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RBSUlllDI 

E1 eje hipotá1amo-hipófisis-gónada se activa nuevamente 

durante J.a pubertad, después de haber permanecido en una pausa 

fisio1ógica re1ativa durante 1a infancia. La síntesis y secreción 

de l.a hormona l.iberadora de gonadotropinas (GnRHJ por parte de1 

hipotá1amo estimu1a 1a secreción de l.as gonadotropinas 

hipofisiarias: 1a hormona 1uteinizante (LH) y 1a hormona fo1ícu1o 

estimu1ante (FSHJ éstas se liberan en forma bifásica, 1o cual 

demuestra 1a existencia de dos pozas funcionales- Cada una 

representa distintas condiciones fisiológicas (sensibi1idad y 

reserva). Las gonadotropinas ejercen su acción bio16gica sobre las 

gónadas a1 estimu1ar l.a esteroidogénesis y 1a gametogénesis. 

El. objetivo de este trabajo es determinar, durante 1os 

diversos estadios de pubertad en e1 varón, 1a actividad 

inmuno1ógica y bio1ógica "in vitre" de 1a FSH secretada tanto en 

condiciones basa1es, como 1a obtenida después 

repetidos con GnRH a una dosis baja (sensibil.idadJ 

a1ta (reserva). Se inc1uyeron 25 varones sanos 

de estímulos 

y a una dosis 

1os cua1es se 

encontraban distribuidos en 1os 5 estadios de Marsha1l. y Tanner de 

desarrol.1o pubera1. A cada sujeto se 1e extrajo sangre cada 10 min 

durante 2 hrs en forma basal.; posterior a e11o, se administraron 10 

µg de GnRH y se extrajo sangre cada 10 min durante 4 hrs. Por 

ú1timo, se administraron 90 µg de GnRH y se repitió e1 muestreo 

antes indicado. Para determinar 1as concentraciones inmuno1ógicas 

de 1a FSH, se uti1izó 1a técnica de f1uoroinmunoensayo. Para e1 

aná1isis de 1a actividad bio1ógica, se constituyeron s grupos de 
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muestras para cada sujeto, correspondientes a períodos de 2 hrs 

cada uno (concentrado de fracciones 1 a S) (CDF). Se practicó un 

bioensayo para FSH que cuantifica el AMPc en cé1u1as fetales de 

riñan humano 293, transfectadas con ácido desoxirribonucleico 

complementario (ADNc) del receptor recoml:>inante para hFSH (293 -

hFSHR) . Los resultados de l.os ensayos fl.uoroimunométricos, 

mostraron que todos los sujetos presentan respuesta eignif icativa 

a ambos estímulos de GnRH; siempre existió una mayor respuesta al. 

estímulo con 90 µg que a1 estímulo con 10 µg. La 02 fue mayor en 

l.os estadios 2, 3, 4 ó 5 que l.a 01. Todos l.os grupos de muestras 

fueron capacee de 

dependiente. Las 

diferentes CDF de 

inducir 1a producción de AMPc de manera dosis 

relaciones bioensayo/inmunoeneayo de l.os 

suero de FSH, pertenecientes a l.os individuos 

clasificados en l.oe estadios 1, 2, 4 y s. no difirieron al 

compararse entre sí. Sin embargo. si se encontraron diferencias 

significativas (pc0.05) en los CDF 2 ve 4, 2 ve 5, 3 vs 4, de los 

individuos en el. estadio de Tanner 3. Estas diferencias no pueden 

ser explicadas claramente y posiblemente sean debidas al. reducido 

tamaño de l.a muestra.Con esto, podemos concluir que 1os sujetos que 

ya iniciaron 1a pubertad poseen una mayor reserva hipofisiaria en 

relación con 1a sensibilidad, que aquellos individuos prepuberales, 

l.o que nos puede indicar la existencia de un mecanismo más de 

maduración hipotá1amo-hipofisiario. La actividad inmunológica 

aumenta conforme l.os individuos se encuentran en un mayor estadio 

de Tanner, mientras que l.a actividad bio16gica permanece constante. 
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J:NTllODUCC:J:ON 

La pubertad se define como la etapa de transición de la niñez 

a la vida adulta. Los cambios tanto físicos como psicológicos que 

se presentan, condicionan que el individuo, muchas veces con 

dificultad, tenga que adaptarse a BU nueva situaci6n 

biopsicosocial. La pubertad debe de ser considerada como una fase 

más del desarrollo gonadal. la cual conduce finalmente a la 

maduración sexual completa y a la fertilidad. Durante esta etapa 

se deaarro11an 1ae características sexuales secundarias, como 

consecuencia de la síntesis y secreción de esteroides gonadales 

(1). La edad de la aparición de la pubertad es variable puesto que 

depende de factores genéticos, constitucionales y medio-ambientales 

(2,3). La pubertad se inicia, en las sociedades occidentales, antes 

de 1os 15 añoS en el. varón, en tanto que en l.a mujer este evento 

ocurre generalmente antes de los 13 (4). Al inicio de la pubertad 

las gónadas se desarro11an tanto en tamaño como en sus funciones 

endocrina y reproductiva especializadas. Por un lado, la producción 

total de hormonas sexual.es aumenta progresivamente y por el otro, 

en asociaci6n y dependencia íntima con l.os eventos hormonales, se 

adquiere la capacidad de la gametogénesis. La consecuencia de la 

producción aumentada de hormonas sexuales es el desarrollo de las 

características sexual.es secundarias, cuya aparición señala desde 

·el punto de vista físico, el inicio de la pubertad (1). 

La descripción comparativa de los cambios físicos entre 

individuos y poblaciones requiere de un método objetivo y 

:reproducible que describa y clasifique las características sexuales 
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secundarias. Estas características fueron agrupadas y descritas por 

Marsha11 y Tanner (5,6) y en 1a actua1idad constituye 1a 

c1asificación más aceptada internaciona1mente. En e1 varón, dicha 

agrupaci6n reconoce 1as siguientes características: vo1umen 

testicu1ar, rugosidad, co1oración y e1ongación de1 escroto; 

1ongitud y grosor de1 pene; cantidad, distribución y 

características de ve11o pubiano. Con base en ésto, 1a pubertad del 

varón puede ser c1asificada desde e1 estadio 1. de desarro11o 

(estado prepubera1) hasta e1 estadio 5 que corresponde a1 adu1to 

norma1 (7) . En 1os varones 1a pubertad se inicia con 1a e1ongación 

escrota1 y e1 aumento en e1 vo1umen testicu1ar (8). E1 testícu1o 

prepubera1 tiene un vo1umen de 1..8 a 4.2 m1. E1 crecimiento pubera1 

de 1os testícu1os se presenta dentro de un período promedio de 

aproximadamente 4 años adquiriendo un vo1umen fina1 mayor de 15 m1. 

E1 crecimiento testicu1ar se da principa1mente a expensas de 1a 

maduración de 1os túbu1os seminiferos por 1a acción· de 1a FSH y d? 

1a testosterona sintetizada por 1as cé1u1as de Leydig de1 

intersticio testicu1ar (7) . 

E1 eje hipotá1amo-hipófisis-gónada (H-H-Gl se activa nuevamente 

durante esta etapa de 1a vida, después de haber permanecido en una 

pausa fisio1ógica re1ativa durante 1a infancia (9) . Los mecanismos 

íntimos que dan inicio a 1a pubertad no han sido perfectamente 

di1ucidados, pero es 1a activación de1 eje H-H-G 1o que genera 

todos 1os cambios somáticos característicos de esta etapa. La 

síntesis y secreción de 1a hormona 

(GnRHl por parte de1 hipotá1amo, 

hormona 1uteinizante (LH) y de 1a 

1iberadora de gonadotropinas 

estimu1a 1a secreción de 1a 

hormona fo1ícu1o estimu1ante 
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(FSH) por 1a hipófisis. Betas estimu1an a su vez a 1ae gónadas en 

sus dos ·· funciones principa1es: 1a eeteroidogéneeis y 1a 

gametogénesie (4,10). 

Han transcurrido casi SO años 

propuso que 1a regu1ación de 1a 

hormonas LH y FSH, ee encontraba 

desde que por vez primera se 

síntesis y secreción de 1ae 

mediada por 1a acción que e1 

sistema nervioso centra1 ejercía sobre 1a hipófisis anterior (11). 

Dentro de 1a comp1ejidad de 1oe eventos que conducen a 1a síntesis 

y secreción de 1as gonadotropinas, ha sido demostrado desde hace 

varios años que 1a acción de 1a GnRH producida en e1 hipotá1amo es 

un factor determinante para este fin. En 1960, Me Cann y co1s. (12) 

demostraron que 1a inyección de extractos hipota1ámicos a ratas 

inducía 1a secreción de LH y FSH por 1a hipófisis anterior. En 

1971, 1os trabajos tanto de Matsuo (13) como de Scha11y (14). 

indicaron que un decapéptido era e1 directamente responsab1e de 

1a estimu1ación de1 gonadotropo, denominándose1e desde entonces 

como hormona 1iberadora de gonadotropinae. 

