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RESUMEN

Se realizé un estudio de tipo observacional,
prospectivo, transversal y comparativo con el f£in de evaluar
el perfil molecular inmunorreactivo y las formas moleculares
de *PSH y *LH en varones con falla testicular,
compardrandolo con el de pacientes normales, para asi
establecer la existencia de alguna diferencia cualitativa o
cuantitativa entre ambos.

Se valord también el ambiente hormonal que prevalece en
cada grupo, para esclarecer si los esteroides gonadales
(testosterona y estradiol) participan en la regulacién de
las diferentes variantes moleculares de FSH y LH. Ademids de
lo anterior se determiné el contenido de A4cido sidlico en
cada ischormona para concocer su grado de glicosialacién y
saber 8i ésta también se modifica por la concentracién de
hormonas esteroides, influyendo asi sobre su perfil
molecular.

Para ello Be estudiaron 10 pacientes normales, con
concentraciones hormonales dentro de los valores de

referencia, y ademds 7 pacientes con dignéstico de
hipogonadismo y que de acuerdo a 1los resultados de
laboratorio correspondian a un hipogonadismo

hipergonadotrépico es decir a falla testicular primaria. La
edad de los pacientes en ambos grupos fue de 20 a 70 aflos.

A dichos pacientes se tomd una muestra sanguinea para
determinar la concentracién basal de testosterona, (T}
estradiol, (E2) LH, FSH y prolactina (PRL). Después de los
sueros fueron sometidos a filtracién en Sephadex G-100 para
separar las formas moleculares de LH y FSH, las que se
cuantificaron en las fracciones cromatogréficas por
radioinmunoandlisis (RIA), obteniendose asi los perfiles de
elucién para ambas hormonas realizando ademds la
determinacién de dcido siflico en cada fraccién.

Los resultados obtenidog muestran que la concentracidn
de T disminuy6 con la edad en el grupc normal pero fué més
baja en el grupo con hipogonadismo, mientras que la
concentracién de E2 y la relaci6én E2/T fue mayor en este
Gltimo grupo.

En lo que respecta a las formas moleculares se
establecieron § formas moleculares para FSH (100-66, €0,
45, 32-30, 17-15 y < 15 Kd) y 5 formas moleculares para LH
(100-66, 60, 45, 34, 21-15 y < 15 Kd). En el grupc normal
prevalecieron las formas moleculares de 100-66 y 45 Kd de la
FSH, la primera disminuye con la edad y a partir de los 50
afios predominé la de 45 kd. En el grupo con hipogonadismo
domind la forma molecular de 100-66 kd de FSH, detecténdose
la isoforma de 60 kd solamente en el caso de céncer



testicular, Se observs un alto porcentaje de subunidades
libres con un peso molecular (PM) menor de 15 kd en los
perfiles de FSH en ambos grupos, en tanto que para la LH su
proporcién fué& baja para ambos grupos. En los perfiles
moleculares de LH en el grupo control predominaron las
formas grandes (100-6C Y 45 kd)} de los 20 a los 50 ailcs,
después de esta edad se elevo considerablemente la forma
molecular de 34 kd. En el grupo con hipogonadismo
predominaron también las formas grandes (100-60 y 45 kd)
aungue la primera disminuyé con la edad mientras que la de
45 kd aument6.

El perfil cromatogrdfico del &cido sidlico fue muy
similar al de la FSH, que mostrd mayor grado de
glicosilacién que la LH en los hombres normales, sobre todo
en las fracciones correspondientes a las formas grandes; la
concentracién de &cido sidlico fue wmucho menor en 1los
hombres con hipogonadismo, y ademas se encontraron perfiles
anormales de glicosilacién.

Por otra parte las formas moleculares grandes (100-66
kd) mostraron una correlacién lineal positivo con la
concentracién de T y una relacién inversa con la
concetracién de B2, lo que explica la disminucién de 1las
formas grandes con la edad, asi como en los pacientes con
hipogonadismo, en cambio otras formas de menor peso
molecular son estimuladas por estrégenos, lo que explicaria
su elevacién en pacientes con hipogonadismo,

De lo anterior se podria concluir que los esteroides
gonadoles: testosterona (T) y estriadol (E2) tienen un papel
importante no solo en los mecanismos que controlan la
secrecién de gonadotroplinas hiopofisarias mediante el
mecanismo cldsico de retroalimentacién (Feed Back negativo)
sino gque adem&s influyen de manera cosiderable sobre el
perfil molecular de la hormona luteinizante (LH}) y de 1la
hormona foliculo estimulante (FSH) ya que modulan y
controlan la proporcién de la formas moleculares de ambas
hormeonas, siendo dependientes de la concentracién a la cual
se encuentren dichos esteroides, por lo que la edad en los
hombres normales también juega un papel desicivo para el
predominio de determinadas formas moleculares debido a los
cambios hormonales que se presentan al avanzar la edad.Esta
regulacién se ejerce probablemente atravez de la
glicosilacién de las moleculas de las gonadotropinas;como se
cbservé, estdn mis sializadas las moléculas grandes gque
dependan de T y es mayor el contenido de &cido sidlico en
los hombres normales, por lo que podria decirse que en los
hombres con hipogonadismo la glicosilacién deficiente o
alterada de FSH y LH y la ausencia de algunas isoformas como
la de 60 kd de FSH y la de 34 kd de LH pueden ser factores
que determinan probablemente una baja bivcactividad de 1las
gonadotropinas y por lo tanto un estimulo inadecuado para el
.testiculo, determinando asf el hipogonadismo.



INTRODUCCION

"‘jLa.iﬁportancia social y biolégica de engendrar un hijo
ha ‘sido récdnocida a través de la historia, por la mayoria
: de,laéiéulturés del mundo, recurriéndo en tiempos pasades a
' a;;ifiéiés ﬁalés como talismanes, ceremonias religiosas,
ritua}és;‘etc. que se creia permitian la procreacién.

' yﬁn' la actualidad, debido al gran crecimiento
poblaqibnél, al decremento del nivel de vida de las
vpersonas, al ritmo de wvida tan acelerado y a la
contaminacién ambiental, el nimero de problemas de salud a
aumentado considerablemente, entre ellos los relacionados
con la procreacién. En Estados Unidos por ejemplo, se dice
gque mis de un millén de personas se enfrentan a este
problema y aungue en México no se conocen cifras exactas, se
calcula que es elevado el nimero de personas gue presentan
alteraciones de la fertilidad.

La jnvestigacién bioquimico-Médica se ha enfrentado a
este problema con gran impetu, creando diversos exdmenes que
permiten valorar adecuada e integramente a estos pacientes,
lo que unido a las nuevas técnicas de procreacién como la
fertilizacién intrauterina, la fertilizacidén "in-vitro"o la
transferencia intrafalopiana de gametos, permiten ofrecer

alguna esperanza a las parejas infertiles. No obstante



estds éxitos, adn se siguen enfrentando ciertos prejuicios
morales-y algunos inconvenientes como el elevado costo de
‘éstos métodos, lo que impide su acceso a perscnas de escasos
recursos econémicos.

Si bien la fertilidad es un problema que puede afectar
ﬁanto a mujeres como a hombres,es preciso mencionar que las
investigaciones y avances realizados en esta drea, han sido
enfocados principalmente hacia la wmujer, encontréindose
escasas invegtigaciones o avances que afronten el problema a
nivel masculino; por eso se piensa que es conveniente
‘explorar este campe con la finalidad de encontrar nuevas
alternativas de diagnéstico y/o tratamiento para este tipo
de pacientes, a través de estudios mis minuciosos, de menor
costo y altamente confiables.

Este trabajo tiene como finalidad abordar el problema
de la esterilidad masculina a nivel de cambios cualitativos
o cuantitativos en la composicién de isohormonas
inmunorreactivas de 1la horxrmona luteinizante (LH) y la
hormona folfcule estimulante (FSH) en hombres que presentan
falla testicular primaria (hipogonadismo
hipergonadotrépico), observando si el ambiente hormonal que
presentan influye de alguna manera sobre las isoformas de
LH, FSH y su actividad biol&gica, repercutiendo finalmente

sobre la funcidén reproductora de estos pacientes.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El hipogonadismo masculino es una entidad clinica que
se ha incrementado significativamente en los 1iltimos aifios,
debido, Probablemente, a los factores ya mencionados.
Dentro de esta patologia, las gonadotropinas hipofisarias,
conocidas como hormona luteinizante {LH) y hormona foliculo
estimulante (FSH) juegan un papel wmuy importante en el
desarrxollo y reproduccién de los seres humanos, ya que al
ejercer adecuadamente su funcién biolSgica, son las
responsables de mantener la funcién testfcular, determinando
la sintesis de andrégenos y la espermatogénesis. Ambas
funciones pueden afectarse cuando ocurren cambios en la
estructura de LH y/o FSH que impidan una adecuada unién de
la hormona a sus receptores celulares modificando su accién
biolégica {(1). A este respecto se sabe en la actualidad, que
las hormonas de naturaleza protéica como la hormona foliculo
egtimulante {FSH), la hormona luteinizante {LH}, la
prolactina (PRL) y la hormona del crecimiento (GH) se
presentan en la circulacidén como una mezcla de diferentes
formas moleculares o ischormonas, las cuales difieren entre
si{, por presentar diferenclas estructurales que modifican su
accién biolédgica, asi como sus propiedades fisioquimicas,
carga eléctrica y peso molecular, lo cual se ha aprovechado
para su separacién y caracterizacién mediante técnicas

cromatogrificas (2,3) o elctroforéticas (4,5).
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Bl estudio de las isohormonas ha mostrado gran utilidad para
explicar aparentes diferencias e incongruencias entre los
niveles hormonales y la actividad biolégica de las hormonas,
en situaciones clinicas diffciles de explicar, como es
para la prolactina (PRL) la presencia de galactorrea
en mujeres normoprolactinémicas (3) o por el contrario,
la ausencia de manifestaciones clinicas en mujeres con
hiperprolactinemia. En el casc de la hormona luteinizante
(LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH} se ha
establecido que las ‘diferencias que presentan sus
isohormonas se debe fundamentalmente a su grado de
glicosilacién, ya que determina su capacidad para unirse a
los receptores celulares (5). Por otra parte, algunos
estudios basados en el tratamiento de muestras de suero con
neuraminidasa sugieren que el &cido siflico o N-
acetilneuraminico es el principal carbohidrato que influye
en la carga eléctrica y peso molecular (PM} de las
isohormonas, asfi como en 1la acecidn biolbgica de 1las
gonadotropinas (6).

También se ha encontrado, que las molé&culas de FSH y LH
son mis acidas y tienen mayor PM en las mujeres
postmenopatsicas que en las mujeres jSvenes (7) asi como
también en los hombres normales en comparacién con 1los
castrados, siendo el &cido si&ilico el responsable de las

diferencias encontradas, de ah{ que se piense gue la
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glicosilacion es controlada de alguna manera por la
concentracién de esteroides gonadales.

a egstos datos se ha demostrade, que los estrégenos
(endégenos o exdgenos) determinan el predominio de formas
menos acidicas y de menoh PM,como ocurre en las mujeres
postmenopiusicas sujetas a tratamiento con estrbgenos (2).
En el hombre, la composicién de isohormonas que presenta ha
side poco estudiada, no se sabe s5i la testosterona influye
en el grado de glicosilacifén, ni cuales son las ischormonas
predominantes en condiciones normales o patoldgicas.

Con base en estas observaciones se decidid realizar
un estudic sobre las isohormonas de las genadotropinas en
hombres normales y en pacientes con falla  testicular
primaria (hipogonadismo hipergenadotr&pico), con la
finalidad de establscer 8i existen diferencias
cualitativas o cuantitativas en la composicién de
isohoymonas, gque pudieran ser atribuidas a los canbios
hormonales. Para ello se decidid utilizar la filtracién en
gel, comparando el comportamiento cromatogrdfico del suero
de hombres con una funcién testicular normal con el de los
hombres con hipogocnadismo, relacionando ademds la
concentracidén de &cido siAlico, en cada una de las
isohormonag, c¢on la inmunorreactividad, la edad y el cuadro

clinico de los pacientes.



MARCO  TEORICO

Las hormonas han sido definidas como mensajeros
quimicos producidos por un tejido del organismo (gldndula)
que viajan por la tirculacién y modifican las funciones o la
actividad metabdlica de tejidos distantes (tejido "blanco").

Desde el punto de vista qufmico las hormonas se
clasifican en cuatro variedades: 1) Las hormonas de tipo
protéico como la insulina Yy las gonadotropinas
adenchipofisarias, 2) las hormonas polipeptidicas como las
hormonas neurohipofisarias: vasopresina, ocitocina y ACTH
(hormona adrenocorticotropica) 3) derivados de aminodcidos
como la tiroxina, triyodotironina, epinefrina y
norepinefrina y 4) las hormonas esteroides, entre las que
destacan las hormonas sexuales como al estradiol (E2) y la
testosterona (T} y las hormonas corticosuprarrenales (8).

La funcién hormonal se desarrolla en cuatro ambitos
generales: a) Reproduccién, b) Crecimiento y desarrollo, c)
Mantenimiento del medio interno y 4) Produccidn, utilizacién
y almacenamiento de energfa (8). En este trabajo, nos
enfocaremos a la funcién reproductora, en la que las
hormonas tienen un papel muy importante, regulando la
gametogénesis, el desarrollo andtomo-funcional y la conducta
sexual de ambos sexog, proceso que es fundamental para la

reproduccién humana.



EJE NEUROENDOCRINO DE LA REPRODUCCION

E}! eje neuroendocrino que controla la reproduccién en
el hombre consta de cuatro componentes principales: 1) El
hipotdlamo, 2) la gl&andula hipofisaria, 3) los testiculos y
4} los 6rgancs sexuales secundarios.

Los componentes de este sistema funcionan de una manera
finamente regulada e integrada en la llamada regulacién
neuroendécrina, dando como resultade un funcionamiento
testicular adecuado y una concentracién de testosterona
6ptima para mantener las caracteristicas sexuales
secundarias y el comportamiento sexual. Este eje se encarga
ademds, de regular la maduracién de los' espermatozoides
necesarios para la fertilidad (8}).

Las priﬁcipales hormonas que participan en este
mecanismo, son las gonadotropinas adenchipofisarias: hormona
luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH); y
las hormonas esteroides: testosterona (T) y estradiol (E2)

de las cuales hablaremos posteriormente.
GONADA MASCULINA

Los testficulos del hombre adulto normal, miden
aproximadamente 3 por 5 cm, tienen un vollimen de 1% a 25 ml,
presentan elasticidad y una consistencia firme; se

encuentran dentro del escroto, que ademds de ser una
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cubierta protectora conserva la temperatura testicula: 2 °C
por debajo deé 1la temperatura abdominal. Se encuentran
conformados por dos componentes principales: a) los tibulos
seminiferos y b) el compartimento intersticial dentro del
cual se encuentran las células de Leydig.

