcadas,
para cada grupo respectivamente). A las doce horas de estimulacion, no hubo diferencias significativas entre 0 Ul y 2.5 Ul
(£6.33 £ 5.55 y 44.7 £ 9.19 células marcadas respectivamente) ni entre § Ul y el hipox (-) (79.50 + 9.64 y 79.56 + 9.64
células marcadas respectivamente). Las dosis de 0 Ul y 2.5 Ul fueron significativamente diferentes (p<0.0S) con respecto
a 8.0 Ul y al hipox (-). A las 18 horas de exposicién hubo un incremento significativo (p<0.05), dosis dependiente (19.06
+ 820, 56.57 £ 8.54 y 97.27 + 11.31 células marcadas para cada una de las dosis). El hipox (-) (131.3 + 20.39 células
marcadas) no tuvo diferencias significativas con respecto a 8.0 Ul pero si con las otras dos dosis (0UIy2.5UD.

El efecto de la FSHrec en el mimero de células que incorporaron [*H]-timidina en foliculos cuyo didmetro
mayor fue mayor de 400 pm se encuentra en la figura 4C. Debido a que se localizaron muy pocos foliculos con un
didmetro mayor a 400 pm no se realizaron pruebas estadisticas. Para realizar el estudio del efecto de las diferentes

tsoformas en Ja proliferacion celular se consider$ una dosis an4loga a 8 Ul de FSHrec.

Efecto de las diferentes variantes de carga de FSH

El analisis del efecto de las isoformas de FSH en la proliferacién celular de la granulosa en ratas inmaduras
hipofisectomizadas se realizd segin lo descrito en el Método. Para lo cual se emplearon las isoformas 4 a 8 con un pH
de elucién de 5.3 a <3.75 a una dosis anéloga a 8 Ul de FSHrec. Las isoformas 1 a 3 no fueron incluidas en €] estudio
debido a la cantidad insuficiente de matenal, del mismo modo la isoforma 7 no fue incluida en el primer experimento
(6 horas de estimulacién) por las mismas razones. El efecto del tratamiento con las isoformas en el numero de células

que incorporaron timidina tritiada se muestra en las figura 5.

Los foliculos pequefios antrales sanos no presentan diferencias significativas a las 6 horas de exposicién
(figura SA). A las 12 horas de exposicién se observé que la isoforma méas 4cida (8) presenté un nimero
significativamente menor de células marcadas en comparacién con sus contrapartes menos 4cidas (11.33 + 1.63;
43.79 £ 13.61 respectivamente), y a las 18 horas se observd un aumento en el nimero de células marcadas de la
isoforma mas acida (8) siendo una diferencia no significativa con respecto a la isoforma menos dcida (4) (20.58
2.69; 20.08 & 2.96 células marcadas/foliculo sano respectivamente). Sin embargo, al analizar los foliculos preantrales
sanos pequerios (figura 5B) se observd una marcada diferencia significativa desde las primeras 6 horas de exposicidn,
con respecto a las isoformas menos 4cidas (isoforma 4: 22.62 + 6.12; e isoforma 5. 16.19 £ 1.29 células
marcadas/foliculo sano) las cuales presentaron un mayor nimero de células marcadas a diferencia de sus contrapartes
mas acidas (isoforma 6: 9.03 + 0.76; e isoforma 8: 11.97 £ 0.72 células marcadas/foliculo sano). A las 18 horas de
exposicion se observd un incremento en el niroero de células marcadas de los animales expuestos a la isoforma mas
acida (1soforma 8: 19.98 = 2.82 células marcadas/foliculo sano) siendo no significativo con respecto a su contraparte

menos 4cida (isoforma 4: 22.39 + 4.72 células marcadas/foliculo sano).
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Por otra parte, los foliculos de 200 a 400 um antrales sanos no presentaron diferencias significativas a las 6
horas de exposicién (figura 5C) en ninguno de los grupos estudiados. A las 12 horas de exposicidn se observé que la
isoforma mas 4cida (8) tuvo un menor niimero de células marcadas en comparacién con sus contrapartes menos 4cidas
pero este resultado no fue significativo (125.82 + 34.72; 177.88 + 33.02 respectivamente), y a las 18 horas se observé
que la isoforma 7 fue la que presenté un menor nimero de células marcadas, significativamente menor a las isoformas
4, 5y 6 pero no significativo con respecto a la isoforma mas 4cida (8) (isoforma 4: 192.9 +28.04; isoforma 5: 171.2 +
27.95; isoforma 6:161.15 + 19.91; isoforma 7: 97.43 & 17.33; isoforma 8: 125.13 + 15.27 células marcadas/foliculo

sano).

La figura 5D representa a los foliculos de un tamafio de 200 a 400 pm preantrales sanos, se puede observar
que a las 6 horas de exposicion, los foliculos expuestos a la isoforma 8 (mas 4cida) presentaron un . numero
significativamente menor de células marcadas al comparar con los foliculos expuestos a las isoformas 4 y 5 pero no a
la 6 (isoforma 8:10.33 + 1.86; isoforma 4:96 + 0; isoforma 5. 74 + 8; isoforma 6: 39.2 £ 10.55 células
marcadas/foliculo sano). La isoforma 8 presentd el menor nimero de células marcadas incluso al comparar con los
controles (isoforma 8: 10.33 + 1.86; F: 64.38 + 14.40; Sa: 42.8 + 6.75; H-: 75.5 * 20.5 células marcadas/foliculo
sano). Sin embargo, esta diferencia no se observd a las 12 horas de exposicidn. A las 18 horas de exposicién la
isoforma 7 fue la que present6 un nimero significativamente menor de células marcadas con respecto a las isoformas
4,5 y 8 pero no a la isoforma 6 (isoforma 4: 160.5 =+ 32.5; isoforma 5: 112.2 + 14.38; isoforma 6: 87.63 + 14.26;
isoforma 7: 48.57 £ 10.97; 1soforma 8: 122.33 & 21.4 células marcadas/foliculo sano).

En la figura 6 se pueden observar microfotografias representativas de los foliculos expuestos a las diferentes
isoformas (isoformas 4, 5 y 8); donde se puede observar que los foliculos que fueron expuestos a las isoformas 4 y 5
(A y C) presentaron un mayor nimero de células marcadas que aquellos que fueron expuestos a la isoforma 8 (D), y

por otro lado, un foliculo atrésico después del tratamiento con solucién salina que no presenta células marcadas (B).
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Figura 5. Efecto de la administracion de las isoformas 4 a 8 de FSH, FSHrec (F) y del vehiculo salino (Sa) en la
proliferacion de la granulosa en foliculos preantrales y antrales con un didmetro mayor de 50-199 ym (A y B) y de
200 a 400 pm (C y D). Las barras representan la media + EE de 8 ovarios por grupo experimenial. Las letras
diferentes encima de cada barra indican la existencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos en
un mismo periodo de tiempo. Se incluyeron los animales a los cuales se les realizo la hipofisectomia negativa (H-).

NP= No procesado.
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Figura 6. Microfotografias representativas de foliculos antrales de ovarios de ratas immaduras hipofisectomizadas y
sacrificadas 18 horas (4 y B) o 12 horas (C y D) después de la administracion de FSH o solucion salina. A: Foliculo
sano después del tratamiento con la isoforma 5; B: Foliculo airésico después del tratamiento con solucion salina; C:
Foliculo sano después del tratamiento con la isoforma 4 y, D: después del tratamiento con la isoforma 8. Las flechas

indican algunas de las células marcadas.

E) Maduracién folicular in vitro

Para estudiar los efectos en la maduracion folicular in vitro, se empled el cultivo de foliculos de ratén por 4
dias con medio suplementado con suero de ratones hipogonadotrépicos y con las diferentes dosis de las isoformas de
FSH. Para comprobar el estado gonadotrdpico de los ratones, de los cuales se obtuvo el suero, se realizé un Northern
blot y por otra parte, se procedio a comprobar que el suero empleado estuviera libre de gonadotropinas. En la figura 7
se puede observar la fotografia de un gel representativo de una electroforesis para poder determinar el estado
gonadotrépico de los animales empleados. La letra “a” representa el estandar empleado, la letra “b” representa a un
control negativo. La presencia de dos bandas en un mismo carri) representa un animal heterocigético (figura 7d). La
presencia de una sola banda representa un animal homocigdtico, cuando la banda se encuentra en la parte superior del

gel, el animal fue normal (figura 7¢), y cuando la banda se encontré en la parte inferior el animal fue homocigédtico
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hipogonadotrépico (figura 7e). Los animales que fueran homocigoticos hipogonadotropicos fueron empleados para la
obtencion dei suero, €l estado gonadotrépico se comprobo visualmente a su vez, en el momento de la autopsia, debido
a la presencia de un ttero delgado, asi como de ovarios o testiculos muy pequefios. Los anirales heterocigdticos
fueron empleados para la obtencién de nuevas crias y los animales homocigdticos normales fueron empleados para la

estandanizacion y para la practica en el manejo y cultivo de foliculos.

Figura 7. Patron de electroforesis del ADN para comprobar estado gonadotropico de los animales. a=estandar,

b=control negativo, c=homocigdtico normal, d=heterocigético, e=homocigdtico hipogonadotrdpico.

Cullivo de foliculos

El sistema empleado para el cultivo de foliculos fue descrito previamente en el método (i y cok., 1998)- Para
obtener una caracterizacion de los efectos individuales de las jsoformas naturales intrahipofisarias, se empled un
disefio simple. En cada experimento se aplicd una dosis constante (0-1000 ng/ml) de cada isoforma durante todo e!
cultivo (4d). La formacién del antro fue observada y fotografiada con un microscopto invertido a un aumento de 100x.

El porcentaje de foliculos con cavidad antral fue calculado.

Se probaron varias dosis a fin de obtener la dosis umbral antral. La dosis umbral antral es aquella dosis en la
cual se identifica la presencia de Ja cavidad antral. Para facilitar el anélisis y la interpretacion de los datos se tomaron
en cuenta solo tres isoformas, Isoforma | (la menos 4cida, pH: 7.10-5.99), Isoforma 4 (1a medio-4cida, pH: 5.62-4.95)

e Isoforma 8 (Ja més acida, pH: <3.75).

En un experimento preliminar los foliculos fueron cultivados con diferentes dosis del estandar no fraccionado
(FSH Sigma) a diferentes dosis: 0, S, 25, 50, 100, 200, 400 y 800 mUl/ml. Cabe sefialar que 1 mUI del estandar no
fraccionado (FSH Sigma) equivale a 13.01 ng del estdndar LER-907.

En los foliculos mds pequefios (tamafio inicial: 148 + 0.97 um) mostraron un incremento dosis dependiente en
su crecimiento, pero $élo a partir de la dosis de 400 mUl/ml se encontraron foliculos con una cavidad antral en
formacién (tamafo final: 323.33 + 16.67 um) (Figura 8A). Por el contrario los foliculos con un tamafio wnicial mayor
(180.42 + 0.42 pm) crecieron rapidamente desde los primeros  tres dias del cultivo, adquiriendo alrededor del 90% de
su méaximo tamajio durante este periodo de tiempo y creciendo mas lentamente al final del cultivo, inclusive los

foliculos que fueron expuestos a dosis mas bajas de 100 mUl/ml (tamano final: 395.00 £ 9.57 pm). Ningiin foliculo
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cuitivado en ausencia de FSH desarroll6 cavidad antral y su crecimiento fue menor, independientemente del tamario

inicial seleccionado, sugiriendo Ja fuerte dependencia a la adicion de FSH (Figura 8B).
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Figura 8. Patron de crecimiento de foliculos de tamario inicial pequefio (A) y mediano (B) cultivados con diferentes
concentraciones de FSH no fraccionada (n25 foliculos en cada grupo experimental). Los dalos eslan represeniados
como la media + EE. Solamente las dosis mayores a 100 mUl/ml indujeron un tamatio folicular significativamente
mayor que la de los foliculos que se cultivaron sin la presencia de FSH, con 5 mUl/ml y con 50 mUVm! desde el dia

3 de cultivo (p<0.05). La linea puntuada representa el tamario umbral para la formacion del antro.