E1 sistema nervioso centra1 (SNC) ee comunica con 1a hipófisis 

anterior a través de una vía vascu1ar. La síntesis de 1a GnRH se 

efectúa en 1as neuronas eepecia1izadas de1 hipotálamo preóptico 

(15). Este péptido es secretado siempre en forma pu1sáti1 por 1as 

termina1es neurona1ee hacia una red capi1ar especia1izada que rodea 

a 1a eminencia media. Una vez que a1canza 1a circu1ación 

porta-hipofisiaria, ee transportado hacia 1a hipófisis anterior, 

donde estimu1a 1a síntesis y secreción tanto de LH como de FSH 

(16) • 
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Las neuronas contro1adoras de 1a secreción de GnRH reciben 

inervación de otras neuronas capaces también de estimu1ar o inhibir 

1a función gonada1. Ciertos neurotransmisores como 1a aceti1co1ina 

y la noradrena1ina modifican el control central de la GnRH (17). 

Por ejemplo, la inyecci6n de adrenalina en el hipotálamo medio 

basal de la rata desencadena la 1iberaci6n de GnRH y 

consecuentemente de LH y FSH; los bloqueadores alfa adrenérgicos 

previenen la respuesta ovulatoria tanto en ratas como en conejos y 

los medicamentos que controlan el bloqueo alfa adrenérgico pueden 

impedir la ovulación en la mujer. Las endorfinas y otros opioides 

endógenos pueden influir en la secreción de GnRH y consecuentemente 

de gonadotropinas, como ha sido demostrado por nuestro grupo (18). 

La morfina y sus análogos inhiben la ovulación. así como el 

antagonista de 1os opioides la naloxona induce la ovulación en 

algunas pacientes con hiperprolactinemia, amenorrea 6 anorexia 

nervosa C 19 l • 

Los efectos de retroalimentación de los estrógenos son mediados en 

parte por un efecto central sobre las fibras catecolaminérgicas 

proyectadas hacia el hipotálamo (20) . 

La acción ejercida por la GnRH sobre la hipófisis anterior se 

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

específicos 

gonadotropo. 

localizados en 1a membrana citoplasmática del 

Esta unión estimula la hidrólisis de fosfoinositoles 

de membrana y moviliza e1 calcio de los depósitos intracelulares. 

Estas acciones junto con 1a apertura de canales de calcio en la 

membrana plasmática, provocan un aumento bifásico de la 

concentraci6n de calcio citosólico y consecuentemente la liberación 
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(21) _ Los mecanismos dependientes de ca1cio. 

de 1a 1iberación aguda de gonadotropinas 

contenidas en 1os gránu1os de a1macenaje y también contribuyen a 

1a síntesis de 1as subunidades de 1as gonadotropinas. Las acciones 

de1 ca1cio y de 1os mensajeros derivados de 1os fosfo1ípidos. a1 

igua1 que aque11os provenientes de 1os nuc1eótidos cíc1icos CAMPc) • 

están mediados por 1a activación de proteínas cinasas y 1a 

fosfori1ación de sustratos regu1adores en 1as cé1u1as b1anco. Un 

mediador intrace1u1ar de 1a seña1 de ca1cio en e1 gonadotropo es 1a 

ca1modu1ina. 1a cua1 después de unirse a1 ca1cio a1tera 1a 

actividad de varias enzimas y proteínas de1 citoesque1eto que están 

imp1icadas en 1os procesos secretores (22) _ Tanto 1as proteínas 

cinasas dependientes de ca1cio-ca1modu1ina. como 1as proteínas 

cinasas dependientes de 1os ca1cio-tosfo1ípidos (proteína cinasa 

C), están invo1ucradas en 1a estimu1ación de 1a 1iberación de FSH 

por GnRH (21,23,24). E1 mecanismo por e1 cua1 1a fosfori1ación de 

1as proteínas incrementa 1a síntesis y 1iberación de 1as 

gonadotropinas. probab1emente invo1ucra 1a fosfori1ación ribosoma1 

y 1a modu1ación de 1os sistemas de traducción en 1os gonadotropos. 

También se ha propuesto que 1a activación de un e1emento proteico 

en e1 complejo contrácti1 citoesque1eto-vesícu1a ocurre después de 

1a fosfori1ación. 11evando a 1a extrusión de 1os gránu1os que 

contienen a 1as hormonas (24). E1 número de receptores 

hipofisiarios a GnRH puede ser incrementado farmaco1ógicamente 

mediante 1a exposición de 1a g1ándu1a a GnRH o a estrógenos, 1o 

cua1 permite que en determinadas condiciones, exista una respuesta 

mayor de 1a g1ánñu1a a 1a estimu1ación de 1a GnRH (25,26) _ Por e1 



8 

contrario se ha demostrado que ia progesterona disminuye e1 número 

de receptores de GnRH en cu1tivos hipofieiarios (27) . 

La LH y 1a FSH. a1 iguai que 1a tirotropina y 1a gonadotropina 

coriónica humana. son g1icoproteínas estructura1mente simi1ares 

formadas por dos cadenas g1icopeptídicas. unidas por puentes de 

hidrógeno, denominadas subunidad a1fa y subunidad beta. La beta. 

es única para cada gonadotropina y le confiere su actividad 

biológica específica (28.29). Las gonadotropinas ejercen su acción 

sobre ias gónadas (testículos u ovarios). a1 estimular la secreción 

de esteroides. así como ia maduración de los gametos (28). En los 

testículos. la FSH actúa sobre las cé1u1as de Serto1i estimulando 

la espermatogénesis; en e1 ovario, también induce 1a gametogénesis. 

La LH estimula 1a síntesis y secreción de andrógenos en 1as células 

de Leydig, siendo el principa1 de éstos ia testosterona; en la 

mujer 1a LH promueve la esteroidogénesis ovárica (30,31). 

La GnRH. 1iberada en forma pulsátil condiciona dos tipos de 

patrones de secreción de gonadotropinas: tónico y cíclico. El 

tónico, es e1 patr6n de aecreci6n observado en los varones y 

también uno de 1os mecanismos de contro1 en 1a mujer. La secreción 

cíc1ica es exc1usiva de 1a mujer en edad reproductiva. Por otro 

lado. es importante sefta1ar que 1a secreción de gonadotropinas 

probablemente siempre es pu1sáti1 o episódica. bien que el patrón 

sea tónico o cíc1ico sin importar 1a edad (en ei feto. en el recién 

nacido, en ~1 niño. en e1 ado1escente y en e1 adu1to) . Sin embargo. 

debido a 1imitaciones metodo16gicas. existe dificu1tad para 

detectar ··ias pu1sos cuando 1a concentración de ias gonadotropinas 

es baja. como sucede en ice individuos prepubera1es (32) . 
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La hipóf_isis responde sol.amente al. estímul.o de tipo pul.sátil. de 

l.a GnRH, ya que cuando se expo_ne l.a gl.ándul.a continuamente a l.a 

acción de" esta hormona se observa una fal.ta de respuesta al. 

estímul.o, presentándose el. fenómeno de regul.ación decreciente o de 

desensibil.ización por parte de l.os receptores de l.a hormona 

(33,34). La desensibil.ización significa que una exposición 

prol.ongada de l.a cél.ul.a bl.anco a una concentración hormonal. el.evada 

conduce a una respuesta hormonal. disminuida. Este fenómeno es 

secundario a ciertos cambios en l.a concentración y/o afinidad del. 

receptor y tiene como función fisiol.ógica el. prevenir l.a 

sobreestimul.ación de l.a cél.ul.a (35) Asimismo. ha sido observado 

que tanto l.a frecuencia como l.a ampl.itud de l.os pul.sos de GnRH 

modulan el. tipo de respuesta hipofisiaria. La frecuencia en 1a 

pul.satil.idad de GnRH varía de acuerdo al. ambiente endócrino 

existente.. Por ejemp1o, ha sido demostrado que esta frecuencia 

presenta variaciones a l.o l.argo del. cicl.o ovul.atorio (36) . Por l.o 

tanto, el. SNC modifica l.a descarga de l.as neuronas productoras de 

GnRH en el. hipotál.amo conforme al. ambiente endócrino existente 

(37). 

Las tres el.ases de esteroides secretados por l.as gónadas 

(estrógenos, progestágenos y andrógenos) se unen a receptores 

específicos en l.a hipófisis e infl.uyen directamente en l.a secreción 

de gonadotropinas. Loa receptores eateroideos han sido l.ocal.izados 

ampl.iamente en l.aa cél.ul.as cerebral.ea, donde se han rel.acionado con 

l.a regul.ación de l.a conducta sexual., l.a regul.ación de l.a secreción 

de GnRH y l.a diferenciación del. cerebro (38) . 
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Otras hormonas diferentes a los esteroides gonadales y a las 

gonadotropinas también han sido relacionadas con la regulaci6n de 

la funci6n :..:eproductiva. Estas incluyen a la inhibina y a las 

activinas (39-41). así como a la prolactina. que inhibe la 

secreción de GnRH y a la dopamina. que bajo algunas circunstancias 

directamente inhibe la secreci6n de LH (42). Asimismo. las 

gonadotropinas pueden actuar directamente en el hipotálamo para 

modular la secreci6n de GnRH (asa corta de retroalimentación) y la 

GnRH puede infl.uir directamente en su propia secreción 

ultracorta de retroalimentación) (43). 

