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RESUMEN

La sintesis y secrecién de las hormonas hipofisiatias Iuteinizante (LH) y foliculo
estimulante (FSH) esta controlada por la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) hipotalamica. Ambas gonadotropinas ejercen su accién biclogica sobre las
gonadas al estimular la eteroidogénesis y la gametogénesis.

Actualmente, se han descrito anormalidades hormonales del eje reproductive
en la obesidad. En los varones, la obesidad extrema se encuentra asociada con
concentraciones plasmaticas de testosterona {T) disminuidas y niveles de estrégenos
[estrona y estradiol (Ez)] aumentados. Tales cambios en el ambiente endéecrino de
estos sujetos pueden influir en el procese celular y/o en uno o mas aspectos de la
glicosilacion terminal de las moléculas de LH y de esta manera afectar sus
propiedades tanto biologicas (bioactividad in wvifre} como fisicoguimicas (carga
electrostatical.

En el presente estudio, se analizaron la distribucion relativa de las isoformas
circulantes de LH tanto en condiciones basales (GnRH endégena) asi como después
de estimulos repetides con GnRH exdgena en sujetos obesos y los hallazgos se
compararon con lo encontrado en individuos de peso normal. Por otra parte, se
determiné el impacto de los cambios en la glicosilacién terminal de LH en fa
bicactividad in wvitro de la gonadotropina. Se incluyeron 7 sujetos obesos con un
indice de masa corporal (IMC) entre 35.7 vy 45.5 kg/m? y 7 varones norrpales con un
IMC entre 22.5 y 24.2 kg/m?. A cada sujeto se le extrajo sangre por intervalos de 10
minutos, durante 10 horas en total, antes y después de la administracién iv. de 10
¥ 90 ng de GnRH.

Con el fin de evaluar la distribucién de las isoformas séricas de LH, se
constituyeron 3 pozas por separado para cada sujeto correspondientes a las dos
horas basales, las cuatro horas pos 10 pg de GnRH y las cuatro horas pos 90 pg de
GnRH v se someticron a un cromatoenfoque preparativo, las fracciones cluentes
fucron analizadas por RIA. Para evaluar la actividad biocldgica de la LH, se
constituyeron 5 grupos de fracciones para cada sujeto de las muestras colectadas
sucesivamentc a lo largo de intervalos de dos horas conteriendo la LH liberada bajo
condiciones basales y con los estimulos de GnRH exégena, sc ecmpled un bioensayo

in vitro homélogo que determina la cantidad de AMPc producido por las células



HEK-293 (células humanas renales fetales transfectadas con el ¢DNA del receptor
de LH humanoc). Los niveles medios de T y E: séricos fueron significativamente
menores ¥ mayores, respectivamente, en los sujetos obesos que en los sujetos
control [T sérica, 13.5 £ 2.4 nmol/L vs 19.4 £ 1.4 nmol/L (media + ES), p=0.01; E;
sérico, 0.184 £ 0.01 vs 0.153 + 0.01 nmol/L, p< 0.05]. Los valores basales medios de
LH sérica fueron similares en los sujetos obesos y en los controles {(13.3 £ 1.3 UI/L y
12.2 £ 1.2 UI/L).

Bajo todas las condiciones estudiadas, pero particularmente durante las
condiciones basales v después de la administracion de la dosis mayor de GnRH, la
abundancia relativa de isoformas basicas {aquellas con valores de pH arriba de 7.0)
fue significativamente mayor (p < 0.05) en los sujetos obesos comparado con los
controles (porcentajes de inmunoactividad de LH recuperadas en valores de pH =
7.0: sujetos obesos, 34 a 57%; controles, 22 a 46%). La relacidn bioactividad-
inmunocactividad (B/I)} de LH liberada en condiciones basales y después del estimulo
cont 10 pg de GnRH fue similar en los sujetos obesos y en los controles (basal, .30 +
0.1 y 0.35 = 0.1 en los sujetos obesos y en los controles respectivamente; 10 ug
GnRH, obesos = 0.90 £ 0.08 y 0.59 £ (.14, controles = 0.97 + 0.05 y 0.54 + 0.10,
para la LH liberada entre 10 y 120 minutos y entre 130 y 240 minutos después de
la administracién de GnRH respectivamente; p NS), mientras que la LH liberada por
los sujetos obesos en respuesta a la dosis de 90 pg de GnRH presenta relaciones B/1
significativamente menores que las detectadas en los individuos normales {0.62 +
0.07 ¥ 0.45 £ 0.09 vs 1.01 £ 0.10 ¥ 0.81 * 0.09 para la LH liberada entre 10 y 120
minutos y la 1ibcrada entre 130 y 240 minutos después de la administracion de
GnRH cn obesos y en controles, respectivamente; p < 0.05).

Por lo tanto, estos resultados indican que la alteracién en el ambiente
endocrino que se presenta en la obesidad extrema, provoca un incremento selectivo
en la liberacion de isoformas basicas de LH, modificando la intensidad de la sefal
de LH sérica que es transportada a las génadas. La glicosilacién alterada pudiera
estar representando un mecanismo adicional que modula el estado hipogonadal que

prevalece cn la obesidad mérbida.
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INTRODUCCION
Obesidad

Las definiciones existentes de obesidad son arbitrarias, va que la distribucién
del peso en la poblacién general describe una curva, mas que ¢} segregar poblaciones
diferentes de obesos y de no obesos {Simopoulus, 1987). En la mayoria de los Cas0s,
la obesidad se desarrolla en ausencia de un proceso patoldgice primario, aunque
existen entidades patolégicas que la pueden condicionar como por ejemplo, el
sindrome de Cushing. Es sencillo comprender que la obesidad se genera cuando
existe un mayor aporte energético que el gasto del mismo; lo que ne se ha podido
determinar con precisién es cuiles son los factores determinantes de este desbalance
energético. Es dificil establecer criterios precisos para evaluar la obesidad ya que
desafortunadamente, los diversos modelos existentes no dan las mismas respuestas al
ser comparados directamente (Lukaski, 1987). Existen técnicas directas para estimar
dicha condicién. como son la densitometria, el estimado de agua total, la cuantificacion
del potasio corporal {Lukasid, 1987; Bray, 1987). Existen otros métodos que se
clasifican como indirectos como son la medicion de los plisgues subcutaneos, el indice
peso/talla y el indice cintura/cadera (Durnin v Womersley, 1974; Black et al, 1983;
Kissebah y Peirs, 1989). Estos titimos son considerados como 10s méas precisos para
poder dasificar a. delerminados individuos como obesos,

El desarrollo de la obesidad generalmente comienza en la infancia, algunos
cstudios retrospectivos han sugerido que existe progresién directa de un nifto obeso a
un adulio obeso. Se ha estimado que un 30% de los adultos que son obesos lo fueron
durante la nifiez y un 80% de adoiescentes obesos son adulios obesos {Price ct al,

1990},



Recientemente, se ha demostrado que factores genéficos estan involucrados en
el desarrollo de la obesidad. En estodios reslizados en raias y ratones, se han
encontrado genes que pueden causar obesidad extrema, observindose la existencia, de
genes homélogos en el humano {Zhang et al, 1994). Uno de los genes principales, que
intervienen en los mecanismos involucrados con ¢l desarrolle de la obesidad en el
humano es el gen ob. El producto de este gen, la leptina, es una hormona de 16
kilodaltones que circula en el suero, es producida en el tejido adiposo blanco. Dicha
hormona, se une a receptores especificos en ¢l hipotilamo los cuales alteran la
expresion de algunos neuropéptidos que regulan la funcién neurcendécrina ¥ el
consume energético (Manigores, 1999; Elinguist, et al, 1998). Las concentraciones de
leptina en suero se encuentran elevadas en sujetos obesos en comparacion con sujetos
de peso normal. El incremento de dichas concentraciones parece estar correlacionado
con el porcentgje de grasa corporal. Los mecanismos responsables de esto, invohicran
la induecién del gen ob, ya que se ha encontrado una mayor cantidad de mRNA. ob en
los adipocites de sujetos obesos gque en aquellos de sujetos de peso normal. Los
cambios en la grasa corporal se traducen en cambios en las concentraciones de leptina
sérica a nivel de la expresién del gen ob. La pérdida de peso resulta en una
disminucién de los niveles plasmaticos de leptina (Beales y Kopelman, 1996}; las altas
concentraciones de leptina encontradas en el suero de sujetos obesos sugieren una
disminucién en la sensibilidad a la leptina (Hamilton et al, 1995; Lonnqvist et al,

1995},



Eje Hipotilamo-Hipdfisis-Goénada

En 1949, Everet v cols, propusieron gue la regulacion de la sintesis v secrecién
de las gonadotropinas era mediada por la accidn que el sistema nervioso central (SNC)
gjercia sobre la hipéiisis anterior. Mc Cann y cols, (1960} demostraron que la inyeccion
de extractos hipotalamicos a ratas inducia Ja secrecion de ambas gonadotropinas por
la bipéfisis anterior y en 1971 los trabajos tanto de Matsuo et al, como de Schally et al,
confirmaron que un decapéptido era el directamente responsable de la estimulacion
del gonadotropo, denominindosele desde entonces hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRkH).

Las neuronas controladoras de la secrecién de GnRH reciben inervacion de
otras neuronas capaces también de estmudar ¢ inhibir la funcidn gonadal. Cierlos
neurotransmisores como la acetileolina v la noradrenalina modifican la secrecion de
GnRH (Barraclough y Wise, 1982). Por cjemplo, la inyeccién de adrenalina en el
hipotdlamo medio basal de la rata desencadena la liberacidbn de GnRH y
consecuentemente de hormona luteinizante (LH) ¥ estimulante del foliculo (FSHY; los
bloqueadores alfa adrenérgicos previenen la respuesta ovulaioria tanto en ratas como
en congjos y alteran la ovulacion en la mujer. Las endorfinas influyen también en la
secrecion de GnRH y consecuentemente de gonadotrepinas durante la puberiad
(Ulloa-Aguirre et al, 1988). Asimismo, se ha observado que la administracion de
naloxona {antagonista opicide} induce la ovulacion en pacientes con diagnéstico de
hiperprolactinemia, amenorrea o anorexia nervosa (Tay et al, 1993; Larrea et al, 1995;
Matera et al, 19935).

