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RESUMEN 

La Hormona Estimulante del Folículo (FSH), liberada en forma pulsátil por la 

hipófisis, está constituida por un grupo de isoformas que difieren entre sí en el contenido de 

carbohidratos. Cada isoforma presenta características fisicoquímicas y biológicas particulares, 

y la microheterogeneidad existente varía con el estado endócrino del sujeto. 

En el presente estudio separamos e identificamos las diversas formas moleculares de la 

FSH secretada tanto en condiciones basales como después de estímulos repetidos con GnRH, 

durante los diversos estadios de pubertad del varón. 

Se incluyeron 5 varones sanos en cada uno de los 5 estadios puberales. A cada sujeto 

se le extrajo 1.5 mi de sangre cada 10 mino durante 2 hs en forma basal, durante 4 hs luego de la 

administración de 1 O ~g de GnRH i. v. y durante 4 hs después de la administración de 90 ~g de 

GnRH i.v. Para evaluar el patrón de distribución de las isoformas de FSH, se constituyeron 3 

pozas para cada sujeto (1: 2hs basales, II: 4hs pos 10 ~g de GnRH y 111: 4hs pos 90 ~g de 

GnRH). Cada poza fue dializada, liofilizada y sometida a un cromatoenfoque (CF) con un 

gradiente de pH de 7.5 a 3.0. El material eluído se dividió en 10 grupos de fracciones (GDF) a 

intervalos de pH de 0.5. A cada GDF se le determinó su concentración de FSH por RIA. 

En todos los sujetos estudiados, en todas las fases del estudio, las isoformas de FSH 

fueron recuperadas predominantemente en valores de pH < 4.5. En condiciones basales, los 

sujetos en estadio 1, 4 Y 5 presentaron una mayor abundancia relativa de las formas menos 

ácidas que los sujetos en estadios 2 y 3 de Tanner. Luego del estímulo con 10 y con 90 J..lg de 

GnRH se observó que los sujetos en estadio 1, 2 y 5 presentaron una mayor abundancia de 

las isoformas menos ácidas que los individuos en estadios 3 y 4 de Tanner. Los cambios en la 

distribución de las isoformas de FSH fueron expresados como el cociente de las isoformas con 

valores de pH de elución < 4.5 entre aquellas con valores;;:: 4.5. Las comparaciones en 

condiciones basales demostraron un incremento de este índice entre los sujetos en estadio 2 en 

relación con aquellos en estadio 1, y un decremento paulatino de dicho índice a partir del estadio 

3. Luego del estímulo tanto con 10 como con 90 ~g de GnRH se observó que este índice, en los 

estadios 1, 2 Y 3 de Tanner disminuía en relación con lo encontrado en condiciones basales, 

mientras que en los estadios 4 y 5 se mantenía. 

Independientemente del estadio de pubertad en que se encuentre el varón las formas más 

ácidas de FSH siempre predominarán, pero existen variaciones en las isoformas de la FSH 

circulante a lo largo del proceso puberal las cuales pueden deberse a cambios en la frecuencia de 

la pulsatilidad de GnRH o a cambios en el ambiente esteroidogénico. 



ABSTRACT 

FSH, which is released in a pulsatile fashion by the pituitary, is constituted by a group 

of ¡soforros which differ between them in their carbohydrate composition. Each ¡soform 

exhibits specific physicochemical and biological characteristics. The existing 

microheterogeneity depends on the endocrine status oftbe donor. 

In the present study we separated and identified the various FSH ¡soforms secreted 

basally, as well as after repeated stimuli with GnRH, throughout maJe sexual maturation. 

Five normal males in eaeh Tanner stage (1-5) were included. Blood samples (1.5 mI) 

were obtained every 10 min basally ror 2 hs. At the beginning of the trurd hour, all subjets 

received an i. v. bolus of 10 J..lg GnRH and samples were obtained ror 4 hs every 10 min; 

afterwards, an Lv. bolus of90 Jlg GnRH was administred and samples were drawn every 10 

min for 4 more hours. In order to determine the distribution pattem of the FSH isofonns, we 

constituted 3 difTerent pools for each individual (1: 2 basal hours; 11: 4 post 10 ~g GnRH 

hours; III: 4 post 90 ¡ig GnRH hours). Eaeh pool was Iyophilized and dialized and 

chromatofocused in a pH gradient ranging from 7.5 to 3.0. The eluted material was separately 

pooled in 10 fraetions (divided by 0.5 pH intervals). Eaeh fraetion was measured for FSH 

content by radioirnmunoassay. 

In all individual s and in eaeh eycle phase FSH isoforms were predominantly reeovered 

at pH values below 4.5. During the basal phase individual s c1assified as Tanner 1, 4 or 5 

presented a significant increase in the relative abundance of less acidic isoforms when 

compared to individuals Tanner 2 or 3. After both GnRH stimuli subjects in Tanner stage 1, 2 

or 5 had a significant increase in the relative abundance of less acidic isoforrns when 

compared to individual s Tanner 3 or 4. Changes in isoform distribution were expressed as the 

ratio of the amounts of isoforms with elution pH values below 4.5, relative to those with 

values aboye this pH. Basally, this ratio was higher in individuals Tanner 2 than in Tanner 1; 

from Tanner 3 on, this ratio decreased progressively. After both GnRH stimuli, this ratio 

decreased in Tanner 1, 2 and 3, whilst in Tanner 4 and 5 it rernained constant. 

In all Tanner stages acidic FSH ¡soforms predorninated; however, sorne differences 

were detected throughout maJe sexual maturation wich could be due to changes in GnRH 

puJsatility frequency or to changes in the steroidogenic milieu. 
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INTRODUCCION 

Pubertad 

La pubertad se define como la etapa de transición de la rúñez a la vida adulta. Los cambios 

tanto fisicos como psicológicos que se presentan condicionan que el individuo, muchas veces con 

dificultad, tenga que adaptarse a su nueva situación biopsicosocial. Esta etapa debe ser considerarla 

como una fase más del desarrollo gonadal, la cual conduce finalmente a la madurez sexual completa y 

a la fertilidad. La edad de inicio es variable puesto que depende de fuctores genéticos, 

constitucionales y ambientales (Wheeler, 1991; Parrn y Ramos-Galván, 1992). Las gónadas se 

desarroUan tanto en su tamaño como en sus funciones endócrina y reproductiva especializadas. La 

producción total de hortnonas sexuales aumenta progresivamente, lo que conduce al desartollo de las 

características sexuales secundarias y en asociación y dependencia Íntima con los eventos 

hortnonales, se adquiere la capacidad de la garnetogénesis. La maduración sexual secundaria en los 

varones comprende el desarrollo testicular, el genital y la aparición de vello púbico. En condiciones 

normales en nuestro medio, el inicio de los cambios puberales se presenta después de los 9 años de 

edad (media 11.5 años, con límites entre los 9 y 14 años) (WheeJer, 1991). Concomitantemente con 

el crecimiento peneano, las vesículas seminales, la próstata y las glándulas bulbouretrales crecen y se 

desarrollan. La primera eyaculación se presenta durante la pubertad temprana o media, generalmente 

precediendo al pico de crecimiento lineal, a una edad cronológica promedio de 14.3 años (Laron el 

al, 1980). El crecimiento peneano comienza generalmente entre 12 y 18 meses después del inicio del 

crecimiento testicular. El vello púbico aparece generalmente poco después de que ha dado inicio el 

desartollo genital. La aparición del vello facial y axilar es sumamente variable y su magrtitud depende 

de factores genético-raciales. El vello axilar aparece aproximadamente dos años después de la 
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aparición del púbico. Otros cambios somáticos tales como el aumento en dimensiones de los 

componentes cartilaginoso y membranoso de las cuerdas voca1es (que conlleva al agravamiento de la 

tonalidad de la voz característica del varón) y el crecimiento de la laringe, del cartilago cricotiroideo y 

músculos laríngeos ocurren exclusivamente en el varón como consecuencia de la acción de los 

andrógenos. Asimismo, el varón desarroUa un aumento de la masa muscular (Van Vliet, 1991; Ulloa-

Aguirre el al, 1994). 

La descripción comparativa de los cambios fisicos entre individuos y poblaciones requiere de 

un método objetivo y reproducible que describa y clasifique las caracteristicas sexuales secundarias 

así como a las diferentes etapas puberales. Estas características fueron descritas y agrupadas por 

Marsha1l Y Tanner (1969, 1970); en la actualidad, esta es la clasificación más aceptada 

internacionalmente. En el varón, dicha clasificación incluye las siguientes características: volumen 

testicular; rugosidad, coloración y elongación del escroto; longitud y grosor del pene y cantidad, 

distribución y propiedades del veUo púbico. Con base en estas características, la pubertad del varón 

se divide en cinco estadios de desarroUo, que van desde el estadio I (prepuberaI) hasta el estadio 5 

que co·rresponde al adulto normal. La pubertad da principio con la elongación escrotal y el aumento 

en el volumen testicular (Burr el a/, 1970). El crecimiento de los testículos se presenta durante un 

período aproximado de 4 años alcanzándose un volumen final mayor de 15 mi. El crecimiento 

testicular está dado principalmente a expensas de la maduración de los túbulos semirúferos por la 

acción de la honnona estimulante del foUculo (FSH) (MarshaU y Tanner, 1986). 