Influencia de las isofomas de FSH en el crecimiento folicular (didmetro folicular externo)

Los foliculos expuestos a la isoforma menos é4cida (isoforma 1) a una concentracién de 400 ng/ml tuvieron up
tamario final mayor (322.86 + 5.97 um) que aquellos para las isoformas medio y mas acidas (isoformas 4 y 8) (295
5.81 y 258.18 + 14.99 um respectivamente) (figura 9A), y fueron los tnicos (junto con fa FSH no fraccionada) en
alcanzar el tamafio umbral para la formacién del antro. Esta diferencia esta relacionada con un incremento en el
crecimiento en el dia 2, estadisticamente significativo (p<0.05) observado en los foliculos expuestos a la isoforma
menos Acida (isoforma 1) (52.73 £ 9.78 um/dia) a diferencia de la isoforma medio 4cida (isoforma 4: 24.17 * 6.93
um/dia) y la isoforma mas 4cida (isoforma 8: 20.91 * 7.58) (figura 9C).

Por otra parte, los foliculos expuestos a la tsoforma mas acida (isoforma 8) a una concentracién de 800 ng/ml
tuvieron un tamario final significativamente menor (292.83 + 10.53) que aquellos para las isoformas menos y medio-
acidas (< de 340 pm) (figura 9B) y debido a que no alcanzaron el tamafio umbral para la formacién del antrc

establecido para las demas isoformas, se establecié un tamafio umbral para la formacién del antro de 345 pm, tamafio

44



en e] cual sélo un foliculo formé cavidad antral. Esta diferencia estadisticamente significatjva esté relacionada con un
incremento en el crecimiento en el dia 3 observado en los foliculos expuestos a las isoformas menos y medio-acidas
(isoforma 1 y 4) (56.52 £ 9.82 y 64.8 + 16.46 um/dia respectivamente) a diferencia de Ja isoforma mas 4cida
(isoforma 8: 24.58 + 4.4] um/dia) (figura 9D). No se encontraron diferencias significativas entre la isoforma menos y

medio-4cidas (isoforma 1y 4).
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Figura 9. Didmetro folicular externo, incremento en tamavio y didmetro folicular interno de foliculos (todos los
tamarios incluidos) cultivados en presencia de diferentes isoformas de FSH intrahipofisaria. A, C y E. patrdn de
crecimiento en presencia de 400 ng/ml; B, D y F: foliculos expuestos a 800 ng/ml. Los datos estan represeniados

como media # EE. El patrén de crecimiento de los foliculos cultivados en ausencia o presencia de FSH nc
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Sfraccionada (FSH no frac.) (Sigma-Aldrich, 100 mUl/ml o 1.3 pg/ml) también se muestra como lineas de referencia.
La linea horizontal discontinua indica el tamario umbral (310 um) necesario para la formacion del antro para las
isoformas 1, 4 y FSH no frac; la linea adicional puntyada denota el tlamafio umbral (345 um) para la formacion del
antro en presencia de la isoforma 8. El numero de foliculos expuestos a 400 ng/ml fue de 8-11 para las isoformas 1y
4, 20 para la FSH no frac y 55 para los controles (no FSH). Para los foliculos tratados con 800 ng/ml el numero de
Joliculos tratados fueron: 20-22 para las isoformas 1 y 4. Los foliculos cultivados en presencia de 400 ng/ml de la
isoforma 1, 800 ng/ml de las isoformas 1, 4 y FSH no frac fueron mayores significativamente a los expuestos a la
isoforma 8, esta diferencia resulté de un incremento en el didmetro en los dias 2 (C) y 3 (D) de cultivo. *p<0.05 vs
isoforma 4y 8 en el mismo dia; *p<0.05 vs isoforma 1 y 4 en el mismo dia. Resultados similares se obtuvieron cuando

el diameiro folicular interno fue considerado (E y F).

Dosis umbral y proporcion de foliculos anirales para cada isoforma

La formacién del antro pudo ser observada solamente en la mayoria de foliculos que presentaron un tamafio
mayor a 300-310 pr (didmetro folicular externo). Como se muestra en la Tabla 4, la dosis de FSH requerida para
inducir un incremento en la media del didmetro folicular mayor de 300 um (dosis umbral antral) difiere de acuerdo a
la isoforma de FSH y al tamafio inicial con el que se comenzé el cultivo.

A una dosis minima de 400 ng/mJ, tanto los foliculos pequefios (<180 pm) como los medianos (>180 pm)
expuestos a la isoforma menos acida (isoforma 1) fueron los tinicos en alcanzar un tamafio final superior a 300-310
pm (figura 10A y D). El tamafio umbral para la formacién de la cavidad antral fue sobrepasado solo en los cultivos
que fueron realizados con dosis a partir de 400 ng/ml (312.5 + 4.79 um), dosis umbral antral para la isofoxrna menos
dcida (isoforma 1). Los foliculos cultivados con dosis menores (100 ng/ml) alcanzaron tamaifios finales

significativamente menores (230 + 0.0 pm).
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Figura 10. Patron de crecimiento de foliculos pequerios ( <180 um) (A, By C) y de foliculos medianos (> 180 um) (D,
E y F) cultivados con diferentes concentraciones de las isoformas de FSH intrahipofisaria (n24 foliculos en cada
grupo experimental). Los datos estan representados como la media # EE. Las lineas horizontales representan el
tamario umbral de 310 um para la formacion del antro en respuesta a las isoformas 1y 4, y 345 ym para los
Joliculos medianos expuestos a la isoforma 8. La media del crecimiento de los foliculos pequefios mds los medianos

en presencia de diferentes concentraciones de isoformas de FSH se muestraen G, H e 1. * p<0.05.

Los foliculos (pequefios y medianos) expuestos a la isoforma medio-acida (isoforma 4) a una dosis de 800

ng/ml, alcanzaron un tamario final superior a 300-310 um (figura 10B y E). E! tamario umbral para la formacién de la
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cavidad antral fue sobrepasado solo en los cultivos que fueron realizados con dosis a partir de 800 ng/ml (321.43 £
18.7 pm), dosis umbral antral para ta isoforma medio-acida (isoforma 4). Los foliculos cultivados con dosis menores
(100 ng/ml) alcanzaron tamaros finales significativamente menores (262 + 10.68 pm).

Finalmente, los foliculos (pequefios y medianos) expuestos a la isoforma mas acida (isoforma 8) a una dosis
de 1000 ng/mi, alcanzaron un tamaiio final superior a 300-310 pm (figura 10C y F), sin embargo, no formaron
cavidad antral. El tamafio umbral para la formacién de la cavidad antral, definido para las isoformas | y 4, fue
sobrepasado en los foliculos que fueron expuestos a dosis mayores de 1000 ng/ml (326,67 £ 21.78 um), pero a pesar
de haber sobrepasado este tamafio, no formaron cavidad antral, por lo que fue necesario definir un tamafio umbral para
la formacién del antro para Ja isoforma 8 (345 pm). Los foliculos cultivados con dosis menores (100 ng/ml)
alcanzaron tamafios finales significativamente menores (280 + 12.65 pm), sin embargo, no hubieron diferencias
significativas entre sus dosis.

En resumen, ver tabla 4, a una dosis de 400 ng/ml, las isoformas menos acidas (isofonma 1) de FSH
intrahipofisaria indujeron un crecimiento rapido y continuo de los foliculos antrales, sin importar el tamaiio inicial con
el que comenzaron los foliculos. La fraccién medio-4cida (isoforma 4) indujo la formacién del antro a dosis de 800
ng/ml y sélo en los foliculos que tuvieran un tamafio inicial mayor a 160 pum. La fraccion mas 4cida difirié de las otras
dos, ya que la dosis umbral antral fue de 1000 ng/ml para jos foliculos que tuvieran un tamafo inicial menor a 180
um, mientras que para los foliculos con un tamafio inicial mayor a 180 um, la dosis umbral antral fue de 800 ng/ml.
Para la FSH no fraccionada, los foliculos con un tamafio inicial menor a 180 wm, la dosis umbral antral fue de 400
mUL/ml (5.2 pg/ml), y para los foliculos con un tamafio inicial mayor a 180 pm la dosis umbral antral se redujo a 100
mUUml (1.3 pg/ml). Ademas de las diferentes dosis umbrales antrales, la proporcién de folfculos que formaron
cavidad antral fue diferente significativamente dependiendo de las isoformas. A una dosis de 800 ng/ml, la isoforma
menos 4cida (isoforma 1) indujo la formacidn del antro en més de un 85% en foliculos que crecieron més de 300 pm.
La 1soforma medio-4cida (isoforma 4) indujo un 60% en foliculos expuestos bajo la misma dosis, mientras que fa

isoforma mas 4cida (isoforma 8) indujo tan solo un 5% de cavidad antral en fo)iculos mayores a 300 um (Tabla 4).

Tamaiio inicial Formacién de antro
Isoforma de FSH 120 pm (60 pm 130 pm 200 pm (%) 800 ng/ml
Isoforma 1 400 400 400 400 85%
Isoforma 4 n.d. 800 800 800 60%
Isoforma 8 n.d. n.d. 800 800 5%
FSH no fraccionada 400 400 100 100 77% (con 100 mUL/ml)

Tabla 4. Dosis umbrales antrales de los foliculos expuesios a las diferentes isoformas (ng/ml) y a FSH no
fraccionada (mUI/ml). Dosis umbral antral: Dosis minima en la cual el didmetro folicular externo sobrepasa el

tamario para la formacion del antro (300 -310 um para las isoformas |y 4; 345 um para la isoforma 8). El
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porcentaje de foliculos cultivados en presencia de 800 ng/ml de FSH que presentaron antro también se muestra.

n.d.=no determinado.

Secrecion de Estradiol (E;) inducido por las diferentes isoformas de FSH

La secrecién de E, por cada foliculo se realizd como se describio en el método. Los foliculos expuestos a una
dosis de 200 ng/ml de la isoforma menos 4cida (isoforma 1), secretaron estradiol a partir de] dia 3 de cultivo, y del dia
4, los foliculos expuestos a la isoforma 4 (Figura 11A). Mientras que los foliculos expuestos a una dosis de 400 ng/ml
de la 1soforma menos 4cida secretaron estradiol a partir del dia 2 de cultivo y a partir del dia 4 los foliculos expuestos
a la isoforma 4 (Figura 11B). No fue sino hasta Ja dosis de 800 ng/ml cuando los foliculos expuestos a Ja isoforma
mas acida (isoforma 8) secretaron estradiol. En los foliculos expuestos a una dosis de 800 ng/ml, la produccién de E,
secretada en el dia 3 fue significativamente mayor en foliculos cultivados con la isoforma menos 4cida (isoforma 1:
906.22 pg/foliculo) que aquellos expuestos a la isoforma medio-acida (isoforma 4: 105.57 pg/foliculo) o a la mas
acida (isoforma 8: 14.85 pg/foliculo) (figura 11C). La cantidad de E, secretado después de 3 dfas por los foliculos
expuestos a [a FSH no fraccionada fue de 1393.77 pg/foliculo (a una dosis de 5.2 pg/ml) (no representada) y de 251.6
+47.1 pg/ml representada como una barra en la figura 11. Los foliculos cultivados en ausencia de FSH no secretaron
cantidades detectables de E, Durante las primeras 24 horas de cultivo, ningin tratamiento produjo cantidades
detectables de E, A partir del segundo dia hasta el final del cultivo, la secrecién de E; aumento dependiendo de la

isoforma y de la dosis.
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Figura 1. Secrecion de estradiol (E,) después de 4 dias de cultivo a una dosis de 200 ng/ml (4), 400 ng/ml (B) y 800
ng/ml (C) de las diferentes isoformas de FSH, FSH no fraccionada (N.F.) (1.3 ug/ml) o en ausencia de FSH (0)

(recuadro), *p<0.05 vs isoforma 4, 8 y 0 ng/ml. Los valores representados son la media #+ EE.

Deteccion inmunohistoquimica de cx~43
En esta tesis, se describe por primera vez una diferente inmunolocalizacién de conexina 43 entre los

diferentes compartimentos de Ja granulosa, dependiendo de la isoforma a la cual fue expuesto el foliculo durante el
cultivo, Como se puede apreciar en la figura 12, los foliculos expuestos a 800 ng/ml de la isoforma menos é4cida
(isoforma 1, figura 12A) presentan un patrén de localizacién de la conexina 43 a lo largo de )a capa externa de la
granulosa o granulosa mural, a diferencja de la isoforma 4 y 8, las cuales presentan una localizacién cerca o alrededor
del ovocito. (figura 12B y C). Los foliculos expuestos a la FSH no fraccionada presentaron una localizacién a lo largo
de la granulosa mural. Por otra parte, los foliculos expuestos a la isoforma 8 (roés 4cida) presentaron una menor

mmunotincién en comparacién con sus contrapartes menos acidas. Los foliculos que fueron cultivados en ausencia de
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FSH no presentaron inmunotincion a ¢x-43. Tados los foliculos presentaron inmunotincién para cx-43 exclusivamente

en las células de la granulosa y en ningiin caso se present6 inmunotincion en la teca o en el ovocito.