Los tlbulos seminiferos estdn formados por las cé&lulas de
Sertoli y las células germinales, Las primeras revisten la
membrana basal y forman uniones de tipo "ocludens" en otras
células iguales. Estas uniones impiden el paso de proteinas
del espacio intersticial al interior de 1log tdbulos
seminiferos Y con ello se forma una "barrera
hematotesticular". Las células de Sertoli rodean las células
germinales en desarrollo, por medic de prolongaciones
citopldsmicas gque constituyen un medié esencial para la
diferenciacién de tales células, ademds de encargarse del
movimiento de 1las células germinales desde la base del
tibulo hacia el interior del mismo, asiccmo de la liberacién
de los espermatozoides. Las c¢élulas de Sertoli tawbién
muestran fagocitosis activa de cé&lulas germinales lesionadas
y corpisculos residuales, que son parte del citoplasma de
las células no utilizadas en ia formacién de
espermatozoides. Por otra parte, en respuesta a la FSH y la
testosterona (T), las cé&lulas de Sertoli secretan una
proteina ligadora de andrégenos (ABP), molécula que tiene

gran afinidad por la testosterona. Esta proteina llega al
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interior de lOS'Cﬁbulos y proporciona la concentracién de T
necesaria para el desarrollo de las células germinales
durante el proceso de la espermatogénesis,

Por otra parte, las células de Leydig ubicadas en el
compartimento intersticial son las encargadas de secretar
bajo el estimulo de la LH la testosterona, la cual a su vez
determina en forma directa o indirecta, la diferenciacién de
los genitales externos e internos en la etapa embrionaria,
el desarrcllo sexual del hombre durante la pubertad, y de
conservacién de la 1libido y la potencia sexual en el adulto.
Ambos componentes testiculares guardan estrecha relacién con
el eje hipotdlamo-hipéfisis y requieren que este eje esté
intacto para iniciar y conservar su funcién, ademds de las
estructuras genitales secundarias necesarias para la
maduracién funcional y el transporte de los espermatozoides.
Por lo anterior, los transtornos del hipotdlamo, 1la
hip6fisis o los testiculos, pueden ocasionar anormalidades
en la produccién de testosterona y en consecuencia de las
gonadotrepinas, o cambios en la proporcién de las isoformas
biolégicamente activas (9, 210), ocasionando problemas a
nivel de los receptores., Por otra parte pueden producir
tambi&n alteraciones en la calidad o cantidad de los
espermatozoidgs, lo que puede determinar problemas de

esterilidad o infertilidad en el vaxén (8).
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GONADOTROPINAS HIPOFISARIAS

La hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo
estimulante (FSH) son glicoproteinas secretadas por las
células baséfilas de la hipéfisis; se encuentran en la
circulacién como una mezcla heterogénea de iéoformas que
difieren en sus propiedades fisicoquimicas contenido de
carbohidratos y grado de accién biolégica, y se cree que son
moduladas por el ambiente hormonal, en especial por la
concentracién de estrfgenos y testosterona (2, 9, 10), por
lo que presentan variaciones cuantitativas en diferentes
condiciones fisiolégicas y patolégicas (11).

También se ha demostrado en estudios realizados en
extractos de pituitarias de monos rhesus (9) y de ratas (10)
que 1los cambios en la concentracién de T, produce
alteracicnes en las isoformas de LH y FSH y por lo tanto su
accién biolégica. Sin embargo como ya se menciond este tipo
de estudios no han sido realizados en forma sistemdtica en
hombres con funcidén testicular normal, ni en pacientes con
patologia testicular, como es el hipogonadismo

hipergonadotrépico.



13
EORMONA LUTEINIZANTE (LH)

La LH es una hormona que pertenece a la fémilia de las
hormonas glucoprotéicas; su estructura protéica_estarformada
por dos subunidades llamadas alfa {o<) ¥y beta k/?If. La
subunidad alfa presenta una secuencia de 96 aminocicidos ; es
estructuralmente muy similar a la subunidad alfa de 1la
hormona foliculo estimulante (FSH), la hormeona estimulante
del tiroides (TSH) y la gonadotropina coriénica humana
(hC@), en cambio la subunidad beta de cada una de estas
hormonas, es diferente y es la que les confiere 1la
especificidad ligando-receptor para su- accién biolégica.
La subunidad beta de la LH presenta 115 aminodcidos y por si
misma es biol&gicamente inactiva, requiere necesariamente la
presencia de la subunidad alfa para manifestar su actividad
Bl peso molecular de la molécula entera es aproximadamente
de 28,000 - 34,000 daltons, del cual 12% a 14% son
carbohidratos entre los cuales se encuentran la fucosa,
manosa, glucosamina, galactosamina y &cido sidlico o N-
acetilneuraminico, los cuales se unen a la cadena proteica
2 nivel de una aspargina (12). La hormona luteinizante
es secretada hacia la circulacién por las c¢élulas
gonadotropas de la pituitaria anterior, de manera pulsatil;
la frecuencia de la pulsacién es sin embargo, un reflejo de

. la frecuencia de la secrecién pulsitil de la GnRH la hormona

hipotaldmica liberadora de gonadotropinas (13), mientras
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que  la. amplitud de 1la liberacién pulsdtil depende no
solamente de los pulsos de GnRH, sino también de otros
factores tales como el ambiente esteroideo gonadal, el cual
puede afectar la respuesta de la pituitaria a las
pulsaciones de GnRH (14). La hormona luteinizante se
mide convencionalmente en sangre, por métodos inmunolégicos
come el radiocinmunoensayo, gque aunque permite evaluar la
concentracién hormona no giempre correlacionan bien con 1la
actividad hiolégica. Asi, en recientes estudios se han
reportad.o algunas discrepancias entre la inmunorreactividad
y la actividad biolégica (15) menciocnande que aungue el
mecanismo molecular de tales diferencias es desconocido,
probablemente puede atribuirse a las formas moleculares y su
contenido de carbohidratos, lo que como ya se mencioné
pueden modificar la accién bioldgica de la hormona.

La funcién mis importante de la LH en el hombre es
estimular a laé cé&lulas intersticiales del testiculo para la
produccién de testosterona la principal hormona androgénica,
la que a su vez determina el desarrollo de 1los O6rganos
sexuales secundarios: el conducto deferente, la prbstata y
las vesfculas seminales, regulando también 1la conducta

sexual’
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HORMONA ESTIXULANTE DEL FOLICULO (FSH)

La FSH al igual que la LH es una glicoproteina
compuesta de dos subunidades ({(alfa y beta). La subunidad
alfa es idéntica.a la de la LH, mientras que la subunidad
beta es Unica y presenta 115 aminodcidos con dos cadenas
laterales de carbohidratos y un &cido sidlico terminal. La
presencia de estos grupos de carbohidratos es importante
porque ademids de influir en su grado de accifn bioldgica
disminuye la depuracién metabdlica de esta hormona a nivel
renal, presentando por lo tanto una vida media plasmatica
mayor gue la de la hormona no glicosilada (16). La FSH
-también es secretada de manera pulsatil por las cé&lulas
gonadotropas, pasa a la circulacitn y va al testiculo para
estimular el epitelio de los tubulos seminiferos para la
esperxmatogénesis, por lo cual, alteraciones en la secrecitn
de esta hormona ¢ en la proporcién de sus isoformas pueden

determinar esterilidad (17, 18).
ESTEROIDES GONADALES

Los tres esteroides de importancia bdsica en la funcién
reproductora del hombre son tegtosterona (T},
dinidrotestosterona (DHT) y estradiol (B2). La T es el
principal andrégeno secretado por los testiculos,

agpecificamente por las células de Leydig, en
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tanto que otros andrfgenos como la dihidroepiandrosterona
(DHEA) provienen de 1las suprarrenales. Los testiculos
secretan adem&s cantidades pequeGas de dihidrotestosterona,
el andrégeno més potentente a nivel intracelular, y un
andrégeno débiles la androstendiona (A}. Las células de
Leydig también secretan pequedas cantidades de eatfadioi
(E2), estrona (El}), pregnenolona, progesterona* (P),‘ 17

alfa-hidroxipregnenolona ¥ 1'7-alfa hldrox:.progesterona o

Cabe mencionar que la dlhldrotestosterona (DHT) y el Ez son o
producidos no s6lo por secrecién dlrecta‘de -los te_svticulos,
sino fundamentalmente por cohveréiéﬁ en. los tejidos
periféricos, a partir de'> bfecurso‘res ‘ de‘ andrégenos y
estrdgenos secreta¢05 por los testiculos y las suprarrenales
(8).

En la sangre, andrégencos y estrbgeno-s circulan en forma
libre o ligados a proteinags séricas transportadoras; la
testosterona se encuentra en un 55% ligada a la proteina
ligadora de T (TeBG) o globulina transportadora de hormonas
sexuales (SHBG), en un 42 % a la albimina y solamente 2% a
3% en forma libre; esta tUltima es la tunica que puede
penetrar en las células y ejercer sus efectos metabélicos
(19) . Varios factores hormonales y condiciones patolégicas
pueden alterar los niveles de TeBG sanguinecs. Por ejemplo,
astr6genos y hormonas tiroideas incrementan 1los niveles
plasmiticos de TeBG reduciendo la fraccién de T “libre", Por

el contrario andrégenos, glucocorticoides, la hormona de
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crecimiento y la cbesidad, disminuyen los niveles de TeBG,
incrementando la fraccién devT "libre" permitiendo una mayor
disponibilidad para el 6rg'anor blanco (20).

La T sale de la circulacién y rdpidamente atraviesa la
membrana celular de las c&lulas blanco donde es transformada
enzimaticamente a otro andrégeno mas potente, la
dihidrotestosterona (DHT), por la enzima microsomal S5 alfa
reductasa. Después la DHT se une a una proteina receptora
intracitoplésmica especffica, diferente de la proteina que
liga andr6genos y de la SHBG. La interaccidén del complejo
DHT receptor con la cromatina nuclear, culmina con la
gintesis de RNA mensajero que es transportado al citoplasma,
donde dirige la transcripcidén y la sintesis de nuevas
proteinas, factores de crecimiento, o enzimas inducidas por
andrfgenos due son responsables de los cambios gue
constituyen en conjunto la accidn androgénica;

En el hombre, se conocen diversos efectos biolégicos de
los andrbgenos que son esenciales para la diferenciacidn
apropiada del sistema genital interno y externo durante el
desarrollo fetal. Bn la pubertad, hay crecimiento del
escroto, epididime, conducto deferente, vesiculas seminales,
préstata y pene, mediado por los andrégenos. Asimismo
estimulan el crecimiento del misculo estriado y la laringe,
gue da por consecuencia el engrosamiento de la voz y de las
ldminas cartilaginosas epifimarias, por 1lo ~cual se

manifiegta en la pubertad una fase  de
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crecimiento lineal acelerado. Los andrSgenos también
estimulan el crecimiento del vello ambisexual (plbico y
axilar) de tipo androide o masculino (barba, bigotes, vello
del térax, abdomen y dorso), ademds estimula la actividad de
las g'landulas sebidceas, la eritropoyesis y otros efectos
anabSlicos, siendo responsables también de los cambios

conductuales caracterfsticos del sexo masculino (8).

CONTROL DE LA FUNCION TESTICULAR

EJE EIPOTALAMO-HIPOPISIS-TESTICULOS

La secrecifn de LH y en grado menor la de FSH (Fig. 1},
estd regulada por la estimulacién episédica de la hipé6fisis,
por la hormona liberadora de gonadotrcpinas (GnRH o LH-RH) .
la cual es un decapéptido sintetizado por las neuronas
hipotalamicas secretado de manera pulsitil hacia el sistema
venoso portal hipotdlamo-hipofisario, por el cual es llevado
hasta la hipéfisis anterior, en donde se une a receptores
especificos de alta afinidad, sobre la membrana plasmitica
de los gonadotropos de la pituitaria para estimular la
sintesis de LH y FSH. Los efectos de la GnRH sobre la

liberacién de las gonadotropinas son dependientes del
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calcio, medzado por un incremento en el mov1m1ento de

fosfolipldos, formacién de diacilglicerol,

trifosfato de 1nos;tol y finalmente la actzvaczén de’ calcmo‘

y _'dev la proteincinasa dependiente de foafolipidok"

(proteincinasa Q). :
La sintesis hipotaldmica de GnRH y su liberacién es a
su vez regulada por neurotransmisores estimulatorics e
inhibitorios {catecolaminas, serotonina y aminodcidos),
péptidos opiodes como las beta endorfinas y metaencefalinas,
neuropé&ptidos como la sustancia P, el neuropé€ptido Y vy el
polipéptido intestinal vasocactivo (VIP). La pulsatibilidad
de la LH es un reflejo estricto de 1la pulsatibilidad de
GnRH, sin embargo puede no ser necesariamente igual para la
produccién hormonal gonadal, ya que ésta puede responder a
tratamientos suprafisioclégicos con gonadotropinas exdgenas
como la Gonadotropina coriénica (HCG). En el hombre la LH
liberada por la hip6fisis pasa a la circulacién y es captada
por las células de Leydig en las que se une a receptores
especificos de membrana. Esta unién activa la
adenilatociclasa y genera AMPc y otros mensajeros, fenSmeno
que culmina con la gecrecién de andrégencs como la T y la
DHT. Aunque la testosterona al alcanzar un nivel adecuadec
(6-10 ng/ml) ejerce un efecto inhibitorio scobre la secrecién
de LH (retroalimentacién o feed-back negative), la T puede '

ser parcialmente convertida a estradiel (E2) por la
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' aromatasa,'sin ;. embargo, se sabe que su efecto inhibitorio

sobre la 1iberac16n de LH es por simisma y persiste al mismo

nivel en presen01a de un inhibidor de aromatasa. La DHT

‘.inhibe la‘liberacién de LH con un incremento concomitante en
la concentraczén de E2. ({21}

Los estrégenos Yy andrégenos producen efectos
diferenciales sobre la frecuencia de secrecién pulsatil de
LH, asficomo sobre la amplitud de los picos. El efecto dé la
T es frecuentemente mediado a nivel del hipot4lamo
disminuyendo la frecuencia de los pulsos de GnRH, en
contraste, el efecto temprano de E2 sobre la liberacién de
LH es disminuir la amplitud de los pulsos por una accién
directa sobre 1la hipéfisis, no obstante 1los estrfgenos
también tienen efecto sobre el hipotaldmo inhibiendo 1la
liberacién de GnRH. Respecto a la FSH, una vez
secretada por la hip6fisis en respuesta a la estimulacién de
GnRH, pasa a la circulaci6n y va al testiculo donde se une a
receptores especificos sobre la membrana pléismatica de las
células de Sertoli, estimulando la produccién de una
variedadéd de proteinas que son importantes en la
espermatogénesis, como la transferrina, la inhibina y la
proteina ligadora de andrégenos (ABP), esta Ultima permite
mantener  una elevada concentracién  intratubular de
testosterona, necesaria también para 1la produccién de

espermatozoides. (22)
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La inhibina es una hormona glucoprotefca constituida por dog
subunidades denominadas alfa y beta (o4 y ,0), que se unen
entre sipor puentes disulfuro para formar el dimero de la
hormona. Es producida por las génadas y tiene un papel
fisiol6gico importante porque actiia sobre la pituitaria para

inhibir la liberacifn de la PSH.
HIPOGONADISHMO MASCULINO

La evaluacién de pacientes con evidencia clinica de
hipogonadismo se efectGa en la actualidad mediante la
mediciém sérica de testosterona (T), hormona foliculo
estimulante (FSH)} y hormona luteinizante (LH) y en ocasiones
también de preolactina {PRL}, debido a que 1la
hiperprolactinemia modifica la funcién testicular. Una baja
concentracidn de testostercna es indicativa de
hipogonadismo, que se <clasifica de acuerdo a las
concentraciones de LH Yy FSH en hipogonadismo
hipergonadotrépico, o hipogonadotrépico si FSH y LH se
encuentran en bajas concentraciones se encuentran elevadas
(hipergonadotropismo) nos indica un desorden testicular
primario y falla de los mecanismos de retroalimentacién, en
tanto que el hipogonadotropismo indica un dalio a nivel de la
glandula pituitaria. En cuvanto a su etiologfia el
hipogonadismo se ha <c¢lasificado en tres categorias

principales: 1) por defectos hipotélamo-hipofisarios



CLASIFICACION DEL HIPOGONADISMO

1. Anormalidades en l1a funcion hipotalamo-hipdfisaria por:

a. Panhipopituitarismo (congénito o adquirida)

b. Sindromes hipotalamicos {congénitos o adquiridos)

¢. Deficiencia selectiva de LH y/o FSH {Sindrome de Kallman)

d. Hiperprolactinemia (adenoma cromaéfobo)

e. Desnutricidn y anorexia nerviosa

f. Supresion de LH inducida por farmacos (andrégenos, estrégenos, antidepresivos,
antihipertensivos).

