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RESUMEN

En sujetos con Diabetes Mellitus tipo 1 (DM 1), se presentan alteraciones
metabdlico-hormonales que podrian afectar al eje hipotalamo-hipéfisisgonada
y la funcionalidad de las gonadotropinas. No se cuenta con estudios sobre Ia
actividad biologica de ia Hormona Luteinizante (LH) y la Hormona
Estimulante del Foliculo {FSH) en los adolescentes con DM1, que puedan
explicar las diferencias reportadas en el crecimiento y desarollo de algunos
sujetos con esta enfermedad.

OBJETIVO. Comparar la actividad biclégica (BA) in vitro de 12 LH y la FSH
en los diferentes estadios puberales de varones con DM1 Yy en varones
sanos.

MATERIAL Y METODOS. Se estudiaron 3 grupos: DM1 controlada (DM1C,
HbA1C < 8%), DM1 descontrolada (DM1D, HbA1C > 1 0%) y controles sanos
(CS). Cada uno incluyo siete sujetos en los diferentes estadios puberales de
Tanner (T1 a T5). Se obtuvo la B/l de LH y FSH, a partir de! AMPc generado
por células HEK-293 transfectadas con ADNc det receptor de LH o FSH de
rata y la concentracién circulante de ias gonadotropinas por RIA. El andlisis
estadistico se realizé6 con las pruebas de Kruskall Wallis y U de Mann
Whitney.

RESULTADOS. La concentracién de LH incrementd del estadio 1 at estadio
2 de Tanner en las tres condiciones clinicas, con minimos cambios en
estadios subsecuentes. Para la FSH, el incremento sélo se observs entre el
Tanner 1 y el Tanner 2 de! grupo con DM1C. En cada estadio puberal, la
concentracion de LH fue similar entre sujetos con DM1 y CS; para la FSH, la
concentracion circulante sdlo difirié entre los controles sanos y el grupo con
DM1C en el T2. La B/l de ambas gonadotropinas, incremento entre el T1 y el
T2 y T3, retornando posteriormente a niveles similares al T1. Al comparar las
tres condiciones clinicas en cada estadio puberal, se observo que en el T2,
los sujetos con DM1D presentaron una B/l de LH menor que los CS, lo que
Se acompano de mayores niveles de testosterona; la diferencia en Ia B/l se
acentud en ef estadio 73. A diferencia de Ia LH, la actividad biologica de Ia



FSH no se vio afectada por la condicion clinica. El volumen testicular fue
similar en un mismo estadio puberal excepto para los varones prepuberes
con DM1, que tuvieron un volumen significativamente menor que los CS.
CONCLUSIONES. 1.- En las tres condiciones clinicas, la B/l de la LH y FSH
aumenta entre el T1 y el T2 y T3, posteriormente tiende a regresar a niveles
similares al estado prepuberal. 2.- La actividad biolégica de la LH en los
estadios puberales 2 y 3, fue menor en los sujetos con DM1 descontrolada
comparada con los sujetos sanos. La actividad biolégica de la FSH no se vio
afectada por la condicién clinica,




ANTECEDENTES

La pubertad se define como la etapa de transicidn de la nifiez a la vida
adulta. Esta etapa es una fase mas del desamollo gonadal, durante la cual la
produccion de hormonas sexuales aumenta progresivamente, se desarrcllan
las caracteristicas sexuales secundarias y se alcanza la capacidad de
fertilidad. Durante la pubertad, se acelera la velocidad de crecimiento y se
adquiere mas del 50% de la masa 6sea del adulto. La edad de inicio y la
progresion dependen de factores genéticos, constitucionales y medio-
ambientales 2. En condiciones nomnales, la pubertad en el varon inicia
después de los 9 afios de edad (media 11.5 afios, con limites entre los 9 y 14
afios) >*. La maduracién sexual en los varones comprende el desarrollo
testicular, el peneano y la aparicion del vello pubico °. Las diferentes etapas
puberales descritas y agrupadas por Marshall y Tanner ®7 constituyen en la
actualidad la clasificacion de pubertad mas aceptada intemacionalmente. Con
base en estas caracteristicas, la pubertad del varon se divide en cinco estadios
de desarrollo que transcurren en un periodo promedio de 4 afios y que van
desde el estadio 1 (prepuberal) hasta el estadio 5 que corresponde al adulto
nomal. La pubertad es un proceso dinamico, en el cual los cambios fisicos
que caracterizan a fas diferentes etapas transcurren en un periodo de 6 a 9
meses entre cada una de ellas.