Figura 12. Inmunolocalizacion de conexina 43 (cx-43) en foliculos ovdricos de ratones cultivados por 4 dias
con una dosis de 800 ng/ml de las diferentes isoformas de FSH. A) Isoforma 1 (menos dcida); B) Isoforma 4 (medio
dcida); C) Isoforma 8 (mds édcida); D) FSH no fraccionada. La inmunolocalizacion (flechas) de la cx-43 dentro del
Joliculo se encontré exclusivamente en las células de la granulosa. No se detecto cx-43 en los foliculos que fueron

cultivados sin FSH (E). Inmunotincién positiva se detecté en tejido de corazon (F). No hubo tincion después de haber
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retirado el primer amficuerpo (recuadro en F). La barra equivale a 50 pm. o=ovocito, t=células de la teca,

a=cavidad antral.

La figura 13 muestra el porcentaje del area total que se enconiré inmunoteiiido (cx-43) de los folfculos
expuestos a las diferentes isoformas. Los foliculos expuestos a la isoforma 1 presentaron un porcentaje del 4rea total
significativamente menor en ¢l 4rea del cumulus en comparacién con la region mural (0.8 + 0.11; 3.87 + 0.37,
respectivamente), y fue a su vez significativamente menor al 4rea del cumulus de Jos foliculos expuestos a la isoforma
4 (3.94 £ 0.92) y a la isoforma 8 (1.74 + 0.14). A su vez, los foliculos expuestos a la isoforma 1 presentaron un
porcentaje del 4rea total significativamente mayor en la regién mural (3.87 + 0.37) en comparacion con los foliculos
expuestos a las isoformas 4 (0.39 + 0.13) y 8 (0.33 x 0.08).

Isoforma 1 Isoforma 4 Isoforma 8
(pl 7.10-5.99) (p! 5.62-4.95) (p! <3.75)

N 3rea del cumulus
r—Z3 area mural

Figura 13. Porcentaje del drea total inmunomarcada para cx-43 en dos diferentes regiones dentro del foliculo: drea

N

cercana al ovocito (drea del cumulus) y drea cercana a la membrana basal (area mural) de foliculos cultivados con
800 ng/ml de las diferentes isoformas de FSH. * p<0.05 versus drea del cumulus isoforma 4 y 8. + p< 0.05 versus

drea mural isoforma 4y 8. Los valores representados son la media + EE.
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DISCUSION

El estudio del efecto de las diferentes isoformas moleculares de la FSH natural en la proliferacion celular y en la
maduracién folicular permite esclarecer la importancia fisiologica del polimorfismo de las gonadotropinas. Los hallazgos
de la presente tesis intentan darle un significado fisiologico a la existencia de estas isoformas moleculares de la FSH.

Se analizaron los efectos bioldgicos de estas variantes monitoreando diversas respuestas dependientes de FSH a
nivel de la célula blanco y del foliculo, constituido por tres tipos celulares diferentes y dependientes entre ellos. Las
isoformas se obtuvieron mediante cromatoenfoque preparativo y radioinmunoanalisis, técnicas actualmente utilizadas para
separar e identificar el perfil de distribucion de las hormonas glicoproteicas. Los resultados muestran que en condiciones
in vitro € in vivo todas las isoformas intrahipofisarias de FSH fueron capaces de inducir una respuesta biologica
diferencial, tales como: 1) las isoformas més acidas/sializadas presentaron una relacién B/I significativamente menor
que el resto de las isoformas en el bioensayo de células de la granulosa; 2) las isoformas menos acidas permaneciéron
menos tiempo en circulacidn, presentando una mayor tasa de depuracion plasmatica, menor tiempo de residencia
media, menor vida media y menor porcentaje de recuperacion a diferencia de sus contrapartes mas acidas; 3) las
isoformas menos acidas fueron mas eficientes para mantener la proliferacién de las células de la granulosa que las
isoformas mas acidas en el sistema in vivo; 4) las isoformas menos acidas indujeron un crecimiento preantral mas
rapido produciendo foliculos antrales mas grandes a dosis menores a diferencia de las isoformas mas acidas, en ambos
sistemnas; 5) las isoformas menos acidas tienen un mayor impacto en la produccion de estradiol y en la formacién dela
cavidad antral en €l sistema in vitro y; 6) la inmunolocalizacion de la conexina 43 presenté una distribucion cercana a
la membrana basal en los foliculos expuestos a la isoforma menos 4cida y una distribucion cercana al ovocito en los
foliculos expuestos a la isoforma mas acida en el sistema in vitro.

Las isoformas empleadas en este trabajo han sido utilizadas previamente para estudiar su actividad biologica in
vitro (en el mismo bioensayo de células de granulosa) cuantificando la produccion de algunos intermediarios en la
comunicacién intracelular, tales como AMPc, estrogenos, PA (activador de plasmindgeno tisular), y la expresion del
ARNm de algunas enzimas como el citocromo P450 aromatasa, y de la subunidad-a de la inhibina (rimessi y cols., 2000; Barrios-De-
Tomasi y cols, 2002)- EN estos estudios, los autores mencionan que la exposicion de células de la granulosa a las diferentes
isoformas estimulan una produccién dosis dependiente de estrégenos y de AMPc in vitro. La produccion de AMPc fue
significativamente mayor cuando las células fueron incubadas con isoformas con mayor cantidad de AS (isoformas mas
acidas). Mientras que las isoformas menos acidas (con menor cantidad de AS) fueron mas potentes estimulando la
produccién de estrégenos, datos que coinciden con los resultados obtenidos. Por otra parte, las isoformas menos 4cidas
exhibieron una mayor capacidad para inducir la expresion de ambos ARNm estudiados (aromatasa e inhibina) a diferencia
de sus analogos mas acidos. Estudios realizados previamente (para revision ver Ulloa-Aguirre y cols., 2003) Y 1@ presente tesis revelan
que las 1soformas mas acidas (isoforma 8) son menos potentes en promover la aromatizacién de andrdgenos, la
produccién de AMPc y la enzima activadora de {PA, que sus contrapartes menos acidas (isoforma 1). Resultados
similares se obtuvieron con el ARNm del citocromo P450 aromatasa y fPA (ioa-aguime y cols,, 2003)- El mecanismo
subordinado para esta variedad de respuestas de las isoformas de la FSH atn sigue siendo desconocido. Un candidato

para este mecanismo podria ser la variabilidad en la afinidad al receptor por las diferentes isoformas, por ejemplo, la
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actividad de unié6n al receptor de las isoformas de FSH de roedores, monos y humanos disminuye conforme el valor pl
declina (ioa-aguire y cols., 1982, 1992), €StO €s, las isoformas con un pl mayor (menos é4cidas) presentan una mayor union al
receptor. En estos estudios, se removieron enzimaticamente los residuos de acido sidlico de las isoformas mas acidas,
dando como resultado la produccién de analogos con pl mayores y con uniones al receptor similares a aquellas
producidas por sus contrapartes naturales (oa-Aguirre y cols., 1984, Ulloa-Aguirre y cols., 2003).

Los mecanismos bioquimicos de esta variedad de respuestas son aun desconocidos. A pesar de las diferencias en
afinidad por el receptor de las diferentes isoformas, existe la posibilidad de que ademas de las diferencias en la unién al
receptor, pudieran existir efectos particulares de estas isoformas en las sefiales de transduccién y en la expresion génica.
Las isoformas menos acidas son activadores mas potentes del receptor y son més eficientes para desencadenar sefiales
intracelulares que las isoformas més 4cidas (ica-Aguire y cols, 2003). Otra posibilidad que actualmente se esta estudiando es la
presencia de diferentes isoformas del receptor que pudieran a su vez estar involucradas en la respuesta celular.

Como consecuencia de las diferencias estructurales en la composicion de carbohidratos, las isoformas de FSH
difieren en su capacidad de sobrevivir en la circulacion. La vida media plasmética es el tiempo en el cual la
concentracion de la hormona ha disminuido a la mitad de la concentracién inicial en circulacién. Como se espera, las
isoformas mads 4cidas est4n relativamente mejor protegidas de la degradacion hepatica, por lo que exhiben una vida
media plasmatica mayor que sus analogos menos acidos, hecho demostrado a su vez al tener un mayor tiempo de
residencia media en circulacion, una menor tasa de depuracién plasmatica y un mayor porcentaje de recuperacion al
finalizar el experimento, resultados que coinciden con otros previamente publicados (wide 1986, Galway y cols., 1990, Ulloa-A guirre
y cols, 1992 Por el contrario, las isoformas menos 4cidas mostraron una vida media menor, una mayor tasa de
depuracion, un mayor tiempo de residencia media en circulacion y un menor porcentaje de recuperacion al comparar
con las isoformas mas acidas. Las isoformas menos acidas al permanecer menos tiempo en circulacion podrian
proveer un estimulo corto pero intenso para la transmision de una sefial intracelular. En varios estudios se ha descrito
la evidencia que los residuos de los oligosacaridos en las hormonas glicoproteicas desempefian un papel muy
importante determinando la vida media plasmatica y consecuentemente la bioactividad in vivo de la hormona
secretada (ioa-Aguirre y cols., 1999 y 2003)- Aproximadamente un 95% de la FSH humana es 4cida debido a la carga negativa
de los residuos de 4cido sidlico en la posicién terminal, y por otra parte, el nimero de residuos de galactosa que se
encuentran expuestos en la hormona tienen un papel importante en la sobrevivencia de la gonadotropina en la
circulacion Uiea-Aguine y cols, 2003 La exposicion de estos residuos de galactosa en los oligosacaridos de FSH
incrementan dramaticamente la velocidad de depuracion plasmatica mediante un mecanismo que involucra a los
receptores de los hepatocitos gvorell y cols., 1971, Ulloa-Aguirre y cols,, 2003)- Ademads, la presencia de oligosacaridos que presenten
manosas o N-acetilglucosamina en su posicién terminal, presentan una elevada depuracion por el endotelio hepatico y
por las células de Kupffer (rice y cois, 1997 Como consecuencia, las glicoformas de la FSH que estén altamente
sializadas circularan por mas tiempo que las glicoformas menos 4cidas/sializadas iiea-Aguirre y cols,, 1995, 2000 y 2003 Wide 1986)-
Inclusive, se encuentra documentado que el incremento en la liberacion de las isoformas menos acidas de FSH que
ocurre en la fase preovulatoria del ciclo menstrual en el humano, se correlaciona con una reduccion significativa en la
vida media plasmética de la FSH secretada durante esta etapa del ciclo (pagmanabban y cols, 1988, Wide y cols., 1993, Zambrano y cols, 1995,

Ulloa-Aguirre y cols., 2003). EXiste una posibilidad que el aumento en la capacidad de las isoformas menos 4cidas de promover un
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efecto bioldgico a nivel de la célula blanco pudiera estar compensado por la desventaja dada por una vida media mas
corta.

Sin embargo, otros factores, ademas de la depuracion metabdlica, pueden influir en la actividad biolégica in
vivo de la hormona. Por ejemplo, las isoformas mas sializadas presentan una mayor actividad bioldgica y un mayor
tiempo en Circulacion (wige y Hobson, 1986; Mulders, y cols., 1997); SIN eémbargo, cuando se induce un efecto agudo (tal como la
induccién de la actividad de la enzima /PA y la expresion de su ARNm) se observa que las isoformas menos acidas,
con una menor vida media plasmatica presentan un efecto similar a sus andlogos mas 4cidOs (Timossi y cols., 1998)- EStO
indica que la capacidad de las variantes menos acidas en aumentar la induccién de un.efecto bioldgico en un
determinado blanco a nivel celular, puede estar compensado por la desventaja debida a su vida media relativamente
corta. Otro ejemplo se da en esta tesis, donde se puede observar la proporcion B/I in vitro de las isoformas empleadas
(Tabla 2) y sus correspondientes curvas de depuracion plasmatica. La proporcién B/I de las isoformas menos acidas
fue significativamente mayor que el de las isoformas mas 4cidas. Por el contrario, la depuracién bioldgica de las
isoformas mds 4cidas fue significativamente menor que la de sus analogos menos acidas.