. Anormalidad primaria gonadal

N

. Adquirida (castracion, orquitis, irradiacién}

. Cromosomal (Klinefelter y variantes, hermafroditismo)
. Sintesis defectiva de andrégenos.

. Agenesia testicular.
e. Enfermedad selectiva de tabulos seminiferos.
f. Factores diversos {Sindrome de Noonan, miotonia distrotica, fibrosis cistica).

a0 oTe

3. Defecto en la accién de andrégenos (Pseudohermafroditismo)

a. insensibilidad completa a andrégenos (testiculo feminizante)
b. Sensibilidad incompleta a androgenos. (defecto de! receptor de testosterona,
deficiencia de 5 alfa reductasa)

Fuente: Moore '7.. 1990.

Tabia 1

£7
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(hipogonadismo  hipogonadotrépica) 2) defecto  gonadal

primario (hipogonadismo  hipergonadotrépico y  3) por

alteracién en la accidén de los andrédgenos, debido a fallas a
nivel de receptores.

Cada una de estas categorias comprenden miltiples.

subcategorias como se describen en el tabla I,
EVALUACION DE LA FUNCICN GONADAL DEL HOMBRE
EVALUACION CLINICA

El cuadro clinico de individucs con deficiencia en la
produccién o en la accién de la testosterona, depende de la
edad en la gue comienza el padecimiento. La deficiencia de
andrégenos durante el segundo o tercer mes deldesarrollo
fetal,ocasiona grados variables de ambiguedad de los'
genitales externos y seudohermafroditismo; en cambio 1la
deficiencia prepuberal de andrégenos ocasiona desarrollo
inadecuado de 1los caracteres sexuales secundarios y
proporciones eunucoides del esqueleto, el pene no se
desarrolla normalmente, los testiculos permanecen pequelos y
el escroto no presenta arrugas caracteristicas de 1la
pubertad. La voz sigue teniendo tono elevado y la masa
muscular no muestra desarrollo completo, con lo cual 1la
potencia y resistencia normal del hombre no se alcanzan en

su plenitud. La falta de estimulacién adecuada para el
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crecimiento del vello ‘"sexual" ocasiona escasez del mismo
en axilas y pibis {(que reciben estimulacidén solamente de los
andrégenos suprarrenales) y estd ausente o escaso en la
cara, el torax y la zona superior del abdomen. Aungue no
ocurre la fase de aceleracién del crecimiento mediada por
andrégenos durante la pubertad, las ldminas epifisarias de
los huesos largos muestran crecimiento por la influencia de
las somatomedinas y otros factores de crecimiento. En
consecuencia, los huesos largos de las extremidades
superiores e inferiores crecerdn sin guardar proporcién con
el esqueleto axil. (23-24)

Si la deficiencia de testosterona se presenta después
‘de la pubertad, el individuo presenta caracteristicas
sexuales normales con disminucidn de la 1libido, impotencia y
desgano. Los pacientes con deficiencia parcial de andrégenos
o de reciente inicio a veces advierten disminucién en el

crecimiento del vello facial o corporal.

EYAMEN DE LOS GENITALES

En la evaluacién clinica del hipogonadismo en el
hombre, es esencial el estudio adecuado de los genitales. La
exploracién debe hacerse en un cuarto cédlido para que se
relaje el misculo dartos del escroto, es importante examinar
el pene en busca de hipospadias, epispadias o pene “chordee"

(angulacién anormal del pene por una placa fibrética), que
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pueden interferir en la fecundaidad. La longitud del pene
durante el estado flAcido debe medirse en su cara dorsal con
elongacién completa, desde la unién cuténea del pibis y el
miembro hasta el extremo del glande. La circunferencia debe
ser medida con el miembro flacido, el voldmen testicular
también debe ser medido percaténdose de la consistencia. Losg
testiculos pequeflos y duros son caracteristicos de
hialinizacién o fibrosig, como puede ocurrir en el sindrome
de Klinefelter. En hombres prepuberales, normalmente los
testiculos son pequefios y de consistencia similar al caucho;
en el adulto, estas caracteristicas denotan estimulacién
deficiente por gonadotropinas. Los testiculos demasiado
blandos son caracteristicos de individuos con atrofia
testicular pospuberal.

Se debe estudiar también el epididimo y el conducto
deferente, realizando ademds una evaluacién en busca de
varicocele {(que resulta de la insuficiencia de la vena
espermidtica interna), debido a que representa una causa
importante de esterilidad en el hombre, que puede ser

corregida.
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PRURBAS DE LABORATORIO PARA EVALUAR LA FUNCION TESTICULAR

ANALISIS DE SEMEN

Por lo general no basta un andlisis de semen para
realizar el diagndstico de transtorno de la funcibn
testicular, debido a que en hombres normales, se advierten
importantes variaciones en algunos de los indices, por lo
que es cgonveniente estudiar cuando menos tres muestras de
semen a intervalos de 2 a 3 meses.

El semen debe reunirse por masturbacién después de
dos a seis dia de abstinencia sexual. Si el individuo no se
masturba, se puede recurrir a un conddn de pléstico de
disefio especial, para que lo use durante el ceoite, Si
ninguno de los dos métodos es satisfactorio, puede usarse el
coito interrumpide siempre y cuando se redina toda la
eyaculacién.

Obtenida la muestra, ésta debe ser analizada en un

tiempo de dos horas después de su obtencién.
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MEDICIONES HORMONALES

a) ESTEROIDES GONADALES.

Los esteroides gonadales (T, E2) pueden ser medidos por
radioinmuncandlisis (RIA) el procedimiento de eleccién o
algin otro inmunoensayo. A pesar de que su cuantificaci6n
aislada permite diferenciar entre individuos normales y los
que tienen hipogonadismo, frecuentemente no permite
identificar pequeflas deficiencias en la produccién de
andrégenos. En hombres normales, hay pulsos répidos y
frecuentes en la secrecién de T sérica durante el dfa y un
incremento minimo por la noche. Por tal motivo cuando se
sospecha ligero hipogonadismo se deben obtener cuando menos
tres muestras de sangre a intervalos de 20 a 40 minutos
durante la mafiana, para medir T. Esta hormona puede medirse
en cada una de las muestras, © bien se pueden combinar y
mezclar fracciones iguales de cada una de ellas, para medir
la hormona.

También es recomendable wmedir la concentracién de
estradio} (E2), ya que el incremento de esta- hormona puede

afectar negativamente el funcionamiento del testiculo.
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b) GONADOTROPINAS Y PROLACTINA

Como ya se mencioné la LH y en menor grado la FSH son
liberadas en forma pulsdtil durante el dia, por lo cual debe
tomarse la muestra como se indicd para la determinacién de
testostercna. La finalidad de determinar la concentracién
basal de estas hormonas es diferenciar el hipogonadismo
hipergonadotrépico (falla testicular primaria) del
hipogonadismo hipeogonadotrépico, en el cual las
gonadotropinas estdn bajas o en limites bajos debido a una
falla hipofisaria, que a su vez ocasiona la falla testicular
(secundaria) asi ambos tipos de hipogonadismo cursan con una
baja produccién de andrégenos.

La prolactina (PRL) cuandc 8se encuentra en
concentracién elevada puede inhibir la liberacién normal de
~gonadotropinas hipofisarias y alterar la funci6n testicular,
por lo que es necesaria su determinacién. Las
concentraciones de PRL en suero suelen ser estables durénte
todo el dia, por lo cual basta medir la PRL en una scla
muestra, sin embargo el paciente debe tener un ayuno minimo
de seis horas antes de tomar la muestra porque la ingestidn
de carbohidratos y proteinas puede modificar la secrecién de

prolactina por la hip6fisis, en forma directa e inmediata.
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PRUEBAS DE RESERVA TESTICULAR

A) PRUEBA DE ESTIMULACION CON GONADOTROPINAS

La gonadotropina corionica humana (HCG) es una hormona
glucoprotéica con semejanza  estructural y acciones
biolégicas semejantes a las de la LH. Después de inyectar
HCG, esta hormona se une a los receptores de LH en las
células de Leydig y estimula la sintesis y secrecién de
esteroides testiculares; de esta manera es posible valorar
de manera directa la funcionalidad de las células de Leydig
por inyeccién intramuscular de 5,000 UI de HCG al dia,
durante cuatroc dias. La respuesta normal comprende 1la
duplicacién de la concentracién de testostercna después de
la dltima inyeccién. De manera alternativa, puede
administrarse una dosis intramuscular tinica de gonadotropina
corifnica (5,000 UI en adultos o 100 UI/Kg en nifios), con
obtencién de muestras de sangre 72 y 96 horas después para
la medicién de testosterona.

Los pacientes con hipogonadismo primario mostrarin wmenor
regpuesta después de la administracién de HCG, en tanto que
los que presentan insuficiencia de las células de Leydig
como congecuencia de una falla hipofigaria o hipotalémica,

tendrén una respuesta normal.
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B) - PRUEBA DE ESTIMULACION CON CITRATO DE CLOMIFENO.

El citrato de clomifeno (Clomid) es un compuesto no
esteroide con débil actividad esteroidogénica que se une a
receptores de estrfgencos en diversos tejidos, incluyendo el
hipotilamo. Al evitar gque el E2, el estrégeno mis potente,
ocupe estos receptores, disminuye el blogueo gque esta
hormona ejerce a nivel hipotaldmico sobre la secrecién de
LH-RH, lo que se refleja en un incremento en la liberacién
de esta hormona y una mayor estimulacifn del gonadotropo
para secretar mayor cantidad de LH y FSH.

La prueba se realiza con la administracién de 100 mg de
citrato de clomifeno por via oral, dos veces al dia, durante
diez dias. Un dfa antes de administrar el f&rmaco se toman a
intervalos de 20 minutos, dos muestras de sangre para
evaluar la concentracién basal de FSH y LH y
posteriormente,en los dias octave y décimo del tratamiento.
Los hombres ncrmales muestran un incremento del 50 % a 250 %
en LH, y de 30 % a 200 % en FSH y testosterona en el décimo
dia de la prueba, mientras que los sujetos con enfermedad
hipotaldmica o hipofisaria no muestran el incremento normal

de gonadotropinas.
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C. PRUEBA CON HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS

El decapéptido LH-RH, (GnRH o gonadoliberina) estimula
de modo directo los gonadotropos de la adenohipéfisis para
secretar LH y FSH. Usualmente se administran 100 ug de Gn-RH
en una sola inyeccién intravencosa répida, tomando wuna
muestra sanguinea 15 minutos antes de su aplicacién (-15'}
otra en el momento misme de su aplicacién (0') ¥y
posteriormente a los 15, 30, 45, 60, 90, 120 y 180 minutos,
para medir la concentracién de LH y. FSH. En Jjévenes
prepuberales normales, la respuesta de las gonadotropinas es
bpaja y la FSH incrementa més que la LH. En el hombre adulto
normal se observa un incremento de 2-5 veces la
concentracién basal de LH, con un incremento 2-3 wveces la
concentracién de FSH. Sin embargo, algunos hombres normales
no muestran incremento significativo de FSH después de
recibir LH-RH. Los pacientes con enfermedad testicular
terciaria ({irigen hipotaldmico) pueden responder con
incrementos wuy grandes de LH y FSH (7-10 veces). En los
pacientes donde 86lo existe lesiSn de los tidbulos
seminiferos, puede haber una respuesta anormal de FSH, con

una respuesta normal de LH.
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BIOPSIA DE TESTICULO.

La liopsia testiCular,.resta indicada en hombres
hipogonadales con testiculos de tamafio normal y azoospermia,'
para diferenciar entre insuficiencia espermatogénica vy
obstruccién de conductos. El estudio del tejido testicular
puede identificar - en hombres oligoospérmicos aplasia
gexrminal, hipoplasia, detencién de la maduracién y otras
anormalidades de la espermatogénesis.

En la figura 2 se muestra una ruta critica para el
diagndéstico de los transtornos gonadales en el hombre, en
donde el andlisis del semen y la estimacién de 1las
concentraciones basales de testosterona, LH y FSH nos
permitirdn diferenciar a los pacientes con insuficiencia
gonadal primaria de log que presentan insuficiencia gonadal
secundaria.

En pacientes con elevacién de gonadotropinas come
consecuencia de enfermedad testicular primaria, el andlisis
cromesdmico permitird diferenciar entre anormalidades
genéticas y los defectos testiculares adquiridos. Sin
embargo no existe tratamiento que restaure la
espermatogénesis en una persona con lesién testicular,
siendo el tratamiento orientado solamente a la reposicién de
andrégenos. Los pacientes con insuficiencia aislada de los
tibulos seminiferos, pueden tener concentraciones elevadas

de FSH con cifras normales de LH y testosterona, Yy por lo
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regqular marcada oligospermia. Los hombres azoospérmicos
necesitan ser evaluados respecto a la posibilidad de
obstruccién de conductos, debido a que esta alteracién
puede ser corregida por medios quirGrgicos. Pacientes con
alteraciones o un defecto del eje hipotdlamo hipofisario son
los candidatos idéneos para realizar las pruebas de
estimulacién hipofisaria ya mencionadas asi como estudios

neuro-radiolégicos y neuro-oftalmolégicos.
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QBJETIVOS

- Determinar el perfil cromatografico de las formas
moleculares de FSH y LH en el sueroc de varones
con funcién testicular normal ¥y caracterizar las
igohormonas presentes.

- Determinar el perfil cromatogrifice de las formas
moleculares de FSH y LH en el suero de warones con
hipogonadisme hipergonadotrépico y caracterizar las
ischormonas presentes.

- . Comparar el perfil cromatogrifico en ambos grupos de
egtudio para averiguar si existen diferencias
cualitativas o cuantitativas entre ellos.