El SNC sc comunica con la hipdfisis anterdor a través de una via vascular. La
sintesis de la GaRH sc cfectia en las neuronas especializadas del hipotdlame

preoptico (Marshall et ab, 1988). Este péptido ¢s secretado, siempre en forma pulsati,



por las terminales neuronales hacia una red capilar especializada que rodea a la
eminencia media; una vez que alcanza la circulacién porta-hipofisiaria es transportado
hacia la hipéfisis anterior, estimulandose la sintesis v secrecion tanto de LH comeo de
FSH (Bergland y Page, 1978). Se ha demostrado gue los pulsos de frecuencias altas
{pulsos rapidos) favorecen la sintesis y secrecién de LH, mientras que los pulsos de
frecuencias bajas (pulsos lentos) favorecen la secrecion de FSH (Turgeon v Waring,
1982; Dalkin et al, 1989).

La accibn ejercida por la GnRH sobre la hipéfisis anterior se inicia con la unién,
por parte de la hormona, a receptores especificos localizados en la membrana
citoplasmdética del gonadotropo. Esta unién estimula la hidrdlisis de fosfoinositoles de
membrana y moviliza el calcio de los depc’)sitose intracelilares. La GnRH activa a su
receplor estimulando la activacién de las proteinas G, las cuales estimulan a la
fosfolipasa C (PLC) para que se produzea la hidrélisis del fosfatidil inositol 4,5 bifosfato
(PIP2) en inositel 1,4,5 trifosfato (IP3) y diacil glicerol (DAG). El rol del IP; en este
mecanismo es poco claro, pero el DAG actiia activande 1a protein kinasa C (PKC). La
activacién de la PKC en forma directa puede estimular la liberacién de la LH {Clayton y
Catt, 1981; Catt y Stojilkovic, 1989; Conn, 1989; Hawes y Conn, 1993), La GnRH
también induce un incremento del calcio intracelular el cual actiia como un segundo
mensajero en la liberacién de LH inducida por GnRH (Hawes y Conn, 1993). Estas
acciones, provocan un aumento bifisico de la concentracion de calcio citosélico y
consecuentemente inducen la liberacion de las gonadotropinas (Catt vy Stojilkovic,
1989). Los mecanismos dependientes de calcie, son los responsables de la liberacion
inmediata de las gonadotropinas contenidas en los granulos sccretorios y ésios
también contribuyen cn la sintesis de las subunidades de las gonadotropinas. Un

mediador intracelular de la scfial de calcio en el gonadotrope es la calmedulina, la cual
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después de unirse al calcio altera la actividad de varias enzimas ¥y proteinas del
citoesqueleto que estan implicadas en los procesos secretorios (Conn et al, 1995}.
Asimismo, se ha propuesto que la activacién de un elemento proteico existente en el
complejo contractil citoesqueleto-vesicula, se presenta después de la fosforilacion,
induciéndose entonces la extrusion de los granulos que contienen a las hormonas
(Conn, 1989).

El nimero de receptores hipofisiarios para GnRH puede ser incrementado
farmacolégicamente mediante la exposicion de la glandula a GnRH o a estrégenos, lo
cual permite que en determinadas condiciones, exista una respuesta mayor de la
glandula a la estimulacion con GaRH (Hazum v Conn, 1988; Laws et al, 1990).

Las gonadotropinas hipofisiarias, junto con la gonadotropina coriénica humana
MCQ) y la tirotropina, son glicoproteinas estructuralmente similares formadas por dos
subunidades unidas por fuerzas no covalentes denominadas subunidad alfa v
subunidad beta, unidas por fuerzas no covalentes. La alfa es idéntica entre estas
glicoproteinas, y estd conformada siernpre por la misma secuencia de aminoacidos
{Boothby et al, 1981; Fiddes v Goodman, 1981; Godine et al, 1982; Fiddes v
Talmadge, 1984; Gordon ct al, 1988); mientras que la beta es Gnica para cada una de
ellas y les confiere su especificidad biolégjca (Chappel et al, 1983; Fiddes v Talmadge,
1984; Ulloa-Aguirre et al, 1995b). La actividad bioldgica de las glicoproteinas
hipofisiarias sélo se observa si ambas subunidades se encuentran unidas
(Tsatsoulis et ad, 1991},

Ambas gonadotropinas hipofisiarias cjercen su accion sobre las génadas
{testiculos w ovarios) al estimular la secrecion de esteroides sexuales, asi como la
maduracién de los gametos {Chappel et al, 1983). En los testiculos, la LH induce la

sintesis y secrectdn de andrégenos en las células de Leydig, ¢ principal de éstos es la



testosterona (T}; en la mujer Ia LH estimula la esteroidogénesis ovarica, En el vardn, €l
sific primario de accitn de la FSH es el epitelio de los thbulos semindferos, nniéndose a
la cara basal de las células de Sertoli con la consecuente estimulacién de la
espermatogénesis y de la sintesis de diversos compuesios de naturaleza proteica
[inhibina, activina, proteina fijadora de androgenos {ABP)] ¥ del complejo enzimatico de
aromatasas que convierte a la T en estradiol (Ez); en el ovario, la FSH se une a sus
receptores en las células de la granulosa para estimular el desarrollo folicular {Ullea-
Aguirre et al, 1985; Veldhuis, 1991},

La LH se une a receptores especificos localizados en la membrana de la céhia
blance. En el testiculo, interactiia con sus receptores especificos localizados en la
membrana plasmatica de las células de Leydig (Dufau y Catt, 1978). En el ovario, el
teceptor de LH se localiza en las células de la granulosa (Richards, 1994). El
receptor de LM es una glicoproteina que pertenece a la superfamilia de los
receptores acoplados a proteinas G (Simoni et at, 1997; Ulloa-Aguirre ¥ Conn, 1998;
Ulea-Aguirre y Timossi, 1998); consiste de una cadena finica de aminoacidos que
posee un gran dominio extracelular para la unién del lgando, siete regiones
transmembranales conectadas entre si por asas intra y extracelulares y un dominio
intracelular asociado con la activaciéon de una o més proteinas transductoras de
sefial que unen nucledtidos de guanina (proteinas G} (Minegishi et al, 1991; Kelton
et al, 1992). En conjunto, las siete regiones transmembranales forman una
estructura tridimensional semeijante a un cilindro, el cual se encuentra orientado
perpendicularmente al plano de la membrana cclular. El dominio extracelular esta
compucsto por 338 residuos de aminoacidos, exhibe alta afinidad y especificidad
por sus ligandos ain cuando ¢l receptor sea expresado en ausencia de los dominios

transmembranales o cuando se exprese en una forma guimérica con les dominios
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transmembranales y el dominio carboxile terminal de otros receptores de proteinas
G (Bhowmick et al, 1996; Moyle et al, 1991; Segaloff et al, 1990; Thomas et al,
1996}, Este dominio extracelular presenta miltiples segmentos repetidos (n=14)
ricos en Leu {Segaloff et al, 1990; Thomas et al, 1996). En particular, las regiones
ricas en Leu 1-6 determinan la existencia de alta afinidad y especificidad de unién
{Thomas et al, 1996}, Algunos estudies que emplean receptores mutantes han
demostrado la existencie de un sitio adicional importante para la afinidad de unién
de la LH localizado en el segundo dominio transmembranal {Asn383), asi como un
sitio de unién del gando de baja afinidad en una regidon especifica de la tercer asa
extracelullar {LysS83) {Gilchrist et al, 1996; Ryu ¢t al, 1996). Aparentemente, este
sitio de unién es critico para activar conductores transmembranales especificos que
eventualmente llevan a la generacién de sefiales infracelulares particulares, tales
como AMPc (Gilchrist et al, 1996).

El gen que codifica al receptor de LH/WCG en el humano se encuentra
localizado en los brazos cortos del cromosoma 2, especificamente en la banda p21
(Rousseau et al, 1990}. Este gen, tiene una regién codificante de mas de 60 Kb,
constituida por 11 exones y 10 intrones, que produce una proteina de 699
aminoacidos. Los exones 2-8 y 10 son muy similares en tamafio, midiendo de 70 a
80 pares de bases [pb), los exones 1 y @ son de aproximadamente 200 pb, mientras
que el exén 11 estd constituido por méas de 1000 pb. En la regién flangueante 57se
encuentran secuencias que regulan la respuesta transcripcional del gen a algunas
hormonas, factores de crecimiento y andlogos de¢ segundos mensgjcros. Los
primeros 10 exoncs codifican al gran dominio extracelular del receptor, micntras

que ¢l exén 11 es el encargado de codificar al dominio intracclular de la proteina.



Secrecién pulsitil de GoRY v gonadotropinas

La GnRH, liverada en forma pulsatil condiciona dos tipos de patrones de
secrecién de gonadotropinas: ténico ¥ ciclico. El tonico, es &l patrén de secrecion
observado en los varones y también uno de los mecanismos existentes en la mujer,
mientras que la secrecién clclica es exclusiva de la mujer en edad reproductiva, Por
otro lado, es importante sefialar que la secrecién de gonadotropinas probablemente es
pulsatil en todas las etapas de la vida, bien que el patrén sea ténico o ciclico sin
importar la edad {en el feto, en el recién nacido, en el nifio, en el adolescente ¥ en el
adulto). Sin embargo, debido a limitaciones metodolégicas, existe dificultad para
detectar los pulsos cuando la concentracion de las gonadotropinas es baja, como
sucede en los individuos prepuberales (Spratt et al, 1988) y en sujetos con obesidad
(Vermeulen et al, 1993).