El eje hipotálarno-hipófisis-gónada (H-H-G) se reactiva durante esta etapa de la vida, 

después de haber permanecido en una pausa fisiológica relativa durante la infancia (Retter y 

Grumbach, 1982). Los mecanismos íntimos que dan inicio a la pubertad no han sido perfectamente 

dilucidados, pero es la activación del eje H-H-G lo que genera los cambios somáticos característicos 
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de esta etapa. Existen dos teorías que podrían explicar de manera satisfactoria la inhibición funcional 

de la unidad hipotálamo-hipofisiaria durante la niñez o prepubertad. La primera de ellas es 

dependiente de los esteroides gonadales, que a las bajas concentraciones existentes durante el 

período posnatal, la infancia temprana y la prepubertad son suficientes para inhibir o disminuir el nivel 

de actividad del sistema hipotalámico generador de pulsos de la honnona liberadora de 

gonadotropinas (GnRH). Este sistema de alta sensibilidad hipotalámica a esteroides sexuales opera 

principalmente durante .el período posnatal y la infancia temprana a juzgar por las elevadas 

concentraciones de gonadotropinas que exhiben aquellos pacientes con gónadas no funcionales, tal y 

como sucede en el síndrome de disgenesia gonadal. En estos pacientes, es posible detectar 

concentraciones basales elevadas de la honnona luteinizante (LH) y de FSH, así como una 

sensibilidad hipofisiaria aumentada a la GnRH exógena durante los primeros 2 a 3 años de vida y 

posterionnente en la pubertad y la vida adulta. Este sistema de control se inicia aparentemente 

durante la vida fetal, aunque en este periodo se manifiesta en un nivel más bajo que el observado en la 

infancia (Conte el al, 1975). El segundo mecanismo responsable del nivel ITÚnimo de operatividad del 

sistema hipotalámico generador de pulsos durante la prepubertad es el denominado mecanismo 

inhibitorio intrínseco del sistema nervioso central (SNC), el cual se inicia durante la infancia tardía y 

opera de manera predominante sobre el mecanismo dependiente de los esteroides gonadales durante 

la niñez (4 a 11 años de edad). Este mecanismo explica de manera satisfactoria la reducción tan 

importante en las concentraciones sanguíneas de las gonadotropinas que presentan las pacientes con 

disgenesia ganada! durante la niñez (Conte el al, 1975). Al igual que el anterior, este mecanismo 

inicia aparentemente su función durante la vida intrauterina una vez que la diferenciación y desarrollo 

de la unidad hipotálamo-hipofisiaria han sido completados. Aún cuando ambos mecanismos 

inhibitorios del sistema hipotalámico generador de pulsos de la GnRH operan aparentemente de 
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manera simultánea, su nivel de actividad difiere dependiendo del estadio de desarrollo. La 

coexistencia de ambos mecanismos ha sido sugerida por la observación de que durante la niñez 

(periodo durante el cual predomina la actividad inhIbitoria dependiente del SNC) las concentraciones 

en suero de las gonadotropinas se encuentran discretamente más elevadas en pacientes con 

disgenesia ganada! que en niños nonnales (Conte el al, 1975). Aún cuando el o los componentes 

responsables del mecanismo de inhibición central son desconocidos, es posible que diversos factores 

de naturaleza peptídica (opioides, honnona liberadora de corticotropina), así como algunos 

neurotransmisores y neuromoduladores (catecolaminas, &-aminobutirato, serotonina, glutamato, 

aspartato, etc.) estén involucrados. Considerando lo anterior, el inicio de la pubertad y el desarrollo 

de la misma se presentan cuando el mecanismo central disminuye su actividad inhibitoria y se reduce 

concomitantemente la elevada sensibilidad hipotalámica a la retroalimentación negativa de los 

esteroides sexuales. La síntesis y secreción de la GnRH por parte del hipotálamo, estimula la 

secreción de la LH y de la FSH por la hipófisis. Estas estimulan a su vez a las gónadas en sus dos 

funciones principales: la esteroidogénesis y la gametogénesis (Grumbach y Kaplan, 1990; Ulloa-

Aguirreel al, 1994). 

Eje Hipotálamo-Hipófisis-Q)nada 

En 1949, Everet y ca/s., propusieron que la regulación de la síntesis y secreción de las 

gonadotropinas era mediada por la acción que el sistema nervioso central ejercía sobre la hipófisis 

anterior. Mc Canny co/s., (1960) demostraron que la inyección de extractos hipotalámicos a ratas 

inducía la secreción de ambas gonadotropinas por la hipófisis anterior y en 1971 los trabajos tanto de 

Matsuo y coIs., como de Schally y col.o;;., continnaron que un decapéptido era el directamente 

responsable de la estimulación del gonadotropo, denominándosele desde entonces honnona 
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liberadora de gonadotropinas. 

Las neuronas controladoras de la secreción de GnRH reciben inervación de otras neuronas 

capaces también de estimular o inhibir la función ganadal. Ciertos neurotransmisores como la 

acetilcolina y la noradrenalina modifican la secreción de GnRH (Barraclough y Wise, 1982). Por 

ejemplo, la inyección de adrenalina en el hipotálamo medio basal de la rata desencadena la liberación 

de GnRH y consecuentemente de LH y FSH~ los bloqueadores alfa adrenérgicos previenen la 

respuesta ovulatoria tanto en ratas como en conejos y alteran la ovulación en la mujer. Las endorfinas 

influyen también en la secreción de GnRH y consecuentemente de gonadotropinas durante la 

pubertad (U1loa-Aguirre el al, 1988). Asimismo, se ba obsavado que la administración de naloxona 

(antagonista opioide) induce la ovulación en pacientes con diagnóstico de hiperprolactinemia, 

amenorrea o anorexia nervosa (Tay el al, 1993; Larrea el al, 1995; Matera el al, 1995). 

El sistema nervioso centraJ se comunica con la hipófisis anterior a través de una vía vascular. 

La sintesis de la GnRH se efectúa en las neuronas especializadas del hipotálamo prooptico (Marshall 

el al, 1988). Este péptido es secretado en fonna pulsátil por las terminales neuronales hacia una red 

capilar especializada que rodea a la eminencia media; una vez que alcanza la circulación porta­

hipofisiaria es transportado. hacia la hipófisis anterior, estimulándose la síntesis y secreción tanto de 

LH como de FSH (Bergland y Page, 1978). Se ha demostrado que los pulsos de frecuencias altas 

(pulsos rápidos) favorecen la síntesis y secreción de LH, mientras que los pulsos de frecuencias 

bajas (pulsos lentos) favorecen la secreción de FSH (Turgeon y Waring, 1982; Dalkin el al, 

1989). 

La acción ejercida por la GnRH sobre la hipófisis anterior se inicia con la unión, por parte de 

la honnona, a receptores específicos localizados en la membrana citoplasmática del gonadotropo. 

Esta unión estimula la hidrólisis de fosfoinositoles de membrana y moviliza el calcio de los depósitos 
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intracelulares. La GnRH activa a su receptor estimulando la activación de las proteínas G, las cuales 

estimulan a la fosfolipasa C (PLC) para que se produzca la hidrólisis del fosfatidil inositol 4,5 

bifosfato (pIP2) en inositol 1,4,5 trifosfuo (IP3) y diacil glicerol (DAG). El rol del IP3 en este 

mecanismo es poco claro, pero el DAG actúa activando la protein kinasa C (PKC). La activación de 

la PKC en fonna directa puede estimular la liberación de la LH (Clayton y Catl, 1981; Catt y 

Stojilkovic, 1989; Conn, 1989; Hawes y Conn, 1993). La GoRH también induce un incremento del 

calcio intracelular el cual actúa como un segundo mensajero en la liberación de LH inducida por 

GnRH (Hawes y Conn, 1993). Estas acciones, provocan un aumento bifasico de la concentración de 

calcio citosólico y consecuentemente inducen la liberación de las gonadotropinas (Catt y Stojilkovic, 

1989). Los mecanismos dependientes de calcio, son los responsables de la liberación inmediata de las 

gonadotropinas contenidas en los gránulos secretorios y éstos también contribuyen en la síntesis de 

las subunidades de las gonadotropinas. Un mediador intracelular de la señal de calcio en el 

gonadotropo es la ca\modulina, la cual después de uoirse al calcio altera la actividad de varias 

enzimas y proteínas del citoesqueleto que están implicadas en los procesos secretorios (Conn el al, 

1995). Asimismo, se ha propuesto que la activación de un elemento proteico existente en el complejo 

contráctil citoesqueleto-vesícula, se presenta después de la fosforilación, induciéndose entonces la 

extrusión de los gránulos que contienen a las hormonas (Conn, 1989). 

El número de receptores hipofisiarios para GnRH puede ser incrementado 

farmacológicamente mediante la exposición de la g1ándula a GnRH o a estrógenos, lo cual pennite 

que en detenninadas condiciones, exista una respuesta mayor de la g1ándula a la estimulación con 

GnRH (Hazum y Conn, 1988; Laws el al, 1990). 

Las gonadotropinas hipofisiarias, junto con la gonadotropina coriónica humana (HCG) y la 

tirotropina, son glicoproteínas estructuralmente similares formadas por dos subunidades 
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denominadas subunidad alfa y subunidad beta, unidas por fuerzas no covalentes. La alfa es idéntica 

entre estas glicoproteínas, y está conformada siempre por la misma secuencia de aminoácidos 

(Boothby el al, 1981; Fiddes y Goodman, 1981; Godine el al, 1982; Fiddes y Talmadge, 1984; 

Gordon el al, 1988), mientras que la beta es única para cada una de ellas y les confiere su 

especificidad biológica (Chappel el al, 1983a; Fiddes y Talmadge, 1984; UIloa-Aguirre el al, 

1995b). La actividad biológica de las glicoproteínas hipofisiarias sólo se observa si ambas 

subunidades se encuentran unidas (Tsatsoulis el al, 1991). 

Ambas gonadotropinas hipofisiarias ejercen su acción sobre las gónadas (testículos u ovarios) 

al estimular la síntesis de esteroides sexuales, ilsí como la maduración de los gametos (Chappel el al. 

1983a). En los testículos, el sitio primario de acción de la FSH es el epitelio de los túbulos 

seminíferos, donde se une a la cara basal de las células de Sertoli con la consecuente estimulación de 

la espennatogénesis y la síntesis de diversos compuestos de naturaleza proteica [inhibina, activina, 

proteína fijadora de andrógenos (ABP») y del complejo enzimático de aromatasas que convierte a la 

testosterona en estradiol; en el ovario, la FSH se une a sus receptores en las células de la granulosa 

para estimular el desarrollo folicular. La LH induce la síntesis y secreción de andrógenos en las 

células de Leydig. siendo el principal de éstos la testosterona; en la mujer, la LH estimula la 

esteroidogénesis ovárica (UIloa-Aguirre el al, 1985; Veldhuis, 1991). 

La FSH se une a receptores especificos localizados en la membrana de la célula blanco. El 

receptor de FSH es una glicoproteína que pertenece a la superfamilia de los receptores 

acoplados a proteínas G (Simoni el al, 1997; Ulloa-Aguirre y Conn, 1998; Ulloa-Aguirre y 

Timossi, 1998); consiste de una cadena única de aminoácidos que posee un gran dominio 

extracelular para la unión del ligando, siete regiones transmembranales conectadas entre sí por 

asas intra y extracelulares y un dominio intracelular asociado con la activación de una o más 
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proteínas transductoras de señal que unen nucleótidos de guanina (proteínas G) (Minegishi el al, 

1991~ Kelton el al, 1992). En conjunto, las siete regiones transmemhranales forman una 

estructura tridimensional semejante a un cilindro, el cual se encuentra orientado 

perpendicularmente al plano de la membrana celular. La realización de experimentos mediante el 

uso de péptidos sintéticos correspondientes a la región carboxilo terminal de la tercera asa 

intracelular (Iisina 551-arginina 555) del receptor de FSH de rata, ha demostrado que esta 

región es particularmente critica para el acoplamiento de proteínas G estimuladoras (Gs), 

activación de PKA y síntesis de 17~ estradiol (Grasso el al, 1995 a,b). En el testículo, la FSH 

interactúa con receptores especificas de superficie celular localizados en la membrana plasmática de 

las células de Sertoli (Means el al, 1976; 1980). En la hembra, el receptor de FSH se localiza 

únicamente en las células de la granulosa del ovario (Richards, 1994). 