El eje hipotalamo-hiptfisis-gobnada (H-H-G) se reactiva durante esta
etapa de la vida, después haber permanecido en una pausa fisiolégica relativa

durante la infancia ®°. El proceso que durante la pubertad caracteriza el



reinicio de la secrecién de ia hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
por parte del hipotalamo predptico, no ha sido dilucidado con precision y se
han propuesto cambios en las concentraciones de neurotransmisores como
el acido y-aminobutirico '°, asi como en factores gliales y/o en las sefales
metabdlicas de algunas sustancias como la leptina 12

Existen dos mecanismos que podrian explicar de manera satisfactoria ia
inhibicidbn funcional de la unidad hipotalamo-hipofisiaria durante ia nifiez o
prepubertad. El primero de ellos depende de la aita sensibilidad a los
esteroides gonadales del sistema hipotalamico generador de pulsos de la
GnRH, por lo que las bajas concentraciones caracteristicas del periodo
posnatal, la infancia temprana y la prepubertad son suficientes para inhibir o
disminuir el nivel de actividad. El segundo mecanismo es denominado
mecanismo inhibitorio intrinseco del sistema nervioso central. Aan cuando el o
los componentes responsables del mecanismo de inhibicibn cenfral se
desconocen, es posible que estén involucrados factores de naturaleza
peptidica (opioides, hormona liberadora de corticotropina), asi como algunos
neurofransmisores y neuromoduladores {catecolaminas, y-aminobutirato,
serotonina, glutamato, aspartate, etc.). Con base en lo anterior, el inicio de Ia
pubertad se presenta cuando el mecanismo central disminuye su actividad
inhibitoria y se reduce la elevada sensibilidad hipotalamica a la
retroalimentacion negativa de los esteroides sexuales 3.

La reactivacion del eje H-H-G se caracteriza en un inicio por un

marcado incremento de predominio noctumo en la amplitud de los pulsos de




la hormona luteinizante (LH) con pocos cambios en Ia frecuencia de los

14,15

mismos . lo que estimula la secrecion de esteroides sexuales y de

inhibina por parte de las gonadas. Conforme e} proceso puberal progresa, la
secrecion de gonadotropinas se presenta a lo largo de todo el dia, pero el
patron de pulsatilidad difiere en ambos sexos 1617,
Los trabajos tanto de Schally ef al ™ como de Matsuo ef al 9,
confirmaron que un decapéptido (GnRH), es el responsable de la estimulacion
del gonadotropo. La accién ejercida por la GnRH se inicia con la unién a
receptores especificos localizados en la membrana citoplasmatica. La GnRH ‘
secretada en forma pulsatil activa a su receptor al estimular a las proteinas G
heterotriméricas, lo que induce tanto Ia sintesis como la liberacién de la LH yla
hormmona estimulante del foliculo (FSH) por la hipéfisis anterior 2°. La sintesis y ‘
liberacién de las gonadotropinas, depende del ambiente endocrino y metabdlico
generado por las condiciones clinicas o fisiologicas; se ha demostrado que los
pulsos rapidos caracteristicos de las frecuencias altas de GnRH favorecen Ia
sintesis y secrecion de LH, mientras que los pulsos lentos gue caracterizan a
las frecuencias bajas favorecen ia secrecion de FSH 22,
Las gonadotropinas hipofisiarias, junto con Ia gonadotropina corionica
humana (hCG) y la tirotropina, son glicoproteinas estructuraimente similares
formadas por dos subunidades denominadas subunidad alfa y subunidad beta,
unidas por fuerzas no covalentes. La subunidad alfa es idéntica entre estas
glicoproteinas y estad conformada siempre por la misma secuencia de

aminoacidos %, mientras que la beta les confiere su especificidad biologica 2.

La actividad biolégica de las gonadotropinas depende de las caracteristicas




de los oligosacaridos de las subunidades alfa y beta, por la accion de
enzimas en el aparato de Golgi reguladas por la pulsatilidad de la GnRH Z.
La distribucion de los oligosacaridos determina el punto isceléctrico, la vida
media, la afinidad con su receptor asi como su capacidad de transduccidn de
sefal; la bioactividad de las gonadotropinas soOlo se presenta si ambas
subunidades se encuentran unidas %%,

Las gonadofropinas ejercen su accién sobre las gdnadas al estimular la
sintesis de esteroides sexuales y la maduracion de los gametos ?®. En el
varon, la LH induce la sintesis y secrecidon de andrégenos en las células de
Leydig, siendo el principal de éstos la testosterona 29.30- on la mujer, la LH
estimula la esteroidogénesis ovarica en las células de la teca ®'. En los
testiculos, el sitio primario de accién de la FSH es la célula de Sertoli en el
epitelio de los tubulos seminiferos en donde estimula la sintesis de la inhibina,
la activina y la proteina filadora de androgenos 2 asi como la
espermmatogénesis. En el ovario, la accion de la FSH en las células de la
granulosa estimula el desarrollo folicular y al complejo enzimatico de las
aromatasas que convierten a los andrégenos en estrégenos.