- Medir el contenido de dcido sidlico en las diferentes
fracciones cromatogrdficas y relacionar su concentracién con
la inmunorreactividad de LH y FSH.

- Establecer una correlacidn entre la concentracidn de
dcido siflico, el peso wolecular de las isohormonas, y la
inmunorreactividad de LH y PSH.

- Relacionar el porcentaje de cada una de las formas
moleculares de LH ¥ FSH c¢on la concentracifn de
esteroides gonadales (T y B2).

METAS

- Identificar y caracterizar las isohormonas de FSH y LH
presentes en el suerc del hombre, en condicicnes normales.

- Determinar si existen modificaciones cualitativas o
cuantitativas en la proporcién de las isohormonas en los
pacientes con hipogonadismo.

- Determinar el grade de glicosilacibn de las diferentes
moléculas de FSH y LH mediante la determinacién de su
contenido de &dcido sidlico.

- Determinar si la testosterona o el estradiol influyen
en el grado de glicesilacidn de las moléculag de FSH y LH,

- Determinar el gignificado bioldégico de la heterogeneidad
molecular de la LH y FSH.
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BIPOTESIS

El contenido de A4cido eiilico en FSH y LH puede
modificarse por la concentracién de los esteroides gonadales
(estrégencs y testosterona) que se piensa regulan ‘el grado
de glicosilacién de las moléculas, determinando asi las
isoformas presentes y el comportamiento cromatogrifico de
las gonadotropinas. Por 1lo tanto, los pacientes con
hipergonadotropismo y bajos niveles de testosterona, pueden
pregentar alteraciones en las isohormonas y un perfil
cromatogrdfico de gonadotropinas diferente de aquel que se
encuentra en el suero de varones con una funcién testicular
normal.
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TIPO DE ESTUDIO

Se llevbé a cabo un estudio de tipo observacional,
prospectivo, transversal y comparativo (25), realizado en el
laboratorio de hormonas de la Unidad de Investigacidn Médica
de Enfermedades EndScrinas del Hospital de Especialidades
del Centro Médico Nacional del IMSS.

POBLACION

Se manejé una poblacién de 17 pacientes de sexo
masculino, 7 de 1los cuales presentaban hipogonadismo
hipergonadotrépico y 10 con funcibn testicular normal (grupo
normal) bajo los siguientes criterjos de inclusién vy
exclusién.

CRITERICS DE INCLUSION

Grupo normal:

a) Edad entre 20 y 70 afios.
b} De sexo masculino clinicamente normales y con paternidad

comprobada.

c) Con niveles hormonales basales, dentro de limites
normales: testosterona de 3-10 ng/ml, estradiol menor de
20 pg/ml, FSH y LH menor de 25 y 20 mUL/ml
respectivamente.

d) Sin alteraciones a nivel hepatico, tiroideo o© del
metabolismo de lfpidos.
e) §in tratamiento hormonal previo

PACIENTES CON HIPOGONADISMO HIPERGONADOTROPICO

a) Entre 20 y 40 aflos de edad

b) De sexo masculino, con datos clinicos de hipogonadismo.
c) Con niveles hormonales indicativos de hipogonadismo
hipergonadotrépico (LH y FSH mayor de 25 y 20 mUI/ml
respectivamente, T menor de 4 ng/ml).

e) 8in tratamiento hormonal previo.
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CRITERIOS DE EXCLUSICON

a) Pacientes con las caracteristicas anteriores que mno
deseen participar en el estudio.

b) Pacientes con hipogonadismo hipogonadotrépico. :
c) Pacientes con hipogonadismo hipergonadotrépico sujetos a
tratamiento.

4d) Pacientes con hipogonadismo asociado a hipotiroidismo,.
alteraciones hepédticas o dislipidémias.

VARIABLES DEPENDIENTES

- Concentraciones hormonales de LE, FSH, T y estradiol.

- Bl perfil cromatrogrifico inmunorreactivo de LH y FSH del
suero de los pacientes.

- La concentracién de &cido siflico en el suero y en las
fracciones cromatogrificas.

- Los cambios en la estructura de las isohormonas de LH y
FSH.

- Correlacién de los esteroides gonadales con cada una de
isohormonas de LH y FSH.

VARIABLES IRDEPENDIENTES

- Sexo y edad de los pacientes.
- Bl diagnéstico de hipogonadismo,
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MATERIAL DE VIDRIO

Pipetas Pasteur

Vasos de precipitados
Tubos de ensaye

Pipetas serolégicas
Matraces erlenmeyer
Matraces aforados
Microjeringa

Columna de cromatografia

MATERIAL DIVERSO

Micropipetas

Tubos de plistico para RIA con tapén
T&rmometro

Tubos de plastico

celdas de pldstico

Celdas espectrofotbmetricas
Puntas para micropipetas
Guantes de cirujano

Baiio Marfa

Papel absorbente

Gradillas metalicas
Gradillas de plastico
Jeringas estériles

Fibra de vidrio

Crénometro

Pinzas de tres dedos
Soporte universal

de cuarzo
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ESPECIFICACIONES

100, 250 y 500 ml

18 x 150 mm

2, 5, y 10 ml.

500 y 2,000 ml

500, 250, 100 y 50 ml
Hamilton de S00 ul

0.8 cm didmetro y 70 cm
de longitud.

50, 100, 200 ¥ 1,000 ul
12 x 75 mm )

-10 a 200 °C

13 x 100 mm

3m

3 ml



EQUIPO

Calculadora cientifica
Colector de fracciones
Potenciémetro
Egpectrofotémetro

A Detector de radiaciones gamma
Balanza analitica

Refrigerador

Balanza granataria

Bafio de incubacién

Centrifuga con refrigeracitn
Congelador (-20 °C)

Agitador vortex

Parrilla de calentamiento con agitacén
Computadora

REACTIVOS

Cloruro de sodio

Sephadex G-100

Azul dextran

Azida de sodio

Fosfato &cido de sodio anhidro
Fosfato di &cido de sodio
Albimina B6vina

acido sulfidrico

Periodato de sodio

Acido fosférico

Meta arsenito de so00
Sulfato de scdio anhidro
Acido 2-tiobarbitiirico
Acido clorhidrico

Etanol absoluto

Agua destilada
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ESPECIFICACIONES

Texas instruments
Gilson
Beckman

Perkin-Elmer Lambda 4
Packard modelo Cobra
Chyo Jupiter C3-200
Kelvinator
Ohaus

Precision scientific
Sorvall RC-3
American
Lab-line instruments
Sybron/thermolyne
Olivetti PCS 286

Merck
Pharmacia
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Sigma
J. T.
Merck
Merck
Allied Chemical
J. T.Baker
SICORI

J. T. Baker
Merck

Baker

Estdndares de peso molecular conocide para cromatografia Sigma
Estuches comerciales de Radioinmunoan&dlisis (RIA) para LH y FSH

de la casa comercial Clinical Assays.
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DILUCIONES

Amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4 adicionado de NaCl 0.15
M. (PBS).

Soluciones est&ndar para ajustar pH a 4, 7 y 10

Acido sllfurico 0.1 N

Peryodato de sodio 0.2 M en &dcido fosférico 9 M

Arsenito de sodio al 10 % en sulfato de sodio 0.5 M

Sulfato de sodio 0.5 M en &cido sulflirico 0.1 N

Ac. 2-tiobarbitiirico 0.6 % en sulfato de sodio 0.5 M

Acido Clorhidrico al 5 ¥ en etanol absoluto

Albumina Bévina al 2.5 %
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TECNICAS
TOMA DE MUESTRA

A cada uno de los pacientes se tom§é una muestra de
sangre venosa, bajo ayuno de 12 hrs, entre las 7:00 y B:00
a.m. La sangre se dej6 coagular separando el suero en varios
tubos de pldstico para congelarlos inmediatamente a =20 °C
hasta el momento de ser procesadoes para determinar 1la
concentracién basal de E2, T, FSH, LH y Prolactina (PRL) por
radioinmunoandlisis.

Ademds de las determinaciones anteriores, a todos los
pacientes se les realiz6 un perfil de lipidos (colesterol
total, triglicéridos, HDL y LDL), pruebas de funcionamiento
hepdtico (bilirrubinag directa e indirectas, proteinas
totales, albidmina, globulina, relacién A/G, aspartato aminoc
transferasa, y alanino amino transferasa) y un perfil
tiroideo (triyodotironina, tiroxina, tiroxina 1libre vy
hormona estimulante del tirxoides) (26).

CROMATOGRAFIA

Se prepard una columna cromatogrdfica de 0.8 cm de
didmetro por 70 cm de longitud empacada con Sephadex G-100

(Pharmacia Fine Chemicals), previamente hinchado en una“
golucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.1 M pH 7.4
durante 24 hrs (27). Para estandarizar las condiciones de

la cromatograffa, é&sta se realiz6§ en el cuarto frio, a una
tempertura entre 4 y 8 °C, manteniendo durante todo el
corrimiento cromatogrdfico una velocidad de flujo de una
gota cada 20 segundos recolectando fracciones de 1 ml.

El wvolGmen vacfio (Vo) de la columna se determiné
empleando azul dextran, compuesto que por su peso molecular
(2,000 000) se elimina de la columna en 1los primeros
mililitros o volidmen de exclusién del sistema. Para
determinar el vollimen total (Vt) se empled una molécula
pequefia como el 125-I. Enseguida se procedidé a calibrar la
columna con marcadores de peso molecular tales como: alcohol
deshidrogenasa (DA) de 150,000 kDa, albimina bovina (BSA) de
65,000 kDa, anhidrasa carbénica (CA)
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de 29,000 kba, citocromo C (CC) de 14,400 kba y 1los
estédndares de FSH y LH marcados con 125-I, Una vez
cromatografiados todos los marcadores, se puede obtener la
curva de calibracién de pesos moleculares graficando el
volimen de elucidn (Ve) de cada uno de ellos o la relacién
Ve/Vo contra su peso molecular (PM). Esta curva de
calibracién nos permite conocer el PM de cada una de las
ischormonas separadas en la cromategrafia mediante la
interpolacién de su respectivo Ve/Vo en la curva.

Una vez realizade lo anterior se procedid a eluir los
sueros de los sujectos del grupo control (4ml) y de 1los
sueros de pacientes con hipogonadismeo (1 ml).

Los eluatos se recolectaron en tubos de plastico de 13
x 75 mm conteniendo 200 ul de albdimina bovina al 2.5 %. Las
fracciones obtenidas se congelaron a -20 °C hasta el momento
de ser sometidas al radicinmunoandlisis (RIA).
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RADIOINMUNOANALISIS (RIA)

La cuantificacién de las hormonas se realizd, tante en
los sueros, como en cada una de las fracciones de la
cromatografia por duplicado, usando estuches comerciales de
los laboratorios CIS-Internacional, para E2, BRL y T, y de
Clinical Assays para las gonadotropinas FSH y LH)., En el
caso de estas (ltimas, los protocolos de RIA que se
utilizaron se presentan en las tablas II y III.

Una vez obtenida la concentracién hormonal de cada una
de las fracciones cromatogridficas, se graficd el volumen de
elucidén de cada fraccién contra su respectiva congentracisédn
de LH o FSH en mUI/ml, para asi obtener el perfil
cromatogrdfico de las ischormonas, en el suero de cada uno
de los pacientes. Posteriormente se obtuvé la constante de
particién (Kavl de cada picoinmunorreactivo observado,
mediante la siguiente férmula {28):

Donde: Ve es el volimen de elucidn, Vt es el voliimen
total y Vo es el volimen vacio de la columna.

En estas condiciones, cada una de las isohormonas
presentes en el cromatogrdma pueden identificarse: 1)
mediante su volGmen de elucién (Ve), 2} por su coeficiente
de particidén (Kav) y 3) por su pesc molecular (PM),
calculado sobre la curva de calibracién elaborada con los
marcadores depeso molecular.
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DETERMINACION DE ACIDO SIALICO

El termino "dcidos sidlicos" es el nombre de un grupo de
dcidos nonalosaminicos acilados, que se encuentran
distribufdos en la naturaleza, Su estructura bé&sica no
sustituirid es comin para todos y la mayorfia son N-acilados
y parte de ello ademas son ortosustituidos { 29)

Bl Acido si&lico se encuentra ampliamente distribuidos en
los mamifercs y usualmente se encuentran como componente
terminal de 1la porcién no reductora de 1las cadenas de
carbohidratos de las glicoproteinas y glicolipidos, el méas
comunmente encontrado es el &cido N-acetilneuraminico
(NANA)} . Los niveles elevados de NANA sérico total han sido
‘agociados con tumores, especialmente en casos de enfermedad
avanzada (30), sin embargo, se ha demostrado que la extensién
del tumor puede no estar reflejada en los niveles séricos
totales de NANA (31-32). Incrementos significativos han sido
también asociados con desordenes neoplédsicos, infecciones
bacterianas y artritis reumatoide.

El A&cido sidlico fue cuantificado primeramente por
Warren (34) por medio de wuna reacci6n colorimétricas
posteriormente se implementaron otras reacciones
colorimétricas, tales como: método del orcinol, resorcinol,
difenil amina, método directo de Erlich y por el método del
fcido tiobarbitiirico (34); en la actualidad el &dcido sidlico
puede ser determinado por cromatografia de alta resolucién
{35-36), andlisis fluorométricos (37) y ensayos enzimiticos.

En el presente estudio la cuantificacién del &cido
siflico en las fracciones de la cromatografia se llevé a
cabe de acuerdo al wétodo del &cido tiobarbitirico
modificado (38) el cual requiere de dos pasos fundamentales:

A) Hidr6lisis de 1los sueros o de las fracciocnes
cromatogrdficas.

- Tomar 0.2 ml de la muestra por determinar y afladixr 0.05
ml de Acido sulfirico 1 N.
- Ebullir por 1 hr y enfriar al chorro de agua.

B) Método colorimétrico.

- Tomar 0.2 ml de la muestra hidrolizada + 0.05 ml de
periodato de sodio 0.2 M.

- Mezclar y reposar 20 minutos

- Agitar y adicionar 0.5 ml de arsenito de sodlo al 10 % en
sulfato de sodio 0.5 M &cido 'sulfirico 0. 1N
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- Agitar vigorosamente, reposar 2 minutos y agitar

- Adicionar 1.5 ml de &cido 2-tiobarbitirico al 0.6 % en
~sulfato de sodio 0.5 M

- Mezclar por inversitn

- (Colocar los tubos en un bafio de agua hirviendo durante 1
hr

- Enfriar los tubos al chorro de agua fria

- Adicionar 2 ml de acido ¢lorhidrico al 5 ¥ en etanol

- Colocar los tubos en un bafio de incubacién a 37 °C por 15
minmutos

- Agitar vigorosamente

- Centrifugar a 3,500 rpm durante 15 minutos.

- Decantar y leer a 550 nm.

DISEAO ESTADISTICO.

Debido a que se manejarén pocos pacientes se realizard
un andlisis estadistico descriptivo (media, desviacién
esténdar y varianza) para comparar ambos grupos.
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CONCENTRACIONK DE T, E2 Y RELACION E2/T
EN EOMBRES NORMALES.

Las concentraciones hormonales de los hombres que se
estudiaron como controles normales, se reportan en la tabla
1.