Secreción pulsátil de Gn RR y gonadotropinas 

La GnRH, liberada en forma pulsátil condiciona dos tipos de patrones de secreción de 

gonadotropinas: tónico y cíclico. El tónico, es el patrón de secreción observado en los varones y 

también uno de los mecanismos existentes en la mujer, mientras que la secreción cíclica es exclusiva 

de la mujer en edad reproductiva Por otro lado, es importante señalar que la secreción de 

gonadotropinas probablemente es pulsátil en todas las etapas de la vida, bien que el patrón sea tónico 

o cíclico sin importar la edad (en el feto, en el recién nacido, en el niño, en el adolescente y en el 

adulto) (Dunkel el al, 1990; Wu el al, 1990; Wu el al, 1991). Sin embargo, debido a limitaciones 

metodológicas, existe dificultad para detectar los pulsos cuando la concentración de las 

gonadotropinas es baja, como sucede en los individuos prepuherales (Spratt el a~ 1988). 

La hipófisis responde solamente al estímulo de tipo pulsátil de la GnRH, pues al exponer a la 
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glándula continuamente a la acción de esta hormona se observa una falta de respuesta al estímulo, 

presentándose el fenómeno de regulación decreciente o de desensibilización por parte de los 

receptores de la hormona (LaIloz el al, 1988; Coon y Crowley, 1991). La desensibilización significa 

que una exposición prolongada de la célula blanco a una concentración hormonal elevada induce una 

respuesta honnonaJ disminuida. Este fenómeno es secundario a ciertos cambios en la concentración 

y/o afinidad del receptor y tiene como función fisiológica el prevenir la sobre-estimulación de la 

célula (Asceli, 1982). Asimismo, ha sido observado que tanto la frecuencia cerno la amplitud de los 

pulsos de GnRH modulan el tipo de respuesta hipofisiaria, además de que la frecuencia en la 

pulsatilidad de GnRH es modificada de acuerdo cen el ambiente endócrino existente; por ejemplo, 

esta frecuencia presenta variaciones a lo largo del ciclo ovulatorio (Marshall el al, 1991). 

Libernción bifásica de gonadotropinas 

Al igual que otras hormonas proteicas, las gonadotropinas son almacenadas en gránulos 

liberándose en forma bifasica (Lacy el al 1973; Bremmer y Paulsen, 1974). Esta liberación se 

caracteriza por un aumento agudo inicial, presentándose posteriormente un periodo de estabilización 

seguido por una segunda fase de incremento en la tasa de secreción. El fenómeno de la liberación 

bifasica se ha explicado mediante la existencia de dos pozas metabólicas de hormona liberable. Se ha 

considerado que la primera poza metabólica es sintetizada en gránulos cercanos a la membrana 

celular y es facilmente liberable en respuesta a altas concentraciones de calcio intracelular. La 

segunda, originada en gránulos no tan cercanos a la membrana celular, posiblemente requiere de la 

síntesis de novo de honnona en respuesta a un aumento sostenido de calcio, lo cual ocasiona la 

migración de los gránulos hacia la membrana celular y la subsecuente liberación de la honnona 

(Leong y Thomer, 1991; Conn el al, 1995). Se ha demostrado que durante la infusión de GnRH (por 
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ruatro horas) en varones normaJes, las concentraciones de LH sérica presentan un patrón bifasico de 

elevación. Este patrón es caracterizado por un aumento agudo durante los primeros 30 minutos, 

seguido por una meseta hasta los 90 minutos aproximadamente, momento en el cual se inicia el 

segundo incremento el cual continúa hasta el final de la infusión (Brernmer y Paulsen, 1974). Se ha 

sugerido Que las dos fases de liberación de LH representan una evidencia clara de la existencia de dos 

pozas metabólicas funcionales en la hipófisis humana, una que es rápidamente liberable y otra que 

requiere de una estimulación más prolongada para su liberación (Brernrner y Paulsen, 1974; Beitins el 

al, 1977). 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 (Rebar el al, 1973; Ulloa-Aguirre el al, 1988). 

La administración de dosis submáximas de GnRH por un periodo de varias horas, bien sea 

mediante inyecciones repetidas o por infusión continua, pennite llevar a cabo tanto la evaluación de 

la poza metabólica de gonadotropinas que se libera de forma aguda como aquella que se libera 

tardíamente. Cada poza metabólica representa distintas condiciones fisiológicas, pues la primera 

refleja. la sensibilidad del gonadotropo y la segunda la reserva del mismo. El concepto de la existencia 

de dos pozas metabólicas rupofisiarias de gonadotropinas es útil para el análisis del significado 

funcional tanto de la sensibilidad como de la reserva hipofisiaria. Si la estimulación con GnRH es 

breve y pequeña (5-10 I1g), el incremento inicial de la concentración sérica nos indicará la sensibilidad 

hipofisiaria y probablemente reflejará la concentración total de la primera poza. La estimación de la 

reserva hipofisiaria, requiere de una duración más prolongada del estimulo o de una mayor cantidad 

de GnRH (90-100 I'g). La liberación subsecuente de la honnona probablemente representa una 

aproximación del tamaño de la poza de almacenaje, la cual puede incluir un componente de nueva 

síntesis. A1 aplicar una dosis elevada de GnRH (100-150 Ilg), no se pueden apreciar por separado los 
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componentes de sensibilidad y reserva, ya que la existencia de una acción más potente ocasiona la 

liberación de ambas pozas de manera conjunta (Wang el al, 1976). 

Mecanismos de regulación en la síntesis de LH y FSH 

Las tres clases de esteroides secretados por las gónadas (estrógenos, progestágenos y 

andrógenos) se unen a receptores específicos en el hipotálamo y en la hipófisis e influyen 

directamente en la secreción de gonadotropinas (Winters el al, 1979; Winters y Troen, 1985; 

Gharib el al, 1987; Winter el al, 1992). Los receptores esteroideos han sido loca1izados 

ampliamente en las células cerebrales, donde se han relacionado además con la regulación de la 

conducta sexual y la diferenciación del cerebro (Uroan el al, 1991). 

Existen otras tres honnonas gonadales diferentes a los esteroides, encargadas de regular la 

secreción de gonadotropinas. Estas incluyen a dos proteínas diméricas, la inhibina y la activina, y a 

una monomérica, la folistatina; todas ellas, son producidas por las gónadas además de ser 

sintetizadas en una amplia variedad de tejidos como la hipófisis, el hígado, la placenta, la médula 

ósea, la glándula suprarrenal y el cerebro (Masan el al, 1985; Petraglia el al, 1987; Meunier el 

al, 1988; Sawchenko el al, 1988; Ying, 1988; Mason el al, 1989; Shimasaki el al, 1989; 

Krummen el al, 1993; Moore el al, 1994). La inhibina es un supresor selectivo de la síntesis y 

secreción de FSH tanto in vivo como in vitro (Rivier el al, 1986); sin embargo, en condiciones 

fisiológicas sus efectos son enmascarados por la presencia de testosterona (Culler, 1990; Culler 

y Negro-Vilar, 1990). Por Su parte, Ja activina, incrementa la síntesis y secreción de FSH, 

mientras que la folistatina actúa bien sea indirectamente al bioneutralizar a la activina (Krurnmen 

el al, 1993) o por medio de su asociación con cadenas de heparán sulfato de la membrana 

plasmática, lo cual favorece la unión de activina a su receptor produciéndose su captación 
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dentro de las células (Masan el al, 1989; Krurnrnen el al, 1993; Sugino el al, 1993; Moore el al, 

1994; Hashimoto el al, 1997). 

Existen otros mecanismos de regulación de la síntesis y secreción de gonadotropinas a nivel 

central La prolactina inhibe la secreción de GnRH (Milenkovic el al, 1994; Calogero el al, 1996). 

Asimismo, las gonadotropinas pueden actuar en el hipotálamo al modular la secreción de GnRH (asa 

corta de retroalimentación) mientras que a su vez la GnRH puede influir directamente en su propia 

secreción (asa ultracorta de retroalimentación) (Marshall y Kelch, 1986). 

Isofonnas de la honnona estimulante del folículo 

La honnana estimulante del folículo, al igual que otras glicoproteínas, no es una 

hormona de estructura única sino que está constituida por un grupo de ¡sofonnas. La presencia 

de variaciones en la estructura y en la distribución de oligosacáridos sial izados y en menor grado 

sulfatados en la hormona, constituye la base química para la formación de las ¡safarmas (Ulloa-

Aguirre el al, 1995a). Los oligosacáridos desempeñan un rol importante en el plegamiento, 

ensamblaje de subunidades y secreción de la molécula, además de que determinan la tasa de 

depuración metabólica así como la interacción de la hormona con su receptor (Sairam, 1989; 

Ulloa-Aguirre el al, 1995b). Cada isoforma posee características biológicas particulares como 

son su capacidad de unión al receptor, vida media plasmática y bioactividades in vitro e in vivo, 

características éstas que se encuentran íntimamente relacionadas con sus propiedades 

fisicoquímicas (Ulloa-Aguirre el al, 1995a). 

Los residuos de ácido siálico y de sulfato, presentes en los oligosacáridos de las 

gonadotropinas determinan su tasa de depuración metabólica, así como la potencia biológica in 

vivo de la molécula (Morell el al, 1971; Wide, 1986; Wide y Hobson, 1986; Fiete el al, 1991; 
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Timossi el al, 1998b). Los sulfatos terminales favorecen la remoción de las gonadotropinas de la 

circulación en su paso a través de las células reticuloendoteliales hepáticas, uniéndose a un 

receptor específico (Fiete el al, 1991); por el contrario, el ácido siálico disminuye la captación 

hepática (Morell el al, 1971). La utilización de variantes de FSH recombinante carentes de 

residuos de ácido siálico terminal corroboraron que éstas, al igual que las glicoproteínas 

deglicosiladas por métodos químicos o enzimáticos, son rápidamente depuradas de la 

circulación y son prácticamente inactivas in vivo comparadas con la estructura natural de FSH 

(Vaitukaitis y Ross, 1971; Yang y Papkoff, 1973; Galway el al, 1990). Bishop y cols., (1995), 

demostraron que ambos residuos de carbohidratos de la cadena P tienen un rol importante en la 

detenninación de la potencia in vitro de esta gonadotropina. 