El receptor de cada una de las gonadotropinas (Figura 1) es una
glicoproteina que se localiza en la membrana celular y consiste en una
cadena unica de aminoacidos distribuida en un dominio extracelular, siete
regiones transmembrana unidas entre si por asas intra y extracelulares y un
dominio intracelular ¥+3:3°  Este ultimo se asocia con la activacién de

proteinas transductoras de sefial que unen nucledtidos de guanina (proteinas

G) *. El complejo de proteinas G contiene una subunidad estimuladora cuya




activacion conduce al incremento en la accion de la enzima adenil ciclasa, lo

que induce la produccion de adenosina 3°,5" monofosfato ciclico (AMPc) a
partir de ATP. El AMPc es el principal segundo mensajero a través de! cual
la LH o la FSH activan a la kinasa A, 0 que desencadena la fosforilacion y
activacién de proteinas intracelulares, que finalizan con uno o mas efectos
biolégicos especificos para cada una de las gonadotropinas. Los esteroides

secretados por las gonadas ¥7-38%

, asi como otras hormonas gonadales como
la inhibina *°, la activina*' y la folistatina *, se unen a receptores especificos
en el hipotalamo y en la hipdfisis e influyen directamente en la secrecion de las
gonadotropinas, por lo que la disfuncion gonadal primaria altera directamente la
cantidad y calidad de las gonadotropinas secretadas y por tanto su biocactividad.
Otros factores que intervienen en la sintesis y secrecion de las gonadotropinas
a nivel central incluyen a la prolactina, la cual inhibe la secrecion de GnRH 344,
a las gonadotropinas, que modulan la secrecidon de GnRH por el hipotalamo
(asa corta de retroalimentacion} y a la misma GnRH que puede influir
directamente en su propia secrecion {asa ultracorta de retroalimentacion) 45

En sujetos sanos, tanto las concentraciones de la LH inmunorreactiva,
determinada por radicinmunoensayo {RIA), como la actividad biologica de la
misma se incrementan gradualmente durante los diferentes estadios puberales,
en forma mas evidente en los estadios iniciales ***"*%. En la pubertad, la
medicion unica de las gonadofropinas en el sueroc no permite precisar el
estadio puberal, debido a que la pulsatiidad puede hacer variar las

concentraciones circulantes de la LH y la FSH #°, ademas de que en mujeres,

a la putsatilidad cotidiana se imponen cambios en los niveles de



gonadotropinas de acuerdo a la fase de! ciclo menstrual® ., Dada Ia

naturaleza dinamica del proceso de desamollo puberal, el haber alcanzado un
determinado grado de desarrollo, producto de la actividad hormonal previa,
no provee certeza de la bioactividad de LH y FSH en ese momento. Debido
a esto, la determinacion de la actividad biologica de las gonadotropinas, que
depende de la mezcla de isoformas circulantes, parece proporcionar mayor
informacién sobre el estado funcional presente que la valoracion clinica o ia
medicion de la inmunorreactividad *'. Asimismo, la bioactividad no presenta
un comportamiento pulsatil y en los varones, no sufre variaciones como en el
caso de las mujeres durante las fases del ciclo menstrual. La determinacion de
los niveles circulantes de gonadotropinas por métodos mas sensibles y
costosos como la inmunofluorometria (IFMA), parecen relacionarse bien con
la actividad biologica determinada por bioensayos ***3, pero en condiciones
de enfermedad, la bioactividad hormonal podria verse afectada en forma
diferente de acuerdo al estadio puberat y la sola determinacién de su
concentracion por IFMA puede ser insuficiente. Existen varios ensayos para
estudiar la actividad biolégica de las gonadotropinas, de los cuales los
homdlogos para la especie humana, basados en receptores clonados, no
requieren cultivos celulares primarios, son mas faciles de implementar y
menos sensibles a interferencia por otras sustancias en el suero **.

La condicion aguda o cronica de una enfermedad, se acomparia de
respuestas neuroendocrinas diversas *°. El crecimiento y desarrollo puede
verse afectado *°y, especificamente en el eje hipotalamo-hipéfisis-gonada, se

presentan modificaciones de la pulsatilidad en el patron secretorio de GnRH y
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gonadotropinas, que pueden o no reflejarse en las concentraciones circulantes
de estas hormonas y acompafiarse de cambios en la actividad biolégica.

La Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) es una enfermedad caracterizada por
hiperglucemia como consecuencia de una deficiencia absoluta de insulina, en
la mayoria de los casos por la destruccién autoinmune de las células B de los
islotes pancredticos . Debido a que la DM1 predomina en nifios y adultos
jovenes, ademas de las complicaciones croénicas condicionadas por el
descontrol glucémico **+ %' se pueden presentar alteraciones en el
crecimiento y desarrollo como el retraso puberal 8282, deterioro en Ia talla final
adulta * - % | mayor frecuencia de alteraciones menstruales % - & y
osteopenia®. Lo anterior podria explicarse debido a que en el descontrol
cronico, ademas de las variaciones en los niveles de glucosa circulante, se
presentan en forma intermitente multiples procesos fisiopatoldgicos como la
hipoinsulinemia, la desnutricion %, Ia acidosis metabdlica y el incremento en
la produccioén de glucocorticoides debido al estrés hipoglucémico ’°. Por otro
lado, a pesar de que el control glljcémico no es el 6ptimo en la mayoria de
los adolescentes y de que se han observado diferencias significativas en
diversos parametros del desarrolio puberal, no necesariamente se observan
alteraciones en el inicio de la pubertad y la talia final adulta y muchos niftos
con DM1 crecen y se desarollan normalmente.

Diversos estudios apoyan ia presencia de mecanismos que regulan la
secrecion de la LH a nivei central Y que responden a la insulina 0 a cambios

metabdlicos dependientes de ella. En el humano, el nacleo arcuato del



hipotalamo contiene receptores tanto para insulina como para glucosa ™', En
corderos diabéticos se demostrd que Ia pulsatilidad de la LH pemmanece
indemne si se ajusta el confrol glucémico con un esquema adecuado de
insulina exégena, en tanto que la suspension de fa administracion de la misma
disminuye la pulsatilidad de esta hormona 2. De igual manera, en ovejas
diabéticas se ha observado que la suplementacidon con insulina incrementa la
secrecion pulsatil de LH probablemente por medio de la regulacion de ia
pulsatilidad de la GnRH 73, En ratas con diabetes inducida por estreptozotocina
se ha comprobado una disminucion en las concentraciones en suero de ambas
gonadotropinas hipofisiarias, las cuales se pueden nomalizar mediante el
tratamiento con insulina ”. Por otro lado, la instilacién de insulina en el sistema
nervioso central de ratas hembras con diabetes restituye la produccién de la LH
a niveles confrol sin cambios aparentes en el nimero y en la activacion de las
neuronas de GnRH °. Por lo tanto, en condiciones de DM1 descontrolada, los
cambios podrian estar tanto a nivel de las caracteristicas de {a secrecion de la
GnRH como en la respuesta a la misma.

Aunque la heterogeneidad de la LH y FSH circulantes esta plenamente
documentada, existen pocos estudios sobre la actividad biologica resultante en
diferentes condiciones clinicas, datos que ampliarian el conocimiento sobre el
papel de las isoformas de las gonadotropinas. En padecimientos crénicos
sistemicos que se pueden acompanar de retraso puberal, como en la beta
talasemia, se ha reportado que con la administracion pulsatil de GnRH los
niveles de gonadotropinas circulantes no difieren de lo evidenciado en

condiciones basales, pero la bioactividad se modifica’®. Un predominio de
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isoformas basicas con decremento en la relacion bio/inmunorreactividad de
las gonadotropinas también se ha reportado en la obesidad severa . Porlo
anterior, los diferentes hallazgos en la pubertad de los sujetos con DM1
podrian explicarse por cambios en ia actividad biolégica de las
gonadotropinas, debido a diferencias en fas formas moleculares de las
gonadotropinas circulantes, en respuesta a las sefiales metabélicas alteradas
que pueden presentarse en estos sujetos en forma inierm'rtente.

Hasta el momento, s6lo se ha reportado un estudio sobre la actividad
biologica de fas gonadotropinas en sujetos diabéticos en respuesta a
variaciones en el control glucémico. En dicho estudio se reporta que para la
LH, la secrecion integrada fue menor y la actividad bioldgica fue mayor en 11
adultos varones con DM1 de corto tiempo de evolucion y HbA1c >10 %,
comparado con sujetos con diabetes bien controlada y sujetos sanos 7%, El
incremento en la bioactividad de la LH por unidad circulante de esta hormona
podria interpretarse como un mecanismo de compensacion ante situaciones
adversas.

En adolescentes con DM1, no se conoce el comportamiento de la
actividad biologica de LH y FSH en relacion al grado de control glucémico ni
durante las diferentes fases det desamolio puberal, como probable factor que
explique las diferencias funcionales del eje hipotalamo-hipofisis-génada que se
han evidenciado tanto en modelos de experimentacién 7° como en los estudios

clinicos de sujetos con DM1 %,
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FIGURA 1. INTERACCION DE LA MOLECULA DE LH O FSH CON SU
RECEPTOR ESPECIFICO. E! receptor de gonadotropinas consta de siete
dominios transmembrana y achia a través de la activacion de la subunidad alfa
estimuladora del complejo heterotrimérico, lo que activa a la enzima adenil
ciclasa y genera el AMPc como el segundo mensajero. En presencia del
receptor especifico, ia generacién de AMPc es refiejo de la actividad biolégica
de las gonadotropinas circulantes.