(asa 

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

y el glucagon. las gonadotropinas son almacenadas l.a vasopresina 

en gránulos de las células secretoras y se liberan en forma 

bifásica (44). Esta 1iberaci6n se caracteriza por un aumento agudo 

inicia1; posteriormente, se presenta un período de estabil.izaci6n 

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

secreción. El fenómeno de la liberación bifásica se ha explicado 

mediante la hip6tesis que señala la existencia de dos pozas 

·metab61icas de hormona liberable. Se estima que la primera poza 

metabólica es sintetiza.da en gránulos cercanos a la membrana 

celular y que es fácilmente liberable. La segunda poza metabólica 

originada en gránulos no tan cercanos a la membrana cel.ul.ar, 

posiblemente requiere de 

activación del sistema 

la síntesis de "novo" de hormona y de la 

respuesta 

migración 

a un 

de 

de microtúbulos y microfil.amentos en 

aumento de calcio 

los gránulos hacia 

y AMPc, l.o cual ocasiona 

la membrana celular y 

la 

la 

subsecuente liberación de la hormona (22,45). Se ha demostrado que 
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durante la infusión de GnRH (por cuatro horas) en varones normales, 

las concentraciones de LH aérica presentan un patrón bifásico de 

elevación. Este patrón ea caracterizado por un aumento agudo 

durante 1os primeros 30 minutos, seguido por una "meseta" o una 

caída hasta los 90 minutos aproximadamente, momento en el cual se 

inicia e1 segundo aumento el cual continua hasta e1 final de la 

infusión (46). Se ha sugerido que las dos fases de liberación de LH 

representan una clara evidencia de la existencia de dos pozas 

metabólicas funcionales de LH en la hipófisis humana. una que es 

rápidamente 1iberable y otra que requiere de una estimulaci6n más 

prolongada para su liberación (46, 47). Este mismo patrón de 

liberación ha sido descrito para la FSH ya que se ha observado que 

después del estímulo con GnRH existe una respuesta aguda a los 20 

minutos y una segunda respuesta a los 120 minutos (48). 

La administración de dosis submá.ximas de GnRH por un período 

de varias horas, bien sea mediante inyecciones i:-epetidas o por 

infusi6n constante, permite evaluar tanto la poza metabólica de 

gonadotropinas que se libera de forma aguda como aquella que se 

libera tardiamente. Cada poza metabólica representaría distintas 

condiciones fisiológicas, pues la primera nos hablaría de la 

sensibilidad del gonadotropo y la segunda de la reserva del mismo. 

El concepto de la existencia de dos pozas metabólicas hipofisiarias 

de gonadotropinas es útil para el análisis del significado 

funcional tanto de la sensibilidad como de la reserva hipofisiaria. 

Si la estimulación con GnRH ea breve y pequeña (10 µg), el 

incremento inicial de la concentración aérica nos indicará la 

sensibilidad hipofiaiaria y probablemente reflejará la 
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concentración total de la primera poza. La estimación de la reserva 

hipofisiaria, requiere de una duración más prolongada de la 

estimulación· o de una mayor cantidad de GnRH (90-1.00µgl. La 

1iberaci6n subsecuente de 1~ hormona probab1emente representa una 

aproximación del tamaño de la poza de almacenaje, la cual puede 

incluir un componente de nueva síntesis. Al aplicar una dosis 

elevada de GnRH (l.00-1.50 µg), no se pueden apreciar por separado 

los componentes de sensibilidad y reserva, ya que existe una acción 

más potente que ocasiona la liberación de ambas pozas (49). 

A1 igual que otras hormonas glicoproteicas la FSH, se une a 

sus cé1u1as blanco incrementando 1os niveles intrace1ul.ares de 

AMPc. En el testículo, la FSH interactúa con receptores específicos 

de superficie celular localizados en la membrana plasmática de 1as 

cé1u1as de Serto1i (50). La unión de 1a FSH con su receptor 

eatimul.a a l.a adeni1ato cicl.asa, unida a l.a membrana celular, 

catalizándose 1a formación de AMPc. La liberación de AMPc hacia el 

citop1asma es seguida por la adición de AMPc a 1a subunidad 

reguladora de l.a proteína cinasa. Posteriormente, se presenta la 

disociación de 1a subunidad regu1adora y consecuentemente 1a 

activación de 1a subunidad catalítica de 1a enzima; ésta última, 

fosfori1a a las proteínas celulares responsables del efecto 

bio1ógico del primer mensajero. En las células de Sertoli, la 

elevación en 1os niveles de AMPc después de la unión de FSH activa 

a: la proteína cinaaa dependiente de AMPc (51.) y estimula la 

síntesis de ARN (ácido ribonuc1eico) y de proteínas, incluyendo a 

la proteína fijadora de andrógenos y al complejo enzima aromatasa 

que convierte 1a testosterona a estradiol (52). 
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E1 receptor de 1a FSH es un miembro de 1a superfami1ia de 

receptores unidos a proteínas Gs, 1os cua1es tienen 1a 

característica de poseer un dominio amino termina1 extrace1u1ar. 

Este dominio tiene varios sitios potencia1es de g1icosi1ación y 

posee porciones ricas en 1eucinas. La porción extracelu1ar de1 

receptor de FSH esta unido a la región que contiene siete dominios 

transmembrana1es los cua1es se conectan por 3 asas extracelu1ares 

y 3 asas citop1ásmicas. Se ha propuesto que 1as asas citop1ásmicas 

interactúan con las proteínas Gs asociadas a 1a membrana, las 

cua1es activan 1a adeni1ato cic1asa después de que se 11eva a cabo 

1a unión de 1a hormona con dicho receptor (53, 54) La región 

carboxilo terminal intracelular contiene un dominio que es rico en 

residuos de serinas y treoninaa, algunas de las cuales pueden ser 

sitios de fosfori1ación. Por otra parte, se ha demostrado que 1a 

porción extrace1u1ar de1 receptor de FSH, e1 cua1 tiene 3 sitios 

potenciales de g1icosilaci6n unidos a Aaparagina, es la parte 

fundamenta1 de1 receptor que proporciona la especificidad y 1a a1ta 

afinidad de 1a unión con 1a hormona (SS). 

Hasta ahora, al referirnos a las concentraciones de FSH lo 

hemos hecho tomando en 

inmunoactivas de 1a hormona. 

consideración 

Sin embargo, 

1as concentraciones 

1a acción biológica de 

1as hormonas no está necesariamente determinada por 1os niveles 

inmunoactivos de 1as mismas, sino por 1a actividad bio1ógica 

específica que tenga cada una de estas hormonas, ya que pueden 

existir concentraciones a1tas de una hormona, determinadas por un 

método inmuno1ógico, que no posean actividad bio1ógica a1guna o en 

1as que 1a actividad biológica esté disminuida, por 1o que 1a 
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acci6n bio16gica estará 1irnitada. Loa métodos tradiciona1ea para 

cuantificar a 1a FSH se basan en su actividad inmuno16gica, corno ea 

e1 caso de1 radioinrnunoaná1isia (RIA), sin embargo se ha podido 

comprobar que 1a inrnunoactividad de FSH no ref1eja necesariamente 

1os nive1ea de FSH bioactiva (56). 

Con base en 1o anterior, podemos señal.ar que la deterntinaci6n 

de 1a actividad bio16gica de una hormona ea 1a que fina1mente 

indicará con mayor precisión 1aa acciones "in vivo" que tendrá 

dicha hormona. Los primeros ensayos para determinar la actividad 

bio16gica de FSH fueron rea1izados "in vivo". En e11os, se 

eatimu1aba con FSH e1 crecimiento de fo1ícu1oa ováricos, en ratas 

inmaduras pre tratadas con 1a gonadotropina cori6nica, 

cuantificándose 1as respuestas en 1as cé1u1aa b1anco (57). Sin 

embargo el real.izar ensayos "in vivo", en diversas circunstancias, 

no ea factib1e desde e1 punto de vista bio16gico. Asimismo, estos 

ensayos en muchas ocasiones no poseen una especificidad completa 

son imprecisos y poco sensibles. Con base en lo anterior, ha sido 

necesario en años recientes el. diseñar ensayos biológicos "in 

vitre", para va1orar 1a actividad bio16gica de 1a FSH. Estos se 

rea1izan en tejidos end6crinos, membranas, cu1tivos primarios de 

cé1u1as dispersas, o en 1íneaa ce1u1ares permanentes. Los 

bioensayoa "in vitre" se han clasificado de acuerdo a la naturaleza 

específica de 1a respuesta horrnona1, cuantificándose respuestas 

proximal.es o respuestas distales, así como también respuestas 

rnitogénicaa o citoquírnicas (58,59). Debido a que un gran número de 

sustancias pueden potenciar o inhibir 1a respuesta en e1 bioensayo, 

siempre se deberá de e1egir e1 bioensayo más específico para cada 
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caso. Loa ensayos inicial.ea desarrol.J.adoa para J.a cuantificación de 

1a FSH eran J.imitados en cuanto a J.a sensibi1itlad. especificidad y 

precisión; en aftas posteriores, se han deaarrol.J.ado otros 

bioensayoa de al.ta cal.idad para J.a cuantificación de J.a actividad 

bio16gica de esta hormona (60-63). En 1oa bioensayos desarro11ados 

por Til.J.y y c_o1a. (62) y Albanese y col.a. (63). se util.izan líneas 

ceJ.uJ.ares establecidas, tranafectadaa con el. receptor recombinante 

de FSH humano (hFSHR), J.o cual. permite medir J.a bioactividad de FSH 

con un al.to grado de sensibilidad y especificidad, facilitándose J.a 

medición de J.a bioactividad en muestras de suero que contienen 

bajas concentraciones de gonadotropinas como sucede en los 

individuos prepuberaJ.es (32). Las 1íneaa ceJ.uJ.ares con el. receptor 

recombinante, tienen una eatabi1idad del cultivo por mayor tiempo, 

responden de una manera dosis dependiente a J.a FSH y no a otras 

hormonas glicoproteicas, permiten que 

especificidad de especie, no se requiere de 

dicho bioensayo puede ser completado en 24 

adición de J.a hormona (62,63). 

el. bioensayo tenga 

un cultivo primario y 

horas después de J.a 

Un model.o experimental. en el. cual. se han estudiado J.os cambios 

en 1a secreción de FSH bioactiva en inmunoactiva antes y al. inicio 

de J.a pubertad han sido J.as ovejas hembra. Padmanabhan y col.a. 