Como se puede apreciar todos caen dentro de los valores
de referencia establecidos para su sexo (LH < de 20 mUI/ml.
FSH < de 25 mUI/ml, prolactina < de 15 ng/ml, estradicl < de
20 pg/ml y testosterona de 4 - 10 ng/ml. Sin embargo es
importante mencionar que cuando se agrupan los pacientes por
décadas (tabla 2) se observs que en los hombres mayores de
60 aflos la concentracién de testosterona disminuyS en forma
importante, mientras que la relacién E2/T se incrementé

significativamente.



CONCENTRACIONES HORMONALES BASALES
DE HOMBRES NORMALES

PA~ | EDAD LH FSH PRL E2 T E2/T
CIENTE[(ANOS) { mUl/ml | mUl/mi|{ ng/m! | pg/ml | ng/ml
1 24 16.7 7.9 9.2 23.0 10.1 2.28
2 26 23.0 6.0 4.9 21.3 6.0 3.35
3 33 18.6 140 1.7 20.4 7.2 2.83
4 38 12.7 15.6 18.0 29.9 6.3 4.75
5 44 20.3 10.0 4.8 13.5 59 2.29
6 49 11.5 123 | 117 16.0 4.0 4.0
7 53 12.7 12.6 11.5 23.7 7.1 3.34
8 53 22.8 18.5 4.2 21.2 4.2 5.04
9 62 24.5 10.0 4.8 125 2.3 543
10 62 13.83 20.8 3.1 20.0 5.4 3.70
M+ DE[44.5 + 13/17.6 + 4.6[12.7 + 4.3|6.8 + 3.8{201 + 4.8/5.8 + 2.0/ 3.72 + 1.0

LH = Hormona luteinizante, FSH = Hormona foilculo estimulante, PRL - Prolactina, E2 - Estradiol,
T = Testosterona, E2/T = Retacion estradiol-testosterona.

Tabla 1

[



CONCENTRACION PROMEDIO DE T, E2 Y RELACION E2 /T

EN HOMBRES NORMALES

EDAD TESTOSTERONA| ESTRADIOL RELACION
(ANROS) (ng/mi) {pg/mi) Ep/T
20 - 30 8.05 22.15 2.81
31 - 40 6.75 25.15 3.79
41 - 50 4.95 14.75 3.14
51 - 60 5.65 22.45 4.19
61 - 70 3.85 16.25 4.56

Tabla 2
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CONCENTRACION PROMEDIO DE T, E2 Y RELACION
E2/T EN EOMBRES CON HIPOGONADISMO.

El grupo de pacientes con hipogonadismo presentd como
puede observarse en la tabla 3 una concentracién basal media
de testosterona (T) menor de 4 ng/ml y en donde llama la
atencién el valor tan elevado de la relacién E2/T, en cambio
su concentracién basal de gonadotropinas (LH y FSH) fué
elevada (tabla 4) 1lo cual confirma el diagnéstico de
hipogonadismo hipergonadotrfpico. Bstos valores se comparan
con los de los hombres normales de acuerdo a su edad por
décadas en la tabla 5 en donde se puede observar que existe
una marcada diferencia entre los valores hormonales de los
dos grupos, la testosterona es muy baja y la relacién E2/T
muy elevada en los hombres con hipogonadismo. Por otra
parte, e importante mencionar que lospacienteg fueron
valorados clinicamente por el servicio de Andrologfa del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo
XXX del IMSS, encontrando .manifestaciones propias de falla
testicular, lo que estd de acuerdo con los resultados del

estudioc hormonal.



CONCENTRACION PROMEDIO DE T, E2Y RELACION Eo/T |

EN HOMBRES CON HIPOGONADISMO

EDAD TESTOSTERONA| ESTRADIOL RELACION
(AROS) ng/ml pg/ml E2/T
20 - 30 3.74 41.72 12.68
31 - 40 1.04 18.43 17.72

Tabla 3

s



CONCENTRACIONES HORMONALES BASALES

DE HOMBRES CON HIPOGONADISMO

GRUPQ EDAD LH FSH PRL E2 T E2/T
(AROS) | mUl/ml { mUI/mI | ng/ml | pa/ml | ng/ml
) 23 3900 | 8073 | 720 | <500 | 038 12.89
Hip. 25 | 36.10 | 4510 | 970 | 7050 | 3.30 21.36
Hiperg.| 36 | 129.90 | 162.80 | 3.02 9.90 2.30 4.30
38 32.90 | 5400 | 290 | 36.40 | 0.71 51.26
Est. 27 3190 | 38.60 | 13.50 | 38.00 | 5.30 7.17
brimaria 39 2340 | 4270 | 730 | 5350 | 6.c0 8.92
i 38 50.00 | 7400 | 180 | 2580 | 260 9.92
Herm. 34 144.40 | 159.00 | 5.10 9.00 0.12 75.00
verd.
Ca. 27 | 9620 | 7400 | 700 | 5286 | s5.10 10.36
Test,

Tabla 4

SS



CONGENTRACION HORMONAL PROMEDIO DE TESTOSTERONA,

ESTRADIOL Y RELACION E2/T EN HOMBRES CON
HIPOGONADISMO EN COMPARACION CON LOS NORMALES

EDAD | GRUPO DE T E2 RELACION
(ANOS) | PAGIENTES | (ng/ml) {pa/mi) E2/T
NORMAL 8.05 22.15 2.81
20 - 30
HIPOG 3.74 _ 41.72 12.58
NORMAL 6.75 25.15 3.79
31 - 40
HIPOG 1.04 18.47 17.72

HIPOG » GRUPO CON HIPOGONADIEMO

Tabla &

95



57

CORRELACION DE LA CONCENTRACION DE LOS ESTRROLDES GONADALES
CON LA EDAD DE LOS PACIENTES.

En las figuras 1 y 2 apoyando lo observado en 1las
tablas anteriores se muestra el comportamiento de 1la
testosterona en funcién de la edad, observindose comoc
disminuye su concentracifén conforme aumenta la edad. En el
grupo control por arriba de los 60 afios se tienen niveles
bajos, indicativos de un hipogonadismo £isiolégico. En ambos
grupos, normal y patolSgico el coeficiente de correlacién es
muy semejante lo cual indica el grado de asociacién
entrelas variables en los dos grupos estudiados (r= -

0.698 ¥ -~ 0,611 respectivamente).
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CORRELACGION DE LA TESTOSTERONA CON LA EDAD.

TESTOSTERONA

ng/mi GRUPO NORMAL
12r

y = 10.79 - 0.1149 X
r=-0,6986

1 20 26 30 35 40 44 49 653 58 62 67

EDAD (afios}
Flg. 1
" TESTOSTERONA GRUPOQ CON HIPQGONADISMO
ng/mi
8
[ y » 8.5740 - 0.1796 X
7 r=-0618
-] N .

B .20 26 20 34 39 44 49
ool - EDAD (afios)
Flg. 2
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CORRELACION DE LOS NIVELES DE E2 CON LA BDAPD DE LOS
PACIENTES.

En las figura 3 y 4 observamos como los niveles de
estrfgenos se mantienen, pero disminuyen ligeramente en el
grupo control, conservédndose en un rango de 30 a 15 ng/ml
con un coeficiente de correlacién de -0.417, en tanto que en
el grupo con hipogonadismo el E2 disminuye su concentracién
con la edad, razén por la cual el coeficiente de

correlacién se incrementa (r= -0.8365).
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CORRELACION DE LOS NIVELES DE ESTRADIOL
ESTRADIOL : CON LA EDAD

pa/mi
40+ GRUPO NORMAL

y = 28.18 - Q1767 X

36 r=-04177

aol .
26
201 * : .
15}
1o}

5-_

[¢]
1 20 28 30 35 40 45 60 55 60 65 7O
EDAD (AROS)

Flg. 8

ESTRADIOL GRUPQO GON HIPOGONADISMO

pa/mi
80

y * 146.20 - 3.424 X
‘ r=-0.8366

60 -

40}

2of .' \\.

. e R
0 FTERTERC N W T T WU % VA T2 VA W VG YA T TG TN T N0 S0 T T S0 I SO0 s N S WU S UL SO 0
L} L T v i L) T

16 20 . 28 - 29 34 39 44 49 -
EDAD (AROS)
Fig. 4
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RELACION E2/T EN FUNCION DE LA EDAD DE LOS PACIENTES.

Como una consecuencia légica de las diferencias
encontradas en la concentracifén de los esteroides gonadales,
en el grupo normal (fig. 5) observamos como la relacién E2/T
se ve afectada aumentando con la edad, debido a 1la
disminucién de latestosterona, de ahi que la correlacidn sea
positiva. En el grupo con hipogonadismo (fig. 6) se tiene
una correlacidén muy similar en cuanto a valor numérico, pero

con pendiente diferente, indicando una relacifn contraria.
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CORRELAC!ION DE LA RELACION E2/T CON
RELAGION LA EDAD.

E/T
8r GRUPO NORMAL

y = 05783 « Q.06 x
r » 0.6783

Dy T U CNVV U F L URE T EIT TR VNVEERUUTY CNCUNRUTT VRRTETE

16 20 256 30 36 40 44 4D 64 59 63 68
EDAD (AROS)

Flg. &
RELACION GRUPO CON HIPOGONADISMO
E/T
20
y * 17.36 - 0.279 X
= -0.648
15}

IR T I S U AT RN T0 T SO AN EE R AR S B B S W A0 0 MO SO A A A SR ST I S S )
a T =T t T T T T I

6 20 25 29 34 a9 a4 49 &4
BRI : : EDAD (AROS)
Flg. &
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PERFILES CROMATOGRAFICOS DE FSH Y LH

- Ildentificacitn de las formas moleculares

La identificacién de las isohormonas de PSH y LH en los
cromatogramas, evaluada, evaluada mediante la
inmunorreactividad de las hormonas en cada una de las
fracciones de la cromatografia, permitié obtener los
perfiles cromatogrdficos, al graficar en las ordenadas la
inmunorreactividad de LH o FSH (mUI/ml) y en las abcisas su

respectivo volimen de elucién,

Asi la figura 7 es un ejemplo representative del
comportamiento cromatogridfico del suero de un hombre normal

y representa un perfil de elucién.

En la parte superior de la figura se indica con flechas
el volimen de elucién de los diferentes marcadores de peso
molecular (PM) utilizados en la calibracién de la columna
los 'cuales se toman de punto de referencia para la

identificacién de las moléculas.



FSH
mUVM/mi

4

AB ‘
AC

l, «FSH q

cc

22

J=1I}IJlIEJIII]JIIIll!llllllJJlllr[llllIIIJJIEIIJL{

25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73-

VOLUMEN DE ELUCION (ml)
Fig. 7
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- Caracterizacitn de las diferentes formas moleculares.

Cada una de las moléculas identificadas en las

diferentes cromatografias fueron caracterizadas por:
1) Su volimen de elucién.
2) Su constante de particién (Kav)
‘3) Su peso molecular, calculado en la curva de calibracién
de pesos moleculares (Fig 8} elaborada de acuerdo al
corrimiento de los marcadores.

Tomando en cuenta estog criterios se pudieron detectar

6 diferentes variantes moleculares o isoformas de FSH (tabla

6) y otras tantas de LH (tabla 7).
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CARACTERIZACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE FSH Y LH
EN EL HOMBRE

MOLECULAS DE FSH 1 2 3 4 5 6
Ve (ml) 31 37 40 45 51 57
Kav 0.1348]0.269610.3370]0.4494)0.5848 0.7 191

PM (Kd) 100-66] 60 45 [32-30]17-15] <15

Tabla &
MOLECULAS DE LH| 1 2 3 4 5 6
Ve (ml) 31 37 40 45 51 57
Kav 0.093 |0.2325]0.3025({0.4186{0.5581]0.6967
PM (Kd) 100-66| 60 45 34 |21-15) <15

Tabla 7

.9
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PERPILES CROMATOGRAFICOS DE PSH Y LH EN EL GRURQ
NORMAL,

BEn las figuras 9 a 14 se presentan los perfiles
cromatogridficos de la FSH en el hombre normal en 1las
diferentes edades, mientras que las figuras 15 a 20 muestran
los perfiles corregpondientes a la LH en log wismos

.pacientes. En el caso de la FSH se observa en el houmbre
jéven (figs. 9-11) un predominio de formas grandes (100-66
Kd) las cuales eluyen entre el azul dextran {AD) ¥y la
albimina bévina (AB), presentédndose también la molécula de
60 Kd que eluye con el estdndar de la hormona marcada (*FSH)
y después la de 45 K3 en tanto que la forma molecular de 32-
30 Kd que eluye poco antes de la anhidrasa carbénica (AC) se
encuentran en menor proporcidn,

Llama la atencidn la presencia de subunidades libres

< /17-15 Kd) y fragmentos de bajo peso mgolecular (<15 Kd) en
una proporcidn relativamente elevada, eluidos poco antes del
citocromo C (CC) y después de este respectivamente.

Después de los 40 aflos {(gréficas 12-14) el perfil
cromatogrdfico de la FSH cambia, notandose un corrimiento
paulatine del perfil hacia la derecha, es decir las formas

- grandes (100-66 Xd) disminuyen, incrementando su proporcidn
la molécula que eluye con el estdndar hormonal (60 Kd) y la
molécula de 45 Kd eluida después de este y antes de la
anhidrasa carbdnica (AC). Se observa también la presencia de

formas pequefias (subunidades libres y fragmentos).
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Este desplazamiento del perfil cromatogr&fico de FSH hacia
la derecha, es a(n m&s marcado después de 1los 50 afios (figs.
13 y 14) edad en la que predomina la molécula que eluye con
el estindar de *FSH y la molécula de 45 Kd, con baja
proporcién de las formas grandes.

En el caso de la LH, los perfiles cromatograficos
obtenidos en el suero de los hombres normales (figs. 15-20)
muestran una tendencia similar a lo que ocurre con FSH, es
decir un predominio de moléculas grandes (100-66 Kd)} en los
hombres jévenes, (£igs.15 y 16) con la actividad en el lado
izquierdo del cromatograma, en moléculas cue eluyen entre el
Vo del sistema y la alblmina bdvina (AB), mientras que las
moléculas que eluyen con la AB y el estdndar hormonal de 45
Kd (*LH) se encuentran solo en muy baja proporeién al igual
que las subunidades (eluidas después de la AC) y los
fragmentos de degradacién eluidos con el CC y después de
éste. Conforme avanza la edad (figs. 17 y 18) las formas
grandes eluidas antes de AB disminuyen, aumentandc 1la
proporcién de la forma molecular de 60-66 Kd (AB) y 1la
isoforma de 34 Kd, que eluye después del estdndar. A partir
de los 50 afios (figs. 19 y 20) la disminucién de las formas
grandes es wmas marcada, llegando a predeminar la molécula de
34 Kd que eluye después del estédndar de *LH y poco antes de

la anhidrasa carbénica (AC).