14




JUSTIFICACION

La pubertad es el periodo durante el cual se desarrollan las
caracteristicas sexuales secundarias y se alcanza la capacidad de fertilidad. El
eje hipotalamo-hipéfisis.génada que regula su desarrollo, responde a una
multitud de factores intemos y extemnos, incluyendo sefiales metabdlicas tanto
en estado de salud como de enfermedad.

Aungue en nuestro pais la incidencia de esta enfermedad es
relativamente baja ®', se calcula que existen mas de 20,000 sujetos con DM1
y esta enfermedad es uno de los principales motivos de consulta en los
servicios de referencia de endocrinologia pediatrica. En los sujetos con
descontrol de esta enfermedad se presentan de manera intermitente
diferentes condiciones que podrian afectar potencialmente la funcionalidad
del eje hipotalamo-hipdfisis-génada. Solamente se ha reportado un estudio
en adultos sobre la actividad biolégica de las gonadotropinas hipofisiarias en
ta DM1 pero no se cuenta con informacion sobre la misma en los diferentes
estadios puberales, que pudiese explicar las diferencias reportadas en el
desarrollo puberatl.

Este estudio permite ampliar el conocimiento sobre la influencia de
una enfermedad cronica y sistémica como la DM1 sobre la actividad biolégica
de las gonadotropinas, asi como sobre la contribucion del grado de control
metabélico en la activacién y adecuado funcionamiento del eje hipotalamo-
hipofisis-gonada durante el procesc puberal, al comparar dicha actividad

biolégica en grupos con diferentes niveles de control glucémico.
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OBJETIVO

Comparar la actividad biolégica in vitro de la hormona luteinizante y de
la hormona estimulante del foliculo en varones con diabetes mellitus tipo 1

con adecuado e inadecuado control glucémico y en varones sanocs, en los

diferentes estadios puberales.

HIPOTESIS

La actividad biolégica in vitro de la hormona luteinizante y de la
hormona estimulante del foliculo en varones con diabetes mellitus tipo 1 con
inadecuado control glucémico es diferente que en los sujetos con diabetes

mellitus tipo 1 con adecuado control glucémico y en sujetos sanos, en todos

los estadios puberales.
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SUJETOS

Los participantes se seleccionaron de acuerdo a tres condiciones
clinicas: DM1 con adecuado controt glucémico (HbA1c < 8%), DM1 con
inadecuado control glucémico (HbA1c >10%) y varones aparentemente
sanos. En cada condicién clinica, se incluyeron 7 sujetos en cada uno de los
estadios puberales (estadios 1 a 5) clasificados de acuerdo con lo propuesto
por Marshall y Tanner, tomando como parametro de referencia primordial el
volumen gonadal, calculado mediante la formula: volumen = n/6 (diametro
mayor x diametro menor” ). Las mediciones se llevaron a cabo el mismo dia
por dos observadores independientes, utilizando el mismo elemento de
medicion. Solamente se incluyeron aquelios pacientes en los cuales hubo
concordancia entre ambas gonadas y en la asignacion del estadio puberal
por los dos observadores. Asimismo, se aplico la prueba de Rosen ® en los
sujetos en Tanner 1 en quienes el interrogatorio intencionado sugirio
disfuncion olfatoria, para descartar ia posibilidad de hipogonadismo
hipogonadotrépico por sindrome de Kallmann.

Para realizar el estudio, se obtuvo aprobacién del Comité de Ftica e
Investigacion Institucional del Hospital de Pediatria, CM SXXI (No. de registro
2001/718/015), asi como el consentimiento informado de los padres y de los
niftos participantes. Posterior a la asignacion del estadio puberat, se extrajo
una muestra unica de 7 mt de sangre de una vena periférica, en la misma

ocasion en la cual se realizd la toma de muestra para hemoglobina



glucosilada que se solicita para seguimiento del paciente con DM1. La

muestra se tomd a las 8:00 h en ayunas, utilizandose 3 mL para cuantificar
LH, FSH y testosterona y 4 mL para determinar la actividad biolégica de la
LH y de la FSH. El suero obtenido de cada una de las muestras se distribuyo
en 4 alicuotas que se mantuvieron en congelacion a -20°C hasta su
procesamiento.

Los criterios para su participacion incluyeron la edad de 8 a 20 afnos,
excepto el grupo de controles sanos que fue hasta de 25 afios de edad y e}
IMC <27, asi como la ausencia de otra enfermedad que condicione
alteraciones en el eje hipotalamo-hipofisis-génada, de anosmia o hiposmia y
de ingesta de medicamentos en la semana previa al estudio. En los sujetos
con DM1, los participantes no debian tener complicaciones crénicas

relacionadas con su enfermedad documentadas en el expediente clinico.
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METODOS

Hemoglobina glucosilada Aic

Para la determinacion de la HbAsc las muestras se colectaron en tubos
con EDTA y se almacenaron a 4°C hasta su procesamiento, dentro de los 5
dias siguientes. Los resultados se analizaron en un sistema automatizado de
intercambio idnico por cromatografia liquida de alta resolucion 8 (HPLC)

(Bio-Rad).