(64). demostraron que durante 1a inducción de J.a pubertad en dichos 

animal.es, mediante J.a administración puJ.sáti1 con GnRH exógena, da 

como resu1tado un incremento en 1ae concentraciones de FSH 

bioactiva. Sin embargo, J.as concentraciones de FSH inmunoactiva no 

muestran dicho incremento. En J.oa úl.timoa afias se han real.izado un 

gran n1ímero de estudios para caracterizar J.a actividad inmunol.ógica 
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y/o 1a actividad bio16gica de 1as gonadotropinas en diferentes 

condiciones fisio16gicas y pato16gicas en e1 ser humano 

(8,36,49,60,65). Las interrogantes actua1es sobre 1os mecanismos 

íntimos que dan inicio a1 proceso pubera1 han 11evado a diversos 

grupos de investigadores a tratar de demostrar diferencias en 1a 

actividad bio16gica y/o en 1a re1ación B/I a 1o 1argo de1 proceso 

pubera1. Sin embargo, en 1os estudios hasta ahora rea1izados 

sol.amente se han cuantificado muestras únicas en loa sujetos 

estudiados. Debido a 1a pu1sati1idad de 1as gonadotropinas, estos 

estudios no han podido determinar con precisión 1a re1aci6n entre 

1as actividades bio16gica e inmuno16gica en esta etapa de 1a vida 

(66-68). De hecho, dos de 1os estudios (66,67) 1os cua1es fueron 

11evados a cabo por e1 mismo grupo de investigadores, demuestran 

resu1tados contradictorios en cuanto a 1a re1aci6n B/I en 1os 

diferentes estadios pubera1es. 
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OllJBTZVOS 

Determinar, durante ios diversos estadios de pubertad en ei 

varón, ia actividad inmunoi6gica y ia actividad bioi6gica "in 

v-itro" de ia FSH tanto en condiciones basaies, como después de 

estímuios repetidos con GnRH a dosis baja Csensibiiidad} y a dosis 

aita (reserva} _ Comparar ia reiaci6n de ia actividad bioi6gica con 

ia actividad irununoi6gica entre ios diferentes estadios puberaies 

dei var6n, bajo ias diferentes condiciones experimentaies. 

HJ:POTESZS 

La actividad inmunoi6gica y ia actividad bioi6gica "in vitre" 

de ia FSH, tanto en condiciones basaies como después de ios 

estímuios repetidos con GnRH, presentan variaciones en ios 

diferentes estadios de pubertad en ei var6n. 
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SOJBTOS Y MBTODOS 

Se inc1uyeron un tota1 de 25 varones norma1es (Tanner 1, n-s; 

Tanner 2. n-s; Tanner 3, n-6; Tanner 4, n-4; Tanner s, n-s) 

c1asificados de acuerdo con 1o propuesto por Marsha11 y Tanner ( 6 > • 

tomándose como parámetro de referencia primordia1 e1 vo1umen 

gonada1, (Tab1a 1). Las características c1ínicas de cada uno de los 

sujetos inc1uidos en e1 estudio se encuentran deta1ladas en 1a 

tabla 2. La exploración física siempre fue realizada por los mismos 

dos observadores. entre los cuales siempre se concord6 en el. 

estadio de Tanner al que pertenecía cada individuo. 

En ninguno de los sujetos estudiados había existido 

antecedente alguno de enfermedad endocrinológica y todos ellos 

cump1ieron con los criterios de inclusión seña1ados origina1mente. 

1. Sujetos mascu1inos mayores de 9 años de edad y de 30 Kg 

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

para cada edad específica. 

2. oesarro11o pubera1 en estadio 1, 2, 3, 4 ó 5 de acuerdo 

con 1a c1asificación de Tanner. 

3. Ausencia de cualquier tipo de patología endocrino16gica 

o crónica debilitante, después de una evaluación clínica 

detallada. 

4. Presentar tres días antes del estudio concentraciones de 

hemoglobina mayores de 14 gr/d1 y hematocrito mayor del 

40'l-. 

5. Consentimiento vo1untario para participar en el estudio. 



TABLA 1 

ESTADIO VOLUMEN 

DE VELLO PUBICO TESTICULAR 

TANNER (C.C.) 

1 Ausencia de vello 1.8-4.2 

Largo, de1gado, 

2 ligeramente pigmentado en la 4.3-8.9 

base del pene 

Aumento del grosor, de la 

pigmentación y de1 

3 rizamiento, se extiende hacia 9.0·11.4 

los lados de1 pubis. 

Tipo adulto, pero no 

4 cubre parte del abdomen ni 11.5-14.9 

los muslos. 

5 Adulto >15 



SUJETO 

TANNBR 1 

1 

2 

3 

4 

5 

TANNER 2 

6 

7 

B 

9 

10 

TANNER 3 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

TANNER 4 

17 

18 

19 

20 

TANNBR 5 

21 

22 

23 

24 

25 

I= IZQUIERDA 

EDAD 

TABLA 2 
CARACTBRl:STl:CAS CLl:Nl:CAS 

VOLUMEN 
GONADAL PENE VELLO 

(AftOS) (C.C.) (eme) PUBl:CO 
l: D 

11 3.0-3.0 4.5 1 

9 3.0-3.0 3.5 1 

11 2.6-4.1 5.Q 1 

12 3.2-3.2 4.5 1 

10 2.6-3.2 4.5 1 

10 4.2-4.7 5.Q 2 

14 8.5-8.5 5.5 2 

10 6.3-6.3 5.0 1 

11 5.2-6.3 5.5 2 

12 8.5-8.5 5.7 1 

13 9.5-9.5 9.0 3 

14 9.5-9.5 4.0 2 

l. 3 9.5-8.6 4.5 3 

12 9.5-9.5 4.5 2 

13 9.5-9.5 6.5 2 

13 11.0-11.0 7.0 3 

13 14.0-14.0 7.0 4 

14 14.0-14.0 6.5 4 

15 14.0-14.0 8.2 4 

16 11.5-14.0 9.0 4 

23 19.9-25.0 7.5 5 

24 15.8-15.B B.5 5 

24 19.9-19.9 B.O 5 

24 25.0-25.0 B.5 5 

23 19.9-25.0 9.0 5 

D= DERECHA 

EDAD 
OSEA 

(AÑOS) 

11 

10 

11 

9 

10 

11 

13 

10 

11 

12 

13 

14 

l.3 

12 

13 

14 

15 

16 

15 

16 

>18 

>18 

>18 

>18 

>18 
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Como se encuentra detai1ado en la tabla 3, 1ae concentraciones 

hormonal.ea basal.ea de LH, T, y E 2 de cada uno de l.oa sujetos 

estudiados fueron concordantes 

se encontraba cada sujeto. 

con el. estadio de Tanner en el. que 

La LH fue cuantificada por 

radioinmunoanál.isia (RIA) de dobl.e anticuerpo. Loa reactivos para 

el anál.iais fueron proporcionados por el. Programa Especial. dP 

Investigación y Oesarrol.l.o en Reproducción Humana de l.a OMS 

(Ginebra. Suiza) Loa resul.tados se encuentran expresados en mUI/ml. 

de acuerdo a la primera preparación de referencia internacional. 

Los coeficientes de variación ínter e intra-aná1isis fueron de 11~ 

y 6%. Los reactivos para l.aa cuantificaciones de T y E 2 también 

fueron donados por el. Programa Especial. de Investigación y 

Desarrol.l.o en Reproducción Humana de l.a OMS. Los coeficientes de 

variación para T fueron menores al 7% y al 8%, mientras que para E 2 

fueron menores al. 7% y al. 7.5% 

Para 

aprobación 

real.izar el protocolo 

tanto del. Comité de 

experimental, se 

Etica cl~l Hospital 

obtuvo la 

(Instituto 

Nacional. del.a Nutrición Sal.vador Zubirán), como del.os adultos y 

de l.os padres de l.os niños participantes. 

El. protocol.o experimental. consistió en l.o siguiente: a cada 

sujeto se l.e extrajo sangre (1.5 rol.a) cada 10 minutos durante 2 

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

µg de GnRH sintética (SERONO, México) y se extrajo sangre (1.5 ml.s) 

cada 10 mi~utos durante 4 horas. Inmediatamente después, se 

administraron 90 µg de GnRll (i.v.) y se repitió el. muestreo antes 

indicado. Loa pacientes acudieron al. Hospital. media hora antes de 

iniciar el. estudio con el. fin de ser canal.izados, instal.ándose una 



TABLA 3 
CONCIDITllACZOJfBS BO-ONALBS BASALBS 

LR 
SUJBTO (atJZ/al.) 