PERFILES CROMATOGRAFICOS DE FSH

FSH EN HOMBRES NORMALES

mui/mi ' ;
2r 24 AROS
' e AB Ac
’ l AD | su ] ]
bl I | |

26 28 81 -34. 37 40 43 46 49 &2 556 58 681 84 87 70 73

22"
Ls “ VOLUMEN DE ELUGION (mi)
Fig. ¢
113 33 aR0S
5r

42 456 48 51 54 57 60 63 66 €9 72
- VOLUMEN DE ELUCION (mi}
Fig. 10

24 27 30:33-38 39
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FBH . o
FER 38 AROS

Ar

22 26 28 31 34 37.40. 43 46 49 52 65 58 61 64 67 70 73
. VOLUMEN DE ELUCION (mi}

Fig. 1
A - 49 AROS
4 —
vo AD AC
3l l AD | «ran cc
] |
2 -

22 256 28 31 34 37 40 43 48 40 52 55 58 61 64 67 70-75 :

VOLUMEN DE ELUGION (ml)
_Flg. 12
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FSH
 mUNm 63 AROS

- 22.26-28 3134 37 40 43 46 40 62 65 68 61 64 67 70 73
. R VOLUMEN DE ELUGION (ml}

Flg. 12
8
mUlZml 62 AROS
or
ar

22 2672831 34 ‘37 40 43 48 49 62 656 68 61 64 67 V0 73
o : VOLUMEN DE ELUCION (m1)
Fig. 14
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PERFILES CROMATOGRAFICOS DE LH
EN HOMBRES NORMALES.

24 AROS

. 25628 91.34 37 40 43 46 49 52 65 68 61 64 €7 70 73

. VOLUMEN DE ELUCION (ml}

Flg. 16
33 AROS

Ve AB cc

LH AC l

AD

27 30 33 36 39 42 456 48 51 654 657 60 63 86 69 T2 75
VOLUMEN DE ELUCION (m1}
Fig. 18
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38 AROS

‘LH
mui/m!
eér

o*LP—L*—LLH—L*_LL_}.JJ—’J—L}-LL{-LL‘.LH—U—*—lJ—HJ_ !
- 22 26 28 31 34 37 40 43 46 49 52 56 58 &1 64 67 70 73
VOLUMER DE ELUCION (ml}

Flg. 17

LH
© . mulml 49 AROS
6-

25 23 a1 ‘84" 37 40 43 46 49 52 &6 8 61 64 &7 70 73
VOLUMEN DE ELUCION (ml)
Fig. 18
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/ \/.\

22 25 28 31 34 37 40 43 48 49 52 55 58 61 64 67 70 73
VOLUMEN DE ELUCION {ml)

Flg. 19
LH
mul/mi 62 AROS
s
l
6 wo A8 Ac
aD | wm e
st | l

22 26 28 31 34 37 40 43 46 49 62 655 68 61 64 67 70 73
. VOLUMEN DE ELUGION (m))
Flg. 20
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PERFILES CROMATOGRAFICOS DE LH Y FSH EN

HOMBRES CON HIPOGONADISMO,

I) HIPOGONADISMO HIPERGONADOTROPICO.

Las figura 21 a 28 muestran los cromatogrdmas obtenidos
del suero de hombres con ‘hipogonadismo hipergonadotrépico
(falla  testicular primaria), presentdndose en 1la, parte
superior de cada p&gina el perfil cromatogr&fico de la LH y

en la part:e :Lnferz.or el de la FSH. Destaca en estos casos

para ambas hormonas, ,la baja proporcmn de formas grandes

que son 1as, que predom:.nan en el suero de los hombres

.‘VEn algunos sueros de 1los
éstas moléculas estén

21‘-2é) o muy disminuidas

1 'i:‘es (CC) y los fragmentos de

degradacién.



PERFILES CROMATOGRAFICOS DE LH Y FSH EN HOMBRES
CON HIPOGONADISMO HIPERGONADOTROPICO.

4
LH 23 AROS
muUl/m
Vo AB AC
3r | a0 | LH | cc

22 26 28 31 34 37 40 45 48 49 B2 &5 &8 61 64 67 70-T3
VOLUMEN DE ELUCION {ml)
Flg. 21

5+
12f

R S Y
;0!'7 h’ll:llllllll:llllllll:lII!:I!II!!IIIIFIIII'I
-.24 27 30 33 36 39 42 45 48 61 54 57 60 63 66 69 72 75

VOLUMEN DE ELUCION (m|}
Flg. 22
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- 35 AROS

mUl/m|
18

Yo
AD-

3

cc

’/\«\/\_/
.\f_. \
° '- - l||I!'rllI;|||ll:1I'!!ll!lllll||l|lIl:i'!l!l‘

. 24 27 30 33 36 39 42 45 48 B1 &4 57 60 63 68 69 72 75
VOLUMEN DE ELUCION (m1} -

Fig. 23
SH
mUi/ml
36 -
307 ve AB cc
1| oan “F8H AG l
w1
, N
20+~ A

24 27 30 33 35 39 42 46 48 &1 54 &7 60 €3 85 69 72 75
: - VOLUMEN DE ELUCION {ml)
Flg. 24
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mUisml
B -
Vo . AB ccC
l -AD l *LH AC l
I l
4t

24 27' 30 33 38 39 42 46 48 51 54 57 60 63 68 69 72 76

 VOLUMEN DE ELUGION (mi)
Fig. 26

24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 &7 60 63 66 €9 72 76
VOLUMEN DE ELUGION (ml}

Flg. 28
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LH 26 AROS
myUt/ml

r

" Vo AB AG
1 TSR BT clc
a3t
2+ /
1k .

U 1 L T L A T T 1

22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 BT 70 73
VOLUMEN DE ELUCION (ml)

Flg. 27
EsH
mUt/ml
12+
' '-Vo AB AC
b b . | eren ] cc
| |
s-
s

3.—

%

— ‘

o"lllllﬁ|lllllltllllllll!i!ll!lllltl_lll|ll)l|k)||l‘|
=t T U T T T ¥ L T T ¥ T ¥ T 1 1 1

22 26 28 31 84 37 40 43 46 49 52 56 58 61 64 67 70 73
VOLUMEN DE ELUCION {ml)

Fig, 28
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II) ESTERILIDAD PRIMARIA.

En dos casos de hipogonadismo y esterilidad primaria
(£igs. 29-32) 1los perfiles cromatogr&ficos de LH y FSH
fueron diferentes a los de los hombres con hipogonadismo
hipergonadotrépico. En el caso de LH (figs. 29 y 31} puede
observarse las moléculas grandes de (100-66 Kd) aunque su
proporcién estd disminuida. Como en los casos de
hipergonadotropismo, también predomina la actividad hormonal
en la parte central de los cromatogrédmas en las molé&culas
de 60 y 45 Kd eluidas con la AB y el esté&ndar hormonal (*LH)
respectivamente. Las subunidades libres y los fragmentos de
degradacifn, no se observan en ningiino de los dos pacientes.
En el caso de la FSH la forma molecular grande de 100-66 Kd
se encontrd disminuida considerablemente en uno de los casos
(fig. 30) predominando la forma que eluye con el estdndar
(*FSH) , encontrandose ausente la forma molecular de 45 Kd y
en muy baja proporcién la de 32-30 (AC), las subunidades
libres (17-15) y los fragmentos (< 15 Kd). En contraste el
segundo paciente con esterilidad (fig. 32) presenté elevada
proporcién de formas grandes de FSH {100-66 Kd) aungue
predomind la molécula que eluye con el esté&ndar (*FSH)

después de la AB.
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PERFILES CROMATOGRAFICOS DE LH Y FSH EN

mbittht HOMBRES CON ESTERILIDAD PRIMARIA.

8¢ 27 AROS
4l Vo AB [+
AD [ LH AC l
o |
al

24 27 30°33°36 39.42 45 48 61 54 657 60 .63 66 69 T2 75
. - VOLUMEN DE ELUCION {mbl

Fig. 29

36 39 42 456 48 51 54 57 60 63 66 69.72 75
VOLUMEN DE ELUCION {ml)
Flg. 80

24.27 30 33
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30 AROS

LH
mul/mt ..
Br -

»24 27 30 33 38 39 42 45 48 51 54 67 60 63 66 69 T2 75
. . N VOLUMEN DE ELUCION (ml}
Flg. 81 -

24 27 30 33 86 39 42 45 48 51 54 &7 60 63 66 69, ‘72 75
VOLUMEN DE ELUCION (m)) - N
Flg. 32
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III) HERMAFRODITISMO VERDADERO.

El resultado del estudio cromatogrdfico de un paciente
hipogonadal con hermafroditismo verdadero se presenta en las
figs. 33 y 34, la primera corresponde a LH y la segqunda a la
FSH.

Llama la atencidén la presencia de perfiles hormonales
mhy homog&neos que no tienen la heterogeneidad que
caracteriza los perfiles de LH y FSH en el hombre normal. En
el caso de LH se observa baja proporcién de formas grandes
eluidas antes de AB con predominio de la molécula de 45 Kd
que eluye con el estdndar de la hormona (*LH) asi como
también una haJ:a proporcion de la molécula de 34 Kd y de las
subunidades libres; y no se observan los fragmentos < de 15

Kd.

En el caso de la FSH {fig 34} ocurre algo similar, solo
se obgservan las moléculas que eluyen con la AB y con el
est&ndar hormonal las isoformas de 32-30 K4 eluidas poco
antes de AC, las subunidades asi como los fragmentos libres
se encuentran en muy baja proporcién, practicamente

ausentes.



PERFILES CcRgMATOGRAFICOS DE LH Y FSH EN UN HOMBRE

16
LH
mUt/m}

16

12

N HERMAFRODITISMO VERDADERO.

<]
2

i 34 AROS
L vo AB cc
AD [ AC
Lt.s.
4 27 30 33 36 30 42 45 48 61 54 67 60 63 66 69 72

VOLUMEN DE ELUCION (mI)
Fig. 32

FSH

my
30

1/ml

AB 'FSH

24 27 30 33 36 30 42 45 48 &1 654 67 60 63 66 69 72 76

VOLUMEN DE ELUCION (ml)
Fig. 84
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IV) CANCER TESTICULAR.

Al igual gque en el caso de hermafroditismo los perfiles
de FSH y LH en un paciente con céncer testicular (figs., 35 y
36) Be caracterizaron por la pérdida de la heterogeneidad
molecular. Se obtuvsé un perfil cromatogrifico de LH en el
que predomina la moléculas de 45 Kd eluida entre AB y el
estdndar de la hormona, con una considerable disminucién de
la proporci6n de formas grandes y una falta total de
inmunorreactividad en la isoforma de 34 Kd, asi como ende la
regién de las subunidades (CC}. El perfil de FSH también fué
muy homogénec destacando el pico de la forma molecular de 60
Kd y la ausen?ia total de formas grandes, la molé&cula de 45

Kd y las isoformas de menoxr pesc molecular,
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PERFILES CORMATOGRAFICOS DE LH Y FSH EN
N HOMBRE CON CANGER TESTICULA

1or 27 AROS
mul/mi

22 26 28 31 34 37 40 43 46 40 62 66 58 61 64 67 70 73 76
~ - . VOLUMEN DE ELUGION (ml)

Flg. 38

T
: mul/mt’ :
8ok
.27".
24
24
18
15
12

2- 25 '28.31 34- 37 40 43.46 49 62 55 58 61 64 67 70 73 78
: VOLUMEN DE ELUCION (ml)

Fig. 36
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INMONORREACTIVIDAD DELASFORMAS MOLECULARESDE LE EN

PACIENTES HORMALES Y CON HIPOGCRADISMO.

En la tabla 8 se representa el porcentaje de
inmunorreactividad de las diferentes isoformas de LH en los
hombres normales (n=10) agrupados en funcién de su edad,
mientras que en la tabla 9 se muestran los porcentajes
correspondientes a los pacientes con hipogonadismo,
clagificados también en funcién de la edad y su diagnbstico
clinico. Como se puede apreciar en la fig 37 y 38, en los
hombres normales las moléculas de 100-66, 60 y 45 Kd tienden
a disminuir conforme se incrementa la edad, no asi la
isoforma de 34 Kd gque se incrementa notablemente déspues de
los 50 afios de tal manera que es una de las ischormonas que
predomina en los hombres grandes (mayores de 60 afios). Las
subunidades libres (21-15 Kd) y los fragmentos < 15 Kd

también tienden a disminuir.
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En los casos de hipogonadismo (Tabla 9) 1las formaé
grandes (100-66 Kd) disminuyen considerablente en relacién a
su proporcifén en los hombres norﬁales, incrementandose el
porcentaje de las moléculas de 60 y 45 Kd, sobre todo esta
filtima que en los casos hermafroditismo y céncer testicular

en los que fué la molécula cuantitativamente mis importante.

La comparacién de la inmunorreactividad de las
moléculas de LH en los hombres con hipogonadismo en
relacién a los porcentajes normales se muestra en las
figuras 39 a 43 destacando en ellas la notable disminucién
de la molécula de 100-66 K3 y la marcada elevacién de las
isoformas de 60 y 45 Kd. En los casos de esterilidad
primaria y de hermafroditismo no pudo detectarse la molécula
de 34 K4 y se encontr6 elevada la proporcién de las
subunidades libres. En el caso de céincer testicular solo se
encontraron lag formas grandes (100-66 Kd) y la isoforma de

45 Kd que es la variedad predominante.



INMUNORREACTIVIDAD DE LAS FORMAS MOLECULARES

DE LH EN HOMBRES NORMALES (%)

GRUPQ EDAD |(100-66] 60 Kd | 45 Kd | 34 Kd |21-15 Kd| < 15 Kd
NORMAL (ANOS)| Kd (*LH)

n=2 |20 - 30| 40.86 0 448 6.5 6.75 1.09
n=2 31 - 40| 4958 | 1087 | 2621 | o© 0 13.33
n=2 |41 - 50| 50.58 | 465 | 33.07 | 839 1.74 1.56
n=2 |51 - 60| 2001 | 573 | 1257 | 519 | 407 5.7

n=2 |61 - 70| 43.01 | 855 | 28.39 | 40.01 0 0

Tebla 8

06
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COMPORTAMIENTO DE LAS FORMAS MOLECULARES
DE LH EN HOMBRES NORMALES EN FUNCION DE LA EDAD.

%
100
20
80
70
:]+4
60
40
30
20
10
100-66 60 45
PESO MOLECULAR (Kd)
EN 20-30 sfos 91-40 afios
[] 41-50 aflos. 51-80 afos
Fig. a7
[}

100

34 21-16 <15
PESO MOLECULAR (Kd)
Il 20-30 afos 31-40 afios
[ 41-50 afies 61-60 afios

Flg. a8

N



INMUNORREACTIVIDAD DE LAS FORMAS MOLECULARES

DE LH EN HOMBRES CON HIPOGONADISMO (%)

GRUPQ EDAD (100-66{ 60 Kd | 45 Kd | 34 Kd [21-15 Kd| < 15 Kd
(ANOS) Kd («LH)

Hip. |20 - 30| 18.20 | 40.47 | 23.64 5.14 12.27 0.25
Hiperg.la; _ 40| 2.79 9.9 61.89 8.9 3.47 13.04
Est.

. 120 - 30| 27.12 | 2453 | 20.25 ) 20.56 7.53
Frimari

Herm. 34 0.14 13.14 | 75.95 0 10.21 0.56
verd.

Ca. 27 8.36 0 91.64 0 0 0
Test.