Inmunofluoroanalisis de testosterona

La concentracion circulante de testosterona se determiné con analisis
inmunofluorométrico (IFMA) (Wallac 1420 Victor? a4 D) de acuerdo con la
metodologia descrita por Lovgren et al ® y Hemmila et al . Este ensayo ha
probado ser altamente sensible y especifico, por lo que es de los mejores
métodos para la valoracion de las concentraciones hormonales circulantes.
E! ensayo se basa en la competencia por anticuerpos policlonales anti-
testosterona unidos a su vez a un anticuerpo en fase sélida, testosterona
marcada con europio y la testosterona de la muestra, por lo que la
concentracion de esta hommona es inversamente proporcional a la
fluorescencia emitida.

Para disminuir las variaciones interandlisis, todas tas muestras de un
mismo estadio puberal, tanto de los sujetos con adecuado control gluceémico

como de aquellos con inadecuado control glucémico y de los sujetos control,
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se analizaron en el mismo ensayo. Las variaciones interanalisis se

determinaron utilizando ias mismas muestras control en todos los ensayos.

Radioinmunoanalisis de LH y FSH

El radicinmunoensayo de LH se realizé utilizando LH-I-3 marcado con
1'% como trazador (SA, 70-90 pCi/ug proteina), la preparacion LER-907 como
estandar y el anticuerpo LH 2. La sensibilidad del ensayo fue de 0.7 IU/L (1
mg LER-907 = 277 Ul de la Segunda Preparacion Intemacional de
Referencia de Gonadotropinas Humanas Menopausicas (2nd IRP-HMG).
Cada muestra se proces6 por duplicado dentro de una misma corrida. Los
coeficientes de variacion intra e interensayo se determinaron por miiltiples
replicados (n = 3/dosis) de un pool obtenido de mujeres postmenopausicas,
probado a niveles que desplazaron I'**-LH det anticuerpo a 15-23%, 45-59%
y 75-84%; estos coeficientes fueron de 4.162% y 6.1-11.3%
respectivamente. El procedimiento del RIA consistié en agregar 100 pL de
amortiguador PBS-Gel, 100 pL de la muestra problema o de la dosis de la
curva estandar, 100 pL de htH-1'*® (15,000 cpm), 100 pL de anti-hLH a una
dilucién de trabajo final 1:800,000 preparado con PBS 0.05M, EDTA 0.05M
(PBS EDTA) y suero normal de conejo al 1%. Los tubos de reaccion se
incubaron a temperatura ambiente durante 18 a 24 horas. Posteriormente se
afiadié a cada tubo 200 pL del segundo anticuerpo y se incubaron por 24
horas mas a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo agregando 2 mL
de agua bidestilada fria y se centrifugé a 2000 x g durante 30 minutos a 4°C.

Posteriormente se decantaron los sobrenadantes y se determiné la
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radioactividad unida al anticuerpo presente en los precipitados empleando un

contador para radiaciones gamma (Packard Instrument Company, EUA).

Para la cuantificacién de FSH, se realizd una curva de calibracion
utilizando como estandar de FSH la preparacién LER-907 del National
Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (NIADDK) a
concentraciones de 2.6 a 666.6 ng de FSH inmunorreactiva diluida en PBS
0.05 M y gelatina al 0.1% (PBS-Gel). El anticuerpo utilizado fue el anticuerpo
policlonal anti-hFSH-6 y como trazador se utilizé el estandar hFSH-I-3
(NIADDK) radiomarcado con Na'®® (Amersham Internacional Limites, Reino
Unido) por el método de la Cloramina T % Et procedimiento del RIA fue
similar al de LH, con una dilucién final 1:200,000. Los resultados fueron
expresados en UILL en relacion a la segunda preparacion de referencia
internacional de FSH (1 mg LER-907 = 53 Ul FSH de la 2° IRP-HMG).

Todas las muestras de un mismo estadio puberal se analizaron en el
mismo ensayo y se utilizaron los mismos controles de calidad para analizar

las variaciones interanalisis.