1 l.. 2 

2 0.5 

3 2.7 

4 2.8 

5 2.5 

6 l.. 7 

7 2.7 

8 2.5 

9 0.9 

l.O 2.2 

l.1 5.0 

l.2 2. l. 

l.3 3.3 

l.4 2.9 

l.5 2.8 

l.6 2.4 

l. 7 3.2 

l.8 7.7 

l.9 2.8 

20 3.2 

2l. 6.2 

22 s.o 

23 5.8 

24 8.3 

25 l.2. o 

VALORSS DS RSPSRSNCXA 
(n=20) 

LB 
T 

•• 

T 
(ng/al.J 

0.4 

0.3 

0.3 

0.6 

0.4 

0.7 

2. l. 

3.8 

l. . l. 

l.. 5 

4.7 

l.. 6 

l.. 2 

1.3 

2.9 

l.. 2 

4.0 

2.4 

4.8 

4.7 

5.5 

4.2 

4.6 

7.S 

6. l. 

PRSPUIHIRSS 
<3.0 
<3.8 

<60.0 

B2 
(pg/ml.) 

l.4. 7 

14.9 

24. l. 

22.3 

<l.3 

38.7 

l.5. 5 

29.4 

l.9. 5 

23.5 

32. l. 

37.4 

<l.3 

l.3.7 

20.9 

<l.3 

47.0 

38.4 

2l.. 5 

40.7 

36.4 

42.0 

32.3 

52.2 

27.6 

ADULTOS 
3.0-l.2.0 
3.8-l.O.O 
<60.0 
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mariposa #21, en una vena antecubital.. El. protocol.o siempre dio 

inicio a l.as 8:00 am. Previo a l.a obtención de cada muestra, se 

desecharon l.as primeras cinco gotas correspondientes a l.a sol.ución 

sal.ina. Durante l.as 10.5 horas, l.os pacientes permanecieron en 

posición de decúbito, ingiriendo un desayuno a l.as 8: 30 horas 

consistente en un vaso de jugo de naranja, un pl.ato de cereal. con 

l.eche (250 m1) y un pl.átano, así como una comida al.as 14:00 horas 

consistente en sopa de pasta. guisado de carne y una pieza de 

fruta, además de un vaso de agua. 

llBTODOS 

Cada muestra sanguínea permaneció durante 30 minutos a 

temperatura ambiente con el. fin de que se coagul.ara para 

centrifugarl.as a 1000 X g. El. suero resul.tante de cada muestra 

(aproximadamente 800 µl.) se separó en 2 al.ícuotas. 

1) Una al.ícuota de 200 µl. que fue util.izada para el. ensayo 

fl.uoroinmunométrico (IFMA) de FSH. 

2) Una al.ícuota de 600 µl. que se util.izó para constituir l.os 

concentrados de fracciones para el. bioensayo. 

Ambas al.ícuotas se congel.aron a -20ºC hasta el. día en que se 

l.l.evo a cabo el. anál.isis correspondiente. 

P1uoro~naunoen•ayo de PSB 

La cuantificación de FSH, tanto en condiciones basal.es como 

después de l.os estímul.oe con 10 y 90 µg de GnRH, se hizo mediante 

ensayos fl.uoroinmunométricos (IPMA), (Figura 1) de acuerdo con l.a 

metodol.ogía descrita por LOvgren, T., y por Henmil.A, I., y col.e. 



PRE-LAVADO DE LA PLACA 

.¡. 
ESTANDAR (LER-907) Y MUESTRAS PROBLEMA (25 11L) 

.¡. 
SOLUCION AMORTIGUADORA (200 11L) 

.¡. 
INCUBACION 2 MINUTOS (AOITACION RAPIDA) 

.¡. 
INCUBACION 3 HORAS (AOITACION ·LENTA) 

.¡. 
LAVADO DE LAS PLACAS 

TRAZADOR DILUIDO (200 11L) 

INCUBACION 30 MINUTOS 

LAVADO DE LAS PLACAS 

.¡. 
SOLUCION INTENSIFICADORA (200 JIL) 

.¡. 
AOITACION LENTA 5 MINUTOS 

.¡. 
LECTURA EN EL FLUOROMETRO 

L6vgren T. HemmllA 1 y cola. 1 984. 

FIGURA 1. INMUNOFLUOROENSAYO DE FSH 
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(69,70). Los resultados son expresados en UI/L en relación con la 

segunda preparación de referencia internacional de FSH (2º IRP-HMG) • 

se realizó una curva estándar de calibración, utilizando la FSH 

LER-907 (National Institute of Arthritis, Diabetes and Oigestive 

and Kidney Oiseases, Bethesda, MD. EUA) (NIADDK). a concentraciones 

de O. 25 a 100. O ng de FSH inmunoreactiva diluida en PBS O. OS M 

(Figura 2). Con e1 fin de que no existiesen variaciones 

interaná1iaia para un mismo sujeto, todas l.aa muestras de un 

individuo se incluyeron en 

variaciones interaná1isis se 

el. mismo ensayo. Para 

utilizaron los mismos 

anal.izar 

control.es 

las 

de 

calidad en cada uno de los ensayos. Para determinar l.as variaciones 

intraná1ieis se utilizaron controles de calidad (Immunoassay Tri-

1eve1 control. Let. 012, Diagnostic Producte Corporation, Loe 

Angeles, CA) al principio, a la mitad y al final de cada uno de los 

ensayos. El. fin de cuantificar las concentraciones de FSH a 1..o 

largo del estudio, fue el de estimar tanto la actividad 

inmunológica, como los picos máximos de 1a hormona, tanto en 

condiciones basales como bajo el estímulo con 10 µg y 90 µg de 

GnRH. 

Posterior a dicha cuantificación, se constituyeron S 

concentrados de fracciones (CDF) por separado para cada sujeto, 

correspondientes a 1ae 2 horas basales (COF 1), primeras 2 horas 

pos-10 µg de GnRH (CDF 2), siguientes 2 horas pos-10 µg de GnRH 

(COF 3), primeras 2 horas pos-90 µg de GnRH (COF 4), y últimas 2 

horas poe-90 µg de GnRH (CDF S), dichos CDFs fueron sometidos a un 

bioeneayo específico. 



Eje Y /Aeepueeta 
Eecal• logarftmlca: 1 ooo 

1 

0.1 

0.01 

0.001 

0.1 1 10 100 

Eje X/Doele 

Eecala logarftmlca:1 

FIGURA 2. Curv• ••16nd•r de c•llbr•cl6n. •I ••t6nd•r utlllz•do fue 
I• prep•r•c16n FSH LER-907. L• aenalbllld•d es 

0

de 0.25 
ng • 100 ng de FSH lnmunore•cllv•. (1ng LER-907 
equlv•le • O.OS3 Ul/L de .cuerdo •I 2 11 IRP-HMG). 



Bioengayo •in vit&o• de PSB 

Previo a analizar la bioactividad de cada uno de 

concentrados, se inactivaron los sueros calentándolos durante 

minutos a S6ºC antes de adicionarlos al cultivo celular; esto 
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los 

10 

se 

11evo a cabo con el fin de evitar el efecto inhibidor no específico 

sobre la formación de AMPc (71-72) . Se ha demostrado que con este 

tratamiento no se altera la inmunoactividad ni la bioactividad de 

la FSH (73). Este hecho se confirmó al realizar un RIA para 

ca1cu1ar el porciento de recuperación de la actividad inmunológica 

de cada uno de los CDFs habiéndose obtenido siempre una 

recuperación mayor al 90%. 

La actividad biológica "in vitre" de los concentrados 

correspondientes a cada uno de los CDFs de FSH se determinó 

mediante el empleo de un bioensayo que cuantifica el AMPc en 

células fetales de riñan humano 293, transfectadas con cDNA del 

receptor recombinante para hFSH (293-hFSHR) . Estas células fueron 

generosamente donadas por el Dr. Aaron J.W. Hsueh, de la 

Universidad de Stanford, CA, USA. El origen, manejo, especificidad 

del ligando y las propiedades bioquímicas del receptor de hFSH 

humano expresado por esta línea celular han sido descritas por 

Ti11y et al., 1992, y Albanese et al., 1994 (62,63) 

A cada pozo de cultivo se le agregaron 300 µ1 de medio D-MEM 

bajo en glucosa (Gibco, BRL) con 0.125 mM 3-isobutil-1-metilxantina 

(Sigma Chemical Ca, St. Louis, MO USA), 150,000 células en 100 µ1 

de medio y (25, so, 75 y 100 µ1) de cada uno de los concentrados de 

FSH, por triplicado. Después de 24 horas de incubación a 37"C, en 

un incubador húmedo con una atmósfera de 95% de aire y 5% de co2 , 
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e1 medio y 1as cé1u1as fueron extraídos. E1 producto se ca1entó a 

ebu11ición por 3 minutos y posteriormente se a1macenó a -20"C, hasta 

e1 momento de la cuantificación del contenido de AMPc total Cintra 

y extrace1u1ar) e1 cua1 fue determinado por RIA. 