Por otra parte, los residuos de ácido siálico y en menor grado los de sulfato, determinan 

la distribución por carga de las isoformas de la FSH (Baenzinger y Green, 1988; Ulloa-Aguirre 

el al, 1992a; 1995a,b). Se han aislado múltiples isofonnas por carga en extractos de hipófisis 

anterior de varias especies animales, incluído el hombre (Ulloa-Aguirre el al, 1982; Stanton el 

al, 1992; ehappel, 1995; Ulloa-Aguirre el al, 1995a). Las variantes más ácidas (sializadas) 

presentan una vida media plasmática prolongada y una bioactividad mayor in vivo, al determinar 

su actividad por el ensayo de aumento de peso ovárico en ratones inmaduros (Wide, 1986; Wide 

y Hobson, 1986). Por el contrario, las isoformas menos ácidas/sializadas exhiben una capacidad 

de unión al receptor y una actividad biológica in vilro mayor que sus contrapartes más ácidas 

(Ulloa-Aguirre el al, 1995a). Los cambios en la actividad biológica de FSH a consecuencia de 

su glico-heterogeneidad, se expresan según la relación o el cociente actividad 

biológica/actividad inmunológica (B/I). Este cociente varia según el sistema celular utilizado 

para valorar ambas actividades (Ulloa-Aguirre el al, 1995a,b; Zambrano el al, 1995; 1996; 
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Timossi el al. 1998.). 

La estructura de los oligosacáridos de las honnonas glicoproteicas se encuentra regulado 

por varios factores. La GnRH. además de ser el factor más importante en la regulación y síntesis 

de gonadotropinas, también modula su glicosilación (Ramey el al, 1987; Sardanons el al, 1987; 

Ulloa-Aguirre el al. 1992c; Vogel el al. 1986; Wide y Albertsson-Wikland. 1990; Wide el al. 

1 996a). El tratamiento de mujeres hipogonádicas con antagonistas de la GnRH conduce a la 

producción de ¡safonnas de FSH con una relación bioactividad-inmunoactividad reducida, 

probablemente debido a una alteración en la glicosilación (Dahl el al, 1988). 

La mayor resolución para la separación de ¡safannas se obtiene mediante técnicas que 

separan por carga como el isoelectroenfoque (IEF) o el cromatoenfoque (CF). Este último 

método ofrece la ventaja adicional de que las proteínas que se encuentran fuera de la ventana del 

pH empleado pueden ser fácilmente recuperadas, identificadas y nuevamente procesadas a 

través de un intervalo de pH diferente, sin que exista pérdida significativa de la actividad (Ulloa­

Aguirre y Chappel, 1982). Ha sido demostrado, que las isoformas de FSH tienen 

predominantemente carga negativa (pI que corresponden a valores de 5.5 a 3.4), en contraste 

con lo que ha sido descrito para las isoformas de LH. La naturaleza ácida' de las isoformas de 

FSH, se debe primordialmente a la presencia de un alto porcentaje de oligosacáridos 

(aproximadamente 87%) con residuos terminales de ácido siálico (Green y Baenziger, 1988). 

La rata y el hámster han sido los modelos experimentales más utilizados para la 

caracterización del pleomorfismo de la FSH Por medio del lEF o del CF, varios grupos de 

investigadores han caracterizado detaUadamente la distribución de las diversas isoformas de 

FSH tanto in vi/ro como in vivo durante diversas condiciones fisiológicas y experimentales 

(UlIoa-Aguirre el al, 1995b). En extractos hipofisianos de hámsters y ratas, hembra y macho, se 
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ha demostrado la presencia de 6 a 7 iso formas inmunoactivas de FSH. Asimismo, Chappel y 

cols., en 1983 (b) demostraron que en la hipófisis de ratas hembras prepúberes existen todas las 

isoformas de FSH observadas en las ratas adultas; sin embargo, antes de la pubertad la mayoría 

(60-70%) de la FSH inmunoactiva migra hacia la porción ácida del gel (3.4-4.9). En la etapa de 

la apertura vaginal, es posible observar un incremento significativo en la proporción de algunas 

isoformas menos ácidas de FSH (pI=5.0-6.0) que son las que poseen mayor unión al receptor y 

mayor actividad biológica in vitro. Por lo tanto, pareciese que durante la pubertad la hipófisis 

adquiere la capacidad de transformar el porcentaje de las ¡soformas existentes al aumentar la 

cantidad relativa de las que presentan mayor actividad biológica. En otro estudio realizado en 

ovejas hembra, se examinaron los cambios en la distribución de las isoformas de FSH en 

paralelo con los cambios en la secreción de FSH bioactiva, demostrándose que al inducir la 

pubertad existe un cambio marcado en la distribución de isoformas de FSH circulante hacia 

aquellas isoformas menos ácidas (padmanabhan el al, 1992). 

En el hombre adulto también se han llevado a cabo estudios en los que se han separado las 

isoformas de FSH, encontrándose que existe un gran número de las mismas, tanto en tejido 

hipofisiario (Wide, 1986; Ulloa-Aguirre el al, 1 992a; Stanton el al, 1996; Zambrano el al, 

1996), como en suero (Wide, 1982) y en orina (Ulloa-Aguirre el al, 1 992b). Asimismo, se han 

llevado a cabo dos estudios en los cuales se han descrito diversas isoformas de la gonadotropina 

en sujetos puberales; sin embargo, ambos estudios demuestran resultados parciales y poco 

generalizables debido a diseños experimentales inadecuados. En un primer estudio, Phillips y 

Wide (1994) analizan una muestra única basal, además de muestras a los 30, 60 Y 90 minutos 

pos GnRH de 10 púberes (que se encontraban en estadio de desarrollo puberal 2, 3, 4 ó S). En 

este trabajo los autores no especifican en que estadio se encontraba cada uno de los sujetos 
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estudiados, por lo cual no se puede inferir cual era la respuesta observada para cada estadio 

puberal, además de que al hacer esto la muestra sería insuficiente. La única conclusión válida de 

este estudio sería que las isoformas de FSH, al igual que las de LH, tienden a ser más básicas 

después del estímulo exógeno con GnRH; sin embargo, hay que considerar que los 10 sujetos 

fueron estudiados únicamente a los 30 y a los 60 minutos, ya que solamente en 4 de ellos se 

pudo obtener muestra a los 90 minutos. Asimismo, al haber obtenido una muestra única basal, 

se limita la interpretación que se le pueda dar a este trabajo. En el segundo estudio Phillips y 

cols., (1997) tratan de demostrar que de manera basal las formas moleculares de FSH difieren 

entre los diversos estadios puberales. Ahora bien, solamente se colectó una muestra basal, lo 

cual también hace poco generalizables a los resultados. Además, esta muestra fue tomada 

indistintamente a las 0200 o a las 0400 horas. Hay que considerar que durante la pubertad la 

actividad de la GnRH hipotalámica se incrementa inicialmente durante los pulsos nocturnos 

episódicos de secreción (Boyar el al, 1972), por lo cual no es experimentalmente correcto 

tomar una muestra en condiciones que podrían ser diferentes para cada sujeto. En ninguna parte 

del estudio se indican los volúmenes testiculares de cada uno de los sujetos y de los 40 niños 

estudiados cuatro presentaban talla baja, sin indicarse si ésto era debido a una deficiencia de 

honnona de crecimiento (total o parcial) o a una talla baja constitucional. En este segundo 

estudio no hubo estímulo con GnRH. Como se puede observar, el diseño experimental en ambos 

estudios es limitado, razón por la cual los resultados obtenidos solamente podrían demostrar 

fenómenos aislados en cuanto a la distribución de isoformas de gonadotropinas durante la 

pubertad, se refiere. 
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JUSTIFICACION 

Consideramos relevante investigar los posibles cambios en la distribución relativa de las 

diversas isoformas circulantes de FSH durante el proceso puberal en el varón. La demostración de la 

existencia de diversas isofonnas y su variación a través de los diferentes estadios puberales en 

condiciones basales así como con diferentes dosis del estímulo con GnRJL pennitirá definir y 

entender con mayor precisión el proceso puberal en el humano. 
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OBJETIVO 

.:. Separar e identificar las diversas formas moleculares de la FSH secretada tanto en condiciones 

basales como después de estímulos repetidos con GnRH, durante los diversos estadios de 

pubertad del varón. 

HIPOTESIS 

.:. Las isofonnas circulantes de la FSH presentan variaciones en su distribución por carga de 

acuerdo con el estadio puberal existente y con la dosis del estimulo de GnRH administrado. 
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SUJETOS Y METODOS 

Se incluyeron 5 varones sanos en cada uno de los diferentes estadios puberales (estadio 1 a 

5) clasificados de acuerdo con lo propuesto por Marshall y Tanner, tomándose como parámetro de 

referencia primordial el volumen gonadal (Tabla 1). paJa realizar el estudio, se obtuvo aprobación 

tanto del comité de estudios en humanos, así como de los adultos y de los padres de los niños 

participantes. 

DISEÑO DEL ESTUDIO 

Los pacientes fueron canalizados media hora antes de iniciar el estudio con una mariposa n° 

21 en una vena antecubital. El muestreo siempre se inició a las 0800 hs. Previo a la obtención de cada 

muestra, se desecharon 0.4 mi correspondientes a la solución salina administrada para mantener la 

vena permeable. 

Inicialmente, se tomaron 3 mi de sangre para cuantificar LH, FSH, testosterona (T) y 

estradiol (E,) basales. Posteriormente, a cada sujeto se le extrnjo sangre (1.5 mi) cada 10 minutos 

durante 2 horas en forma basal; posterior a ello, se administraron 10 Jlg de GnRH sintética 

(SERONO de México D.F., SA de C.v.) Lv. y se extrajo sangre (1.5 mi) cada 10 minutos durante 

4 horas. Al finalizar dicha etapa, se administraron 90 I1g de GnRH i.v. y se efectuó el mismo 

muestreo antes indicado por 4 horas más. En total se extrajeron 93 m1 a cada individuo (Figura 1). 