Con el fin de investigar los efectos de las isoformas moleculares sobre el desarrollo folicular e intentar
otorgarles un significado fisioldgico, se emplearon dos sistemas uno ir vivo, con la influencia del tiempo de vida
media en la circulacién y el otro, in vitro, donde se estudio la interrelacion entre los tres tipos celulares del foliculo
bajo condiciones conocidas. En el sistema in vivo, el efecto de las isoformas medio y menos acidas (pH 5.62-4.96) fue
mas pronunciado en los foliculos preantrales con un diametro de 50-199 pum, en los cuales la velocidad de
proliferacidn celular después de 6 y 12 horas de exposicion a estas isoformas menos sializadas y con menor vida
media, fue mayor que la exhibida por los foliculos expuestos con las isoformas mas 4dcidas (pH<3.75) (Barrios-De-Tomasi y
cols, 2002). Esto es de gran importancia desde el punto de vista fisiolégico, considerando que el nimero de variantes
(incluyendo las isoformas menos acidas) identificadas en la hipofisis son también liberadas en la circulacion (pagmanabhan y
cols., 1988, Wide y cols., 1993, Zambrano y cols., 1995, Ulloa-Aguire y cols,, 2003) ¥ que €l receptor de FSH requiere solamente cantidades
nanomolares para que el ligando se active. Es mas, una breve exposicion de la célula blanco a una isoforma de una vida
media corta pero altamente potente podria ser suficiente para desencadenar una respuesta biologica. Otros factores
diferentes a la vida media plasmética (afinidad de unién al receptor, capacidad del ligando de activar €l receptor y la
eficiencia para disparar una sefial intracelular) desempefian un papel importante en la determinacién de los efectos netos in
vivo de una determinada variante de FSH.

Las isoformas menos acidas fueron igual o un poco mas eficientes que sus contrapartes mas acidas para
mantener la proliferacion de la granulosa después de la hipofisectomia. El efecto de las isoformas menos 4acidas
(particularmente la isoforma 4) fue mas pronunciado en foliculos preantrales que median menos de 199 um de
diametro mayor, en los cuales la velocidad de proliferacion celular fue mayor que las observadas en foliculos
expuestos a las isoformas 7 y 8 en todos los tiempos examinados. Estos resultados indican que factores adicionales,
tales como la afinidad de unién al receptor y la capacidad del ligando para activar el receptor y la eficiencia para
disparar una sefial intracelular (efectos altamente dependientes de la estructura de carbohidratos), wiica-aguirre y cols., 1999)
son también importantes para determinar los efectos in vivo netos de las isoformas dadas.

En este trabajo se muestra por primera vez la evidencia de que las isoformas de FSH intrahipofisarias inducen
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diferentes patrones de desarrollo folicular in vitro. El desarrollo de un foliculo intacto in vitro provee de un modelo
unico en el cual las células conservan sus relaciones in vivo y proceden a través de estadios de desarrollo secuenciales.
Las alteraciones especificas de alguna de sus partes componentes pudiera en consecuencia promover diferencias en las
respuestas bioldgicas. Este sistema emplea foliculos intactos primarios en estadios tardios o preantrales secundarios en
estadios tempranos de ratones juveniles (21 d). Los foliculos se mantienen con una estructura tridimensional intacta
sin adherirse al fondo o a las paredes de las placas de cultivo durante todo el periodo de cultivo (4 dias),
desarrollandose hasta tener una cavidad antral. Los foliculos en este periodo de desarrollo no requieren LH y son
sensibles y dependientes de FSH para un crecimiento adecuado. La respuesta folicular fue evaluada. con cuatro
diferentes pardmetros: crecimiento, formacién de la cavidad antral, produccién de estrégenos y diferencias
morfolégicas y/o presencia de cx-43.

Durante el periodo de cultivo (4 dias), los foliculos se desarrollaron del estadio primario (*160 pm) al estadio
antral medianos. Estos estadios de desarrollo, acompanados por una proliferacion celular y eventos en la
diferenciacion, secrecion de estradiol y formacion de la cavidad antral, aparentemente estan regulados por la FSH
(Nayudu y cols,, 2002). Durante este intervalo de tiempo, los foliculos en desarrollo pudieran ser sensibles a estimulos
diferenciales provistos por las isoformas de FSH. A una dosis de 400 ng/ml, la isoforma menos 4cida de FSH
(isoforma 1) indujo un mayor porcentaje de foliculos en crecimiento por encima del tamafio umbral necesario para la
formacién del antro, mientras que sus contrapartes mas acidas indujeron un crecimiento similar pero sélo a dosis mas
altas [800 ng/ml (isoforma 4 y 8)]. Las isoformas menos acidas indujeron un crecimiento rapido de los foliculos
durante el desarrollo preantral. Con todas las dosis empleadas las isoformas maés 4cidas estimularon la produccién de
17B-estradiol solamente al final del cultivo asi como la formacion del antro en una menor proporcién en comparacion
con sus contrapaftes menos acidas; por lo tanto las isoformas menos acidas inducen un crecimiento preantral mas
rapido, produciendo foliculos antrales mas grandes a dosis menores y a su vez tienen un mayor impacto en la
produccioén de estradiol y en la formacion del antro que la isoforma mas acida. Estos resultados coinciden con estudios
anteriores realizados por Vitt y colaboradores (v y cols., 1998, 2001y donde comenzaron a elucidar algunos de los efectos de
tres fracciones de FSHrec en el desarrollo de foliculos in vitro, con resultados similares a los presentados en esta tesis.
En estos estudios (viu y cols., 1998 y 2001) S€ demostré que a una dosis de 1.5 ng/ml, las isoformas menos 4cidas de FSHr
indujeron un mayor porcentaje (<70%) de un crecimiento rapido y continuo (>40 pnv/dia) de los foliculos antrales. La
fraccion medio-4cida indujo un crecimiento similar pero la formacién del antro requirié una dosis mayor (7.5 ng/ml).
La fraccién mas acida difirié de las otras dos, ya que la dosis umbral antral fue mucho mayor (50 ng/ml) y la
eficiencia en la formacién del antro fue significativamente menor (<60%). Ademas de las diferentes dosis umbrales
antrales, la proporcion de foliculos que formaron cavidad antral fue diferente dependiendo de las isoformas. En esta
tesis se demuestra que los foliculos expuestos a la isoforma intrahipofisaria menos 4cida de FSH tuvieron una mayor

capacidad para la formacion del antro a diferencia de sus contrapartes mas acidas.

El crecimiento folicular esta dado por un incremento en la proliferacion de las células de la granulosa y de la
teca, asi como por la formacién de una cavidad antral que se llena progresivamente con fluido antral, un paso critico
en los estados de diferenciacion. Los foliculos expuestos a las isoformas menos acidas presentaron un tamafio mayor

folicular debido principalmente a un incremento en la proporcidén de crecimiento del dia dos o tres del cultivo,
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dependiendo de la dosis. Dicho crecimiento especifico durante el desarrollo folicular preantral no fue inducido por las
otras isoformas. Este crecimiento répido inducido por la isoforma menos acida, pudiera ser un efecto de la rapida
proliferacion celular de la granulosa, como se muestra por un incremento en el diAmetro folicular interno o pudiera ser
un efecto también de la potencia que tiene esta isoforma en la formacién de la cavidad antral. Por el contrario la
isoforma mas 4cida no presenté un efecto estadio especifico. Sin embargo, existe la posibilidad que esta isoforma
pudiera actuar preferentemente en estadios muy tempranos del desarrollo folicular, como un estimulo continuo
(debido al mayor tiempo de permanencia en circulacion). Este hecho podria estar relacionado con estudios previos
realizados por Zambrano y cols., los cuales encontraron que las isoformas mas acidas (con valores de pH <4.5)
predominan en circulacion durante la fase folicular temprana y litea. De la misma manera, informaron una mayor
produccion y secrecion de isoformas menos acidas (comparables con las isoformas 1 y 4 de esta tesis) durante la fase
preovulatona (zambrno y cols, 1995); €N €sta etapa las isoformas menos 4cidas proverian una sefial para preparar al foliculo
para la ovulacion. Otros estudios informados previamente describen una reduccion en la actividad in vivo alrededor
del medio ciclo (wige y cots, 1993), cOrTelacionado con la secrecion de isoformas menos 4cidas.

El tamaiio del foliculo no es el unico factor que influye en la formacion del antro, se requiere de una sefial
necesaria para la produccion y secrecion del fluido antral, para la formacién de un espacio organizado entre las células
de la granulosa/cumulus y las células murales de la granulosa; esta sefial podria ser mucho mas débil en los foliculos
expuestos a la isoformas mas dcidas de FSH. Esta sefial podria ser un factor intrafolicular (probablemente el estradiol)
que permita la modificacion estructural de las células de la granulosa para la formacion del antro.

Los efectos de las diferentes isoformas intrahipofisarias de FSH en la produccién de esteroides indican que
las isoformas menos é4cidas inducen una mayor produccién de estrégenos en células aisladas de la granulosa en
comparacion con las isoformas mas 4cidas (cempa-Poljak y cols., 1993)- Sin embargo, estos autores no lo relacionan con otros
parametros del desarrollo folicular. En esta tesis, se demuestra que las isoformas menos 4cidas inducen la secrecion
de estradiol a dosis menores y mas temprano en el desarrollo que otras isoformas mas acidas. Por el contrario las
isoformas mas acidas, a pesar de la dosis, secretaron una cantidad minima de estrogenos. Como se sabe los estrogenos
tienen un efecto antiatrésico en el desarrollo folicular, por lo que las isoformas menos 4cidas podrian tener un efecto
antiatrésico en los foliculos y las isoformas acidas tienen un efecto atrésico relacionado a una baja produccién de

estrégenos.
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Figura 14. Hipotesis del mecanismo mediante el cual las isoformas menos dcidas promueven la produccion de
estrogenos que tuvieran un efecto antiatrésico en el foliculo ovdérico. Los estrégenos o algun otro factor producido (?)
bajo la influencia de las isoformas menos dcidas promoverian la produccién de conexina 43 y/o su ARNm. FSH,
Hormona foliculo estimulante; LH, Hormona luteinizante, RFSH, receptor de la FSH; RLH, receptor de LH; ATP,
adenosin trifosfato; AMPc, adenosin monofosfato ciclico, ARNm dcido ribonucléico mensajero; A, aromatasa; E,

estradiol; Cx43, conexina 43, T, Testosterona.

La produccién de estrégenos inducida por las isoformas menos y medio-acidas pudieran ser un factor
inductor de la diferenciacion de la granulosa y de la formacién de la cavidad antral, pues es bien conocido el efecto
mitogénico de los estrogenos en las células de la granulosa ey y cols., 1991: Dorrington y cols., 1993) Y €l aumento de la accion
de la FSH en la formacién del antro (Gore.Langton y cols., 1990). POr otra parte, también pudiera estar relacionada con la
regulacion en la produccién de conexinas, hecho que atin no ha sido comprobado.

En las figuras 14 y 15 se propone un mecanismo por el cual las isoformas menos acidas pudieran tener un
efecto antiatrésico en el desarrollo folicular. Las isoformas menos acidas promueven la formacién del segundo
mensajero, AMPc, el cual promueve entre otras cosas la produccién de la aromatasa e incrementa a su vez la
producidn de estradiol. Los estrogenos ademds de tener un efecto antiatrésico en el foliculo, pudieran promover la
produccion de]l ARNm y/o de la proteina de la ¢x-43, hecho que ain no ha sido comprobado. La produccién de cx-43

le otorga al foliculo una mayor y mejor comunicacién entre las células de la granulosa. Sin embargo, la produccion
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del ARNm y/o de la proteina de la cx-43 pudiera ser promovida por otro factor X que a su vez sea producido por la
estimulacion de las isoformas menos 4cidas de la FSH. Este podria ser el mecanismo mediante el cual las isoformas

menos 4cidas promueven el desarrollo de un foliculo sano que pudiera ser el seleccionado en un ciclo para ovular.
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Figura 15. Hipdtesis del mecanismo mediante el cual las isoformas mds dcidas tienen una menor produccion de
estrogenos debida a una disminucion en la produccion de aromatasa, de su ARNm y de la produccion del segundo
mensajero AMPc. La disminucion en la produccion de los estrégenos o algun otro factor producido (?) o dejado de
producir bajo la influencia de las isoformas mds dcidas disminuirian a su vez la produccion de cx-43 y/o su ARNm.
FSH, Hormona foliculo estimulante; LH, Hormona luteinizante; RESH, receptor de la FSH; RLH, receptor de LH;
ATP, adenosin trifosfato; AMPc, adenosin monofosfato ciclico, ARNm dcido ribonucleico mensajero; A, aromatasa;
E,, estrogenos; Cx43, conexina 43, T, Testosterona.