La hipéfisis responde solamente al estimulo de tipo pulsatil de la GnRH, pues al
exponer a la glandula continuamente a la accién de esta hormona se observa una falta
de respuesta al estimulo, presentdndose el fenémeno de regulacién decreciente o de
desensibilizacién por parte de los receptores de Ia hormona (Lalloz et al, 1988; Conn. y
Crowley, 1991). La desensibilizacion significa que una exposicion prolongada de la
célula blanco a una concentracion hoﬁnonal elevada induce una respuesta hormonal
disminuida. Este fendmeno es secundario a ciertos cambios en la concentracion y/o
afinidad del receptor y tiene como funcitn fisiologica el prevenir la sobre-estimulacion.
de la célula {Ascoli, 1982). Asimismo, ha sido observado que tanto la frecuencia como
la amplitud de los pulsos de GnRH modulan el tipo de respuesia hipofisiania, ademas
de que la frecuencia en la pulsatiidad de GnRH e¢s modificada de acuerdo con el
ambicnte endocrino existente; por c¢jempleo, esta frecuencia presenta variaciones a lo

largo del ciclo ovulatorio (Marshall et al, 1991}.
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Liberacidon bifésica de gonadotropinas

Al igual que otras hormonas proteicas, las gonadotropinas son almacenadas en
granulos liberdndose en forma bifasica (Lacy et al, 1973; Bremner y Paulsen, 1974}
Esta lberacién se caracteriza por un aumenio agudo indcial, presentandose
posteriormente un periode de estabilizacién seguido por una segunda fase de
incremento eﬁ la tasa de secrecion. El fendmeno de la liberacién bifasica se ba
explicado mediante la existencia de dos pozas metabolicas de hormona liberable. Se ha
considerado gue la primera poza metabélica es sintetizada en granulos cercanos a la
membrana celular y es facilmente liberable. La segunda, otiginada en granulos no tan
cercancs a la membrana celuilar, posiblemente requiere de la sintesis de nove de
hormona en respuesta a un aumento sostenido de calcio, lo cual ccasiona la migracién
de los granulos hacia la membrana celular y la subsecuente liberacién de la hormona
{Leong y Thorner, 1991; Conn et al, 1995). Se ha demostrado que durante la infusion
de GnRH (por cuatro horas) en varones normales, las concentraciones de LH sérica
presentan un patrén bifisico de elevacién. Este patrén es caracterizade por un
aumente agudo duranie los primeros 30 mimitos, seguide por una meseta hasta los
90 minutos aproximadamente, momenic en el cual se inicia el segundo incremento el
cual contintia hasta el final de la infusién (Bremner y Paulsen, 1974). Se ha sugerido
que las dos fases de liberacién de LH representan una evidencia clara de la existencia
de dos pozas mctaboélicas funcionales en la hipéfisis humana, una que es rapidamente
Liberable v otra que Tequicre de una cstimulacion més prolongada para su liberacidn
{Bremner y Paulsen, 1974; Beilins et al, 1977). Este mismo patrén de liberacién ha

sido descrito para la FSH ya que se ha observado que después del estimulo con GnRH



existe una respuesta aguda a los 20 minufos y una segunda respuests a los 120
mimitos (Rebar et al, 1873; Ulloa-Aguirre et al, 1988).

La administracién de dosis subméaximas de GnRH por un periodo de varias
horas, bien sea mediante inyecciones repetidas o por infusién continua, permite llevar
a cabo tanto la evaluacién de la poza metabdlica de gonadotropinas que se libera de
forma aguda como aquella que se libera tardiamente. Cada poza metabolica representa
distintas condiciones fisioldgicas, pues la primera refleja ia sensibilidad del
gonadotropo v la segunda Ia reserva del mismo. El concepto de la existencia de dos

‘pozas metabélicas hipofisiarias de gonadofropinas es Gtl para el andlisis del
significado funcional tanto de la sensibilidad como de la reserva hipofistaria. 8i Ia
estimulaciém con GnRH es breve y pequeia (5-10 pg), el incremento inicial de la
concentracion sérica nos indicara la sensibilidad hipofisiaria y probablemente reflejard
la concentracion total de la primera poza. La estimacién de la reserva hipofisiaria,
requiere de una duracién mas prolongada del estimulo o de una mayor cantidad de
GnRH (90-100 pg). La liberacion subsecuente de la hormona probablemernte
representa una aproximacion del tamafio de la poza de almacenaje, la cual puede
incluir un componente de nueva sintesis. Al aplicar una dosis elevada de GnRH (100-
150 ug), no se pueden apreciar por separado los componentes de sensibilidad y
reserva, ya que la existencia de una accidn mds potente ocasiona la liberacién de

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

Mecanismos de regulacion en la sintesis de LH v FSH

Las tres clases de esteroides secretados por las gonadas {estrdgenos,
progestagenos y andrégenos) se unen a receptorcs cspecificos en el hipotalamo y en la

hipéfisis ¢ influyen dircctamente en la secrecién de gonadotropinas (Winters ot al,



1979; Winters y Troen, 1985; Gharib et al, 1987; Winters et al, 1992). Los receptores
esteroideos han sido localizados ampliatente en las células cerebrales, donde se han
relacionado ademés con la regulacién de la conducta sexual v la diferenciacién del
cerebro (Urban et al, 1991).

La secrecion de LH es controlada por la accién de retroalimentacién negativa
gjercida por la T v el Ez. La T o sus metabolitos actilan en el SNC para retardar el
generador de pulsos hipotaldmico y consecuentemente disminuir la frecuencia de
liberacion pulsatil de LH (Matsumoto y Bremner, 1984). La aplicacién de infusiones
agudas de E; disminuye los niveles de LH asocidndose con un incremento en la
frecuencia y una disminucién en la amplitud de los pulsos de LH (Santen, 1975). Los
opioides endogenos desempefian un rol en las acciones de retroalimentacion negativa
de androgenos y estrogenos en la secrecidén pulsatil de LH en el varén (Veldhuis et al,
1984).

Existen otros mecanismos de regulacidn de la sintesis vy secrecion de
gonadotropinas a nivel central. La prolactina inhibe directamente la secrecion de
GnRH (Milenkovic et al, 1994; Calogero et al, 1996). La dopamina, que bajo algunas
circunstancias directamente inhibe la secrecién de LH (Quigley et al, 1981). Asimismo,
las gonadotropinas pueden actuar en el hipotilamo al modular la secrecion de GnRH
{asa corta de retroalimentacién) mientras que a su vez la GnRH puede influir
directamnente en su propia secrecidén (asa ultracorta de retroalimentacion) (Marshall y

Kelch, 1986).



Actividad biolégica de la hormona luteinizante

La accién biclogica de las hormonas no esta necesariamente determinada por
los niveles inmunoactivos de las mismas, sino por la actividad biolégica especifica que
posee cada una de cstas hormonas. Con base en lo anterior, podemos sehalar que la
determinacién de la actividad biolégica serad la que finalmente indicard con mayor
precisién las acciones in vivo que tendra dicha hormona. Los pritneros ensayos para
determinar la actividad biolégica de LH fueron realizados in vive. {Matteri et al, 1990;
Storring et al, 1988). Sin embargo ¢l resdlizar ensayos in vivo, en condiciones variadas,
no es factible desde €l punto de vista biolégico. Asimismo, estos ensayos en muchas
ocasiones no poscen una especificidad completa son imprecisos y poco s;;tnsibles. En
afios recientes se han disefiado ensayos bioclégicos in wifro, para valorar la actividad
biclogica de la LH. Estos se han flevado a cabo en tejidos endocrinos, membranas,
cultives primarios de células dispersas, o en lineas celulares permanentes. Debido a
que un gran namero de sustancias pueden potenciar o inhibir la respuesta en el
bioensayo, siempre se deberd de elegir el bioensayo mas especifico para cada caso.
Uno de los bioensayos mas sensibles y especificos es el desarrollado por Jia et al,
{1993), en ¢l cual se utilizan lineas celulares, transfectadas con el receptor
recombinante de LH humano (hLHR). Las lineas cclulares conr el receptor
recombinante, tienen una estabilidad del cultivo por mayor tiempo, responden de una
manera dosis dependiente a la LH y no a otras hormonas glicoproteicas, permiten que
el bicensayo tenga especificidad de especie, no se requiere de un cultivo primario ¥
puede ser complctado en 24 horas después de la adicién de la hormona. La alta
sensibilidad y especificidad de dicho bioensayo facilita Ja medicién de la biocactividad

en muestras de sucro que contienen bajas concentraciones de gonadotropina como



sucede en los sujetos obesos (Strain et al, 1987; Kley et al, 1981; Strain et al, 1982;

Dunaif et a1, 1988).

Isoformas de la hormona luteinizante

La hormona liteinizante, al igual que otras glicoproteinas, no es una
hormona de estructura {inica sino que esta constituida por un grupo d‘e isoformas.
La presencia de variaciones en la estructura y en la distribucién de oligosacaridos
sializados v sulfatados en la hormona, constituye la base quimica para la formacion
de las isoformas (Pantel et al, 1998). Los oligosacéridos desempenan un rol
importante en el plegamiento, ensamblaje de subunidades y secrecidbn de la
molécula, ademas de que determinan la tasa de depuracién metabdlica asi como la
interaccién de la hormona con su receptor (Sairam, 1989; Ulloa-Aguirre et al,
1995b; Ruddon y Bedows, 1997). Cada isoforma posee caracteristicas biologicas
particulares como son su capacidad de union al receptor, vida media plasmatica ¥
bioactividades in vitro e in vivo, caracteristicas éstas que se encuentran intimamente
relacionadas con sus propiedades fisicoquimicas {Ulloa-Aguirre et al, 1991).

Los residuos de acido sialico y de sulfato, presentes en los oligosacaridos de
las gonadotropinas determinan su iasa de depuracion metabdlica, ast como la
potencia biolégica in vive de la molécula (Morell et al, 1971; Wide, 1986; Wide y
Hobson, 1986; Fiete et al, 1991; Timossi et al, 1998b). Les sulfatos terminales
favorecen la remocion de las gonadotropinas de la circulacién en su paso a través de
las células reticuloendoteliales hepaticas, uniéndose a un receptor especifico (Fiete
et al, 1991); por ¢l contrario, ¢l acido sialico disminuye la captacién hepéatica (Morell
et al, 1971). Estudios llevados a cabo mediante la utilizacién de isoformas de LH

hipofisiarias humanas altamente purificadas, han corroborado  quc  los



carbohidratos y en particular el contenido de Acido sidlico de éstas isoformas es
determinante para la umién al receptor ¥ para la actividad bioldgica in vivo, ya que
las isoformas con menor contenido de acido sidlico son rapidamente depuradas de
la circulacién (Burgon et al, 1996). Wilson et al, (1990) demostraron que al tratar a
la LH hipofisiaria de rata con enzimas que remueven los residuos de acido sialico,
identificaron un mayor contenido de isoformas bésicas, las cuales incrementaron su
potencia biolégica in vitro al incrementar su punto isoeléctrico.