Tabla 9

6
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FORMAS MOLECULARES DE LH EN HOMBRES NORMALES EN
COMPARACION CON HOMBRES CON HIPOGONADISMO
HIPERGONADOTROPICO

%

100 W 20 - 30 AROS
90!
8o!
70
60
50
40
30
20
10
=
100-66 60 45 34 21416 16
PESO MOLECULAR (Kd)
I NORMAL HIPOGONADISMO
Fig. 39
L]

100 l’f 31- 40 ANOS

100-66 80 45 34 21 15
PESO MOLECULAR (Kd)

M NORMAL  ECTHIPOGONADISMO
Fig. 40
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FORMAS MOLECULARES DE LH EN HOMBRES NORMALES EN
COMPARACION CON HOMBRES CON ESTERILIDAD PRIMARIA

%
100 20 ~ 30 AROS

80
a0
70
60
60
40
30
20
10

1

OO0 —C——OPMNIOZCTZ—~

£y 3
100-66 60 46 94 21 <16
PESO MOLECULAR (Kd)

B NORMAL Est. primarla

Flg. 41

FORMAS MOLECULARES DE LH EN HOMBRES NORMALES EN
COMPARACION CON EL DE UN HOMBRE CON HERMAFRODITISMO

. VERDADERO
100 37 AROS
90
80
70
60

50
40
30
20
10

OrO-<——O0>»MIDOZCTZ—

100-66 60 45 34 21 ¢ 16
PESO MOLECULAR (Kd)

Wl norRmaL T HERM. VERD.
Fig. 42
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FORMAS MOLECULARES DE LH EN HOMBRES NORMALES EN

COMPARACION CON UN HOMBRE CON Ca. TESTICULAR

100
80
80
70
60
50
40
30
20
10

%

20 - 30 AROS

100-66

60 45 34 21-15
PESO MOLECULAR {Kd)

N NORMAL Ca. TESTICULAR
Fig. 43

56
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INMUNORREACTIVIDAD DE LAS FORMAS MOLECULARES DE FSH

Los porcentajes de inmunorreactividad de FSH en los
hombres normales se presentan en la tabla 10 agrupados en
funcién de la edad. Puede verge que lag moléculas grandes de
FSH (100-66 Kd) tienen un comportamiento similar al de las
formas grandes de LH, es decir disminuyen considerablemente
con la edad, mientras que las wvariantes de 60 y 45 Kd
tienden a incrementarse al igual que la de 30-32 Kd que fué
la que presenté una proporcién mis baja.

Las subunidades libres {(17-15 Kd) y fragmentos (< 15 Kd)
se encuentraron en una proporcién importante (7 - 15 %) y no
sufrieron wmodificaciones en funcién de 1la edad. La
representacifén grifica de estos resultados se encuentra en
las figuras 44 y 45.

En los hombres con hipogonadismo (tabla 11), la
isoforma de 100-66 Kd por lo general se encuentra aumentada
contrario a lo que ocurre a la molécula de LH (con excepcibn
del caso con céancer testicular) alcanzandeo valores muy
elevados en los pacientes con esterilidad primaria. La
molécula de 60 Kd se encontr6$ practicamente ausente en todog
los casos, con excepcidén del paciente con céncer testicular,
‘en el cual esta isoforma fué la variedad predominante. La
molécula de 45 Kd se observa aumentada en los casos de

hipogonadismo hipergonadotrépico y en el hermafroditismo
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verdadero y nc pudo detectarse en la esterilidad primaria y
en el caso con cédncer de testiculo. Las formas moleculares
de 32-30 K4, 17-15 KA y los fragmentos (<15 Kd) estdn
disminuidos en relacién con los porcentajes encontrados en
los hombres normales.

Las diferencias rdencionadas en la inmunorreactividad de
las moléculas de FSH entre el grupoc normal y los pacientes
con hipogonadismo pueden verse claramente en las grdficas 46

a 50.



INMUNORREACTIVIDAD DE LAS FORMAS MOLECULARES
DE FSH EN HOMBRES NORMALES (%)

GRUPQ EDAD [100-66| 60 Kd | 45 Kd | 32-30| 17-15] <156 Kd

NORMAL (ANOS)|  Kd (+FSH) Kd Kd
n=2 [20 - 30| 36.95 0 32.66 5.04 12.94 12.41
n=2 |31 - 40| 38.19 | 24.88 | 17.52 5.99 7.87 9.47

n=2 {41 - 50| 21.59 15.61 26.98 7.75 12.39 15.67
n=2 /51 - 80| 8.16 21.7 43.03 4.40 8.36 14.35

n=2 |61 - 70| 9.14 37.85 17.45 9.37 11.9 16.53

Tabla 10

86
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COMPORTAMIENTO DE LAS FORMAS MOLECULARES
DE FSH EN HOMBRES NORMALES EN FUNCION DE LA EDAD

%

100 !
90 '
80
70
60
50
40
30
20
10

0

PESO MOLECULAR (Kd}

P 20-30 afios N 91-40 afics
[T 41-60 afios 51-60 sfos
Fig. 44
%
100ﬂ
980 ¢

32-30 17-16 <15

PESO MOLECULAR (Kd)
B 20-30 afior X at1-40 afos
7. 41-50 afios 51-60 afios

Flg. 45



INMUNORREACTIVIDAD DE LAS FORMAS MOLECULARES

DE FSH EN HOMBRES CON HIPOGONADISMO (%)

GRUPO EDAD !100-66( 60 Kd | 45 Kd (32~30( 17-15] <15 Kd
(ANOS) Kd (-FSH) Kd Kd
Hip. [20 - 30| 64.35 0 2.92 8.24 5.83 18.65
Hiperg.lay - 40| 43.06 0 47.18 0 4.36 5.39
Est.
brimarig20 - 30| 92.32 0 0 1.82 3.61 2.24
Herm. | 24 | 51.98 0 39.95 0 4.96 3.11
verd.
Ca. )
27 1.83 | 76.09 0 3.27 8.52 10.29
Test.

Tabla 11

ool
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FORMAS MOLECULARES DE FSH EN HOMBRES NORMALES EN

COMPARACION CON HOMBRES CON HIPOGONADISMO

" HIPERGONADOTROPICO
100 20-30 AROS
80
80
70
€0
€0
40
30
20
10
100-66 60 45 32-30  17-15 <16
PESO MOLECULAR {Kd)
Il norMaL (XD HIPOGONADISMO
Flg. 48
%
100 31- 40 AROS
90
80

100-68 60 46 32-30 17-16 18
PESO MOLECULAR (Kd)

Bl NORMAL T HIPOGONADISMO
Flg. 47
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COMPARACION CON EL DE HOMBRES CON ESTERILIDAD
. PRIMARIA
100 20-30 AROS

80

80
70
60
60
40
30
20
10

100-68 60 46 32-30 17-16 <15
PESO MOLECULAR (Kad)

I NORMAL Est. Primaria
Flg. 48

FORMAS MOLECULARES DE FSH EN HOMBRES NORMALES EN
COMPARACION CON EL DE UN HOMBRE CON
. HERMAFRODITISMO VERDADERO

100 34 AROS i

100-66 80 46 32-30 7-16 ¢ 15
PESO MOLECULAR {Kd)

I NORMAL Herm. verdadero
Flg. 49
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FORMAS MOLECULARES DE FSH EN HOMBRES NORMALES EN

100
90
80
70
60
50
40
30
20
i0

COMPARACION CON EL DE UN HOMBRE CON
. Ca. TESTICULAR

27 AROS

100-66 60 45 32-30 17-15 <15
PESO MOLECULAR (Kd)

R NORMAL Ca. Testicular
Fig. 60
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CORRELACION DELASFORMAS MOLECULARES DR LH CON LA
CONCENTRACION DE ESTRROIDES GONADALES.

Tratando de averiguar si los esteroides gonadales (T y
F2) influyen de alguna manera,en la proporcidn de las formas
moleculares de las gonadotropinas hipofisarias (LH y FSH) se
hizo un estudio de correlacién entre la proporcitn de las
isoformas presentes en el cromatogréma y la concentracitn de
testosterona y estradiol en el suerc de los pacientes,

Los resultados muestran (Figs. 51 - 54) que las
moléculas grandes de LH {(100-66 y 60 Kd} tienen una relacifn
lineal positiva con la concentracién de T, mientras que esta
relacién fué inversa a la concentracién de E2, es decir su
propercién es mayor a mayor concentracién de T, mientras que
su proporcién disminuye conforme aumenta el nivel de E2;
esto mismo ocurrié con respecto a la relacidn E2/T (Figs. 55°
y 56) que también tuvo un efecto negativo sobre 1la
proporcidén de las formas grandes. La molécula de 45 Kd en
cambio (Figs. 57 y &§8) tuvo una correlacién positiva con
anbos estercides con un ccoeficiente de correlacién muy
semejante, no asi con la molécula de 34 Kd (Figs. 59 y 60)
que present® dimorfismo en su respuesta a los esteroides
gonadales, con una relacién lineal negativa muy marcada
respecto a la concentracifén de testosterona, mientras que su

relacién fué lineal positiva con
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B2 en ambos casos con coeficientes de correlaciém muy
elevados, También present6 correlacién lineal positiva con
la relacién E2/T (fig 61).

Como se puede ver en las figuras 62 las formas
moleculares pegqueflas (menores de 15 Kd) mostraron una

relacién lineal positiva con los niveles de T.
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-CORRELACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE FSH CON
LA CONCENTRACION DE ESTEROIDES GONADALES.

Las formas grandes de FSH (100-66 y 60 Kd) al igual gque
la isoforma de 45 Kd presentaron relacién lineal positiva
(figs. 63-68) con la concentracién de ambos esteroides
(testosterona y estradiol) con un coeficiente de correlacién
mis elevado y mayor pendiente en el caso de E2, sin embargo
la correlacién fué negativa con la relacién E2/T (Figs. 69 y
70). La molécula de 32-30 Kd en cambio mostré una relacién
inversa tanteo con T como con E2 (Figs. 71 -y 72) sobre todo
con la testosterona (r=0.7), de igual manera las formas
pequefias de 17-15 Kd y < 15 Kd se relacionaron negativamente
con los esteroides gonadales, 1la primera (subunidades
libres) solo con E2 {Figs. 73 y 74} y la Gltima (fragmentos)
solo con la testosterona (Figs. 75 y 76).

Estas dos formas pequefilas presentaron una respuesta
opuesta a la relacién B2/T negativa con las moléculas de 17-
15 Kd y positiva con las isoformas menores de 15 Kd (Figs.
77 y 78).

El resumen de los coeficientes de correlacién
encontrados entre la proporc¢ién de formas moleculares de LH
y FSH y la concentracién de esteroides gonadales se presenta

en la tabla 12,
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CORRELACION ENTRE LAS FORMAS MOLECULARES
DE FSH Y LH (%) Y LA CONCENTRACION DE

ESTEROIDES

FSH |ESTE-|100-66 32-30 | 17-15
ROIDE| Kd 60 Kd | 45 Kd Kd Kd <15 Kd
T + 0674 |+ 0502 +0764 - 0708, -~---- - 0.860
E2 |+0913 |+0820 |+ 0765 |- 0.305|- 0.623| -----
LH 100-66) 60 Kd | 45Kd | 34 Kd | 21-15] < 15 Kd
Kd '
T +0.47 |+ 0.607 | + 0.692 |- 0.909| + 0.688 | + 0.854
E2 +0.639 { + 0.865 | + 0.977 | + 0.886

HIPOG = GRUPO CON HIPOGONADISMO T = TESTOSTERONA E2 = ESTRADIOL

Tabla 12

¥4}
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PERFIL DE ELUCION DEL ACIDOC SIALICO.

Bn cada una de 1las fracciones separadas en la
cromatografia de _los sueros de log hombres normales y con
hipogonadismo, 8e determin§ 1la concentracién de &cido
gidlico (ug/ml) por el método indicado anteriormente, con
objeto de obtener su perfil de elucién, el cual se relacioné
posteriormente a los perfiles de elucién de PSH y LH para
saber si lap moléculas estaban ¢ no glicosiladas y conocer
ademds su grado de glicosilacién, para lo cual se calculé la
actividad especifica de &c. 8idlico en cada una de las

formas moleculares (mg de &c. siilico/ mg de FPSH & LH).

Los resultados mostraron en el grupe normal,perfiles de
elucién de 4cido siflico caracterizados por presentar mayor
contenido de Acido sidlico (ug/ml) en la regién de las
moléculas grandes de FSH y LH mientras que su contenido fué
mis bajo en la regién donde eluyen los estdndares de *FSH
(60 Kd) y *LH (45 Kd) y sobre todo en la regién de las
moléculas mds pequeflas (32-30 Kd, 17-15 y < 15 Kd). Las
figuras 79 y 80 son ejemplos representativos de dichos
perfiles. En el suero de los hombres con hipogonadismo, los
perfiles obtenidos fueron diferentes, mis heterogéneos y por
lo general con wmenor contenido de &c. sidlico que en los

hombres normales (Figs. 81-83).
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La diferencia de concentracién de &c.sidlico en los
cromatogrdmas de los hombres normales Yy en agquellos
con hipogonadismo, se presentan de manera comparativa y en
hombres de igual edad en las figuras 84-86 en donde puede
observarse que la concentracién de &c. sidlico fué menor en
los hombres con hipogonadisme. Posteriormente conociendo la
concentracién de &c. sidlico y la concentracién de
gonadotropinas (FSH y LH) en cada fraccién cromatogréifica,
se calculé la actividad especifica de &c. sidlico para cada
una de ellas, para asf{ tener los perfiles de actividad
especifica (mg de Ac. Siflico/ mg de FSH o LH). Las figuras
87 y 88 representan el perffl de elucién de A&c. siflico
obtenido al graficar la media de la actividad especifica de
4c. siilico de todo el grupo normal (X) para FSH (fig. 87) y
para LH (fig. 88) contra el volGmen de eluci6én. LLama la
atencién que para FESH solo se obtuvieron tres picos de
glicosilacién especifica, uno en la regién de las forma
molécular grande (100-66 Kd} otro més peguefio en la zona de
60 K4 y el Gltimo de actividad especifica importante en la
regién de 1las subunidades.En cambio el perfil de 1la
actividad del 4cido sidlico para LH muestra cinco picos de
glicosilacién especifica en la regién de la ischormona de
100-66 K4, 60 Kd, 32-30 Kd y las dos dltimas en la regién de
las moléculas pequefias (17-15 Kd y < 15 Kd) con la mayor

actividad especifica en las subunidades (15 Kd) .No obstante,
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la actividad especifica de &cido sidlico en estas moléculas
de LH es menor que la gque se encuentrd en los picos de
actividad especifica de FSH. Finalmente al analizar los
perfiles de la actividad especifica de FSH y LH en 1los
pacientes copn hipogonadismo (Figs. 89-91) se pudo observar
que son muy diferentes a los perfiles caracteristicos del
grupo normal, presentados anteriormente en las Pigs. 87 y
88, obgervandose una diversidad de picos, algunos
correspondientes a las moléculas grandes pero sobre todo en
la regi6n de las moléculas pequeflas que parecen estar mis

glicosiladas.