Durante las 10. S horas, los pacientes pennanecieron en posición de decúbito, e ingirieron una 

dieta estándar baja en grasas, tanto a las 0900 lis como a las 1400 lis. 
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CRITERIOS DE INCLUSION 

1. Sujetos masculinos mayores de 9 años de edad, con más de 23 kg de peso y por arriba de la 

percentila 3 de talla y peso para cada edad específica. 

2. Desarrollo puberaJ en estadio 1,2,3,4 ó 5 de acuerdo con la clasificación de Marshall y Tanner 

(Tabla 1). 

3. Hemoglobina mayor de 13 gr/dl y hematocrito mayor del 400!o, tres dias antes del estudio. 

CRITERIOS DE EXCLUSION 

l. Presencia de cualquier tipo de enfennedad endócrina asociada o crónica debilitante después de 

una evaluación clínica detallada. 

2. Presencia de cualquier tipo de sangrado. 

3. Presencia de cualquier tipo de enfermedad concomitante el día del estudio. 

CRITERIOS DE ELIMINACION 

l. Alteración de los signos vitales durante el muestreo. 

2. Reacción de cualquier tipo atribuible a la GnRH administrada en la prueba de estimulación. 



TABLA I 

ESTADIOS DE TANNER 

1 Escroto, testiculos y pene infantiles. 

Vello púbico: ausente. 

2 Escroto: se pigmenta, elonga, aumenta de tamano y se vuelve rugoso. 

Testiculos: 4.3-8.9 ce. 

Vello púbico: oscuro y delgado. 

3 Escroto: mayor elongación y pigmentación. 

Testículos: 9-11.4 ce. 

Pene: crecimiento predominantemente en su longitud. 

Vello púbico: oscuro, rizado y que asciende hasta el pubis. 

4 Escroto: mayor oscurecimiento de la piel. 

Testiculos: 11.5-14.9 cc. 

Pene: mayor crecimiento en longitud y diámetro. 

Vello púbico: tipo adulto, no cubre más allá de la superficie interna de 

los muslos. 

5 Testículos: mayores de 15 ce. 

Vello pÚbico: tipo adulto en cantidad y tipo, distribución en 

triángulo inverso, cubre la cara interna de los muslos. 
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METODOS 

Para la determinación de las concentraciones hormonales basales, los reactivos fueron 

donados por el Programa Especial de lnvestigación, Desarrollo y Entrenamiento en Investigación en 

Reproducción Humana de la Organización Mundial de la Salud (OMS) (Ginebra, Suiza). Las 

concentradones de LH y FSH, fueron detenninadas mediante radioinmunoanálisis (RIA) de doble 

anticuerpo y los resultados se encuentran expresados en mUI/m1 de acuerdo con la 2" preparación de 

referencia internacional (ZO IRP-HMG). Los coeficientes de variación ¡nter e ¡otra anáJisis fueron de 

ll % Y 6% para LH y de 10% Y 7"10 para FSH respectivamente. Los coeficientes de variación inter e 

¡ntra análisis para testosterona fueron menores al 7.0% Y al 8.0 % mientras que para estradiol fueron 

menores a1 7.<Y% y al 7.5%. 

Cada muestra sanguínea permaneció durante 30 minutos a temperatura ambiente con el fin 

de que se coagulase. Posteriormente, fueron centrifugadas a 1200 f.p.m. durante 15 minutos. Con el 

fin de evaluar el patrón de distribución de las diversas isoforrnas de FSH, tanto en condiciones 

basaleS como después de los estímulos con 10 Y 90 j..lg de GnRH, se constituyeron tres pozas por 

separado para cada sujeto, correspondientes a las dos horas basales (poza 1), las cuatro horas pos 10 

~g de GnRH (poza 2), y las cuatro horas pos 90 ~g de GnRH (poza 3). El suero resultante de cada 

poza se congeló a _20°C, hasta el día en que se llevó a cabo el análisis correspondiente. Cada una de 

las pozas fue transferida a bolsas de diálisis con una penneabilidad de 12,000-14,000 Mr (Spectrum 

Medical Industries, Los Angeles, CA, EVA), dializándose 24 horas inicialmente con agua bidestilada 

desionizada y posteriormente con carbonato de amomo 0.01 M durante 24 horas más. Finalmente, 

cada una de las pozas fue liofilizada con el fin de ser resuspendida en el menor volumen posible para 

su separación por el cromatoenfoque (Figura 1). 
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FIGURA 1: Protocolo experimental y procesamiento de las muestras llevado 
a cabo en 25 varones (5 en cada estadio de Tanner) normales. 

CF: Cromatoenfoque 
GDF: Grupo de Fracciones (condiciones experimentales) 
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Cromatoenfoque de FSH 

El CF es un método mediante el cual las proteínas son separadas al interaccionar la carga 

de superficie de la molécula con un soporte de carga inmovilizado. Las isoformas son 

recuperadas en el eluato cuando el pH del gradiente de elución iguala al punto isoeléctrico (pI) 

de la proteina. El CF ofrece la ventaja adicional sobre los otros métodos, en que las proteínas 

que se encuentran fuera del intervalo de pH empleado pueden ser facilmente recuperadas, 

identificadas y sometidas nuevamente al procedimiento a través de diferentes gradientes de pH 

(Ulloa-Aguirre el al, 1990a). En este estudio se utilizó un gradiente de pH de 7.5 a 3.0. 

El CF de FSH se realizó de acuerdo al método descrito por U1loa-Aguirre y cols., 

(1 990a,b) (Figura 2). Se empleó como intercambiador iónico la resina PBE-94 (Pharmacia Fine 

Chemicals, Piscataway, NJ, EVA) en columnas de 20 x 1 cm, equilibradas con 15 volúmenes del 

amortiguador de partida (imidazol-HCI 0.025 M. pH 7.4). Cada una de las series de sueros 

liofilizados, fueron resuspendidas en el menor volumen posible (2.5-5.0 mi) del amortiguador 

Polybuffer-74 (pharmacia Fine Chemica1s, Pistacaway, NJ, EVA) en agua desionizada (1:8 v/v) 

pH 2.98. Antes de depositar los extractos en la superficie de la columna se corrieron 4 mi del 

amortiguador de corrimiento, con el fin de evitar la exposición de la muestra a valores extremos 

de pH. Tanto el intercambiador iónico como los amortiguadores empleados en el CF, se 

degasificaron durante 30 minutos antes de su utilización, para así evitar que los iones de bicarbonato 

causasen fluctuaciones en el gradiente de pR. 

La muestra fue depositada en la columna, y una vez completada su incorporación, se 

agregó el amortiguador de corrimiento (polybuffer-74, pH=2.98). Posterionnente, se colectaron 

de 110 a 120 fracciones de 2 mi cada una a 4°C. El amortiguador de corrimiento fue sustituído 

por una solución de NaCI 1 M al detectar en alguna de las fracciones un valor de pH menor o 
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igual a 3.0. Este procedimiento se llevó a cabo con el fin de recuperar el material que no eluyó 

dentro del rango de pH 7.4 a 3.0 (pico de sal). Hecho ésto, se colectaron 20 fracciones 

adicionales y se procedió a medir el pH de cada una de las mismas. Las fracciones se agruparon 

en intervalos de 0.5 unidades de pH [en total 10 grupos de fracciones (GDF)]: mayores de 7.0 (GDF 

1), de 6.99 a 6.5 (GDF 2), de 6.49 a 6.0 (GDF 3), de 5.99 a 5.5 (GDF 4), de 5.49 a 5.0 (GDF 5), de 

4.99 a 4.5 (GDF 6), de 4.49 a 4.0 (GDF 7), de 3.99 a 3.5 (GDF 8), de 3.49 a 3.0 (GDF 9) Y el pico 

de sal (GDF 10), pH < 3.0. Cada uno de estos grupos, fue dializado por separado durante 48 horas a 

4° e con agua bidestilada y desionizada y posteriormente, con una solución de carbonato de amonio 

O.OIM durante 24 horas más. Finalmente, las muestras fueron liofilizadas para ser resuspendidas en el 

menor volumen posible de agua bidestilada desionizada y de esta forma determinar su concentración 

de FSH por medio del RIA 

RIA de FSH 

El RIA para detenninar las concentraciones de FSH en cada uno de los grupos de fracciones, 

se llevó a cabo siguiendo la metodología descrita por Ulloa-Aguirre y cols., (1992a) (Figura 3). Los 

resultados fueron expresados en mUIlml en relación con la segunda preparación de referencia 

internacional de FSH (2° IRP-HMG). Con el fin de que no existieran variaciones interanálisis para un 

mismo sujeto, todas las muestras de un individuo se incluyeron en un mismo ensayo. Para analizar las 

variaciones interanálisis se utilizaron los mismos "pooles" de control de calidad en cada uno de los 

ensayos. Para detenninar las variaciones intra análisis se utilizaron controles de calidad 

[lmmunoassay Tri-level control, Lo!. 012, Diagnostic Products Corporation (OPC), Los Angeles, 

CA] al principio, ala mitad y al final de cada uno de los ensayos. 

Se utilizaron reactivos donados por el National Institute of Arthritis, Diabetes, Digestive and 
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Kidney Diseases (NIADDK, Bethesda, MD, EUA) utilizándose como estándar de FSH a la 

preparación LER-907 a concentraciones de 4.6 og a 615.2 ng de FSH inmunoreactiva, diluída en 

amortiguador de fosfatos (pBS)-Gel El anticuerpo poücional fue el anti-hFSH-6 (dilución final 

1:200,000) y como trazador se utilizó el estándar hFSH-I-3 radiomarcado con Nal'2> (Amersham 

lnternational Limited, Reino Unido) por el método de la Cloramina-T (Greenwood el al, 1963). El 

procedimiento del RIA consistió en agregar 100 1'1 de amortiguador PBS 0.05 M, gelatina 

0.1 %, pH de 7.4 (pBS-GeI), 100 1'1 de la muestra problema o de la dosis de la curva estándar, 

1001'1 de hFSH-I'2> (l5,000 cpm), 1001'1 de anti-hFSH a una dilución de trabajo 1:100,000 

(final 1:400,000) preparado en PBS 0.05 M, EDTA 0.05 M (pBS-EDTA) y suero normal de 

conejo (SNC) al 2%, pH 7.4. Los tubos de reacción se incubaron a temperatura ambiente de 18 

a 24 horas. Posteriormente se añadieron a cada tubo 100 ~I del 20 anticuerpo (suero de camero 

inmunizado con gamma globulina de conejo) a una dilución de 1: 10 (con la finalidad de 

precipitar los complejos inmunológicos) y se incubaron por 18 a 24 horas más a temperatura 

ambiente. La reacción se detuvo con 2 mi de agua bidestilada fria y se centrifugó a 3,000 rpm 

por 36 minutos a 4°C. Posteriormente se decantaron los sobrenarlantes y se determinó la 

radioactividad unida al anticuerpo presente en los precipitados empleando un contador para 

radiaciones gamma (Packard Instrument Company, I1, EUA). Los resultados fueron expresados 

como el porcentaje de recuperación de FSH total agregada al cromatoenfoQue. 