Por otra parte, en la figura 15 se propone un mecanismo mediante el cual las isoformas mas 4cidas pudieran
tener un efecto atrésico sobre las células de la granulosa mediante una menor produccién de estrégenos, como
resultado de una menor produccion de aromatasa, debida a su vez por una menor produccién del segundo mensajero
AMPc. La disminucién en la concentracién de estrégenos o algun otro factor estimulado o inhibido por las isoformas
mas acidas disminuirian la produccién de la c¢x-43, disminuyendo la comunicacién entre Jas células de la granulosa,

llevando al foliculo a la muerte celular.
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En conclusion, las diferentes variantes de la FSH inducen diferentes desarrollos foliculares y pueden ejercer
efectos diferenciales e inclusive contrarios a nivel de la célula blanco (Tabla 5.), lo cual nos provee de un punto de
vista fisiolégico de suma importancia; una breve exposicion de una isoforma altamente potente y de menor vida media
puede ser suficiente para inducir una respuesta celular de la célula blanco. Las isoformas menos écidas demostraron
ser las mas eficaces presentando una mayor bioactividad, promoviendo un rapido crecimiento preantral folicular, la

formacion de la cavidad antral y el inicio de la secrecion de estrgenos a dosis menores que sus contrapartes mas

acidas.

Isoformas Neutras Isoformas Acidas Referencias bibliograficas

(menos acidas) (mas acidas)
Cantidad de acido sialico + +++ Baezinger y cols., 1988
Vida media plasmatica + +++ Blum y cols., 1985, presente tesis
Potencia bioldgica in vitro +++ + Revisado en: Ulloa-Aguirre y cols.,
1995

Proliferacion celular de las células +++ + Barrios-De-Tomasi y cols., 2002,
de la granulosa in vivo presente lesis
Produccion de AMPc in vitro +H+ + Zambrano y cols., 1996, Yding
(granulosa 'y complejo ovocito- Andersen y cols., 2001
cumulus [COC))
Eficiencia en el reasumo de la +++ + Yding Andersen y cols., 1999
meiosis en ovocitos in vitro
Secrecion de estrégenos in vitro = + Revisado en: Ulloa-Aguirre y cols.,

1995, presente tesis

Produccion de tPA in vitro =+ + Timossi y cols., 2000

Sintesis de cit p450arom y ARNm +++ + Timossi y cols., 2000
de rPA in vitro

Sintesis de ARNm de o-inhibina in + +++ Timossi y cols., 2000

vitro

Presencia durante la ovulacién =+ + Zambrano y cols., 1995

Presencia en la fase latea + +++ Zambrano y cols., 1995

Crecimiento folicular +++ + Vitt y cols., 1998, presente tesis

Inmunolocalizacién de cx-43 Cercana al ovocito, | Cercanaala Presente tesis, datos no publicados
granulosa interna membrana basal,

granulosa mural

Tabla 5. Caracteristicas generales de las isoformas o variantes moleculares de la FSH. +, menor; +++, mayor.

Estos resultados, podrian ser potencialmente \tiles para el disefio de estrategias terapéuticas orientadas a obtener
un mejor control en la estimulacion exdgena del ovario. Los resultados son, sin embargo, dificiles de extrapolar a lo que
ocurre fisioldgicamente en la pubertad y en los ciclos ovulatorios, condiciones en las cuales la sefial de FSH es mucho mas

compleja involucrando poblaciones variables de receptores, una gran variedad de sefales y vias de transduccion, de
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factores de crecimiento y de diferenciacion, de esteroides y de otras sustancias extracelulares que modulan la accidn de las
gonadotropinas, dentro de un contexto que esta en cambio continuo.

Muchos aspectos relacionados con el mecanismo de accion de las variantes glicosiladas de la FSH aun quedan
por investigar, tales como los procesos intracelulares o a nivel del receptor que se llevan a cabo para identificar las
diferentes variantes y promover distintas respuestas celulares, la conformacion tridimensional de las diferentes isoformas
unidas a su receptor, la capacidad de inducir funciones coordinadas muiltiples pero altamente especificas y el
establecimiento de combinaciones Optimas de isoformas para los diferentes estados de desarrollo del foliculo,
particularmente en relacidn a la calidad del ovocito. Asi mismo, es importante realizar mas estudios para determinar la
ubicacion de las isoformas dentro del gran contexto reproductivo, considerando al ovario como una estructura influenciada
por diversos factores quimicos, internos, externos e inclusive temporales, que en su conjunto han llevado a perpetuar la

especie de una manera casi perfecta.
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CONCLUSIONES

Con base en los objetivos planteados, para estudiar las caracteristicas biologicas de las isoformas de la FSH

intrahipofisaria humana, se obtuvieron los siguientes resultados:

- En condiciones in vitro e in vivo todas las isoformas intrahipofisarias de FSH aisladas mediante
cromatoenfoque, fueron capaces de inducir una respuesta biolégica.

- Las isoformas mas acidas/sializadas presentaron una relacion B/I significativamente menor que el resto de las
1soformas.

- Las isoformas menos 4cidas permanecieron menos tiempo en circulacion, presentando una mayor tasa de
depuracion plasmatica, menor tiempo de residencia media, menor vida media y menor porcentaje de
recuperacion a diferencia de sus contrapartes mas acidas.

- Las isoformas menos acidas fueron mas eficientes para mantener la proliferacion de las células de la
granulosa que las isoformas mas é4cidas.

- Las isoformas menos acidas inducen un crecimiento preantral mas rapido produciendo foliculos antrales mas
grandes a dosis menores a diferencia de las isoformas mas acidas.

- Las isoformas menos 4acidas tienen un mayor impacto en la produccién de estradiol y en Ja formacién de la
cavidad antral.

- La inmunolocalizacién de la conexina 43 presenta una distribucion cercana a la membrana basal en los
foliculos expuestos a la isoforma menos 4cida y una distribucion cercana al ovocito en los foliculos expuestos

a la isoforma mas acida.

Por lo tanto, en conclusién, la hipotesis planteada fue comprobada, ya que a dosis equivalentes las isoformas menos
acidas/sializadas de la FSH humana, presentaron una actividad bioldgica mayor a sus analogos més acidos tanto en la
induccion del crecimiento folicular, como en la proliferacién celular, en la formacién de la cavidad antral y en la

sintesis de estradiol.
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Anexo A
Hipofisectomia por via parafaringea

La hipofisectomia se realizé mediante la técnica descrita por Quintanar-Stephano (quintanar-Siephano y cols., 1994)- PTEViamente a
la anestesia con éter etilico, se procedié a inyectar atropina (40 mg/100 g de peso) por via subcutanea, con el fin de disminuir las
secreciones salivales y bronquiales, previniendo a su vez la bradicardia provocada por una estimulacién excesiva del nervio vago.
Se rasurd al animal en la cara anterior del cuello y se f1j6 la rata en decubito dorsal sobre la mesa de operaciones. Para entubar la
traquea se incliné la mesa de operaciones en un angulo aproximado de 70° iluminando de frente la zona del cuello con una lampara
y con la ayuda de un abatelenguas se observd la apertura intermitente de la glotis. Se canuld la traquea introduciendo el catéter y
asegurandose que haya quedado en la via aérea. La cara anterior del cuello se limpid con cloruro de benzalconio y se realizé una
incisién de 2 a 3 cm en la linea media de la piel, desde el borde inferior de la mandibula hasta el mango del esternén. Se cortd la
fascia superficial que recubre a los misculos digéstricos y esternohioideos. Se tomd como referencia el tenddn central del misculo
digastrico izquierdo y con los disectores rectos se hizo una separacién roma de las siguientes estructuras: vena yugular interna
izquierda y cara interna del musculo masetero del mismo lado y hacia el centro el musculo digastrico y los conductos
faringoesofagico y laringotraqueal. Una vez realizado lo anterior se procedid a trabajar bajo el microscopio estereoscopico con un
aumento de 10x. Con el separador curvo se jalaron las estructuras internas hacia la linea media hasta observar ¢l piso de la
nasofaringe, de la que sobresale el extremo distal de la apéfisis pterigoidea izquierda, la cual se tomé como referencia para
desplazarse 1.5 cm hacia abajo y hacia el centro. En este punto se encontré el hueso basioccipital, el cual se legré con el mismo
disector, hasta llegar a la cresta del occipital la cual se limpié en ambos lados en direccidn anterior, hasta llegar a la articulacion
esleno-occipital, la cual se identificd como una linea transversal, generalmente de color azul claro, que corresponde a dicha
articulacién. Se colocaron los separadores romos de metal de tal manera que se pudiera realizar con buena visibilidad las
maniobras posteriores. Para evitar un dafio por compresion, asi como la ruptura de la nasofaringe, fue importante que los
separadores no quedaran excesivamente apretados. El nimero de separadores y el lugar de su localizacién dependié de la
visibilidad de la zona operatoria. Con una broca se trepand el hueso basioccipital en la parte media ¢ inmediatamente por delante
de la cresta y posterior de la linea azul, hasta llegar a la duramadre cuidando de no romperla. Con una legra para hueso, se levantd
y se desprendid los restos de la lamina intema del hueso y se redondearon los bordes del orificio, hasta que quedd con un didmetro
final de 3 mm aproximadamente. Con la aguja para meninges se rompi6 la duramadre y se extrajo la hipéfisis con un aspirador de
hipofisis conectada al vacio. Después de la hipofisectomia, se presentd una pequefia hemorragia acompafiada de liquido
cefalorraquideo que ces6 en unos momentos. La hip6fisis extirpada y atrapada en la malla de nylon se observo al microscopio y se
determind si la hipofisectomia fue completa. Una vez que la hemorragia ceso, se aspir6 el coagulo, hasta asegurar que no hubiera
hemorragia. Finalmente se procedié a retirar los separadores de metal y a suturar la piel.
Cuidados Postoperatorios

Se retiré la canula traqueal y el animal se coloco en una caja de cuidados intensivos, formada por un colchén térmico en
una atmdsfera de gas carbogeno (95% O,, 5% CO;). Como el primer efecto de la hipofisectomia es la poliuria, que aparece entre
los 40-90 minutos después de la operacion, la rata tuvo libre acceso a agua glucosada (10%) para evitar la muerte por
deshidratacién. Una temperatura de 28-30°C y una dieta constituida de agua glucosada, alimento molido y pan humedecido con

leche fueron importantes para la supervivencia postoperatorta.
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Anexo B

Fijacién
1. TFijacién de los ovarios en la solucién de Kamovsky modificada (paraformaldehido 1%, glutaraidehido 2.5% en
amortiguador de cacodilato de sodio 0.2M sin Ca™, pH 7.4) de 1 a 12 horas a 4°C
2. Lavado con amortiguador de cacodilato de sodio 0.1M 3x 15 min.
3. Post-fijacion con tetroxido de osmio (OsO,4 1% en amortiguador de Zettergvist 9s)) una hora
4. lavado con agua bidestilada 3x 5 min.
Deshidratacion
5. Lavado con etanol al 70% 3x 10 min. a 4°C
6. Lavado con etanol al 80% 3x 10 min. a 4°C
7. Lavado con etanol al 90% 3x 10 min. a temperatura ambiente
8. Lavado con etanol al 95% 3x 10 min. a temperatura ambiente
9. Lavado con etanol al 100% 20 min. a temperatura ambiente
10. Lavado con etanol al 100% 20 min. a temperatura ambiente
11. Oxido de propileno 20 min. a temperatura ambiente
12. Oxido de propileno 20 min. a temperatura ambiente
Impregnacion
13. Mezcla de oxido de propileno y Epon® 812 (SPI Supplies) 1:1 por una hora en agitaciéon constante a temperatura
ambiente.
14. Mezcla de éxido de propileno y Epon® 1:2 por una hora en agitacion constante a temperatura ambiente.
15. Epon® puro por 12 horas en agitacién constante a temperatura ambiente.

Inclusion

16. Epon® puro a 60°C por 24 horas en moldes plasticos debidamente etiquetados.
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Anexo C

Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) para comprobar el estado hipogonadotrépico de los ratones.

La condicién gonadotrépica de los animales se determiné con células de foliculos capilares. Mediante la obtencién de
una pequenia parte de tejido de la punta de la cola del animal mediante la técnica descrita por Lang en 1991.