Los residuoes de acido sidlico v los de sulfato, determinan la distribucién por
carga de las isofermas de la LH (Baenzinger y Green, 1988). Se han aislado
mltiples isoformas por carge en extractos de hipdfisis anterior, suero y orina de
varias especies animales, incluido ¢i hombre (Robertson et al, 1977a,b; Van Damme
et al, 1977). Los cambios en la actividad biol6gica de LH a consecuencia de su glico-
heterogenidad, se expresan segan la relacién o el cociente actividad
biolégica/actividad inmunolégica (B/1). Este cociente varia segin el sistema celular
utilizado para valorar ambas actividades (Ulloa-Aguirre et al, 1995a,b; Zambrano et
al, 1995; 1996; Timossi et al, 1998a).

La estructura de los oligosacaridos de las hormonas glicoproteicas se
encuentra regulado por varios factores. La GnRH, ademas de ser el factor mas
importante en la regulacion y sintesis de gonadotropinas, también modula la
glicosilacion de la LH (Wide et al, 1996).

La mayor resolucién para la separacién de isoformas se obticne mediante
técnicas que separan por carga como cl isoelectroenfoque (IEF) o ¢l cromaloenfoque
(CF). Este ultimo método ofrcce la ventaja adicional de que las proteinas que se
cncuentran fuera de la veniana del pH cmpleado pucden ser facilmente

recuperadas, identificadas y nucvamente procesadas a través de un intervalo de pll
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diferente, sin que exista pérdida significativa de la actividad (Ulloa-Aguirre y
Chappel, 1982). Ha sido demostrado, que las isoformas de LH tienen
predominantemente carga positiva (pI que corresponden a valores de 6.5 a 10.0), en
contraste con lo gue ha sido descrito para las isoformas de FSH (Robertson et al,
1977a,b; Van Damime et al, 1977).

La rata y el hamster han sido los modelos experimentales mas utilizados para
a caracterizaciépn del pleomorfisme de la LH. Por medio del 1EF o del CF, vartios
grupos de investigadores han caracterizado detalladamente la distribucién de las
diversas isoformas de LH tanto in vifro como in vive durante diversas condiciones
fisiologicas y experimentales (Robertson et al, 1982). En extractos hipofisiarios de
hamsters v ratas, hembra y macho, se ha demostrado la presencia de 6 a 7
isoformas inmunoactivas de LH (Keel y Grotjan, 1985; Ujihara et al, 1990). Otras
especies utilizadas para estudiar ¢l pleomorfismo de la LH han sido los ovinos,
bovinos y porcinos observandose que los puntos isoeléctricos de las isoformas de
éstos se encuentran en un intervalo de pH que va de 5.12 a 10.58 (Nomura et al,
1989; Zalesky y Grofjan, 1991). Se ha demostrado que las isoformas de la LH
intrahipofisiaria y sérica presentan un intervalo de pH de <4.0 a 10.0, a diferencia
dc algunas preparaciones de LH urinaria que presentar. un intervalo de 6.71 a 8.14.
En dichos estudios también se ha evaluado la actividad bioldgica, y se ha observado
que la mayor actividad la presentan las isoformas més basicas (Robertson et al,
1977a,b; Ropelato et al, 1999; Van Damme et al, 1977). Sin embargo, en otros
estudios (Wide, 1985; Wilson et al, 1990; Mitchell et al, 1994} sc¢ ha observade que
las isoformas de LH acidas son las que presentan una mayor actividad biologica.

Diversos estudios han demostrade quc las concentraciones plasmaticas de T y

de la globulina tranmsportadora de esleroides sexuales se encuentran disminuidas en
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varones obesos {Glass et al, 1977; Stanik et al, 1981; Strain et al, 1987; Zumoff et al,
1990; Pasquali et al, 1991). A pesar de que los mecanismos internos responsables de
esta disminucién son en la actualidad desconocidos, se ha demostrado que la pérdida
de peso puede revertirlos lo que ha confirmado que son secundarios al desarrollo de la
obesidad {Pasquali et al, 1988). Asimismo, se ha demostrado que la respuesta de las
células de Leydig a la estimlacién farmacolégica con hCG se encuentra dentro de los
valores de referencia en los sujetos obesos, sugiriéndose con ello que la causa primaria
de la disminucién de las concentraciones de T no se encuentra a nivel testicular {Glass
et al, 1977; Amatruda et al, 1982). Por otro lado, existe controversia en cuanto a las
concentraciones basales de gonadotropinas en los sujetos obesos, ya que en algunos
estudios se han encontrado concentraciones dentro de los valores de referencia (Glass
et al, 1977: Amatruda et al, 1978), mientras que en ofros se han observado
concentraciones, de LH y FSH, subnormales (Strain et al, 1987; Xley et al, 1981;
Strain et al, 1982; Dunaif et al, 1988). Esto Gltimo ha sugerido que la alteracién en la
secrecion de T en los sujetos obesos es secundaria a una alteracién hipotalamo-
hipofisiaria. Un estudic practicado por Vermeulen et al, {1993) demostré que las
concentraciones de LH son significativamente menores en los obesos que en los no
obesos; ademas de que la amplitud en los pulsos de LH y la cantidad total de LH
secretada también se encuentran disminuidas en estos individuos.

Las concentracionecs de E; y estrona se encuentran incrementadas en los
sujetos obesos (Schneider et al, 1979; Stanik et al, 1981). Este incremento se debe, en
gran parte, a la conversién extraglandular de precursores de andrégenoes a estrigenos,
pero {ambién puede haber un incremento en la secrecion de Ex en los testiculos
(Schneider of al, 1979). La aromatizacion de androgenos a cstrégenos sc presenia en

varios tejidos, principalmente en ¢l tejido adiposo; esta aromatizacién extraglandular



se incrementa con la edad y con Ia obesidad (Siiteri y MacDonald, 1973). El E;
secretado tanto por los testiculos como aquel producido por la aromatizacién central
y periférica puede influenciar Ia secrecion de gonadotropinas por medio de un
mecanismo de refroalimentacién negativa a nivel central (Winters y Troen, 1985). El
E; puede influir también en el proceso celular y/o en uno o méas aspectos de la
glicosilacién terminal de las moléculas de LH (Veldhuis y Dufau, 1987). la
administracién de estrégenos en el humano induce la secrecién de isofor;;nas
basicas de LH; no estid claro si este es un efecto directo o indirecto del estrogeno
sobre la hipéfisis (Wide et al, 1996). De ignal manera, se sabe que la T aumenta los
niveles de sializacion en la hipofisis. Mitchell et al, (1994) observaron que al
encontrarse conceniraciones de T disminuidas éstas pueden inducir una sintesis y
liberacién preferencial de formas de LH més basicas.

Con base en todo lo anterior se puede inferir que los mecanismos
responsables para el discreto estado hipogonadotrépico existente en sujetos obesos

masculinos pudiesen ser de origen neuroendocrine.



OBJETIVOS

Determinar la actividad biolégica in vitro de la LH tanto en condiciones basales,
como después de estimulos repetidos con GnRH a dosis baja (sensibilidad} y a dosis
alta freserva). Comparar la relacién de la actividad biolégica con la actividad
inmunolégica entre los dos grupos de estudio, bajo las diferentes condiciones
experimentales.

Caracterizar las diversas formas moleculares de LH secretadas tanto en
condiciones basales como después de estimulos repetidos con GnRH er sujetos obesos

y comparar los hallazgos con lo encontrado en individuos de peso normal.

HIPOTESIS

La actividad biolégica in vitro de la LH, tanto en condiciones basales como
después de los estimulos repetidos con GnRH, es diferente en los sujetos con obesidad
con respecto a los sujetos control.

Las isoformas circulantes de LH presentan variaciones en su distribucion por
carga en sujetos con obesidad, con respecto a lo encontrado en sujetos de peso

normal.
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SUJETOS Y METODOS

Se incluyeron 7 sujetos obesos y 7 varones de peso normal. A los sujetos obesos
participantes en este estudio se les realizé una evaluacién clinica completa con ¢l fin
de excluir la presencia de cualquier proceso patolégico, estos sujetos no recibieron
ningan tratamiento o drogas anorexigénicas durante seis meses previos al estudio;
asimismo se determiné el indice de masa corporal (IMC) (Tabla 1). Este se define de la
forma siguiente: el peso dividido entre el cuadrado de la altura (P/A?), expresado en
kilogramos por metro al cuadrado. Se considera a un IMC de 25 como el limite
superior de lo normal, se considera como sobrepeso al indice entre 235 ¥ 29.9, y de 30
en adelante se clasifica a un individuo como obeso. Para realizar el estudio, se obtuvo
aprobacién tanto del comité de estudios en humanos, asi como de los sujetos

participantes.

DISENO 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 inicio a las 0800 hrs.
Previc a la obtencién de cada muestra, se desecharon .4 ml correspondientes a la
solucién salina administrada para mantener la vena permeable.

Inicialmente, se tomaron 3 ml de sangre para cuantificar LH, FSH, T y E2
basales. Posteriormente, a cada sujeto se le extrajo sangre (1.5 mil) cada 10 minutos
duranic 2 horas en forma basal; posterior a ello, sc administraron 10 pg de GnRH
sintética (SERONO dc México D.F., SA de CV) y se cxirajo samgre {1.5 m}) cada 10

minutos durante 4 horas. Al finalizar dicha elapa, sc administraron 90 ug de GnRH



iv. v se efectué €l mismo muestreo antes indicado por 4 horas mas. En totsl se
extrajeron 93 ml a cada individuo.
Durante las 10.5 horas, los pacientes permanecieron en posicion de deciibito €

ingirieron una dieta estandar baja en grasas, tanto a las 0900 hrs como a las 1400
hrs.