CROMA TOENFOQUE DE FSH 

EMPAQUE DE LA COLUMNA 
PBE-94 • EQUlLmRIO CON AMORTIGUADOR DE PARTIDA 

(START BUFFER pH 7.4) 

• ADICION DE LA MUESTRA 

• ADlCION DEL AMORTIGUADOR ELUENTE 
(pH 2.98) 

• COLECCIÓN DE 110-120 FRACCIONES 
(2 mI C/U) 

• MEDICION DE pH 

• NaCI 1M (pH < DE 3.0) 

• COLECCIÓN DE 15-20 FRACCIONES 

• MEDICION DE pH DE CADA FRACCION 

• SEPARACION EN GRUPOS DE FRACCIONES 

• RIA DE FSH 

FIGURA 2: Técnica de cromatoenfoque seguida para la separación 
de las isofonnas de las muestras problema. 



RIADEFSH 

CURVA ESTANDAR CON LER-907 

MUESTRA PROBLEMA 

AFORAR CON PBS-Gel 

AGREGAR FSH-J RADIOMARCADA 

INCUBAR DURANTE 18-24 hs 

ADICION DEL 2' ANTICUERPO 

DETENCION DE LA REACCION (AGUA FRIA) 

CENTRlFUGACJON POR 30 MINUTOS 
(3000 RPM, 4"C) 

DECANTADO DEL SOBRENADANTE 

MEDICION DE LA RADIOACTIVIDAD DEL PRECIPITADO 

FIGURA 3: Técnica de radioinmunoanálisis utilizada para la cuantificación de las 
isoformas de FSH luego de su separación por cromatoenfoque. 
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ANALISIS ESTADISTlCO 

Para el análisis de los resultados se utilizó estadística descriptiva con medidas de tendencia 

central y de dispersión paramétrica y no paramétrica según la distribución del grupo en estudio. 

Asimismo, para valorar las diferencias entre los grupos tanto en condiciones basaJes como 

después del uso de 10 Y 90 ~g de GnRH se empleó prueba de /, o suma de rangos de Mann-Whitney 

así como prueba de rangos con signos de Wilcoxon, según fuese el resultado de la prueba de 

normalidad inicialmente aplicada. 

Finalmente, para las comparaciones entre todos los grupos de estudio se utilizó análisis en 

varianza en rangos de una vía., de Kruskal-WaJlis. 
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RESULTADOS 

La exploración fisica de los sujetos estudiados siempre fue realizada por los mismos dos 

observadores entre los cuales existió concordancia, en todos los casos, en relación con el estadio de 

Marshall y Tanner al que pertenecía cada individuo. Las características clínicas más relevantes, así 

como la edad ósea de cada uno de los sujetos incluidos en el estudio, se encuentran detalladas en la 

Tabla 2. En ninguno de los casos, se observó reacción adversa alguna a la GnRH durante la prueba 

de estimulación, ni tampoco ningún tipo de complicación durante el desarrollo del estudio. Todos los 

sujetos presentaron concentraciones basales de LH. FSH, testosterona y estradiol dentro de los 

límites establecidos como normales, de acuerdo con el estadio de T arutcr en el que habían sido 

clasificados. Los vaJores de dichas determinaciones se encuentran detallados en la Tabla 3. 

El análisis de las muestras de suero por CF demostró que todos los individuos estudiados, en 

las 3 condiciones experimentales (basal, pos 1 O ~g Y pos 90 ~g de GnRH), presentaron múltiples 

isofonnas de FSH inmunorreactiva. Estas se encontraron en un intervalo de pH de 7.5-3.0, así como 

en aquellas fracciones recuperadas después de añadir 1.0 moVL. NaCI a las columnas de CF (pico de 

sal), con el propósito de obtener aquel material que no logró eluir dentro del intervalo de pH antes 

mencionado. Con el fin de cuantificar a las isoformas según su pH específico, se procedió a 

agruparlas por intervalos de pH de 0.5 [en total 10 condiciones experimentales (GDF)). En todos los 

sujetos estudiados, así como en las diversas fases del estudio, las isoformas de la gonadotropina 

fueron recuperadas predominantemente en aquellos valores de pH que se encontraron por debajo de 

4.5, incluyéndose el pico de sal. Más aún, el mayor porcentaje de isoformas recuperadas en los 

diferentes grupos de pacientes y en las 3 condiciones experimentales, se encontró agrupado en el 

intervalo de pH de los GDF 7 Y 8 que corresponde a un intervalo de pH entre 4.49 y 3.5 (Figura 4). 
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Con el fin de evaluar las diferencias existentes en los patrones de distribución de las isoformas 

de FSH entre los diferentes grupos de sujetos, así como entre las diferentes fases del estudio 

experimental, cada patrón de CF fue dividido en dos regiones especificas de pH, considerándose el 

pH de 4.5 como el punto de corte específico para el valor de pH. Este punto de corte fue elegido con 

base en hallazgos previos en los cuales se había demostrado que las isofonnas de FSH hipofisiaria 

que poseen valores de pH por debajo de 4.5, presentan una vida media plasmática mayor, además de 

una potencia biológica in vitro menor que sus análogos menos ácidos (Ulloa-Aguirre el al, 1992a). 

Los cambios existentes en el patrón de distribución de las isoformas de FSH fueron expresados como 

el porcentaje de abundancia relativa de las diversas isoformas de FSH con valores de pH de elución 

menores a 4.5, en relación con aquellas en las cuales los valores de elución de pH fueron mayores a 

4.5. 

Las comparaciones entre los diferentes grupos de sujetos estudiados demostraron que en 

condiciones basales, los sujetos que se encontraban en estadio 1, 4 Y 5 de Tanner presentaron una 

mayor abundancia relativa de las formas menos ácidas que aquellos sujetos en estadios 2 y 3 de 

Tanner. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p ~ 0.016) al comparar todos los 

grupos entre s~ excepto entre aquellos sujetos en estadio 2 de Tanner versus los sujetos en estadio 5 

de Tanner (Tabla 4, Figura 4). La mayor proporción de las isoformas con pH " 4.5 se encontró en 

los individuos en estadio 5 de Tanner; de hecho, en el único caso en el que se encontró una 

proporción mayor al 5% en isofonnas con un pH ~ 4.5 fue en el GDF 6 de los sujetos Tanner 5 (p= 

0.002) (Figura 4). Al llevar a cabo la comparación entre grupos después del estimulo con 10 ~g de 

GnRH se pudo observar que los sujetos en estadio 1, 2 Y 5 de Tanner presentaron una mayor 

abundancia de las isoformas menos ácidas, que aquellos individuos pertenecientes a los estadios 3 y 4 

de Tanner. Esta misma diferencia en la distribución de las isofonnas entre los diversos grupos 
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estudiados, fue observada después del estímulo con 90 llg de GnRH. Sin embargo, ni en la fase pos 

10 Jlg, ni en la pos 90 ¡..tg de GnRH, se observó significancia estadística (Tabla 4, Figura 4). 

Al aplicar el estímulo con 10 ¡Lg del decapéptido se observó, en los sujetos de todos los 

grupos (salvo en el Tanner 4), un incremento en el porcentaje de las formas menos ácidas, al hacerse 

la comparación con los porcentajes obtenidos en condiciones basales. Dichas diferencias fueron 

estadísticamente significativas en los sujetos Tanner I (p ~ 0.001) Y Tanner 2 (p < 0.001). Postenor 

al estimulo con 90 Jlg de GnRH existieron pequeñas diferencias en la distribución de las isoformas 

más ácidas Y menos ácidas, en relación con la distribución existente después del estímulo con 10 llg. 

Ninguna de estas diferencias (entre 10 y 90 ¡Lg de GnRH) fueron estadísticamente significativas 

(Tabla 4, Figura 4). 

Los cambios en la distribución de las ¡sofonnas de FSH fueron expresados como el cociente 

de la cantidad de isoformas de FSH con valores de pH de e)ución menores a 4.5 entre aqueUas con 

valores por arriba de dicho pH. Las comparaciones entre los diferentes estadios de Tanner en 

condiciones basales, demostraron un incremento de este índice entre los sujetos en estadio 2 en 

relación con aquellos que se encontraban en estadio 1, así como un decremento paulatino de dicho 

índice a partir del estadio 3. Luego del estímulo con 10 llg de GnRH se obsel'Vó que este índice, en 

los estadios 1, 2 ó 3 de Tanner disminuía considerablemente en relación con lo encontrado en 

condiciones basales, mientras que en los estadios 4 y 5 de Tanner el índice se mantenía en valores 

similares. Posterior al estímulo con 90 llg de GnRH, el índice se mantuvo en valores similares a los 

encontrados después del estimulo con 10 llg (Figura 5). 