Una vez que se colecté el trozo de tejido, se introdujo en viales eppendorf (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) y se
agregd 200ul de Ia mezcla para lisis celular. La mezcla para lisis celular (lysis-Mix) se preparé en un tubo de {0 mi estéril, en

hielo y bajo la campana de flujo laminar de la siguiente manera:

KCI, 500 mM 1.6 ml
Tris, 1000 mM 1.6 ml
Triton x-100, 5% 1.6 ml
Tween 20, 22.5% 160 pl
Proteinasa K, 3 pg/ul 160 pl

Agua bidestilada estéril 2.8 ml
Las muestras se procesaron en el termociclador (Biometra 2) bajo el siguiente protocolo:
Paso 1: 55°C por 60 minutos
Paso 2: 98°C por 15 minutos
Paso 3: 4°C por 60 minutos
Posteriormente se centrifugaron las muestras a 2500 rpm para precipitar el tejido y los restos celulares y se procedio a la

realizaciéon del PCR en viales estériles, incluyendo un control negativo. La mezcla del PCR se realizé en hielo y con las siguientes

concentraciones:

Sonda A, 2 pmol/pl 64 pl
Sonda B, 1 pmol/ul 64 ul
Sonda C, 2 pmol/ul 64 pl
MgCl,, 20 mM 64 pl
dNTPs 64 pl
ADN Taq poltmerasa, 5 u/pl 3ul

En viales estériles y etiquetados se agregd 10 pl de esta mezcla (incluyendo al control negativo), una gota de aceite para PCR
(evita la condensacién de la muestra) y 10 pl de la muestra (se tomé del sobrenadante y se deposité debajo de la capa de aceite). El
control negativo lleva 10 pul de la mezcla Lysis-Mix.

Las muestras se procesan en el termociclador bajo el siguiente protocolo:

Paso 1: 92°C 4 min. 45 seg.
Paso 2: 94°C 15 seg.
Paso 3: 60°C 15 seg.
Paso 4: 72°C { min.

24 ciclos del paso 2 al paso 4

Paso 5: 94°C 15 seg.
Paso 6: 60°C 15 seg.
Paso 7: 72°C 2 min.

7 ciclos del paso 5 al paso 7



Paso 8: 4°C indefinido

Preparacion del gel: Se preparé un gel al 2% con amortiguador TE 1x . Una vez disuelta la agarosa se agregé 1 ul de Bromuro de

etidio (Sigma). En cada carril se depositaron 2 ul del amortiguador de corrimiento y 12 pl de la muestra, para el estandar

(GeneRuler™, 100bp DNA Ladder plus) se prepar6 con 11 pl de agua bidestilada estéril, 2 ul del amortiguador de cormimiento y |

ul del estandar. La electroforesis se corrié alrededor de 1 hora a 70 voltios con amortiguador TBE 1x. Se fotografié bajo luz

ultravioleta con el programa Eagle eye (Stratagene).

Sondas empleadas para el protocolo de PCR:

Sonda A (del gen de GnRH) (2 pmol/ul) (MWG Inc Biotech)
Secuencia: 5’-CAC ATC TGT AGC CAC AGT CC-3’

20 ul Sonda A

980 ul agua bidestilada estérit

almacenar a -20°C

Sonda B (del gen de GnRH) (1 pmol/pl) (MWG Inc Biotech)
Secuencia: 5'-AGC TCC GAG GCT GTC ACT GG-3’

10 ul Sonda B

990 ul agua bidestilada estéril

almacenar a -20°C

Sonda C (del gen de GnRH) (2 pmol/ul) (MWG Inc Biotech)
Secuencia: 5°-GCT TGG AGA GCT GTA AGG TC-3’

20 ul Sonda C

980 ul agua bidestilada estéril

almacenar a -20°C
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Anexo D

Histologia
Fijacion

Después de los cuatro dias de cultivo se procedi6 a realizar la inmunohistoquimica de conexina 43 de los foliculos, para
lo cual se interrumpio6 el cultivo transfiriendo los foliculos al fijador (Formalina 3.5% en PB a 37°C). La fijacion se realizé por una
hora y luego se transfirieron los foliculos a PB, tres veces por 5 minutos. Debido al pequefio tamaiio de los foliculos primero se

incluyeron en agar (2%) para hacer mas facil su manipulacién y observacién. Para la inclusion en parafina se sigui6 el siguiente

protocolo:

Paso 1 Alcohol 50% 10 minutos
Paso 2 Alcohol 70% 10 minutos
Paso 3 Alcohol 80% 10 minutos
Paso 4 Alcohol 96% 10 minutos
Paso 5 Alcohol 96% 10 minutos
Paso 6 Alcohol 100% 10 minutos
Paso 7 Alcohol 100% 10 minutos
Paso 8 Cloroformo 10 minutos
Paso 9 Cloroformo 15 minutos
Paso 10 Parafina 40°C 30 minutos
Paso 11 Parafina 40°C 45 minutos

Al dia siguiente de la inclusion se sacaron los foliculos, se orientaron y se colocaron en contenedores metalicos, los
cuales se colocaron sobre una parrilla térmica a —4°C para agilizar la solidificacién de la parafina. Una vez solidificada, se sacaron

los bloques y se almacenaron en un lugar fresco o en frio antes de cortarlos.

Cortes

Previamente a cortar los bloques, se depositaron en hielo para facilitar su manipulacién y para facilitar el cortado. Se
realizaron cortes seriados de 3 um de grosor con un microtomo de rotacién y navajas metélicas. (Microm International GmbH,
Walldorf, Alemania). Cada corte se tomé colocando un trozo de papel calca previamente humedecido con agua fria en el momento
del corte, lo cual evitd que el corte se doble o se arrugue, y se depositaron en agua caliente (40°C) para que se estiraren.

Posteriormente se tomaron los cortes con laminillas Histobond® (Marienfeld, Alemania) y se dejan secar a 40°C.
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Anexo E

Inmunotinciéon con reaccion Fosfatasa Alcalina

Para cortes en parafina: Reaccion APAAP

1.
2.
3.

A S A

10.

12.
13.
14.
15.
16.
7.

18.
19.
20.

Poner los cortes a 37°C toda la noche en atmésfera seca

Poner los cortes a 60°C 1 h

Serie de alcohol/Xilol: 3x 5 min. Xilol, 2x 5 min. Etanol absoluto, 1x 5 min. Etanol 90%, 1x 5 min. Etanol 80%, 1x 5
min. Etanol 70%, 1x S min. Etanol 50%, 1x 5 min. agua bidestilada.

Tratamiento con microondas para la recuperacién de antigenos: Amortiguador de citratos (pH 6,0) cocinar 15 min. a 640
W. Cada 5 minutos rellenar con amortiguador para evitar que los cortes se sequen. Dejar enfriar.

Sol A: 21.01 g C¢HgO+xH,O en 1 | agua bidestilada

Sol B: 29.41 g C4HsO;Na;x2H,0 en | | agua bidestilada

Amortiguador de citratos: 18 ml A + 82 ml B, aforar a un litro, pH 6,0

2 x 2 min. Agua destilada

Acido acético 20%10 seg.

3 x 3 min. Amortiguador de lavado (amortiguador Tris-NaCl 0.05 mol/L)

Amortiguador de bloqueo (Albumina de suero de bovino 5% [BSA]) 30 min.

Primer anticuerpo: conejo anti-conexina 43 (policlonal) (Zymed, GMBH, Berlin, Alemania) 1:10 Incubacién toda Ia
noche a 4°C

Amortiguador de lavado 3 x 3 min.

. Segundo anticuerpo: raton anti-Ig de conejo (Dako A/S, Glostrup, Dinamarca) 1:50 en amortiguador de bloqueo por 30

min. a T°C amb.

Amortiguador de lavado 3 x 3 min.

Tercer anticuerpo: conejo anti-lg de ratén (Dako A/S) (1:50) en amortiguador de bloqueo por 30 min. a T°C amb.
Amortiguador de lavado 3 x 3 min.

Incubar con complejo APAAP (ratén, monoclonal) (Dako A/S) 1:50 en amortiguador de bloqueo por 30 min. a T°C amb.
amortiguador de lavado 3 x 3 min.

Para la visualizacion de la fosfatasa alcalina se emple6 un estuche colorimétrico Histomark® Red (Kirkegaard & Perry
Laboratories, Gaithersburg, Maryland, EUA)

Amortiguador de lavado

Contratincién azul de hematoxilina (10 seg.)

Montar con Immu-Mount™ (Thermo Shandon, Pittsburg, PA, EUA)
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Abstract

Gonadotropins are synthesized and released in different molecular forms. ln this article, we present evidence that the
glycosylation variants of human pituitacy FSH exhibit differential and divergent effects at the target cell level and that less
sialylated, short-lived variants may exerl significant effects in in vivo conditions. Less acidicfsialylated glycoforms (elution pH
value 6.60-4.60 as disclosed by high resolution chromatofocusing of anferior glycoprotein cxtracts), induced higher cAMP release,
estrogen production and tissue-type plasminogen activator (1PA) enzyme activity as well as cytochrome P450 aromatase and (PA
mRNA expression in cultured rat granulosa cells than the more acidic analogs (pH < 4.76). By contrast, the more acidic/sialylated
glycoforms induced higher a-inhibin subunit mRNA expression than their Jess acidic counterparts. In cumulus enclosed oocytes
isolated from mice ovaries, addition of less acidic isoforms induced resumption of meiosis more efficiently than the more acidic
analogs. Interestingly, the least acidic jsoform (pH > 7.10) behave as a sirong antagonist of several FSH-mediated efTects.
Assessment of the in vivo effects of the isoforms on granulosa cell proliferation in follicles from immature rats, revealed that
short-lived isoforms were equally or even more efficient than their more acidic counterparts in maintaining granulosa cell
proliferation when administered immediately alter hypophysectomy. Thesc results show that the naturally occuring human FSH
isoforms may exhibil differential or even unique effects at the target cell level and that factors other than the metabolic clearance
rate of the molecule (including receptor-binding affinity and capability of the ligand to activate its receptor and tirigger
intracellular signaling) also play an important role in determining the net in vivo effecls of a particular FSH variant. © 2002
Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Follicle-stimulaling hormone; Carbohydrates; Oligosaccharides: Glycoprotein hormones

members of the glycoprotein family of hormones) non-
covalently bound 1o a unique B-subunit. The subunits
of all glycoprotein hormones contain various Asn-

1. Infroduction

Follicle-stimulating hormone (FSH), one of the ma-

jor bormones produced by the anterior pituitary gland,
is involved in the regulation of several reproductive
functions including gametogenesis, follicular growth,
and ovulation. This gonadotropin is a heterodimer
consising of an a-subunit (which is common to all

* Corresponding aulhor. fax: + 525-6}16-2278.
E-mail  address: avlloaa@buzon.matn.conacyt.mx (A. Ulloa-
Aguirre).

linked oligosaccharide structures that represent a major
structural component ( ~ 20 to 30% of the mass) of the
hormone (Dias et al., 1998). In human (h) FSH, N-
linked oligosaccharides are attached at positions Asn52
and Asn78 in the a-subunit and at positions Asn7 and
Asn24 in FSHf (Ulloa-Aguirre et al.,, 1999). As in other
glycoproteins from multicellular eukaryotes, oligosac-
charide structures on glycoprotein hormones are highly
variable and play a key role in determining several

0303-7207/02/$ - sec front matter © 2002 Elsevier Science Ireland Lid. All rights reserved.
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fupctiopal properties of the hormone, including subunit
assembly, intracellular sorting, metabolic clearance and
regulation of potency at the target cell level (Baenziger
and Green, 1988; Dias et al,, 1998; Ulloa-Aguirre et al.,
1995, 1999).

As a consequence of carbohydrate variability, FSH
exists as a family of isoforms, which differ in electric
charge (mainly determined by the amount of terminal
sialic acid and, to a lesser extent, sulfate residues
present in the oligosaccharide attachments) and inner
carbobydrate structure (Baenziger and Green, 1988;
Ulloa-Aguirre et al., 1995; Stanton et al., 1996). These
variations in oligosaccharide structure modulate the net
biological potency of the isoforms in vitro and in vivo.
In this article, we summarize recenl data oblained in
our Jaboratory on the in vitro and in vivo bioactivity of
the hFSH charge isoforms, and discuss some of the
mechanisms subservient to their particular biological
effects.