Bioensayo in vitro de LH y FSH

Los ensayos biologicos in vitro para valorar la actividad biologica de las
gonadotropinas pueden lievarse a cabo en tejidos endocrinos, cultivos
primarios de células dispersas o en lineas celulares permanentes. Debido a
que un gran numero de sustancias pueden potenciar o inhibir la respuesta en
un bioensayo, se debe elegir al ensayo mas especifico para cada caso. Uno

de los bioensayos mas sensibles y especificos para LH es el desarroilado por
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, en el cual se utilizan lineas celulares transfectadas con el receptor
recombinante de LH, las cuales tienen una estabilidad del cultivo por mayor
tiempo, responden de una manera dosis dependiente a la LH, permiten que el
bioensayo tenga especificidad de especie, no requieren de un cultivo primario y
puede ser completado en 24 horas posterior a la adicion de la hormona.

La actividad biolégica in vitro de la hommona luteinizante se determind
mediante el empleo del bioensayo que cuantifica el AMPc en células
humanas renales fetales HEK-293, transfectadas con el ADNc del receptor
recombinante para LH de rata ®. Las células fueron cultivadas en medio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) bajo en glucosa (Life
Technologies, Gaithersburg, MD), pH 7.3, complementado con 5% de suero
fetal de temera (Gibco, BRL), 2mM de L-glutamina (Sigma Chemicals Co, St
Louis, MO, EUA), 100 mg/mL de geneticina (Life Technologies), 50 U/mL de
penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma) y crecieron en cajas de 162
cm? (Costa, Cambridge, MA, EUA). Las células confluentes se rasparon y se
sembraron en cajas de 24 pozos de 16 mm (Gibco, BRL) por 24 horas a
37°C con una atmoésfera de 5% de CO, (5 x 10* células/pozo de cultivo).
Posteriormente, las células se lavaron y se expusieron por duplicado a
diferentes dosis del estandar utilizado (LER-907) o de las muestras de cada
paciente en presencia de 0.125 mM 3-isobutil-1-metiixantina (Sigma) disuelto
en 450 pl de DMEM complementado por 24 horas a 37°C. Previo a la
exposicidn de las células, cada muestra se inactivé por calentamiento

durante 10 minutos a 56°C. Este procedimiento se llevé a cabo con el fin de



evitar el efecto inhibidor no especifico sobre la formacion de AMPc de
factores presentes en el suero; con este tratamiento no se altera la
inmunorreactividad ni la bioactividad de las gonadotropinas % %.

En el pozo correspondiente se agregaron por duplicado 300 ulL de
medio y 12.5, 25, 50 y 75 pL de cada una de las muestras en estudio, las
cuales se dituyeron con medio con inmunofreactividad y bioactividad de
gonadotropinas no detectable. El medio y las células se extrajeron después
de 24 horas de incubaciéon a 37°C en un incubador himedo con una
atmosfera de 95% de aire y 5% de CO,. El producto se calenté a 95°C por 3
minutos y posteriomnente se almacend a —-20°C, hasta el momento de la
cuantificacion de su contenido de AMPc total por RIA. Todas las muestras
de un mismo sujeto se estudiaron por duplicado.

Para la determinacion de la actividad bioldégica de FSH, se repitié el
procedimiento anterior, utilizande células HEK-293 transfectadas con el

ADNCc del receptor de FSH.

Radioinmunoanalisis del AMPc de los bioensayos de LH y FSH

Los especimenes procedentes de los bicensayos tanto de LH como de
FSH se analizaron en su contenido de AMPc total (intra y extracelutar) por
RIA. El RIA se llevé a cabo utilizando como estandar el AMPc¢ (81c-0220)
(Sigma). El anticuerpo empleado fue el AMPc CV-27 del National Hormone
& Peptide Program (NHPP) del National Institute of Diabetes and Digestive

and Kidney Diseases (NIDDK) (Harbor-UCLA Medical Center, Torrance,



California E.U.A.) a una dilucion final de 1:50,000 con acetato de sodio 50
mM, albimina sérica bovina al 0.1%, pH 6.1. Como trazador se utilizé6 2-O-
monosuccinil tirosil-metiléster de AMPc (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO
USA) radiomarcado con |'?® (Amersham International Limite, Reino Unido)
por el método de Cloramina T %.

Para incrementar la sensibilidad del ensayo, todas las muestras se
acetilaron junto con los estandares, agregandoseles 25 ul de trietilamina y
anhidrido acético en una proporcién 2:1 viv, diluyéndose en acetato de sodio
5 mM, pH 4.7. Posteriormente, el ensayo fue incubado a 4° C durante 24
horas, la reaccidn se detuvo con 3 mL de etanol fric y los tubos se
centrifugaron a 3000 rpm durante 30 minutos a 4° C. Por ultimo, se decantd
el sobrenadante y a partir de los inmunoprecipitados se determind la
radioctividad unida al anticuerpo empleando un contador para radiaciones

gamma (Packard nstrument Company, Il, EUA).