TABLA 2 

CARACTERlSTlCAS CLINICAS 

PACIENTE EDAD E.O. TALLA PESO GONADA PENE 
(años) (años) (cm) (kg) (izq-der) 

1~1l 
(cm) 

Tanner 1 
1 11 11 135 32 3.2-3.2 4.5 
2 9 9.5 134 27 2.8-2.3 4.7 
3 8 8.5 133 29 2.3-2.3 5.7 
4 9 9 135 35 4.0-3.5 5.5 
5 10 9.5 130 36 3.2-3.5 4.3 

Tanner2 
1 10 10 139 35 4.5-4.7 5.0 
2 13 13.0 148 41 8.5-ll.5 5.5 
3 11 10.5 141 34 5.2-6.3 5.5 
4 10 10 140 33 6.3-6.3 5.0 
5 12 11.5 139 38 8.5-8.5 5.7 

Tanner 3 
1 12 12 146 43 9.5-9.5 4.5 
2 13 12.5 151 44 9.5-9.5 6.5 
3 13 13.5 152 47 11.0-11.0 7.0 
4 12 13 153 44 9.5-9.5 6.8 
5 13 13 154 45 9.5-9.5 4.2 

Tanner4 
1 15 15 161 51 14.0-14.0 8.2 
2 16 16 157 48 11.5-14.0 8.0 
3 13 14 155 49 12.0-14.0 9.1 
4 14 14 160 52 12.0-12.0 10.3 
5 12 13 160 54 12.0-12.0 6.6 

Tanner 5 
1 24 >18 171 62 19.9-25.0 7.5 
2 20 >18 173 63 25.0-25.0 8.5 
3 26 >18 169 59 15.0-190 85 
4 25 >18 176 70 19.7-22.9 8.7 
5 21 >18 170 64 19.7-19.7 7.9 

E.O: Edad Osea 



TABLA 3 

CONCENTRACIONES HORMONALES BASALES 

PACIENTE LH' 
(mUUmll 

Tanner1 
1 2.9 
2 0.3 
3 0.1 

4 0.3 
5 0.1 

Media ± EE 0.74 (0.54) 

Tanner 2 
1 1.7 
2 2.7 
3 0.9 
4 2.5 
5 2.2 

Media ± EE 2.0 (0.32) 

Tanner 3 
1 1.3 
2 2.6 
3 1.3 
4 4.5 
5 3.5 

Media± EE 2.68 (0.62) 

Tanner4 
1 1.6 
2 8.2 
3 1.3 
4 3.9 
5 4.5 

Media±EE 3.94 (1.22) 

Tanner 5 
1 8.3 
2 2.9 
3 4.2 
4 2.6 
5 3.5 

Media ± EE 4.3 (1.03) 

Valores nonnales: 
Prepuberal <3.0 
Pospuberal 3-12 

FSH' 
(mUllml) 

0.8 
2.1 
1.7 

2.4 
0.3 

1.46 (0.39) 

0.5 
1.1 
2.5 
0.6 
0.7 

1.08 (0.36) 

0.6 
2.2 
0.6 
5.0 
2.6 

2.32 (0.77) 

0.5 
4.7 
1.9 
4.3 
3.2 

2.92 (0.77) 

1.8 
1.1 
1.6 
1.9 
2.0 

1.68 (0.15) 

<0.5 
0.5-5.0 

T 
(nll/mll 

0.6 
0.3 
0.1 

0.4 
0.3 

0.34 (0.08) 

0.7 
2.1 
1.1 
3.8 
1.5 

1.84 (0.54) 

0.3 
2.9 
1.2 
4.5 
3.0 

2.38 (0.73) 

4.8 
4.7 
5.0 
4.6 
4.6 

4.82 (0.04) 

7.5 
4.0 
6.3 
4.6 
6.3 

5.74 (0.63) 

<3.0 
3-10 

E2 
IDa/mil 

22.3 
<13 
23.9 

32.4 
<13 

20.92 (3.66) 

38.7 
15.5 
19.5 
29.4 
23.5 

25.32 (4.05) 

13.7 
20.9 
<13 
50.7 
19.5 

23.56 (6.96) 

21.5 
40.7 
35.6 
46.6 
41.0 

37.08 (4.26) 

52.2 
55.0 
56.6 
<13 
43.4 

44.48 (8.26) 

0-60 
0-60 

* Media de dos muestras basales tomadas a intervalos de 15 minutos. 



TABLA 4 

DISTRIBUCION DE LAS ISOFORMAS DE FSH 
RECUPERADAS EN VALORES MAYORES y MENORES DE 4.5 

EN LOS 5 ESTADIOS DE TANNER 

ESTADIO BASAL POS 10 ~g GnRH POS 90 ~g GnRH 
(%) (-Y.) DE TANNER (%) 

;, 4.5 <4.5 ;, 4.5 <4.5 ;, 4.5 < 4.5 

1 7.5 92.5 14.0 86.0 16.4 83.6 
2 2.6 97.4 8.8 91.2 8.6 91.4 

3 3.5 96.5 8.2 91.8 5.8 94.2 

4 8.5 91.5 8.0 92.0 10.1 89.9 

5 10.4 89.6 12.7 87.3 13.9 86.1 
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FIGURA 4: Distribución de las diversas isoformas de FSH ( X ± EE) en 5 sujetos en cada uno de los estadios de Tanner, 
' 1 

después de su separación por cromaloenfoque. El panel superior demuestra la distribución pe pH en aquellas muestras 
obtenidas en condiciones basales, el panel intermedio en las muestras obtenidas después del estimulo intravenoso 
con 10 ~g de GnRH y el panel inferiol¡ en las muestras obtenidas después del estimulo con 99 ~g de GnRH. 

La línea punteada separa a aquellas Isoformas que eluyeron en un pH < 4.5 de aquellas que ieluyeron en un pH;: 4.5. 
Las letras distintas en una misma región de pH demuestran diferencias estadfsticamente si9Tfi cativas (p < 0.05). 

BASAL 

POS 1 O /lQ 

GnRH 

POS 90 /lQ 

GnRH 



FIGURA 5: Indice de las isoformas de FSH con valores de pH < 4.5 entre 
aquellas con valores de pH ~ 4.5. 
Las barras identificadas con distintas letras poseen diferencias 
estadisticamente significativas (p < 0.05). 
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DISCUSJON 

Las concentraciones periféricas de ambas gonadotropinas se incrementan paulatinamente 

conforme avanza el desarrollo pubera1 a partir de valores sumamente bajos, caracteósticos de la etapa 

prepuberal, hasta alcanzar concentraciones de adulto en las ultimas etapas puberaJes. Diversos 

estudios han sugerido que además de los cambios cuantitativos, existen cambios cualitativos tanto de 

LH como de FSH a lo largo de la pubertad (phillips y Wide, 1994; Phillips el al, 1997), ya que ha 

sido ampliamente demostrado que dichas glicoproteínas no son hormonas de estructura única sino 

que están constituidas por un grupo de isoformas. Cada isofonna posee características biológicas 

particulares como son su capacidad de unión al receptor, vida media plasmática y bioactividades in 

vitro e in vivo, caracteristicas éstas que se encuentran íntimamente relacionadas con sus propiedades 

fisicoquimicas particulares (Ulloa-Aguirre el al, 1 995a). En humanos, se han llevado a cabo 

dos estudios en sujetos puberales, en los cuales se determinó la carga media de FSH (phillips y Wide, 

1994; Phillips el al, 1997); sin embargo, ambos estudios demuestran resultados parciales y poco 

generalizables debido a diseños experimentales limitados, además de que la metodología utilizada 

(e1ectroforesis en columnas de agarosa al 0.1 %) fué de baja resolución y a que las detenninaciones 

se realizaron por inmunofluoroensayo (IFMA), un método que puede subestimar a las isofonnas 

menos sializadas (Observaciones no publicadas; Zambrano el al, 1996;). Debido a esto, los 

resultados obtenidos solamente podrían demostrar fenómenos aislados, en cuanto a los cambios 

cualitativos de FSH, durante la pubertad. 

En este trabajo hemos demostrado que la FSH en los varones y en todos los estadios 

puberales es altamente heterogénea y es liberada de la hipófisis como una mezcla de isómeros, ya que 

se observó la presencia de múltiples picos de FSH inmunorreactiva a lo largo de todo el intervalo de 
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pH estudiado. En los 5 grupos estudiados, así como en todas las fases del estudio, las ¡safannas 

séricas de la gonadotropina fueron predominantemente más ácidas (pH menOr de 4.5). La 

predominancia de dichas isofonnas en la circulación, también ha sido descrita en estudios realizados 

en humanos en la fuse folicular y en la fase lútea del ciclo menstrual, (Zambrano el al, 1995), durante 

la menopausia (Wide y Hobson, 1983), así como en estudios en los cuales se ha manipulado 

experimentalmente el ambiente endócrino utilizándose agonistas de GnRH (Wide el al, 1996a) o el 

tratamiento con progestágenos (Wide el al, 1 996b). Los hallazgos del presente trabajo demuestran 

que, independientemente de si el varón se encuentra en la fase prepuberal o ya es un adulto 

totalmente desarroUado, las isoformas más ácidas siempre predominarán, lo cual puede explicarse por 

la sobrevivencia selectiva en la circulación de las ¡sofarmas con mayor vida media <las más ácidas), 

así como por la producción y secreción disminuidas de las fonnas con menor vida media (las menos 

ácidas). (Wide, 1986; Wide y Hobson, 1986; UIIoa-Aguirre el al, 1 995a). Sin embargo, es 

importante resaltar que a pesar de que las formas más ácidas predominan en todas las condiciones, 

éstas lo hacen en menor proporción en los sujetos en estadio 5 que en aquellos en otros estadios de 

Tannet. Este hallazgo puede equipararse con lo encontrado en la mujer normal durante la fase 

periovulatoria (fase de mayor actividad hipotáJamo-hipofisiaria), ya que en dicha fase se secretan una 

mayor cantidad de formas moleculares menos ácidas en relación con las secretadas en las fases 

folicular y lútea, lo cual podría estar relacionado con la mayor capacidad de estas isofonnas para 

potenciar los efectos de la LH en la ruptura folicular (Timossi el al, 1998b), a diferencia de la mayor 

abundancia de isofonnas más ácidas durante la fase folicular temprana y la fase lútea, lo que podria 

relacionarse con fenómenos que requieren de un estimulo más prolongado, como la proliferación 

celular, y menos intenso en metores inhibitorios de la sintesis y secreción de la FSH (Wide y Hobson, 

1983; Padmanabhan el al, 1988; Zambrano el al, 1995). 
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En condiciones basales, los sujetos que se encontraban en los estadios 1, 4 Y 5 de Tanner 

presentaron una mayor abundancia relativa de las fonnas menos ácidas en relación con los sujetos 

que se encontraban en estadio 2 Ó 3 de Tanner, encontrándose diferencia significativa al comparar 

todos los grupos entre sí, salvo al hacer la comparación entre aquellos en estadio 2 versus los sujetos 

en estadio 5 (a pesar de que la diferencia numérica entre ambos estadios era la mayor, la no 

significancia entre estos dos grupos puede explicarse por la dispersión existente y el número de 

sujetos estudiados). Estos resultados contrastan con lo encontrado por Wide (1989) en donde la 

carga media de FSH hipofisiaria en los prepúberes era más básica que aquellas encontradas en los 

adultos. Sin embargo, hay que considerar que estas diferencias pueden deberse a que en el trabajo 

previamente citado se estudió la carga media y a que se obtuvo una sola muestra. En el presente 

trahajo, la menor proporción de isoformas menos ácidas en aquellos sujetos en estadio 2 y 3, Y el 

aumento en la proporción de las mismas en los estadios 4 y 5 de Tanner, pudiese deberse a los 

cambios en la síntesis de estos isómeros, promovida por el ambiente endocrinológico existente en las 

diferentes etapas del desarrollo puberal, ya que como se observa en la Tabla 3 las concentraciones de 

testosterona se incrementan paulatinamente a partir del estadio 2 de Tanner, lo que podría desviar la 

producción de las isoformas hacia las formas más acidas, como se evidenció en lo encontrado en los 

estadios 2 Y 3; sin embargo, el incremento progresivo en las concentraciones de estradiol así como en 

la exposición a GnRH, podría provocar que la proporción de las isoformas más sializadas disminuya 

y por ello en los estadios 4 y 5 de Tanner nuevamente predominen aparentemente las menos ácidas. 