2. Biological potency of the hFSH charge isoforms

2.1. In vitro studies
The in vitro biological potency of the alternatively
glycosylated variants of anterior pituitary FSH from

several animal species has been previously analyzed

vV v vl v
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Fig. 1. Tissue-lype plasminogen activalor enzyme activity in cultured
rat gramulosa cells exposed to 2.8 ng of FSH isoforms I1-VI1I for 72
h. Upper panel: Representative zymograph showing FSH-induced
IPA enzyme activily. The location of (PA (M, ~ 70000) and high
molecutar weight (M, ~ 50 000) urokinase-type plasminogen activator
(wPA) activities are noted. No proteolytic activity with M, ~ 70000
or M, ~ 50000 was detected when plasmingen was omiited from the
polyacrylamide gels (not shown). Lower panel: Relalive OD (1PA}
uPA OD ratio) of the lytic areas from the zymograph shown above.
The resulls are representative of three independent experiments. C,
control incubation in Lhe absence of FSH. (Reproduccd from Timossi
et al. (2000) with permission from ©The Society for Endocrinology,
UK).

employing mainoly the rat granulosa cell or the Sertoli
cell aromatization bioassays (reviewed in Ulloa-Aguirre
et al., 1995). More recently, we have re-assessed the
biological effects of the hFSH variants by monitoring
several FSH-dependent responses of the target cell. For
these studies, hFSH charge isoforms were obtained
through high-resolution chromatofocusing of anterior
pituitary glycoprotein extracts; this chromatofocusing
procedure, which employs columns measuring 90 x 1.5
cm, has allowed identification of ~ 20 charge isoforms
with elution pH values ranging from >7.0 to <3.80
(Zambrano et al., 1999; Timossi et al.,, 1998a, 2000). -
Fractions containing the greatest concentrations of im-
munoactive FSH (as assessed by a polyclonal antibody- -
based RIA) were separately pooled and concentrated
and the LH content was removed from each concen-
trate by affinity chromatography (Timossi et al,
1998a). The resulting 7 hFSH isoform pools [with pH
values > 7.10 (poot I), 6.60-6.20 (pool I1), 5.47-5.10
(pool II1), 5.06-4.60 (pool 1V), 4.76—4.12 (pool V),
4.05-3.82 (pool VI) and < 3.80 (pool VII)] were then
tested for in vitro biological aclivity in heterologous
and homologous assay systems. Due to the possibility
that the isoforms may exert differential effects at the
target cell Jevel (Ulloa-Aguirre et al., 1995), we moni-
tored FSH-induced generation of various intermediate
and end products, including cAMP, estrogens and tis-
sue-type plasminogen activator (1PA), as well as FSH-
triggered cytochrome P450 aromatase. (P450,,,,), (PA
and a-irhibin subunit {a-inh) mRNA expression foljow-
ing previously described procedures (Timossi et al.,
2000).

Exposure of cultured rat granulosa cells to increasing
doses of hIFSH jsoform pools 11-VII for 48 h, stimu-
lated significant dose-dependent cAMP and estrogen
production. cCAMP production was significantly (p <
0.05) greater when the cells were stimulated by isoforms
with clution pH 6.60 to 4.60 (ED,, 2.44 to 2.48) than
when they were incubated with isoforms with pH values
476 to <3.80 (EDg, 2.70 to 2.89). Likewise, hFSH
isoform pools with elution pH values 6.60 to 4.60
(pools I1-1V) were more potent in stimulating estrogen
production than the more acidic iFSH pools [biological
to immunological (B/7) FSH ratios; 1.24 4+ 0.05, 0.90 +
0.04, 0.76 +0.02, 0.62 +0.04, 0.37 +0.04 and 049 +
0.03 for isoform pools 11 to VII, respectively). Similar
cffects were observed when induction of rPA enzyme .
activity by cells exposed to these isoform pools for 72 h
was measured as the biological end point (Fig. 1). The
effect of hFSH isoform pools 11 to VII on P450,,,,, and -

* tPA mRNA expression is shown in Fig. 2. Less acidic

isoforms (pools II-1V, pH 6.60 to 4.60) exhibited a
greater capacity to induce expression of both mRNAs
than their more acidic counterparts. In contrast (o these
observations, a-inh mRNA production was greater in
incubations with the more acidic/sialylated isoforms
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Fig. 2. Cytochrome P450,,,, and tissue-type plasminogen aclivator mRNA expression in cells exposed to 2.8 ng of FSH isoforms ]I~ VII for 48
b (P450,4m) Or 12 h (¢PA). [A) Upper panel: Representative Norihern blot hybridization analysis of P450,,,., mRNA production in response o
FSH exposure. + : positive control (ovarian RNA from 18-day pregnant rats); — = negative control (granvlosa cells RNA cultured in (he absence
of FSH); Std: granuvlosa cells exposed to LER-907. Lower panel: Relalive O.D. (2.6 Kb P450,,,,, mRNA/18 S rRNA O.D. ratio) of the
autoradiograph shown above. [B] Upper pane!l: Representative Northern blot hybridization analysis of /PA mRNA expressed afler FSH exposure.
Middle panel: The corresponding 18 S rRNA. Lower panel: Relative O.D. ({PA mRNA/I8 S rRNA O.D. ratio) of 1he fPA mRNA and 185
rRNA bands shown above. St: human recombinant FSH (2.8 ng/well); C: cells cultured in the absence of FSH. The results are representative of
three independent experiments for each end point measured. Similar results were obtained employing semiquantitative RT-PCR analysis, (Adapted
from Timossi et al. (2000) with permission from ©The Society for Endocrinology, UK).
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Fig. 3. a-inh subunit mMRNA expression jn granulosa cells exposed to FSH isoforms t1-VIi, recombinant hFSH (rFSH) or FSH isoforms Il and
VII in the presence or absence of either rFSH or hFSH antiscrum (a-FSH: 1:10000 dilution) during 24 h. [A] Upper panel: Representative
Northern blot hybridization analysis of a-inhibin mRNA production induced by ccl) exposure to FSH isoforms 1) to VI (2.8 ng/culture well).
Middle panel: The corresponding 185 rRNA bands. Lower panel: Relalive O.D. (a-inhibin mRNA/I8S sRNA O.D. ratio) of the mRNA and [8S
rRNA bands shown above. Similar results were found by semiquantitative RT-PCR analysis (not shown). Results are representalive of three
independent experiments. C: incubations in the absence of FSH. (B] Upper panel: Represenlative Northern blot bybridization analysis of a-inhibin
mRNA production induced by cell exposure 10 TFSH or FSH isoforms I] and VI with or withowt rFSH (2.8 ng/culture well) or buman FSH
antiseruro, Middle panel: The corresponding 185 rRINA bands. Lower panel: Relative O.D. (x-inhibin mRNA/18S rRNA O.D. ratio) of the
mRNA and 185 rRNA bands shown above. Similar results were found in a replicate experiment. C: incubalions in the absence of FSH. (Adapted
from Timossi ¢1 al. (2000) with permission from ©The Society for Eandocrinology, UK).
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(particularly isoform VII) than in those in which the less
acidic counterparts were added (Fig. 3A). The relatively
decreased production of a-inh mRNA by the less acidic
jsoforms was not due to their enhanced ability to
stimulate androgen aromatization and estrogen produc-
tion since addition of the potent estradiol receptor
antagoaist ICI 182, 780 or omission of the aromatization
substrate (androstenedione) in the incubations did not
significantly modify the isoforms-induced a-inh mRNA
production by cultured rat granulosa cells (not shown).
Furthermore, the addition of recombinant hESH or
anti-hFSH to granulosa cells cultured in the presence of
isoforms Il and V1I eitker increased or decreased, respec-
tively, a-inh mRNA production stimwated by these
isoforms, thus ruling out the possibility that the differen-
tial effect of the FSH isoforms on a¢-inh mRNA produc-
tion was dependent of non-FSH factors that may
unspecifically inhibit or stimulate the production of this
particular mRNA (Fig. 3B).

Interestingly, in contrast to isoform pools II-VII
‘which behaved as FSH agonists in this heterologous
primary cell culture system, the least acidic isoform
(isoform I, pH > 7.10) exhibited antagomnistic effects on
FSH action. Although this particular isoforra was able
to partially potentiate the effects of recombinant FSH on
cAMP production (Fig. 4A, inset), it profoundly inhib-
ited FSH-induced aromatase (Fig. 4A) and PA enzyme
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activity (Fig. 4B) as well as P450,,,,, and fPA mRNA
expression (not shown)(Timossi et al., 1998a, 2000).
The biochemical mecbanisros subserving this variety
of responses to the FSH vananis are uncertain. Al-
though differences in receptor affinity may account for
the observed variations in in vitro biopotency between
the various isoforms (Zambrano et al., 1999), the possi-
bility exists that, in addition to differences in binding,
particular effects of the isoforms on signal transduction
and gene expression may be also related to the diverse
glycosylation-dependent abilities of the glycoforms to
interact with the receptor and allow preferential degrees
of activation/inbibition of one or more signal transduc-
tion pathways (G,- and/or G;-mediated). In fact, we have
shown that in a homologous in vitro bjoassay system
(which presumably expresses a unique human FSH
receptor population), less acidic isoforms are more po-
tent aclivators of the receptor and more effective triggers
of Gy-mediated intracellular signal transduction than
their more acidic counterparts, despite the absence of
differences in receptor affinity (Zambravo et al., 1999).
The possibility also exists that some variants may act
through altered FSH receptor isoforms, some of which
may exhibit dominant negative properties via preferen-
tial coupling to the G;-mediated transducing machinery
(Sairam et al.,, 1996). Finally, olher mechanisms includ-
ing cross-talk between the FSH receptor and other

OB-cALP
recbSH
s

rafana V11

eslrogens (ng)

Fig. 4. Iphibilory effects of a basically charged human FSH isoform (FSH 1) on FSH-.induced androgen aromatizalion and Ussue-type |
plasminogen aclivator (1IPA) enzyme activily in vitro. [A] Changes in concentrations of eslrogens released into the cuiture medium of granulosa
cclls cultured during 48 h in the presence of increasing doses of isoform FSH  (solic circles), a highly purified pituitary hFSH standard (FSH-11,
National Hormone and Pitvitary Program, USA) (FSH, ED,; dose, black bar) and FSH-I1 plus increasing concentrations of FSH [ (grey circles). -
Inset: Cyclic AMP (cAMP) production by FSH-11 (FSH, black bar) and FSH-]1 plus FSH ). C = conlrol incubations in the absence of hormones.
*P < 0.01 versus the Jower and higher FSH [ doses and versus FSH slone. [B] Deteclion of IPA enzyme aclivity (upper pannel) ang total estrogens

(lower panel) in conditioned media from granuiosa cells exposed for 48 h to human recombinant FSH (recFSH, ED,g dose) produced by CHO
cells and dibutyryl cAMP (DB-cAMP) in the presence or absence of a basically charged human FSH isoform (FSH I) or a highly sialylated
isoform (Isoform VI1). The location of IPA (M, ~ 70000) and high molecular weight (M, ~ 50 000) urokinase-1ype plasminogen activator (uPA)
activities are noted. C = control incubations with no hormones or DB-cAMP added. *P < 0.0} versus DB-cAMP; **P < 0.01 versus recFSH in
the absence of FSH 1 or Isoform VII and p N.S. recFSH plus FSH 1 versus DB-cAMP plus FSH 1 and recFSH plus Ysoform V1§ versus DB-cAMP
plus Jsoform VII. (Adapied from Ulloa-Aguirre el al. (1999) with permission from Karger AG, Basel and Humana Press, USA).
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- 07 @};’::2;_:22 Since in the majority of the in vitro studies described
’E’) § 200 M R 465375 above we used an immunoassay method to determine
S $ 150 the mass of the hFSH isoforms used in the experiments
o8 | performed, it may be argued that the higher activity of
% g 1001 the less acidic isoforms may be due to underestimation
28 50 by our polyclonal antibody-based radioimmunoassay of
0_[__ - | the amount at which the granulosa cells were actually

~ RIA RRA  CHO-cell
Method of FSH measurement

Fig. 5. Effect of different FSH isoforms on resumption of meiosis in
mouse cumulus enclosed ococytes in vitro. Jsoforms A, t and IV (see
Fig. 6 for details) were used in the mouse oocyte assay (Yding
Andessen et al., 1999) at amounts determined by three different
assays f{radioimmunoassay (R1A), radioreceplor assay (RRA) and a
Chinese hamster ovary (CHO) cell bioassay (CHO-cell). In the CHO-
cel}, FSH bimds and activates the human FSH reccplor expressed by
the CHO c¢lls causing a dose-dependent accumulation of cAMP. For
each isoform, senal dilutions were tested in the mouse cocyte assay
and the concentration of FSH that caused 50% of the cumulus
enclosed oocytes to resume meiosis within the cullure period was
determined (i.e. EDsy GVBD value) (Yding Andersen et al., 1999).
The potency of each isoform fraction relative 10 the more acidic
isoform (isoform 1V), which was defined as having an activity of
100%, is shown. Statistical analysis of the actual mean ED,, GVBD-
values showed that for each of the three FSH monitoring systems, the
less- and vud-acidic isoforms were significantly bigher than the acidic
isoform (P < 0.01), and that less- (isoform A) and mid- (isoform 1)
acidic isoforms were simjlay. Each bar represents the Mean : S.D. of
at least three independent experiments for each isoform.