CRITERIOS DE INCLUSION PARA LOS SUJETOS CON OBESIDAD

1. Sujetos masculinos entre 20 y 32 afios de edad.

2. Indice de masa corporal mayor o igual & 35 kg/m>2.

3. Hemoglobina mayor de 13 gr/dl y hematocrito mayor del 40 %, tres dias antes

del estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION PARA LOS SUJETOS CON OBESIDAD
1. Presencia de cualquier tipe de enfermedad endocrina asociada o crénica
debilitante después de una evaluacion clinica detallada.

2. Presencia de cualquier tipo de sangrado.

CRITERIOS DE ELIMINACION PARA LOS SUJETOS CON OBESIDAD
1. Alteracién dc los signos vitales durante ¢l muestreo.
2. Reaccion de cualquier tipo atribuible a la GnRH administrada en la prucba de

estimulacién.



CRITERIOS DE INCLUSION PARA LOS SUJETOS CONTROL

1. Sujetos masculinos entre 20 y 32 afios de edad.

2. Encontrarse enfre las percentilas 25 y 75 de peso.

3. Hemoglobina mayor de 13 gr/dl y hematocrito mayor del 40 %, tres dias antes

deil estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION PARA LOS SUJETOS CONTROL
1. Presencia de cualquier tipo de enfermedad endecrina asociada o crénica
debilitante después de una evaluacién clinica detallada.

2. Presencia de cualquier tipo de sangrado.

CRITERIOS DE ELIMINACION PARA LOS SUJETOS CONTROL
1. Alteracién de los signos vitales durante el muestreo.
2. Reaccion de cualquicr tipo atribuible a la GnRH administrada en la prueba de

estimulacion.



METODOS

Para la determinacién de las concentraciones hormonales basales, los reactivos
fueron donados por el Programa Especial de Investigacién, Desarrollo y Entrenamiento
en Investigacién en Reproduccién Humana de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) (Ginebra, Suiza). Las concentraciones de LH y FSH, fueron determinadas
mediante RIA de doble anticuerpo y los resultados se encuentran expresados en Ul/L
de acuerdo con la segunda preparacién de referencia internacional (2°IRP-HMG) (Tabla
2). Los coeficientes de variacion inter e intra andlisis fueron de 11 % y 6 % para LHy
de 10 %y 7 % para FSH respectivamente. Los coeficientes de variacién inter e intra
andlisis para T fueron menores al 7.0 % v al 8.0 % mientras que para E; fueron
menores al 7.0 % y al 7.5 %.

Cada muesira sanguinea permanecid durante 30 minutos a temperatura
amabiente con el fin de que se coagulase. Postericrmente, fueron centrifugadas a 1200
r.p.m. durante 15 minutos. El suero resultante de cada muestra (aproximadamente
900 ulj se separd en 2 alicuotas.

1) Una alicuota de 400 ul que se utilizd para constituir los grupos de fracciones

para el bioensayo.

2] Una alicucta de 500 pl utilizada para constituir las pozas para el

cromatoenfoque.

Estas alicuotas se congelaron a -20°C hasta el dia en que se llevé a cabo el
analisis correspondiente.

Para evaluar la actividad bioldgica de la LH, se constituyeron 5 grupos de
fraccioncs (GF) para cada sujeto, correspondientes a las 2 horas basales (GF 1),

primeras 2 horas pos 10 pg d¢ GnRH (GF 2), siguientes 2 horas pos 10 pg de GnRH
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{GF 3), primeras 2 horas pos 90 ug de GnRH (GF 4}, y Gltimas 2 horas pos 90 pg de
GnRH (GF 5).

Con el fin de evaluar el patréon de distribucion de las diversas isoformas de LH,
tante en condiciones basales como después de los estimulos con 10 ¥ 90 pg de GnRH,
se constituyeron tres pozas por separado para cada sujeto, correspondientes a las dos
horas basdles (poza 1), las cuatro horas pos 10 pg de GnRH {poza 2), ¥ las cuatro
horas pos 90 pg de GnRH [poza 3}. Cada una de las pozas fue transferida a bolsas de
didlisis con una permeabilidad de 12,000-14,000 Mr (Spectrum Medical Industres,
Los Angeles, CA, EUA}, dializandose inicialmente durante 24 horas con agua
bidestilada desionizada y posteriorments con carbonato de amonio 0.01 M durante 24
horas més. Finalmente cada una de las pozas fue liofiizada con el fin de ser

resusperidida en el menor volumen posible para su separacion en el cromatoenfoque.

BIOENSAYO in vitro DE LH

La actividad bioldgica in vitro de los concentrados correspondientes a cada uno
de los GFs se determindé mediante el empleo de un bioensayo que cuantifica el AMPc
en células humanas renzles fetales HEK-293, transfectadas con ¢DNA del receptor
recombinante para LH humana {hiH)}, siguiéndose la técnica descrita por Jia et al,
{1993) (Figura 1). Estas células fueron donadas per el Dr. Aaron JW. Hsueh, de la
Universidad de Stanford, CA, EUA. Las células fueron cultivadas en medio DMEM
{Dulbecco’s Modified Eagle Medium) bajo en glucosa (Life Technolegies, Gaithersburg,
MD), pH 7.3, complemeniado con 5% de suero fetal de ternera (SFT) (Gibco, BRLY,
2raM de L-glutamina (Sigma Chemicals Co, St Louis, MO, EUA), 100 mg/ml de

geneticina (Lifc Technologies), 50 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina
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BIQENSAYQ CELULAS HEK-293

50,000 células a cada pozo de cultivo

v

Curva estandar con LER-907 {100 pl)

v

Adicién de las muestras problema
(12.5, 25 0 50 ul)

\

Aforar 2 50 ul con suero libre de gonadotropinas

\

Incubacion {24 horas a 37°C)

Extraccion de células y medio de cultivo

v

Calentado del producte {3 minutos a 95°C)

v

RIA de AMPc

FIGURA 1. Técnica de biognsayo utilizada para la medicién de la actividad biolégica
de la LH.,



(Sigma)} v se crecieron en cajas de 162-cm? {Coster, Carnbridge, MA, EUA). Las células
confluentes se rasparon ¥ se sembraron en cajas de 24 pozos de 16 mm {Gibeo, BRL)
por 24 horas a 37°C con una atmédsfera de 5% de COz {5 X 10* células/pozo de
cultivo). Posteriormente, las células fueron lavadas y expuestas a diferentes dosis del
estandar utilizado (LER-907) o de cada uno de los GFs de LH (12.5, 25 0 50 W) en
presencia de 0.125 mM 3-isobutil-1-metilkantina (Sigma) disuelto en 450 pl de DMEM
complementado por 24 horas a 37°C. Las muestras {desconocidas y estindares) se
diluyeron con suero de mujeres tratadas con anticonceptivos orales, que contenian
una inmunoe y bioactividad de LH no detectable, de tal manera que la conceniracién
final de suero humano en cada muestra no excediera el 10% (50 ul/pozo de cultivol.
Después de la incubacién, el medio y las céhilas fueron exfraidos y calentados a 95°C
por 3 minutos y posteriormente se almacenaron a -20°C, hasta el momento de la
cuantificacién del contenido de AMPc total (intra y extracelular) el cual fue
determinado por RIA. La sensibilidad de los engayos fue de 0.075 mUI/tubo, Todos los
GFs de un sujeto fueron estudiades por triplicado en un mismo bicensayo. Los

coeficientes de variacién inter e intraensayo fueron de <18% y <10%, respectivamente.

RIA DE AMPc

Se determinaron las concentraciones de AMPe total (intra y extracclular) por
RIA, siguiendo la metodologia descrita por Zambrano et al, (1999} (Figura 2). El RIA se
levé a cabo utilizandose como estindar, el AMPc (81¢-0220) (Sigma). El anticuerpo
empleado fuc el AMPc CV-27 del National Institute of Arthritis, Diabetes, Digestive and
Kidney Diseases (NIADDK, Bethesda, MD, EUA} a una dilucion inal de 1:50,000 con

acetato de sodio 50mM, albimina sérica bovina (ASB) al 0.1 %, pH 6.1. Como



RADIOINMUNOCANALISIS DE AMPc

Dilucién del sobrenadante procedente del cultive
{1:30 v /v) con acetato de sodio SmM, pH 4.7

Acetilacion de las diluciones
25 ul de trietilamina y anhidrido acético (2:1 v/v)

v

Curva estandar con AMPc (81¢-0220)

v

Muestra problema

v

2.0-monosuccinil tirosil-metil ester de AMPg¢ radiomarcado
{100 p)

Anti-AMPc CV-27 (100 p)

v

Incubacion (18-24 horas a 4°C)

\

Detencién de la reaccién (3 mi etanol frio)

\

Centrifugacién (3000 rpm X 30 min. a 4°C)

Decantado del sobrenadante

\

Medicion de la radioactividad del precipitado

FIGURA 2. Técnica de radivinmunoanalisis utilizada para la cuantificacion la
produccion de AMPe.



marcador se utilizé, 2-0-monosuccinil tiresil-metl éster de AMPc (Sigma)
radiomarcado con Nal'?s (Amersham International Limite, Reino Unido) por el método
de Cloramina T {Greenwood et al, 1963). Para incrementar la sensibilidad del ensayo,
todas las muestras se acetilaron junio con los estindares, agregandose 25 pl de
trietilamina y anhidrido acético en una proporcién 2:1 v/v, diluyéndose en acetato de
sodio SmM, pH 4.7. Posteriormente, el ensayo fue incubado a 4°C durante 24 horas, la
reaccién fue detenida con 2 ml de etanol frio v los tubos se centrifugaron a 3000 r.p.m.
durante 30 minutos a 4°C; por Gltimo, se llevé a cabo la decantacién v a partir de los
inmunoprecipitados se determiné la radioactividad unida al anticuerpo empledndose
un contador para radiaciones y. La sensibilidad del ensayo fue de 4 fmol/tubo y los
coeficientes de variacién inter e intraensayo fueron de <12% y <6% respectivamente.
La actividad biclégica fue calculada por interpolacién. Los dates fueron expresados
como la relacién bioactividad /inmunoactividad (8/1), la relacién de la actividad in vitro

en ¢l bioensayo relativa a la del inmunoensayo.