La actividad biológica aparente "in vitre• de la FSH se 

expreso en términos del indice de actividad biológica entre la 

actividad inmuno1ógica (B/I) 

Radioinmunoan61iaia de AMPc 

Cada sobrenadante procedente de1 cu1tiv6 fue analizado en su 

contenido de AMPc por RIA, siguiendo la metodología descrita por 

Stuner y cola. (74), con las siguientes modificaciones. El RIA se 

11evó a cabo uti1izando como estándar, e1 AMPc (81c-0220) (Sigma 

Chemical Co, St. Louis, MO USA)_ El anticuerpo empleado fue el AMPc 

CV-27 de1 NIADDK a una dilución final de 1:50,000. Como marcador 

se utilizó, 2-0-monosuccinil tirosil-metil ester de AMPc (Sigma 

Chemica1 Ca, St. Louis, MO USA) radiomarcado con NaI 12.5 (Amershaiu 

Internationa1 Limite~ Reino Unido) por el método de Cloramina T 

(75) _ Para incrementar 1a sensibi1idad de1 ensayo todas las 

muestras se aceti1aron junto con 1os estándares, agregando 25 µ1 de 

trietilenamina y anhídrido acético en una proporción 2:1. Después 

se incubaron a 4ºC durante 24 horas, e1 AMPc 1ibre y aque1 unido a1 

anticuerpo fueron separados por precipitación etanó1ica, seguido 

ésto por 1a centrifugación a 1200 X g durante 30 minutos a 4ºC, por 

ú1timo se decanto y se contó 1a radioactividad de 1a pasti11a. La 

eensibi1idad de los ensayos fue de 3.125 fmo1/pozo. Los 

coeficientes de variación interensayo e intraensayo fueron menores 

de 12~ y 6~ respectivamente. 
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.An.61~•~• e•tadí•t~co 

Para determinar las diferencias entre el incremento 1 (01) y 

el incremento 2 (02) de cada uno de loe sujetos estudiados. se 

realizaron comparaciones por medio de una prueba de T-pareada. Para 

va1orar las diferencias existentes entre cada incremento,. se 

utilizó un nivel alfa de significancia <0.05. 

Con el fin de analizar la aecreci6n total de FSH a lo largo de 

las s condiciones experimentales diferentes se hicieron 

comparaciones mediante la determinación de áreas bajo la curva,. por 

el método trapezoide con la ayuda de un programa de computación 

(AREABACU) 

Las relaciones B/I de los CDFs de FSH. se compararon por medio 

de un ANOVA y una prueba de T-pareada. Para valorar las diferencias 

existentes entre cada CDF,. se utiliz6 un nivel alfa de 

significancia <O.OS. 

Se utilizó el análisis de regresión lineal para determinar el 

grado y significancia de las relaciones B/I •in vitre•. 

Zncremento (O): se define como el aumento progresivo del valor más 

alto y se expresa como el incremento entre dicho valor y la 

concentración media de la parte más baja. 

Zncremento 1 (01) - La resta del valor mas alto después del 

estímulo con 10 µg de GnRH menos la media de los valores basales. 

Zncremento 2 (02) La resta del valor mas alto después del 

estímulo con 90 µg menos el valor antes del estímulo. 
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RESULTADOS 

Se llevó a cabo el análisis fluoroinmunométrico con el fin de 

analizar la actividad inmunológica de cada una de las muestras 

obtenidas en cada sujeto En todos l.os casos, se 

observaron concentraciones 

estudiado. 

basales de FSH concordantes con el 

estadio de Tanner en el que cada individuo había sido clasificado. 

Estas concentraciones presentaban f~uctuacionea correspondientes a 

la secreción pulsátil y a la vida media de la hormona. Asimismo, 

todos los sujetos presentaron respuesta significativa tanto al 

estímulo con 10 µg de GnRH, como al estímulo con 90 µg de GnRH; en 

todos los 

µg que al 

casos, se observó una mayor respuesta a1 estímu1o con 90 

estímulo con 10 µg. Las respuestas fueron acordes, en 

cuanto a las concentraciones de 1a gonadotropina se refiere. con el 

estadio de Tanner al que pertenecía cada uno de los sujetos 

(Figuras 3-7). Los picos máximos de respuesta, después de la dosis 

de 10 µg de GnRH, se encontraron entre los 20 y los 80 minutos 

(mediana de 40 minutos para los sujetos en estadio de Tanner 1-4 y 

mediana de 20 minutos para los sujetos en estadio de Tanner 5) . 

Después del estímulo con 90 µg de GnRH, los picos máximos de 

respuesta se observaron entre los 20 y los 80 minutos (mediana 

entre 60 y 70 minutos para los sujetos en estadio de Tanner 1-3 y 

mediana de 30 minutos para los sujetos en estadio de Tanner 4 y 5) 

(Figuras 3-7). 

Se ca1cu1aron los incrementos máximos de respuesta a ambos 

estímulos con GnRH. La 01 fue significativamente mayor (peo.os) en 

loa individuos en estadio 1 de Tanner, al compararse con aquella 



6· 

5 

4 

3 

2 

o 
o 120 240 

12 

:::::i'" 
10 

:::;;;-
:::> G -:e 4 
en 
u.. 2 

o· 
o 120 240 

16· 

14 

12 

10 

2 

360 460 800 

360 480 600 

16-

14-

12-

10 

8 

6 

4 

2·i---.... 
o->-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

o 120 240 360 480 600 

120 240 360 480 600 

o·>-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

o 

FIGURA 3. 

120 240 380 480 •• 600 

minutos 

Concentraclonea en auaro da FSH baaalea y deepuéa de eatlmuloa 
repetido• con GnRH ex6geno en cinco auletoa en eatadlo 1 de la 
claalflcacl6n de Tanner. En cada gr6flca, la primera flecha Indica el 
momento de la admlnlatracl6n de la doala de 10 pg de GnRH en tanto que 
la aegunda Indica la lny-cl6n de la doala de 90 pg de GnRH. 
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Conc•ntraclonea en auero de FSH b•••le• y deapu•• de eatimulo• 
repetido• con GnRH exógeno en cinco aujetoa en eatadlo 2 de la 
claalllcaclón de T•nner. En cad• 11r•Hca la primera flecha Indica el 
momento de la admlnlatraclón de la do•I• de 10 pg de GnRH en tanto que 
I• aegunda Indica la Inyección de la doal• de 90 1'11 de GnRH. 
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Concentr•clonea en auero de FSH baaalea y deapu9a de ealimulos 
repelido• con GnRH exógeno en cuelro aujeloa en ••l•dlo 4 de la 
cl••lflcaclón de Tanner. En cada gr6flc•, la primer• flecha Indica el 
momento de la •dmlnlalraclón de la doala de 10 µg de GnRH en tanto que 
I• aegunda Indica la Inyección de la doala de 90 µg de GnRH. 
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Concentraclona• an auaro da FSH baaalaa y deapuéa da eatimulo• 
repetido• con GnRH ax6gano en cinco auJatoa en eatadlo 5 de la 
claalllcacl6n de Tannar. En cada gráfica, la primera flecha Indica al 
momento da la admlnlatracl6n da la doala da 10 1111 da GnRH an tanto 
qua la •agunda Indica la Inyección da la doala de 90 1111 da GnRH. 
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obtenida en los sujetos que se encontraban en estadio 2 ó 3 (tabla 

4). No existió diferencia estadísticamente significativa en cuanto 

a la Ol. se refiere, entre ningún otro grupo. Al probar la 

de la 02, solamente se encontró signif icancia estadística 

diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) entre l.os 

sujetos en estadio 3 de Tanner y aquellos en estadios 4 ó 5. La 02 

máxima presentó valores que no difirieron estadísticamente de 

aquel.los encontrados en l.a 01 en l.oa sujetos en estadio 1 de 

Tanner; sin embargo, 1a 02 fue mayor que la ·01 en loa individuos 

pertenecientes al. resto de los estadios de Tanner, observándose 

significancia estadística (p<0.05) en todos los casos. 

Por último, con el. fin de evaluar 1as diferencias existente9 

en la cantidad de secreción total de FSH entre los 5 grupos 

estudiados, se procedió a anal.izar las áreas bajo l.a curva de 1a 

producción de FSH. Para ello, procedimos a dividir las 10 horas 

totales del protocolo experimental en 5 grupos diferentes: área 1 

(2 horas basales), área 2 (primeras 2 horas pos l.O µg de GnRH), 

área 3 (siguientes 2 horas pos 10 µg de GnRH) área 4 (primeras 2 

horas pos 90 µg de GnRH), y área 5 (últimas 2 horas pos 90 µg de 

GnRH) (Tabla 5) . El análisis estadístico al evaluar las diferencias 

en el. patrón de secreción de la FSH sérica entre las áreas de los 

5 grupos (Tanner 1-5), así como en las diferentes fases del estudio 

experimental demostró que l.as áreas bajo la curva l., 2. 3 y 4 

correspondientes a l.os sujetos cl.asif icados como Tarmer l.. 

difirieron significativamente de las áreas 1,2,3 y 4 existentes en 

l.oa individuos en estadio 4 de Tanner, observándose una p<0.05. El. 

reato de l.as comparaciones real.izadas entre l.os diferentes estadios 



TABLA 4 

ZHCREMBHTO MAXZMO DB PSD A CADA UNO DB LOS BSTDIULOS CON GnRH 

Ol. 

Tanner l. 7.08 ± 4.90 

(n-5) 

Tanner 2 4. l.4 ± l. - 86 

(n-5) 

Tanner 3 3.85 ± l. . Ol. 

Cn-6) 

Tanner 4 5.92 ± J..97 

(n=4) 

Tanner 5 7.52 ± 5.32 

Cn-5l 

Los valores se expresan como x ± DE 
p < o.os (Ol.) 1 vs 2 y l. ve 3 
p < O.Os (02) 3 ve 4 y 3 vs S 
p < o.os (Ol.vs 02) 2, 3, 4 y s 

02 

7.32 ± 2.55 

l.0.94 ± 6.50 

5. l.3 ± l.. 7J. 