PERFIL DE ELUCION DEL ACIDO SIALICO
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PERFIL DE ELUCION DEL ACIDO SIALICO
EN EL GRUPO CON HIPOGONADISMO
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PERFIL DE GLICOSILACION DE FSH EN
HOMBRES NORMALES
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PERFIL DE GLICOSILACION DE LH Y FSH
EN HOMBRES CON HIPOGONADISMO
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados del estudic efectuado, ponen de
manifiesto que de acuerdo a lo que ya ha sido informado en
investigaciones previas, los niveles de testosterona (T) en
el hombre sufren una disminucién progresiva coﬁ la edad, mis
gignificativa a partir de los 50 aflos, mientras que 1la
concentracién de estradiol (B2), hormona luteinizante (LH),
hormona folfculo estimulante (FSH) y prolactina (PRL) no se
modifican en forma importante, pero si la relacién E2/T que
estd aumentada.

En el hombre con hipogonadismo la disminucién de
testosterona es aln mds impoxtante, sobre todo si se
considera que la mayoria de ellos son individuos muy jévenes
y que esta disminucién se encuentra asociada a un incremento
de la concentracién de E2 y sobre todo de la relacién E2/T
que alcanza valores muy elevados.

Por otra parte el estudioc cromatogrifico mostré la
presencia de sus diferentes formas moleculares de LH y FSH
que fueron caracterizadas por: su volimen de elucién, su
coeficiente de particién (Kav) y su peso wmolecular (PM).
Para ambas hormonas se encontraron practicamente lag mismas
isohormonas, con pequeflas diferencias en cuanto a su FM,
siendo las isohormonas de LH de 100-66, 60, 45, 34, 21-15 y
< 15 Kd, y para FSH de 100-66, 60, 45, 32-30, 17-15 y < 15
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kd las cuales se encontraron en proporciones variables tanto
en condiciones normales como patolfgicas. Algunas de ellas
no pudieron detectarse o estuvieron ausentes en los casos de
hipogonadismo como ocurrié con la molécula de 34 Kd de LH y
la de 60 Kd de FSH que no se encontraron en la mayoria de
los hombres con hipogonadismo. Esto es importante porque
podrfia indicar su posible papel en la etiologfa del
hipogonadismo, aunque no puede excluirse que en el caso de
LH esto pudiera estar condicionade por 1la notable
disminucién de las formas grandes, no asfi en el caso de la
FSH que mostré un aumento de la proporcién de la isoforma de
100-66 Kd., Sin embargo en los individuos normales jévenes
predominaron las formas moleculares grandes (100-66 KD de
LH) ¥ la molécula de 45 Kd, mientras que la de 60 K4, la de
34 Kd y otras de PM se encuentran en menor proporcifn, pero
conforme aumenta la edad las moléculas grandes tienden a
disminuir, aumentando la proporcitn de las isoformas de 60
Kd y scbre todo la de 34 Kd que se incrementa notablemente
debido probablemente a un mecanismo de compensacién para
tratar de incrementar la actividad del testiculo; esto
partiendo de la hip6tesis de que esta isoforma tiene un
papel importante en la regulacién de la funcién testicular

lo cual esta apoyado por los resultados experimentales.
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En apoyo a lo anterior, debe recordarse gue la molécula

de 34 K4 ne se detectd en los casos de esterilidad primaria,
hermafroditismo verdadero y céncer testicular, wientras que
la isoforma de 60 Kd y las subunidades libres (17-15 R4) se
encontraron aumentadas. Esto también es significativo si
ge considera la ischormona de 34 Kd es la hormona nativa,
es decir el dimero formado por la unién de lag dos
subunidades ( Yy } las cuales de acuerdo al estudioc del
dcido sidlico, parecen estar alteradas (mis glicosiladas).
Los cambios' en lags formas moleculares pueden explicarse en
funcidén de la relacién encontrada entre la proporcidn de
formas woleculares Yy la concentracién de egteroides
gonadales, pues como se demostrd, las formas grandes sobre
todo de LH tienen una relacién 1lineal y parecen ser
estimuladas por la concentracidén de testosterona que
disminuye con la edad lo que a su vez determina la
disminucién de las variantes de 100-66 Kd. Por el contrario
estas isoformas presentan relacién negativa con 1la
concentracién de E2 y con la relacién E2/T; esta Gdltima se
incrementa en los hombres de edad avanzada y m&s aiin en el
hipogonadigmo, por lo que unido a la disminucién de

testosterona también determinaria la notable disminucién de
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las formas grandes que se observa tanto en los hombres de
edad avanzada, como en los hombres con hipogonadismo.
El incremento de la isoforma de 34 K4 de LH puede explicarse
porque como se demostré en el estudio de correlacidn esta
molécula es fuertemente inhibida por la T (r=-0.390 por lo
cual al disminuir estas Thormona, se incrementa su
proporcién. Respecto a las formas moleculares de FSH,
como se obsérvb en el hombre normal de edad avanzada, existe
una marcada disminucién de las formas grandes (100-66 Xd) en
condiciones normales, lo que podria deberse a que estas
moléculas tienen una relacién lineal positiva y parecen ser
estimuladas por el incremento en la concentracién de T, de
ahi que sea l6gico que al disminuir la concentracién de esta
hormona con la edad, también disminuya su proporcién. Las
formas de 60 Kd y 45 Kd tiendenr a aumentar con la edad, al
igual gue las mol&culas de muy bajo peso molecular (< 15
Xd). En el caso de las moléculas de 60 y 45 Kd esto puede
explicarse, por la relaciém positiva encontrada entre la
relacién B2/T y estas formas moleculares, ya gque dicha
relacién se incrementa con la edad. El incremento de las
moléculas de 32-30 Kd puede deberse a que la T controla
negativamente 1la proporcidén de esta isohormona y al
disminuir permite que la molécula incremente su
concentraciétn; lo mismo podria decirse respecto a 1las
moléculas de menos de 15 Kd, que también son suprimidas por

la testosterona.



136
BEn los hombres con hipogonadismo las molé&éculas grandes
(100-66 Kd) incrementaron su proporcitn en forma importante
en la mayorfiaz de las patolegias estudiadas lo gue parece una
paradoja & lo que ocurre en 1os hombres grandes (mayores de
60 aflos}, sin empargo esto puede deberse al fuerte efecto
inductor de los estrfgenos (r=0.91) y de la relacién E2/T
que Be incrementa notablemente en los hombres con
hipogonadismo, ya que ambas estimulan la produccifn de esta
molécula predominando su efecto sobre la testosterona. Llama
la atencién la virtual deficiencia, o la ausencia de la
molécula de 60 Kd y la baja proporcidén de la molécula de 45
Kd en hombres con hipogonadismo, lo cual no puede ser
explicado por el efecto de los cambios en la concentracién
de esteroides ya que tanto E2 como la relacién E2/T (que
estd muy elevada en el hipogonadismo) estimulan su
produccién pareciendo que se tratara de una alteraci6n
genética o una incapacidad biogquimica para sintetizarlas,
probablemente por alteraciones durante la sintesis o
procesamiento de las hormonas.

En resumen podria decirse que la proporcién de las
formas moleculares de PSH y LH parecen ser moduladas en
condiciones normales y en diversas condiciones clinicas como
las estudiadas, por la concentracién de 1los esteroides
gonadales, ¢ue dependiendo de su concentracién estimulan o

inhiben 1la produccién de las diferentes isohormonas.



117
Bs importante mencionar que algunas de ellas parecen ger
mis susceptibles de regulacién que otros como la de 100-66
Kd de LH que e8 estimulada por T e inhibida por E2 de ahi
que su proporcidén es dependiente de la concentracién de
estos esteroides, por el contrario la forma molecular de 30-
34 Kd es inhibida por T y estimulada por el E2 y la relacién
B2/T por lo que se incrementa en las hombres grandes
(mayores de 60 afios).
Este efecto se refleja y es congruente con los perfiles
cromatogrdficos que muestran el predoeminio de formas grandes
de LH en sujetos j6venes y su disminucién en el
hipogonadismo, sgimulténeamente con la elevacién de 1la
molécula de 34 Kd por lo que los perfiles cromatogrificos se
cargan hacia la derecha,

Respecto a FSH la deficiencia de testosterona también
origina disminucién de las formas grandes en 108 hombres
grandes, sin embarge esto no ocurre con el hipogonadismo
como ya se mencion$ debido probablemente al incremento de E2
y la relacién B2/T que tiene un efecto inductor sBobre las
formas grandes, lo que determina Gue sean estas las formas
moléculares predominantes.

Bn la literatura se ha mencionado que las diferentes
igohormonas de LH y ¥PSH est&n determinadas por el grado de
glicosilacién de las moléculas 1o que determina su carga
eléctrica su comportamiento electroforético y cromatogrifico

y su peso molecular. A este respecto los resultados del
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estudio del 4cido sidlico muestran perfiles que indican que
el mayor contenido de dcido sidlico se localiz6 en la regidn
de las formas grandes {100-66 Kd) con menor concentracién en
la zona donde eluyen log estdndares hormonales (*FSH y +*LH)
y en el &rea de las subunidades libres y ademds, FSH estd 2
a 3 veces mis glicosilada que la LH. Asi pues las formas
grandes, sobre todo de FSH son las méis glicosiladas.

Por otra parte los resultados de este estudio, también
indican que en condiciones normales la concentracién de
testosterona también tiene un papel importante en la
glicosilaci6én de 1las moléculas, pues come ge demostrd
también la concentracién de &cido sillico fué mayor en los
hombres normales que en aquellos con hipogonadismo, en los
que ademis sé encontraron perfiles de glicosilacién
aberrantes.

El E2 a su vez parece tener un efecto contrario sobre
la glicosilaci6n favoreciendo la sintesis de moléculas de
menor peso molecular probablemente no glicosiladas © menos
glicosiladas como son las que eluyen en la zona intexrmedia
del cromatogridma donde el contenido de &cido siflico es
menor ¥y donde eluyen las moléculas de 45 y 30-34 Kd, que
como se demostré son estimuladas por estrégenos. Estos
resultados gon congruentes con estudics previos en los que
se ha demostrado que las moléculas de FSH y LH durante el
ciclo menstrual tienen menor peso molecular y estan menos

glicosiladas.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados anteriores se podria concluir
gque los esteroides gonadales; testosterona (T) y estradiol
(E2) tienen un papel importante no solo en los mecanismos
que controlan 1la secrecién de gonadotropinas hipofisarias
mediante el mecanismo clédsico de retroalimentacién (Feed
back negativo) sino que ademds influyen de manera
considerable sobre el perfil molecular de 1la hormona
luteinizante (LH) y de la hormona foliculo estimulante ({(FSH)
ya que modulan y controlan la proporcién de las formas
molecularesl de ambas hormonas, siendo dependientes de 1la
concentracién a la cual se encuentren dichos esteroides, por
lo que la edad en los hombres normales también juega un
papel desicivo para el predominio de determinadas formas
moleculares debido a los cambios hormonales que se presentan
al avanzar la edad. BEsta regulacifén se ejerce probablemente
através de la glicosilacién de las moléculas de las
gonadotropinas; como se observS§, estdn mds sializadas 1las
moléculas grandes que dependen de T y es mayor el contenido
de &cido si&lico en los hombres normales, por lo que podria
decirse que en los hombres con  hipogonadismo la
glicosilacién deficiente o alterada de PSH y LH y 1la
ausencia de algunas isoformas como la de 60 kd de FSH y la
de 34 kd de LH pueden ser factores que determinan
probablemente una baja bicactividad de las gonadotropinas
hipofisarias y por lo tanto un estimulc inadecuado para el
testiculo, determinando asi el hipogonadismo.



ANEXO: CONTROL DE CALIDAD DEL RIA DE
LA HORMONA LUTEINIZANTE (LH) Y HORMONA
FOLICULO ESTIMULANTE (FSH)
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CONTROL DE CALIDAD DEL RIA DE FSH Y LH.

Se llevdé a cabo con el objeto de garantizar 1la
confiabilidad de las determinaciones en las que se basan los

resultados de este estudio.

- Especificidad.

En- la tabla A se muestran los datos de la reactividad
cruzada de' los antisueros empleados en las determinaciones
de LH y FSH, entre ellos mismos y con respecto a la hormona
estimulaﬁte del tiroides (TSH) y la Gonadotroppina coridénica
humana (HCGY.,hormonas c¢on las cuales presentan homologia
estructural, El.éorcenéaje de reaccién cruzada de FSH con
las diferentes hormonas esbmuy bajo, sin embargo LH cruza en
forma importante con la HCG- de origen placentario; en
nuestro estudio los pacientes gque se manejaron fueron
varones, por 1o que con excepcién del caso de céncer
testicular que puede producir HCG la reactividad cruzada con

esta hormona no es posible,



ESPECIFICIDAD

REACTIVIDAD CRUZADA DE LOS ANTISUEROS EMPLEADOS
EN LA DETERMINACION DE FSH Y LH.

% DE-REACTIVIDAD | % DE REACTIVIDAD
CRUZADA CON FSH | CRUZADA CON LH
HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE
113.0 4.3
HUMANA (FSH)
HORMONA ESTIMULANTE DE LA TIROIDES
0.37 9:4
HUMANA (TSH)
HORMONA LUTEINIZANTE HUMANA (LH) 0.50 i00.0
GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA
0.002 26.1
(HCG)

LOS RESULTADOS SE EXPRESAN COMO LA RELACION DE LA CONCENTRACION DE FSH Y/0 LH
A LA CONCENTRACION DE LA SUSTANCIA DE REACCION CRUZADA AL 50 % DE INHIBICION DE

MAXIMA UNION.

Tabla A

vl
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PRECISION

VARIACION INTER-ENSAYO DE LH Y FSH

Como un apoye a la confiabilidad de los datos
reportados, en las Tablas B y C se indica la precisién de
los ensayos de LH y FSH evaluados mediante la M + DE y el
coeficiente de variacién (CV) de tres sueros control gue se
procesaron en cada unc de los radioinmuncandlisis realizados
en la presente investigacif6n (12 para ¥SH y 20 para LH),
datos gque gon representados esquemdticamente en las grdficas
de Levey-Jennings (Figs. I-VI) en donde podemos cbservar que
los valores obtenidos para los tres sueros control, se
mantuvieron en todos los ensayos dentro de dos desviaciones
estdndar, por lo que puede decirse que los ensayos fueron
adecuados. Dentro de este contexto se encontrd una mayor

imprecisién en los sueros control de valores bajos.



CONTROL DE CALIDAD DEL RIA DE FSH Y LH
PRESICION INTER - ENSAYO PARA FSH

susmoconthor | ERODE | M o
BAJO 12 9.7 + 0.95 9.84
MEDI1O 12 17.54 1.656 8.83
ALTO 12 64.60 b 5.89 9.13

Tabla B
PRESICION INTER - ENSAYO PARA LH
N

SUERO CONTROL NEl.thi::sDE M (mUI-/rnI)D . C(:%)V
B AJO 20 16.14 + 1.77 11.72
MEDIO 20 26.33 : 2.68 10.18
ALTO 20 83.01 M 5.26 6.34

Tabla C

24
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GRAFICAS DE LEVEY - JENNINGS PARA FSH
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SUERQ CONTROL BAJO
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