RIA de LH

Para determinar la actividad inmuneclogica de la LH de cada grupo de
fracciones, se llevd a cabo el RIA de LH (Figura 3). Con el fin de que no existicran
variaciones interandlisis para un mismo sujeto, todas las muestras de un individuo
fueron incluidas en un mismo ensayo.

Los reactivos utilizados fueron donados por el NIADDK utilizdndose como
estandar de LH a la preparacién LER-907 (sensibilidad de 0.26 ng de LH
mmuncreactivay, diluida en PBS 0.01M-EDTA-ASB 0.1 %. El anticuerpo utilizado fue

el anfi-hLI-2, a upa dilucidn final de 1:800,000 en PBS 0.01M-EDTA-ASE 0.1 %.



RADIQINMUNOCANALISIS DE LH

Curva estandar con LER-907

v

Muestra problema

v

Aforar a2 200 ul con PBS 0.01M-EDTA-ASB 0.1%

v

LH-1-3 radiomarcada (100 ul}

\

Incubacion {18-24 horas)

v

Segundo anticuerpo (200 )

Incubacién (18-24 horas)

v

Detencion de la reaccion (1 ml HaO fria)

v

Centrifugacién (3000 rpm X 30 min. a 4°C)

Decantado del sobrenadante

v

Medicién de la radicactividad del precipitado

Figura 3. Técnica de radicinmunocandlisis utilizada para la cuantificacion de la LH
inmuncactiva.



Como trazador se utilizd el estandar hLH-I-3 radiomarcado con Nal!'?5 {Amersham
International limited, Amersham, Reine Unido) por el método de la Cloramina-T
descrito por Greenwood et al (1963). Tanto €l estindar como las muestras problema se
aforaron & 200 1l con PBS 0.01M-EDTA-ASB 0.1 %, incubandose de 18 a 24 horas a
temperatura ambiente, momento en el cual se adicionaron 200 pl del segundo
anticuerpo [suerc de carnero inmunizado con gamma globulina de conejo) a una
dilucion 1:10 v/v con PBS 0.01M-PEG 8% y se incubaron durante otras 18-24 horas.
Finalmente, Ia reaccién fue detenida agregandose 2 ml de agua bidestilada desionizada
fria y las muestras se centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 30 minutos a 4°C. Posterior
a su decantacion, se cuantificd la radicactividad del precipitade mediante
especirofotometria utilizando un contador gamma, calculandese la concentracién de
LH. Los coeficientes de variacién intra e interensayo fueron <5% y <8%

respectivamertfe.

CROMATOENFOQUE DE LH

Las diferentes isoformas de LH fueron separadas mediante CF, método por el
cual las proteinas 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 ¢l pH del gradiente de elucién iguala al punto isoeléctrico (pI) de Ia proteina. El
CF ofrece la ventaja adicional sobre otros métodos, en que las proteinas 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 et al, 1990). En este estudio el gradiente de pH

utilizado fuc de 11.0 a 4.0.
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Fl CF de LH se realizé de acuerdo al método descrito previamente por Ropelato
et al, {1999) (Figura 4). Se empled como intercambiador idnico la resina PBE-118
{Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, EUA} en columnas de 20 x 1 cm,
equilibradas con 15 volitmenes del amortiguador de inicio (Trietilamina-HCL 0.025M,
pH 11.0). Cada una de las series de sueros IHofilizados, fue resuspendida en el menor
volumen posible (2.5-5.0 ml} del amortiguador Pharmalyte {Pharmacia} en agua
desionizada (1:45 v/v} pH 7.0. Antes de depositar los extractos en la superficie de la
columna se corrieron 4 m! del amortiguador de corrimniento (Pharmalyte pH 7.0), con €l
fin de evitar la exposicion de la muesira a valores extremos de pH. Tanto el
intercambiador iénico como los amortignadores empleados en el CF, se degasificaron
durante 30 minutos antes de su utilizacién, con €l fin de evitar que los iones de
bhicarvonato causasen fluctuaciones en el gradiente de pH.

La muestra fue depositada en la columna, y una wvez completada su
incorporacion, se agregd el amortiguador de corrimiento (Pharmalyte pH 7.0).
Posteriormente, se colectaron de 64 a 70 fracciones de 2 mil cada una a 4°C. Al
detectar en alguna de las fracciones un valor de pH menor o igual a 7.0, e
amortiguador de corrimiento pH 7.0 fue sustituido por un segundo amortiguador de
corrimiento Polybuffer-74 (Pharmacia Fine Chemicals, Pistacaway, NJ, EUA) en agua
desionizada {1:8 v/v} pH 4.0. Se colectaron de 60 a 70 fracciones hasta detectar un pH
menor o igual a 4.0, momenlo en el cual sc cambié dicho amertignador por una
solucién de NaCl 1M. Este procedimicnto se llevd a cabo con el fin de recuperar el
material que no cluyd dentro del intervalo de pH 11.0 a 4.0 (pico de sal). Hecho eslo,
se colectaron 20 fracciones adicionales v s¢ procedid a medir el pH.de cada una de las
mismas. Las fracciones sc agruparon por unidad de pH, teniéndose un lotal de 8

concentrados de fracciones (CDF}: mayores de 10 (CDF 1), de 9.99 a 9.0 (CDF 2), de
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CROMATOENFOQQUE DE LH

Empaque de la columna
PBE-118

v

Equilibrio con ameortiguador de inicio (pH = 11.0)

\

3 ml del amortiguador ehiente (pkH = 7.0)

Adicién de la muestra problema

v

Adicién del amortiguador eluente (pH = 7.0}

\

Coleccion de 64-70 fracciones (2 ml ¢/u)

\

Adicidén del amortiguador eluente (pH = 4.0)
Cuando el pH=7.0

\

Coleccidon de 60-70 fracciones {2 ml c/u)

v

Cloruro de Sodio 1M {pH < 4.0}

v

Coleccién de 20 fracciones

v

Medicién de pH de cada fraceién

Separacién en concentrados de fracciones

\

RIA de LH

FIGURA 4. Técnica de cromatoenfoque seguida para la separacion de las isoformas
de la muestra problema.



8.99 a 8.0 (CDF 3), de 7.99 a 7.0 (CDF 4), de 6.99 a 6.0 (CDF 5, de 5.99 a 5.0 (CDF o),
de 4.99 a 4.0 (CDF 7) y el pico de sal (CDF 8, pH < 4.0). Cada uno de estos
concentrados, fue dializado por separade con agua bidestilada y desionizada durante
48 hoeras a 4°C y posteriormente con una solucién de carbonato de amonio 0.C1M
durante 24 horas més. Finalmente, las muestras fueron lofilizadas para ser
resuspendidas en el menor volumen posible de un amortiguador fisiolégico salino
(0.15 M) de fosfatos (0.05 M), pH 7.4, y de esta forma determinar su concentracion de
LH por medio del RIA. Las muestras fueron resuspendidas en este amortignador con el
fin de que la mayoria de los CDFs se enconiraran dentro de la porcion lineal de la
curva estindar del RIA de LH {Figura 5). Los resultados fueron expresados como ¢l
porcentaje de recuperacién de LH total agregada al cromatoenfoque. Para evitar
variaciones inter ¢ intraensaye, todos los CDFs fueron estudiados por triplicado en un

OISO eNsSayo.
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ANALISES ESTADISTICO

Para el analisis de los resultados se utilizd estadistica descriptiva con
medidas de tendencia central y de dispersién paramétrica y no paramétrica segin la
distribucién del grupo en estudio.

Las relacicnes B/I de los grupos de fracciones, se compararon por medio de
un ANOVA seguide de prueba de t Se utilizé el andlisis de regresion lineal para
determinar el grado y significancia de las relaciones B/I in vitro.

Asimismo, para valorar las diferencias existentes en la distribucién de las
diversas isoformas de LH entre los dos grupos de estudio tanto en condiciomes
basales como despusés del uso de 10 y 90 pg de GnRH se empled prucba de ¢, o suma
de rangos de Mann-Whitney, segiin fuese el resultado de la prueba de normalidad
inicialmente aplicada.

Valores de p < 0.05 fueron considerados como estadisticamente significativos.