8.52 ± 3.13 

l.3.93 ± 9 - 3l. 

Incremento 1 (01) La resta del valor mas alto después del 
estímulo con 10 µg de GnRH menos la media de los valores basales. 

Zncr .. ento 2 (02) La resta del valor mas alto después del 
estímulo con 90 µg menos el valor antes del estímulo. 



ISTADIO 
DI 1 

TAlllD 

1 483.2 251.4'' 1 

2 539.4±167.8' 

3 679.0±080.4' 

4 1313. 2±361 s 
5 1103.1±430.1' 

1 P<0.05 vs Tanner 4 
• P<0.05 vs area 2 y area 4 
b P<0.05 vs area 4 

TABLA 5 

ACTIVIDAD IlOIOHOLOGICA DE PSB 
AUAS BAJO LA COIVA 

(i' ±DI) 

ARIA BAJO LA COIVA 
(UI/L/2 HRS) 

2 3 4 

1065.4±579.4~ 1 931.4±644.71 1403.0±623.51 

858.9±260.9b 586.6±183.4 1443. 5±681. o 

970.2±095.9b 841.4±055.0 1341. 4±185. 6 

1691.0±424.7 1603.5±580.7 2210.0±810.4 

5 

858.6±267.7 

985.7±375.0 

981.1±101.1 

1669.8±622.9 

1678. 5± 781. 4 1233.4±487.2 2275.7±1215.7 1643.6±818.9 



de Tanner no demostraron diferencias 
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estadísticamente 

significativas. Sin embargo, a pesar de esó, posiblemente por el 

número reducido de pacientes estudiados, se puede apreciar 

claramente en la tabla 5, cómo la cantidad total de FSH secretada 

de manera basal (área 1) es cada vez mayor confornle avanza 1a 

pubertad. Eat:e hecho se mantiene constante en las otras cuatro 

áreas salvo por 1os 

Tanner, ya que éstos 

euj etas que se encuentran en 

presentan una secreción total 

estadio 1 de 

de la hormona 

similar a 1os individuos en estadio 2 ó 3 de 'l'anner. Asimi.smo. hay 

que señalar que al comparar las cinco áreas bajo la curva de 

secreción de FSH en cada estadio de Tanner. se observó que las 

áreas 2 y 4 en todos los estadios de Tanner fueron 

significativamente mayores que el área 1 (p<0.05) Por otro lado, 

se encontró que en los sujetos en estadio de Tanner 1, 2 6 3 el 

área 2 difirió significativamente de1 área 4 (p<O. OS) dicho 

fenómeno no se present6 en los estadios de Tanner 4 6 S. 

La actividad biológica relativa "in vitre" fue calculada 

considerando cada dosis (25, 50, 75, 100 µ1) analizada por RIA, y 

esto fue expresado como la relación de la actividad B/I. Cada uno 

de los CDF (del 1 al 5) de los diferentes sueros fueron capaces de 

inducir la producción de AMPc de forma dosis dependiente, de manera 

significativa, al ser expuestos a la línea celular 293-hFSHR 

(Figuras 8-12) 

con respecto 

diferentes CDFs 

a 

de 

la curva dosis respuesta 

suero que pertenecían 

observada en los 

a los individuos 

clasificados en los estadios de Tanner 1, 2, 4 y 5, los resultados 

fueron simi1ares entre sí, ya que las relaciones B/I de FSH no 
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difirieron significativamente (Tabla 6). Sin embargo. la curva 

dosis respuesta de loe diferentes CDFe de suero pertenecientes a 

ioe individuos en estadio 3 de Tanner. eí mostraron diferencias 

estadísticas (p<0.05) al comparar ice CDFs 2 va 4. 2 ve 5, y 3 va 

4. 

Al comparar loe resultados obtenidos de cada CDF entre loe 

diferentes estadios de Tanner. se concluyó que no existían 

diferencias estadísticamente eignif icativas entre ninguna de las 

comparaciones realizadas (p>0.05). 



ISTADIO 
DI 

Tlllll 

l 

2 

3 

4 

5 

*p<0.05 vs CDF y CDF 5 
**p<0.05 VS CDF 4 

1 

l. 77:t0. 64 

l. 70:t0 .92 

2.37:t0.60 

2.8S:tl.15 

2 .41±1.12 

TULl 6 

IIOACTIVIJW> DI PSI 

llLICIC. l/I 
(1 t DI) 

cmlCllTIADO DI PUCCIQllS 
2 3 • 

l. 84:t0. 81 2.20:t0.S3 2.16:t0.30 

l. 77:t0. 90 l.34±1. 40 l. 75:tl.12 

2.92:t0.21* 2.67:t0.31** 2.17±0.13 

2. 33:tl.13 2. 82:tl.39 2.28±0.84 

2.19t0.84 2.22t0.70 2.12?0.86 

5 

l.84:t0. 65 

l.22:tl.02 

2 .12:t0 .20 

2.09:t0.87 

l. 96±0. 64 
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DJ:SCOSJ:Olf 

La GnRH l.iberada por el. hipotál.amo en forma pul.sátil. estimul.a 

l.a l.iberación de ambas gonadotropinas por parte de l.a hipófisis 

anterior ( 76) . Tanto l.a LH como l.a FSH. secretadas también de 

manera pul.sátil. estimul.an a l.as gónadas en sus funciones 

gametogénica y esteroidogénica (77). El. eje hipotál.amo-hipófisis

gónada permanece en un período de rel.ativa quietud durante l.a 

infancia y no es sino hasta l.a pubertad cuando se activa 

nuevamente. Los mecanismos precisos que reactivan e1 eje no han 

podido ser dil.ucidados hasta l.a fecha (70) . 

La FSH. al. igual. que l.a LH y otras hormonas peptídicas. es 

al.macenada en gránul.os de l.as cél.ul.as secretoras y l.iberada en 

forma bifásica. La secreción inicial. (sensibil.idad) se considera 

que es debida a una poza metaból.ica presintetizada en gránul.os 

cercanos a l.a membrana cel.ul.ar que es fácil.mente l.iberabl.e; 

mientras que l.a l.iberación tardía (reserva) posibl.emente requiere 

de 1a eí.nteeis de •novo• y de l.a activación del. sistema de 

microtúbul.os y microfil.amentos (22. 45-47). 

Con el. fin de investigar de manera precisa l.a secreción de FSH 

inmunol.ógica y biol.ógicamente activa. a través del. proceso puberal. 

y val.orar l.a secreción hormonal. después de estímul.os repetidos con 

GnRH (sensibil.idad y reserva hipofisiarias). se estudiaron 25 

varones normal.es l.os cual.es se encontraban distribuidos en l.os S 

estadios de Tanner de desarrol.l.o puberal.. En todos l.os sujetos 

estudiados. l.ae concentraciones de l.a FSH a l.o l.argo de l.as 2 horas 

en J.as que se cuantificó l.a hormona basal.mente. l.as concentraciones 
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de l.a misma fueron concordantes con el. estadio de Tanner al. que 

pertenecía cada suje~o. La gonadotrc~ina presentó fl.uctuaciones a 

l.o l.argo de l.as 2 horas, l.o que se puede expl.icar tomando como base 

l.a secreción pul.sátil. y l.a vida media de l.a misma, como ya ha sido 

demostrado previamente. Desde l.uego, l.a l.imitante de sol.amente 

haber cuantificado l.a hormona a l.o l.argo de 2 horas. de manera 

basal., no nos permitió poder determinar l.a presencia de pul.sos, ya 

que l.a vida media pl.asmática de l.a FSH es de 4 horas (79). Como ya 

ha sido 

encuentran 

reportado 

en un 

previamente,, 

estadio de 

conforme 

Tanner 

l.os 

más 

individuos 

avanzado,, 

se 

l.as 

concentraciones basal.es de FSH tienden a ser mayores, aunque hay 

que considerar que existen imbricaciones de 1as misma.e entre 1os 

diversos estadios de Tanner (78). Con base en l.o anterior, no se ha 

podido establ.ecer una cl.asificación hormonal. de l.os diferentes 

estadios puberal.es, ya que dichas imbricaciones se observan también 

al. cuantificar LH o testosterona (80) . Es por el.l.o, que l.a 

cl.asificación cl.ínica de Tanner sigue siendo l.a utilizada para 

estratificar a l.os diversos estadios puberales (18) 

Todos l.os individuos estudiados respondieron 

significativamente tanto al. estímul.o con 10 µg de GnRH, como al. 

estímulo con 90 µg de GnRH, habiendo sido l.a respuesta mayor 

siempre al. segundo estímul.o. La l.iberación de una cantidad menor 

después del. primer estímul.o nos habl.aría que el. tamafio de l.a 

primera poza metaból.ica es menor, además de que l.a hipófisis tiene 

l.a capacidad de sintetizar una mayor cantidad de hormona después de 

una segunda administración de GnRH. Este patrón de respuesta apoya 

el. concepto, desde hace muchos aftas conocido, de l.a presencia de 2 
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componentes ciferentee en cuanto a l.a síntesis y secreción de FSH 

l.iberabl.e en l.a hipófisis anterior; uno que se l. ibera 

inmediatamente y el. otro que se libera de 

explicación al.terna o compl.ementaria 

manera tardía 

ea que se 

(81.). Una 

estuviese 

produciendo un efecto de autoimpregnación, l.o que condicionaría una 

mayor respuesta al. segundo eetímul.o. Este fenómeno ha sido 

demostrado por nuestro grupo de trabajo al. realizar estímulos 

testicul.ares repetidos con gonadotropina coriónica a 10 largo de 1a 

pubertad en e1 varón (30) . 