Esta posibilidad concuerda con lo infonnado acerca de la actividad de algunas glicosiltransferasas, 

como las sialiltransferasas, N-acetilgaJactosamina transferasa y gaJactosa-N-acetiltransferasa, las 

cuales pueden ser moduladas a nivel hip~fisiario por los estrógenos. lo que podría influir sobre el 

grado de siaIización y sulfatación de las diferentes hormonas glicoproteicas (Smith y Baenzinger, 
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1988; Dhannesh y Baenzinger, 1993; Damián-Matsumura el al, 1998). 

Por otro lado, al igual que lo descrito por Phillipsy co/s., (1997) la proporción relativa de las 

isoformas más ácidas es mayor en el estadio 2 que en el estadio 1 de Tanner. Sin embargo, estos 

autores encuentran que no existen cambios del estadio 3 en adelante, mientras que nuestro estudio 

revela que a partir del estadio 3 la proporción relativa de las isofonnas más ácidas disminuye 

progresivamente, siendo incluso menor en los estadios 4 y 5 que en el estadio l. Estas diferencias 

encontradas en condiciones basales son todavía más relevantes al observar los resultados expresados 

como el cociente entre las isoformas < 4.5 Y ;::: 4.5, ya que los sujetos en estadio 2 de Tanner 

presentan un índice 4.35 veces mayor que aquellos sujetos en estadio 5. Este índice disminuyó 

gtadualmente a partir del estadio 2 hasta el estadio 5; sin embargo, los individuos en estadio 1 de 

Tanner presentaron un índice que se encontraba en vaJores entre aquellos individuos en estadio 3 yen 

estadio 4 de Tanner. En el único grupo de estudio en el que se encontró una proporción mayor al 5% 

en isofotmas con un pH;, 4.5 fue en el grupo de fracción 6 (pH 4.99-4.5) de los sujetos Tanner S, lo 

que demuestra que el incremento en la proporción de las isofonnas menos ácidas es un fenómeno 

relacionado con la maduración sexual. 

En todos los grupos estudiados, los individuos presentaron variaciones en la proporción 

relativa de las ¡sofonnas mayores y menores a pH 4.5 después de los estímulos con GnRH Luego 

del estimulo con 10 ~ de GnRH, en todos los grupos (salvo en el Tanner 4) aumentó la proporción 

de las isofonnas menos ácidas, encontrándose cambios importantes en el índice <4.5/ ~ 4.5. Las 

proporciones relativas encontradas después del estímulo con 90 ~g de GnRH fue similar a lo 

observado después del estímulo con 10 .... g de GnRH. incrementándose discretamente las isofonnas 

mayores de 4.5 en aquellos individuos en estadio 1,4 Y 5, Y disminuyendo en los individuos que se 

encontraban en etapas intermedias de la maduración. La respuesta al estímulo con GnRH concuerda 



33 
con diversos estudios llevados a cabo en modelos animales (Galle el al, 1983; Ulloa-Aguirre el al, 

1992c), así como en uno practicado en pacientes con hipogonadismo hipergonadotrópico (Wide y 

Albertsson-Wtkland, 1990). Asimismo, estos hallazgos concuerdan con lo observado al estimular con 

GnRH a rúños que se encontraban en la pubertad (phillips y Wide, 1994). Al igual que lo observado 

al comparar a los diversos grupos estudiados en condiciones basales, podemos observar que luego 

del estímulo con 10 ll8 de GnRH, el incremento proporcional en la respuesta de los individuos en 

estadio 1 de Tanner se encuentra entre aquellos individuos en fases intennedias de la maduración 

sexual (estadios 2 y 3) Y aquellos en las fases de mayor maduración (estadios 4 y 5). Los cambios 

observados en la distribución de las isoformas de FSH después de la estimulación con GnRH 

pudiesen deberse a cambios en la glicosilación inducida por GnRH, a la mayor detección de 

isofonnas de vida media corta, a cambios en el ambiente esteroide o a una combinación de estos 

factores. Para interpretar estos resultados, hay que considerar que la administración del decapéptido, 

aún en dosis de 10 ¡..tg, constituye una prueba farmacológica y que los cambios observados no pueden 

ser totalmente extrapolables al considerar las condiciones fisiológicas existentes al inicio y durante la 

pubertad. La tendencia a sintetizar isoformas más básicas después de la administración de GnRH, 

puede ser debida a una secreción selectiva de dicho tipo de isoformas (Wide y Albertsson-Wikland, 

1990; Zalesky y Grotjan, 1991) o a que detenninadas isoformas poseen una sobrevida selectiva, ya 

que las isoformas más básicas de FSH tienen una vida media menor (Blum y Gupta, 1985; Ulloa-

Aguirre el al, 1992a; Wide, 1986). Consecuentemente, las isoformas menos ácidas encontradas en 

suero después del estímulo con GnRH representarian a las formas recientemente sintetizadas y la 

proporción de las mismas se vuelve más ácida cuando las isoformas menos ácidas desaparecen 

rápidamente de la circulación (Wide, 1986). 

Todos estos hallazgos indican la existencia de diferencias en la síntesis y secreción de 
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isoformas observadas entre aquellos individuos que se encuentran en la fase de maduración sexual y 

aquellos que están por alcanzar o han alcanzado la maduración sexual completa. Parecería que la 

secreción de las isofonnas más básicas en el adulto nonnal, es el resultado de una mayor síntesis de 

estos isómeros promovida por el ambiente endócrino existente en dicha fase del desarrollo. 

Sumamente interesante es el hallazgo de que en todas las condiciones experimentales, los 

individuos en estadio 1 de Tanner presentan valores intennedios en relación con los dos grandes 

grupos (Tanner 2 y 3; Tanner 4 y 5) antes descritos. Hay que considerar que los niños en estadio 1 de 

Tanner se encontraban por iniciar la pubertad, ya que todos los sujetos pasaron a estadio 2 de Tanner 

antes de que se cumplieran 6 meses de haberse practicado el estudio. Es un hecho bien conocido que 

la sensibilidad del eje hipotálamo-hipófisis a las bajas concentraciones de esteroides gonadales difiere 

durante la infancia en relación con lo observado en la pubertad y en la vida adulta. y la inmadurez en 

la síntesis o las bajas concentraciones de testosterona y estradiol pudiesen ser la explicación de la 

proporción de isofonnas mayores de 4.5 observado en los sujetos en estadio 1 de Tanner 

(Sizonenko, 1978; Grumbach y Kaplan, 1990). 

Las diferencias encontradas entre la proporción relativa de las isofonnas de FSH en 

condiciones basales al compararse con lo encontrado después de los estimulos con 10 y 90 ~g de 

GnRH en aquellos sujetos en estadio 1,2 ó 3 de Tanner, pero no en los otros dos grupos, se podría 

explicar con base en que aquellos individuos que no han iniciado pubertad o se encuentran en las 

primeras fases de esta etapa, no tienen concentraciones suficientes de GnRH endógena, pero sí 

responden de manera importante al estímulo farmacológico. Esto parecerla indicar que confonne el 

estadio de Tanner en el que se encuentra cada individuo, lo que determina el incremento en las 

isofonnas menos ácidas es la GnRH endógena y/o la sensibilidad que la hipófisis presenta a la misma, 

lo cuaJ es aJtamente dependiente de los esteroides gonadales (Ulloa-Aguirre el al, 1992c). 
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Los mecanismos intrínsecos que regulan los cambios de las ¡safarmas de FSH durante la 

pubertad en el humano no han sido bien definidos, y aunque nuestros resultados contribuyen a un 

mejor entendimiento de dichos mecanismos, no permiten aún definirlos ron precisión. Las diferencias 

en carga observadas reflejan variaciones en el grado de sialización, y son significativas en lapsos 

cortos, lo que hace poco probable que los andrógenos o la inhibina sean los responsables de ello, 

debido a que estos factores reguladores se incrementan gradualmente a lo largo de todo el proceso 

puberal (Burger el al, 1988; Manasco el al, 1995; Yanovski y Cutler, 1995). Aún más, la castración 

de adultos no afecta a las isoformas de FSH (Wide, 1982) y la administración de testosterona no 

posee efectos en las isoforrnas en aquellos hombres con síndrome de K1inefelter (Harsch el al, 1993). 

Con base en estos trabajos, en los hallazgos de nuestro estudio y en el hecho de que el tratamiento 

con GnRH altera la g1icosilación in vilro de la molécula de LH (Liu el al, 1976; Vogel el al, 1986; 

Ramey el al, 1987), podríamos postular, que de operar un mecanismo como este último en el caso de 

la FSH, existiria un efecto directo de la GnRH. modulado por los cambios en la concentración de 

estradiol circulante sobre la regulación de la micro heterogeneidad . 

. En resúmen, podemos concluir que con este trabajo hemos demostrado que existen 

variaciones en las isoforrnas de la FSH circulante a lo largo del proceso puberal; desde luego es 

deseable incrementar el tamaño de la muestra con el fin de poder confirmar las diferencias estadísticas 

existentes, lo cual pennitirá definir con mayor precisión este delicado y fino proceso que controla las 

funciones reproductivas en el varón. Por último, hay que considerar que para atribuir un significado 

fisiológico a la regulación del pleomorfismo de FSH es necesario demostrar, como lo hemos hecho 

en este estudio, que las diversas isoformas son secretadas a la circulación y así alcanzan la célula 

blanco, y que la producción y secreción de las isoformas se encuentra hormonalmente regulada. Sin 

embargo, quedaría por demostrar en una etapa siguiente el que los cambios en la distribución de las 
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¡sofannas alteren la actividad biológica neta de la honnona y que por lo tanto tengan un impacto 

fisiológico en la maduración sexual del varón. 
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