-d
12



RESULTADOS

La edad y el IMC de cada uno de los sujetos incliidos en el estudio, se
encuentran detallados en la Tabla 1. Todos los sujetos estudiados presentaron
concentraciones basales de LH, FSH, T y E: dentro de los limites establecidos como
normales; los valores de dichas determinaciones se encuentran detallades en Ia
Tabla 2. El valor medio de las concentraciones séricas de T ¥ Ez fueron
significativamente menores y mayores, respectivamente, en los sujetos obesos que
en los controles [T: 13.5 1 2.4 nmol/L vs 19.4 * 1.4 nmol/L {media + ES), p = 0.01;
Ez: 0.184 £ 0.01 vs 0.153 % Q.01 nmol/L, p < 0.05]. El valor medio de las
concentraciones séricas de LH y FSH fue similar en ambos grupos {(LH: 13.3 + 1.3
Ul/Ly 12.2 £ 1.2 UIJL; FSH: 7.0 = 3.2 Ui/L y 6.8 + 3.4 UI/L, respectivamente; p
N.5.}

La actividad biolbgica relativa in vitro fue calculada considerando cada dosis
(12.5, 25, 50 ul) analizada por RIA, y esto fue expresado como la relacidn de la
actividad B/I. Cada uno de los GFs de los diferentes sueros fueron capaces de
inducir la produccion de AMPc de forma dosis dependiente, de manera significativa,
al ser expuestos a la linea celular HEK-293 (Figura 6). Sin embargo, a pesar de ser
uno de los bicensayos rds sensibles y especificos, en dos sujetos de cada grupe, los
niveles basales de LH bioactiva in vitro (GF 1} no fueron detectables, mientras que
en los sujetos restantes solamente la dosis de 30 pl del GF 1 mostrs bioactividad de
LH cuantificable. La relacién basal B/I de LH fue de 0.30 + 0.1 y de 0.35 + 0.1 para
los sujetos obesos y controles, respectivamente {p N.S.). {Tabla 3, Figura 7}

Con respecto a la relacion B/I de los GFs restanies pertenccientes a los

sujetos obesos, se observaron diferencias significativas (p<0.05) al comparar al GF 2

)
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Tabla 1. CARACTERISTICAS CLINICAS

SUJETO EDAD IMC

OBESO
1 24 37.69
2 32 39.73
3 25 45.48
4 27 36.84
S 28 41.00
6 28 44.24
7 26 35.73

CONTROL

1 28 23.52
2 25 24.21
3 23 2422
4 21 22.85
5 23 22.52
5] 26 24.30
7 24 22.67

VALORES DE REFERENCIA
OBESOS
IMC =235




Tabla 2. CONCENTRACIONES HORMCNALES BASALES

SUJETO LH* FSH* T E»
(mUl/mi) (mUT/ml} (ng/ml) (pg/mi)
OBESO
1 2.45 2.05 3.38 47.46
2 2.45 1.65 3.1 56.44
3 5.75 3.00 3.85 58.89
4 4.40 4,15 4.61 51.74
5 4.80 8.25 3.32 41.81
6 5.70 3.80 4.85 50.51
7 1.95 1.55 4.46 44.29
CONTROL

1 4.00 8.60 4.00 34.92
2 0.75 2.00 5.30 49,95
3 2.05 3.25 3.58 46.87
4 3.55 2.00 6.24 43.47
5 1.30 3.60 7.72 39.80
&6 4.25 1.60 6.36 48.83
7 2.30 3.25 5.94 27.98

VALORES DE REFERENCIA EN ADULTOS NORMALES

LH =3.0-12.0

FSH = 0.5-5.0

T =3.5-10.0

E» = <60

* MEDIA DE DOS MUESTRAS BASALES TOMADAS A INTERVALOS DE 20

MINUTOS.
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Tabla 3. RELACION BICACTIVIDAD /INMUNORREACTIVIDAD (8/1) DE LH
EN LOS SUJETOS ESTUDIADOS

GF OBESOS CONTROLES
{promedic + EE} {promedio + EE)

I 030010 = 0,351t 0.10 =
2 0.90£0.08 ®© .97 £0.05 b
3 0.59+0.14 be 0.54 £0.10 =
4 0,62+ 0,07 be* 1.01£0.10 ®
3 045009 <* 0.81 £ 0.09 ke

* p < 0.05 vs controles
Letras diferentes indican a existencia de diferencias sipnificativas (p < 0.05) entre los grupos
de fracciones, en la misma poblacién de sujetos.
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vs el GF 5; y los sujetos control mostraron diferencias significativas {p<0.05) al
comparar al GF2vs el GF3yal GF 3vsel GF 4 (Tabla 3, Figura 7).

Al comparar los resultados obtenidos de cada GF entre los dos grupos de
estudio, se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre los GFs 4 v 5 de los
sujetos obesos con respecio a los GFs 4 y 5 de los sujetos contrel (Tabla 3, Figura
7).

Por otro lado, el analisis de las muestras de suero por CF demostré que todos
los individuos estudiados, en las 3 condiciones experimentales {basal, pos 10 ugy
pos 90 pg de GnRI), presentaron miultiples isoformas de LH inmunoreactiva. Estos
se encontraron en un intervalo de pH de 9.9-4.0, asi como en aquellas fracciones
recuperadas después de afiadir 1.0 mol/L NaCl a las columnas de CF (pico de sal),
con el fin de obtener aquel material que no logré eluir dentre del intervalo de pH
antes mencionado. Para cuantificar a las isoformas seghn su pH especifico, se
procedio a agruparlas por unidad de pH {en total 8 condiciones experimentales).

Con el fin de evaluar las diferencias existentes en los patrones de distribucién
de las isoformas de LH entre ambos grupos de sujetos, asi como entre las diferentes
fases del estudio experimental, cada patrén de CF fue dividido en dos regiones
especificas de pH, considerandose el pH de 7.0 como el punto’de corte especifico,
subdividiéndose asi en isoformas Acidas e isoformas basicas. Los cambios existentes
en el patrén de distribucién de las isoformas de LH fueron expresados como ¢l
porcentaje de abundancia relativa de las diversas isoformas de LH con valores de pH
de elucién menor o igual a 6.99, en relacién con aquellas en las cuales los valores

de elucién de pH fueron mayores o iguala 7.0 (Tabla 4, Figuras 8-10)



Tabia 4, PORCENTAJES DE FORMAS MOLECULARES DE LH
EN LOS SUJETCS ESTUDIADGS

pH SUJETOS OBESOS SUJETOS CONTROL
{promedio + EE} {promedio * EE}
=7.00 33.267 £ 3.83 2% 21.63+2952"
BASAL
£6.99 66.72+ 3.83 2% 783612952
= 7.00 50.30+3.85¢® 4298 £2.82°5"
POS
10 pyg GnRH
<6.99 40681 3.84% 57.01£2820"
> 7.00 56.54 £ 3.67 b&” 46.41 £ 1.53 v
POS
90 ug GnRH
£6.99 4344 £ 3.67 v& 53,58+ 1.53 7V

*p < 0.05 vs pH £ 6.99 en el musmo grupo de sujetos.

& p < 0.05 vs controles en lo. misma area de pH.

Letras diferentes mdican la existencia de diferencias significatwvas (p < 0.05) dentro de la
misma area de pH en la roisma poblacidn de sujetos.
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* p < 0.05 vs pH 5 6.99 en ¢l mismo grupe de suyetos.
& p < 0,05 vs controles en la misma drea de pk.
Lotras diferentes sobre las barras indican la exdstencia de diferencias sigmficativas (p < 0.05) dentro de la misma

éarea de pH en la misma poblacion de swetos

Figura 10. Cambios c¢n ¢l porcentaje de abundancia relativa de las diversas
isoformas de LH con valores de pH de elucién menor o igual a 6.99, en rclacion con
aquellas ¢n las cualcs los valores de clucion de pH fueron mayores o igual a 7.0 en
siete sujetos obesos y en siete sujetos control.



En condiciones basales, en todos los sujetos estudiados de ambos grupos, las
isoformas de la gonadoiropina fueron recuperadas predominantemente en aquellos
valores de pH que se encontraron por debajo de 6.9, incluyéndose el pico de sal.

Al aplicar el estimulo con 10 pg del decapéptido se observd que todos los
sujetos estudiados presentaron un incremento en el porcentaje de las formas
basicas, al compararse con los porcentajes obtenidos en condiciones basales.
Dichas diferencias fueron estadisticamente significativas al hacer la comparacién
basal vs pos 10 en los sujetos con obesidad y en los sujetos control (p<0.001).
Posterior al estimulo con 90 pg de GnRH existieron pequefias diferencias en la
distribucién de las iscformas acidas y hasicas, en relacién con la distribucién
existente después del estimulo con 10 ug Ninguna de estas diferencias (entre 10 y
90 ug de GnRH) fueron estadisticamente significativas. Sin embargo, si existid
diferencia al levar a cabo la comparacién basal vs pos 90 en sujetos con obesidad y
en los individues utilizados como controles sanos (p<0.001) (Tabla 4, Figura 10).

Las comparaciones entre los dos grupos de sujetos estudiados demostraron
gque en condiciones basales, los sujetos con obesidad presentaron una mayor
abundancia relativa de las formas basicas en relacién con los sujetos control, siendo
estas diferencias estadisticamente significativas {p=0.038) (Tabla 4, Figura 10). Al
llevar a cabo la comparacién entre los dos grupos después del estimulo con 10 pg de
GnRH no se obscrvaron diferencias significativas en cuanto a la proporcién de
isoformas mayores o menores de 7.0 entre ambos grupos (p>0.05}). Sin embargo,
después del estimulo con 90 ug de GnRH se pudo observar que los sujetos con
obesidad presentaron, al igual que en condiciones basales, una mayor abundancia
de las isoformas basicas en relacién con lo encontrado en los controles (p=0.026)

(Tabla 4, Figura 10}.



DISCUSION

Estudios previos han demostrado que las gonadoiropinas intrahipofisiarias y
circulantes existen en isoformas con diferentes cargas y que la produccién y
liberacion de isoformas individuales esta regulada por el ambiente endocrino
existente (Ulloa-Aguirre et al, 1988; Ulloa-Aguirre et al, 1995). Las concentraciones
de residuos de sulfatos y deido sidlico terminales cargados negativamente presentes
en los oligosacéaridos de Ia LH parecen conferir la base bioquimica principal en las
variaciones de las isoformas v la heterogeneidad de carga general observada en
diversas especies de mamiferos y no mamiferos {Green y Baezinger, 1988; Stockell
Hartree y Renwhich, 1992).

El presente estudio muestra que la LH circulante en los sujetos con obesidad
contiene una proporcién incrementada de las isoformas bésicas comparade con los
sujetos con un IMC normal. La diferencia entre las isoformas de LH de los sujetos
obesos v los controles no fue modificada significativamente por la administracion de
GnRH exégena, lo que permitié analizar de igual manera las isoformas presentes en
diferentes pozas metabélicas intracelulares en las células gonadotrépicas (Wang et
al, 1976; Suginami et al, 1985; Veldhuis et al, 1987). Diversos mecanismos pueden
explicar esle incremento de las isoformuas basicas de LH en los sujetos obesos.
Algunos estudios in vitro ¢ in vive indican que la GnRH puede regular la glicosilacion
postraduccional de la LH {Liu et al, 1976; Vogel et al, 1986; Suginami et al, 1985;
Veldhuis ct al, 1987; Evans et al, 1984). De acucrde a este razonamiento, en los
sujetos obesos la mayor proporcién de isoformas basicas puede resultar de una
sensibilidad incrementada a la GnRH enddégena ayudada por ¢l ambiente

enriquecido en estrégenos que prevalece en estos individuos. Por cjemplo, las



mujeres secretan una mayor proporcion de isoformas basicas de LH y FSH durante
la fase folicular tardia del ciclo menstrual (Zambrano et al, 1995; Wide y Bakos,
1993; Ancbile et al, 1998}, un estado fisiologico de sensibilidad hipofisiaria a la
GnRH incrementada y una alta produccién de estrégenos. Asimismo, isoformas de
LH alcalinas circulan en mujeres con sindrome de ovaric poliquistico, que han
acentuado la senalizacién de y/o aumentado la respuesta hipofisiaria a la GnRH,
que podria ser facilitada por un ambiente incrementado de estrégnos (Ropelato et al,
1999}.