receptor systems, cAMP-dependent autoregulatory
mechanisms and activation of alternate signaling path-
ways (Maizels et al.,, 1998; Gonzalez-Robayna et al.,
2000) may also potentially explain the divergent effects
on a-inh mRNA expressiop exhibited by isoforms 11 to
VII and the antagonistic effects of the least acidic
isoform upon several FSH-induced effects. It will be of
great jnterest to determine the oligosaccharide structure
associated with this particular glycoform, and whether
the glycoform may be present in the circulation in
specific physiological and/or pathological circum-
stances, as suggested by studies on GnRH antagonist-
treated hypogopadal women (Dahl et al., 1988). The
structural features may unmask previously unappreci-
ated mechanisms of signal transduction modulated by
oligosacchande heterogeneity. Since this jsoform does
not block adenylyl cyclase activation (Fig. 4, inset), it is
unlikely to couple preferentjally to the inhibitory sub-
unit G;,. However, its ability to block cAMP effects
(Fig. 4B) may provide additional evidence that alter-
nate signaling pathways for FSH exist and that cAMP
" enables or acts in concert with, but is insufficient for
the activation of these pathways. It appears that glyco-*
forms of glycopsotein hormones may have variable
signal trapsduction capacities as exemplified not only
by the studies described above but also by other studies
employing alternative glycosylation varianis of human
TSH (Medri et al., 1994; Schaaf et al., 1997).

exposed. However, several lines of evidence indicate
that this was not the case: (1) We and others have
shown that the potential discrepancies among different
(polyclonal, monoclonal, and polyclonal/monoclonal)
quantilative immunoassays are minor and do not sig-
nificantly alter the calculated in witro bioactivity/im-
munoactivity ratio of the human FSH glycoforms
(Zambrano et at. [996; Oliver et al, 1999), (2) As
discussed below, studjes on purified hFSH charge jso-
forms, in which the amount of each isoform tested for
in vitro bioactivity was assessed by methods other than
immunoassays, have also indicated that less acidic iso-
forms are more biologically active than their more
acidic counterparts (Vitt et al., 1998), and (3) It has
been shown that desialylation of rat and human LH
isoformos increase LH in vitro bioactivity and radiore-
ceptor activity (Hattori et al., 1985; Burgon et al., 1997)
without significantly affecting immunoactivity (Burgon
et al., 1997). More recently, we have observed that less
acidic hFSH isoforms induced resumption of meiosis
significantly more efficiently than acidic isoforms, re-
gardless of the method employed to determine the
concentration of the isoforms tested (radioim-
munoassay, radioreceplor assay and in-vilro bioassay)
(Fig. $).

The results derived (rom these studies on naturally
occurring FSH glycoforms are in agreement with those
that have assessed the in vitro bioactivity of purified
variants of recombinant hFSH produced by either Chi-
nese hamster ovary (CHO) cells (Cerpa-Poljak et al,,
1993; Lambert et al., 1995; De Leeuw et al., 1996) or
human embryonic kidney 293 cells (Flack et al., 1994).
In this regard, the observations by Vitt and colleagues
(1998) on murine f{ollicle development in vitro under
the effect of recombinant hFSH variants are particu-
larly interesting; these investigators showed that the
Jeast acidic isoforms (pl 5.0-5.6) of recombinant hFSH
produced by CHO cells induced the fastest preantral
growth and the largest antral follicles at a lower dose
than mid (pl 4.5-5.0) and more acidic (4.6-3.6) iso-
forms, and that both the less and mid acidic isoforms
had more impact on estradio] production and antral
formation than the more acidic variant.

2.2. In vivo studies
As a consequence of their carbohydrate-based struc-

tural differences, hFSH isoforms differ in their ability
to survive in the circulation. As expected, more acidic/
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sialylated isoforms exhibit longer plasma half-lives than
their less acidic counterparts (Wide, 1986; Galway et
al,, 1990; Ulloa-Aguirre et al., 1992). The impact that
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Fig. 6. Representative profile of pH distribution of immunoreactive
follicle-stimulating hormone (FSH) afler chromatofocusing of an
anterior pituitary glycoprotein cxiract. The brackels indicate the
¢columu fractions pooled 10 conform the different isoforn concen-
trates (A, pH 6.43-5.69; 1, pH 5.62-4.96; [, pH 5.31-4.63; I11, pH
5.08-4.27; [V, pH 4.69-3.7S5 and V, pH < 3.75) used in the experi-
ments shown in Figs. 5 and 8. Column dimensions: 50 x 1 ¢cm.
(Adapted from Yding Andersen el al. (1999) with permission from
Oxford University Press).

Table ]
Biological to Immunological (B/I) ratio of the hFSH charge isoforms
1 to V shown io Fig. 6

Isoform B/I ratio
1.05+0.16
11 1.36 £ 0.26
I (,14 +0.1)
v 0.73+0.11°
\% 0.56 + 0.08*

2 P<0.01 versus [, II and 111.
Values are means + S.E.M. of 3 to 5 observations
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Fig- 7. Plasma disappearance curves of FSH present in isoforms I, 1],
1f1 and V (Fig. 6) and in human recombjnant FSH (rechFSH). Values
in parenthesis indicate the elution pH value of cach FSH isoform.
The plasma disappearance ol isoform IV was not assessed duc to
insufficient FSH material.

the varying degrees in sialylation of circulating FSH
may have on its net plasma half-life is exemplified by
the study from Zambrano et al. (1995), which showed
that the increased release of less sialylated isoforms
occurring during the preovulatory phase of the human
menstrual cycle correlated with a significant reduction
in the plasia balf-life of FSH secreted during this
particular cycle phase.

Studies employing human pituitary FSH isoforms
with variable degrees of sialylation as wel] as different
in vivo biological end points, have suggested that fac-
tors other than the metabolic clearance rate of the -
gonadotropin molecule may also influence the net in
vivo biological activily of the hormone. On one side, it
has been observed that the in vivo increase in ovarian
weight conditioned by the repeated administration of
hFSH isoforms over several days, is closely related to
the metabolic clearance rale and hence, sialic acid
content of each variant, with the long-lived, more sialy-
lated isoforms exhibiting the highest bioactivity (Wide
and Hobson, 1986; Mulders et al., 1997). However,
when an acute effect (such as induction of tissue-type
plasminogen activator enzyme activity and mRNA ex-
pression) was examined, less sialylated, shorter-lived
FSH molecules exhibited a similar effect than more
sialylated analogs (Timossi et al., 1998b). This observa-
tion indicated that the enhanced capabilily of the less
acidic variants to induce a biological effect at the target
cell Jevel (see above), may effectively compensate for
the drawback imposed by their relatively shorter
plasma half-life. In fact, data derived from a recent
pharmacokinetics study that employed an acute
bioassay procedure, suggest that the intrinsic differ-
ences in in vivo bioactivitiecs between the LH glyco-
forms may be primarily dependent on the initial
interaction of the hormone with the target cell rather
than on differences in their metabolic clearance rate
(Burgon et al., 1996).

In a more recent study, we have analyzed the effects
of hFSH isoforms on granulosa cell proliferation in
immature hypophysectomized rats. Intrapituitary hFSH
charge isoforms (} to V in Fig. 6, elution pH values 5.30
to < 3.75) were fractiopated by chromatofocusing ante-
rior pituitary glycoprotein extracts and their LH con-
tent was removed by immunoextraction. The in vitro
B/I ratio of the isoforms employed [as disclosed by the
rat granulosa cell aromatization bioassay (Jia and .
Hsueh, 1985)] is shown in Table 1 and their corre-
sponding plasma disappearence curve is presented in
Fig. 7. The B/I ratio of isoforms I to JII was higher
than those of isoforms IV and V. By contrast, the
plasma clearance rate of the more acidic isoform was
significantly lower than that of the less acidic analogs
(soform 1, 0.195 + 0.06; isoform II, 0.117 + 0.03; iso-
form 111, 0.113 + 0.02 and isoform V, 0.061 + 0.01m]/
min; P < 0.05 isoform V vs. isoforms I, 11 and 111, and
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Fig. 8. Representative microphographies of aniral follicles from ovaries of immature hypophyseclomized rats killed after 18 1y (A and B) or 12
b (C aod D) of hFSH or saline administralion. Immature female rats were hypophysectomized and 6 h later they received a single s.c. injection
[at doses equivalent to 8 [U human recombinant FSH as assessed by an FSH bioassay procedure (Jia and Hsueh, 1985)] of one FSH isoform,
recombinant hFSH or vehicle (saline). Five, 11 or 17 h post-injection, rats were treated with ['"H]-thymidine (PHJT; 2.5 pCi/g b.w.) and killed 1
h later. Ovaries were disected and processed for histological and autoradiographic examination. Every lenth section from each ovary was examined
(18 total sections examined/ovary) and the number of [PH]T-labelled granulosa cells was recorded by 2 independent investigators. Only follicles
showing both oocyte and nucleobus were considered. A: Healthy follicle after treatment with hFSH isoform {1 (see Fig. 6); B: Atretic Jolticle after
treatrment with saline; C: Healthy follicle after treatment with isoform I and D: afler treatment with isoform V (magpification x 20). Arrows

indicate some of the PH]T-labelled cells.

isoform I vs. IIT). The effects of isoform treatment on
granulosa cell proliferation in preantral, early antral
and antral follicles measuring 50-199 pm (excluding
primordial follicles) and 200-240 um in Jargest diame-
ter, are shown in Fig. 8 and Fig. 9. Less acidic isoforms
were equally or even more efficient than the more acidic
counterparts in maintaining granulosa cell proliferation
immediately after hypophysectomy. The effect of the
less acidic isoforms (particularly isoform I) was more
pronounced on preantral follicles measuring 50-199
pm jn diameter, in which the rate of cell proliferation
.under the stimulus of these shorter-lived, Jess acidic/sia-
lylated isoforms was higher than that observed in folli-
cles stimulated with isoforms 1V and/or V at all times
examined (Fig. 9). These resulis indicate that additional
factors, such as receptor-binding affinity and capability
of the ligand o activate its receptor and efficiently
trigger intracellular signaling [an effect that is highly
dependent on the oligosaccharide structures (Ulloa-

Aguirre et al, 1999)], seem to be also important in
determining the net in vivo effects of a given FSH
variant.

3. Summary and conclusions

We have herein presented a series of data showing
that the naturally occurring variants of hFSH may
exert differential and even opposite effects at the target
cel) Jevel. In addition, we have also shown how the less
acidic, short-lived HFSH variants may exhibit signifi-
cant effects in vivo when more physiological and spe-
cific end points (other than changes in ovarian weight)
are monitored as the response parameters. These obser-
vations are important from the physiological point of
view, particularly considering that a number of the
FSH isoforms (including the less sialylated variants)
identified in pitvitary extracts may be detected in circu-
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Fig. 9. The effect of isoforms I to V shewn in Fig. 6, recombinant hFSH (F) and saline (Sa) administration in proliferation of 50-199 um (excluding primordial follicles) and 200-400 um
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lation and that the FSH receptor only requires of
nanomolar concentrations of the ligand to become acti-
vated. Thus, even a bref exposure of the target cell to
short-lived but highly potent glycoforms may be suffi-
cient to incite significant biological respounses.

Many aspects related with the mechanism(s) of ac-
tion of the FSH glycosylation variants at the cellular
leve] still remain to be investigated. Among these are
included the characterization of the conformational
changes in the hormone receptor complex that may
vesult from naturally occurring variations in the
oligosaccharide structure of the ligand, the identifica-
tion of alternate intracetlular signalling pathways that
may be potentially involved in some of the intracellular
effects provoked by the glycosylation varjants, and to
explore the interesting hypothesis that some of the
gonadotropin isoforms may act through interactions
with variant gonadotropin receptor populations (Utloa-
Aguirre et al., 1995; Sairam et al., 1996).
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