Tanto con el. estímul.o con 1.0 µg d., 

estímul.o con 90 µg, observamos mayores 

GnRH, como después 

concentraciones de 

del 

FSH 

conforme el. estadio de Tanner era mayor; sin embargo, también 

existieron imbricaciones de algunos individuos pertenecientes a un 

estadio de Tanner con otros que se encontraban en un estadio de 

Tanner diferente. Batos hallazgos concuerdan con estudios previos 

en 1oe que se ha observado una tendencia a una mayor respuesta, en 

términos de FSH, a un estímulo único de GnRH conforme es mayor e1 

estadio de desarrol.l.o pubera1 (48). 

La existencia de una 01. significativamente mayor a1 comparar 

a l.os individuos en estadio l. con aquel.los en estadio 2 ó 3 de 

Tanner, nos demuestra que l.a hipófisis de l.os individuos que se 

encuentran por iniciar l.a pubertad, se encuentra preparada para 

responder a ia 1iberaci6n de 1a poza metaból.ica de sensibilidad y 

que posibl.emente io que aún no ha madurado en estos individuos es 

el. sistema específico de síntesis y/o secreción de l.a GnRH 

endógena. Una expl.icación alternativa ea que l.a o tiende a ser 

mayor, en estos individuos, porque l.as concentraciones basal.es son 
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Las diferencias encontradas entre loa individuos en 

estadio 3 de Tanner y aque11os en estadio 4 ó 5 en cuanto a 1a 02 

se refiere, nos demuestran que a 1a mitad de 1a pubertad 1os 

individuos presentan una reserva hipofisiaria menor, en términos 

abso1utos, que en 1os estadios más avanzados. Un ha11azgo 

significativo 1o constituye e1 hecho de que 1a 02 fue mayor en 1os 

estadios 2,3,4 6 5 que 1a 01, fenómeno que no se observó en 1os 

individuos en estadio 1 de Tanner. Esta diferencia demuestra que 

1os sujetos que ya iniciaron 1a pubertad poseen una mayor reserva 

hipofisiaria en re1ación con 1a sensibi1idad, que aque11os 

individuos prepubera1es, 1o que nos puede indicar 1a existencia de 

un mecanismo más de maduración hipotá1amo-hipófisiario. 

Asimismo, 1os ha11azgos de 1as diferencias encontradas en 1as 

primeras cuatro áreas bajo 1a curva, a1 hacer 1a comparación entrP. 

1os individuos en estadio 1 de ~anner y aque11os en estadio 4 no 

ti.enen una exp1icaci6n c1ara y posiblemente pueda atribuirse a1 

reducido número de 1a muestra. La diferencia entre 1as áreas 2 y 1a 

4 a1 compararse con e1 área 1 en todos 1os estadios de Tanner, 

demuestra que ambos estímu1os 1iberaron cantidades significativas 

tanto de 1a poza metabólica de sensibilidad como de 1a poza 

metab61ica de reserva existentes; est6 ú1timo confirma reportes 

previos (81). un ha11azgo que merece mayor comentario es aque1 en 

e1 que se demostró que en 1os individuos en estadio 1, 2 ó 3 de 

Tanner, e1 área bajo 1a curva de 1as primeras 2 horas después de1 

estímu1o con 90 µg de GnRH fue significativamente mayor que e1 área 

bajo 1a curva de 1as primeras 2 horas después de1 estímulo con 10 

µg de GnRH. Este hecho, no se encontró en aque11os individuos que 
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se encontraban al final de la pubertad (estadio 4 ó s de Tannerl • 

ya que en éstos los estímulos tanto con 10 como con 90 µg de GnRH 

indujeron una secreción similar de FSH total. Este resultado nos 

indica que en los estadios tempranos de la pubertad, la reserva 

hipofisiaria es mucho mayor en términos absolutos que la 

sensibilidad. mientras que posiblemente por la maduración del eje 

hipotálamo-hipófisis. cuando loe individuos se encuentran en 

estadios avanzados de la pubertad. la cantidad de FSH lista para 

ser liberada es similar a aquella que se puede sintetizar "de 

novo•. Este ha11azgo demuestra 

metabólicas de sensibilidad y 

mecanismo más que se presenta en 

hipófisis. 

que la equiparación de 1as pozas 

reserva pudiese representar un 

la maduración de1 eje hipotálamo-

En este eeitudio, pudimos demostrar que existen cambios 

importantes tanto en la sensibilidad como en la reserva 

hipofisiarias a lo largo de la pubertad. Estos. pudiesen ser 

debidos a los cambios existentes en las concentraciones de 

testosterona a lo largo de esta etapa de la vida. los cuales se ha 

visto que modulan a 1a hipófisis en cuanto a su capacidad de 

respuesta a1 estímulo único con GnRH (82,83). 

Con e1 fin de esclarecer la falta de información y 

contradicciones existentes en relación con la actividad biológica 

de la FSH a lo largo del proceso pubera1, 

la actividad biológica de la hormona 

se procedió a determinar 

bajo las condiciones 

experimentales antes señaladas. Hasta ahora, no se ha podido 

determinar con precisión cómo se encuentra la actividad biológica 

de las gonadotropinae a lo largo del proceso puberal en el humano. 
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En 1a actua1idad, so1amente existen pub1icados 3 estudios (66-68) 

que han pretendido de1imitar 1as diferencias existentes en 1a 

actividad bio16gica de 1as gonadotropinas a 10 l.argo de esta etapa 

de l.a vida. Sin embargo, en estos trabajos sol.amente se cuantific6 

una muestra única de manera baaa1 en 1os individuos estudiados, lo 

cual, debido a la variaci6n fisio16gica de las gonadotropinas tanto 

por su vida media como por su pul.satil.idad hace que l.os resul.tado~ 

obtenidos pudiesen no ser por demás exactos. De hecho, dos de l.os 

estudios, l.os cual.es pertenecen a1 mismo grupo de trabajo (66,67), 

demuestran resul.tados contradictorios. En el. estudio publ.icado por 

Beitins y col.e en 1990. (66) se demostr6 que l.a actividad biol.6gica 

de 1a FSH se incrementaba en el. estadio 2 en rel.aci6n con el. 

estadio 1 y en el. 4 en rel.aci6n con el. 3; sin embargo, en el. 

estudio de Kl.etter y col.s. 1993 (67) se demostró que 1a 

bioactividad disminuía en el. estadio 2 en rel.aci6n con el. 1, así 

como al. comparar 1os resul.tados obtenidos en l.os individuos en 

estadio 3 en re1aci6n con aquel.l.os estudiados en estadio 4 de 

Tanner. Por úl.timo, el. estudio practicado por Kasa-Vubu y co1s. en 

1993 (68), en el. cual. también se tom6 una muestra única de sangre, 

indic6 que existe un incremento en l.as concentraciones de FSH tanto 

inmunoactiva como bioactiva en l.os primeros estadios de pubertad 

(1, 2 y 3) encontrándose una meseta después del. estadio 3. Estos 

hal.1azgos también son cuestionabl.es por l.as razones metodo16gicas 

antes expuestas. 

Nuestros resul.tados demostraron que 1a actividad 

inmuno16gica, anal.izada por medio del. ensayo inmunof1uorométrico, 

aument6 conforme 1os individuos se encontraban en un mayor estadio 
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de Tanner. Sin embargo, l.a actividad biol.ógica, no difirió ya que 

l.a rel.ación B/I no cambio a1 hacer l.as comparaciones entre 1os 

diversos estadios de Tanner entre sí, en ninguna de l.aa diversas 

condiciones experimental.es estudiadas. ~ato nos indica que l.a 

secreción de l.a gonadotropina se incrementa a6l.o en cantidad, sin 

embargo l.a cal.idad de l.a hormona no se modifica a l.o l.argo de 1a 

pubertad, ésto es independiente de si se real.izan l.as 

determinaciones de manera basal. o al. cuantificar l.a aensibil.idad o 

l.a reserva hipofisiaria, ya que no existieron diferencias 

significativas a1 l.l.evar a cabo l.as comparaciones entre l.os 

diversos estadios de Tanner en ninguno de l.os s CDFs constituidos. 

Asimismo, tampoco se encontraron diferencias significativas al. 

comparar l.as concentraciones de cada uno de l.os 5 CDFs entre sí. en 

l.os estadios 1, 2, 4 6 5 de Tanner. Las diferencias encontradas en 

l.os individuos en estadio 3 de Tanner no pueden ser expl.icadas 

cl.aramente y posibl.emente sean debidas al. reducido tamafio de l.a 

muestra. 



CORCLUSXOllSS 

El eje hipotálamo-hipófisis-gónada de los va.rones, 

una mayor secreción de FSH en los dos últimos 

36 

presenta 

estadios 

puberales, lo que demuestra el proceso de maduración de este 

eje. 

La FSH se libera en mayor cantidad confonne avanza la pubertad 

en el varón normal. 

La actividad biológica (relación B/I) de FSH no se modifica a 

lo largo del proceso puberal. 
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