A pesar de que en la relativamente pequefia cohorte de sujetos obesos
estudiados, encontramos concentraciones basales de LH séricas normales asi como
parametros de secrecién de LH provocados por GnRH exbgena, un estudio realizado
con un muestreo frecuente, detectd un estado de hipogonadismo hipogonadotrépico
relativo en obesidad mérbida (Vermeulen et al, 1993). Sin embargo, este estudio
analizé un grupo de sujetos obesos de mayor edad y que exhibian un mayor grado
de obesidad que la poblacién estudiada aqui. De esta manera, el grado de alteracion
de la unidad hipotalamo hipofisiaria en sujetos obesos puede estar determinada por
diversos factores, incluyendo la edad del sujeto, magnitud y duracién de la obesidad
e inclusive el grado de resistencia hipotalimica a la leptina, una proteina
recientementé implicada en la regulaciéon neuroendécrina del eje reproductivo en
rocdores de ambos sexos (Cunningham et al, 1999). Por otro lado, proporciones
elevadas de isoformas basicas de LH en sujetos obesos pueden deberse solamente a
una exposicién hipcfisiaria incrementada a cstrogenos enddgenos. Evidencia
derivada de cstudios clinicos y cxperimentales soportan esta posibilidad. La LH
sérica de mujeres posmecnopausicas, que sc¢ cnecuentra cargada negativamente ¢n

mayor proporcién que en cualquier otra etapa del ciclo menstrual (Anobile et al,

)
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1988), se vuelven menos acidas durante un tratamiento con estrégenos a largo plazo
(Wide y Naessén, 1994; Wide et al, 1995). En ratas hembras castradas, la
incorporacién de N-acetilgalactosamina, asi como de sulfatos en los oligosacaridos
de LH es reducida significativamente al ser tratadas con estréogenos {Darmesh y
Baenzinger; 1993). Mas recientemente, se ha demostrado que Ja expresién de RNAm
de o-2,3 sialiltransferasa en la hipdfisis anterior, [una de las enzimas que incorpora
residuos de acido sidlico a las hormonas glicoproteicas (Baenziger y Green, 1988})] es
regulada negativamente por los estrogenos {Damian-Matsumura et al, 1999).

Finalmente, niveles séricos veducidos de T también pueden influir en la
produccion de isoformas bésicas de LH por los gonadotropos en los sujetos obesos.
En carneros casirados, la administracién de dihidrotestosterona incrementd el
porcentaje de iscformas intrahipofisiarias de LH menos basicas {Christianson et al,
1998) v en humanos los niveles séricos de T se correlacionan con isoformas mas
acidas de LH en la circulacion (Mitchell et al, 1994). Basandonos en las
consideraciones previas, sugerimos que la expresion sostenida del gonadotropo a un
ambicnte hormonal alterado en esteroides sexuales, marcado por un incremento
relative en la relacidn sérica de estradiol/testosterona, promueve la clevada
produccion de isoformas basicas en individuos con sobrepeso.

Por otro lado, ha sido ampliamente demostrado que los oligosacéarides unidos
a las hormonas glicoproteicas tienen una gran influencia cn la vida media
plasmatica y por consiguiente en la bioactividad in zive de la hormona (Ulloa-
Aguirre ¢l al, 1999; Morell et al, 1971; Galway et al, 1990; Fiete el al, 1991; Bishop
et al, 1995; Burgon et al, 1996; Fiete y Baenziger, 1997, 1997; Stanton et al, 1996).
Los oligosacaridos de la LH humana presentan residuos terminales cargados

negativamente ya sca de acido sialico (~35%), sulfatos (~26%) o ambos {~23%)



(Baenziger y Green, 1988). Mientras que la exposicién de los oligosacaridos con
terminacion galactosa-acidoe sidlico a receptores hepaticos especificos incrementa la
velocidad de remocion de la hormona de la cireulacién (Morell et al, 1971; Galway et
al, 1990). La presencia de residuos terminales N-acetilgalactosamina-4-sulfato u
oligosacaridos que presentan manosa terminal o N-acetilglicosamina, aceleran la
depuracién metabélica de la molécula por receptores especificos presentes en. el
endotelio hepatico y en las células de Kupffer (Fiete et al, 1991; Fiete y Baenziger,
1997). Estudios recientes han demostrado que entre las diferentes isoformas de LH,
las variantes més basicas exhiben el menor contenido de acido sidlico y que la
desializacién enzimatica de las isoformas més Acidas decrece la vida media
plasmatica de la hormona (Burgon et al, 1996; Stanton et al, 1996). Estos analisis
acenifian la importancia del\azﬁcar terminal en determinar la sobrevivencia de la
LH en la circulacion.

La relacién B/I in vitro de las isoformas de LH aisladas de hipéfisis humanas,
como ha sido cuantificada mediante bioensayos esteroidogénicos, es menor en las
isoformas mas acidas [puntos isosléctricos (pl) 6.0-7.0), incrementos graduales de
isoformas menos acidas, alcanza una meseta con isoformas con valores de pl de
~7.2-8.0, v después decrece a variantes mas alcalinas (pl > 8.0) (Suginami et al,
1985; Stanton et al, 1996). Este perfil de campana de la bioactividad in vitro de las
isoformas de FSH hipofisiaria en donde una ausencia de bioactividad cn ensayos de
aromatizacién, fue detectada en variantes recuperadas en valores de pH altamentie
alcalinos, que presuntivamente representan variantes poco glicosiladas (Ulloa-
Aguirre ¢t al, 19935; Timossi et al, 1998). En el presente estudio, empleamos un
bioensayo homsélogo de LH in vitro para estudiar la potencia biolégica de la mezcla

de isoformas liberadas de la hipéfisis ¢n respuesta a GnRH endégena (basal) y



exogena. Tanto los sujetos normales como los sujetos obesos, manifestaron un
incremento significativo en la relacién bio-inmunoactividad de LH secretada
inmediatamente después de la administracién jv de una pequefia dosis (10 pg) de
GnRH exbgena (dosis suficiente para liberar LH de una poza metabélica intracelular
liberable, biolégicamente enriquecida). Un incremento en la relacién B/I de LH en
un bicensayo de LH homélogo, concuerda con datos previos que muestran que la
administracién de una dosis iv pequenia de GnRH exdgena resulté en liberacion
preferencial de LH bioactiva utilizando el bioensayo de las células de Leydig de rata,
cotr un incremento en la relacién bic-inmunoactividad de LH plasmética en varones
nermales {Veldhuis et al, 1987). En las muestras colectadas durante la tercera y
cuarta horas después de la administracién de la dosis pequefia de GnRH, la relacidén
B/1 sérica disminuyé, probablemente por el restablecimiento de la secrecién de LH
controlada por la GnRH endégena. La administracién de una dosis suprafisiolégica
de GnRH (90 pg) mostrdé una anormalidad intrinseca en la capacidad de la glandula
hipofosiaria en los varones obesos de sintetizar LH bioactiva, como se muestira en la
relacién B/I de LH reducida en los GFs 4 v 5. La posible falla del gonadotropo para
sintetizar LH altamente bioactiva puedc representar un mecanismo adicional para el
estado hipogonadotrépico referido en la obesidad mérbida.

El presente estudio, no identifica inequivocamente que la anormalidad en la
capacidad de la glandula hipofisiaria de sintetizar LH altamente bioactiva en los
sujctos obesos se deba a los niveles de T sérica disminuidos y/o a la exposicién
sosienida del gonadotropo a estrogenos séricos moderadamente clevados u otros
factores no esteroideos. A pesar de que algunos estudios in vitro en rocdores
mostraron quc la cxposicién a T incrementa la relacion B/1 de LH secrctada por ios

gonadotropos (Solano ct al, 1980), otra ewidencia derivada de estudios in wvivo
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demostraron que hiperestrogenismo endbgeno sostenido se encuentra asociado con
la supresion de concentraciones plasmaticas de LH biologicamente activa en
varones (Veldhuis et al, 1985). Esto dltimo estaria relacionadoe con el concepto de
que los estrégenos disminuyen la sializacion de LH y FSH, produciendo de esta
manera, moléculas no completamente glicosiladas y altamente alcalinas (Darmesh y
Baenziger, 1993; Damian-Matsumura et al, 1999), algunas de las cuales pueden
exhibir una potencia biolégica in vive y vida media disminuidas (Suginami et al,
1985; Ulloa-Aguirre et al, 1995; Stanton et al, 1996; Timossi et al, 1998).

En resumen, la distribucién de cargas de las isoformas de LH circulante se
encuentra alterada en la obesidad severa, de tal manera que las isoformas mas
alecalinas son secretadas bajo condiciones de estimulacién tante con GnRH
endogena como exbgena. Esta elevacién hacia las isoformas alcalinas en la obesidad
parece, de igual manera, alterar su potencia a nivel del receptor de LH humamno.
Estas alteraciones en la estructura y funcidén de la LH pueden deberse a niveles de T
sérica reducidos y/o a una elevacion sostenida de estrégenos endégenos en la
obesidad. Por lo tanto, las anormalidades en los mecanismos regulatorios gue
controlan la intensidad de la sefial de la LH pueden contribuir en parte con el

estado hipogonadotropico observado en varones con obesidad severa,
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