Actividad biolégica de las gonadotropinas

La actividad bioldgica se calculé por interpolacion. Los datos
expresan la relacion de la actividad in vitro en el bioensayo relativa a las
concentraciones del inmunoensayo, como el cociente entre los valores
calculados de la hormona bicactiva en base a la produccion total de AMPc y
la inmunorreactividad determinada por radioinmunoensayo de la hormona
correspondiente (bioactividad/inmunorreactividad B/). Se utilizé un ensayo

en linea paralelo, donde todas las muestras se analizaron en diferentes dosis
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y se calculé la potencia de al menos dos puntos que al unirse en linea recta

exhiben paralelismo con la curva estandar.

Analisis Estadistico

Se utilizé la prueba de Kruskall-Wallis para comparar los niveles de
testosterona determinada por IFMA y de LH y FSH determinadas por RIA, asi
como para la bioactividad de la LH y la FSH entre las tres condiciones
clinicas en cada uno de los estadios puberales. Se aplicé fa prueba de U de
Mann-Whitney para analizar diferencias entre pares de grupos. Valores con

p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.




RESULTADOS

Se formaron 3 grupos de estudio de acuerdo a la condicion clinica:
diabetes mellitus tipo 1 controlada, diabetes mellitus tipo 1 descontrolada o
sujetos sanos. Cada uno de ellos incluyd siete sujetos en cada estadio
puberal, excepto en el grupo de controles sanos en estadio 4 de Tanner, en
el cual se eliminaron dos sujetos por muestra insuficiente. En el cuadro 1 se
muestran las caracteristicas de los sujetos estudiados. Como es de
esperarse, en todos los estadios puberales el nivel de HbA1C fue diferente
en cada condicién clinica y pemitio diferenciar claramente al grupo con DM1
bien controlada y el grupo con DM1 mal confrolada. Ei volumen testicular fue
similar en un mismo estadio puberal para las tres condiciones clinicas,
excepto para el Tanner 1, donde los varones con diabetes meillitus tuvieron

un volumen significativamente menor que los controles sanos (grafica 1).

Niveles circulantes de Testosterona, LH y FSH

En el cuadro 2 se muestran los niveles circulantes de testosterona,
hormona luteinizante y hormona estimulante del foliculo. En cada estadio
puberal, la testosterona no mostr6 diferencia significativa entre las diferentes
condiciones clinicas excepto en el Tanner 2 (gréfica 2), donde los sujetos con
DM1 descontrolada tuvieron concentraciones significativamente mayores que
el grupo con DM1 controlada y los sujetos sanos.

El promedio de las concentraciones circulantes de LH (grafica 3)

incrementé del estadio 1 al estadio 2 de Tanner en forma significativa en las
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tres condiciones clinicas, con minimos cambios en estadios subsecuentes.
Para la hormmona estimulante de! foliculo, el promedio no difirié
significativamente entre los diferentes estadios puberales, excepto entre el
Tanner 1 y 2 del grupo con DM1 controlada (grafica 4). Al comparar las
concentraciones circulantes de LH y FSH en las tres condiciones clinicas
dentro de un mismo estadio puberal, no se encontraron diferencias entre los
sujetos estudiados, excepto en el caso de la FSH en el estadio 2 de Tanner,
donde los sujetos con DM1 controlada tuvieron concentraciones

significativamente mayores que los controles sanos.

Actividad biolégica de las gonadotropinas

La produccion de AMPc total de las células transfectadas con el ADN
complementario del receptor de rata de la hormona luteinizante o de la
hormona estimulante del foliculo en respuesta a la exposicion al suero de los
sujetos en estudio evidenci6 un incremento relacionado con las diferentes
concentraciones de la LH o la FSH circulante que fue paralelo a la respuesta
observada a la exposicion al estandar (LER 907) (graficas 5 y 6).

Hommona luteinizante. El analisis del cociente B/l de la LH mostré un
incremento significativo entre el estadio 1 prepuberal y el estadio 2 y 3 de
Tanner, independientemente de la condicion clinica. En los estadios 4 y 5 de
Tanner, Ia actividad biol6gica tendio a regresar a niveles similares a los
observados en ef Tanner 1 (cuadro 2 y grafica 7). La comparacion de las tres
condiciones clinicas en cada estadio puberal, mostré que en el estadio 2 la

actividad biologica de LH en sujetos con diabetes mellitus descontrolada fue
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significativamente menor que en los controles sanos e incluso menor que en
los sujetos con DMC en el estadio 3.

Hormona estimulante del foliculo. Al igual que para el caso de la
hormona luteinizante, la actividad biologica de la FSH en las diferentes
condiciones clinicas incrementd del Tanner 1 al Tanner 2 y 3, sin embargo el
incrementc en los sujetos con DM fue menos evidente, sin alcanzar
significancia estadistica, y nuevamente en estadios 4 y 5 tendi6é a regresar a
cocientes B/l similares al estadio 1. A diferencia de la LH, la actividad
biolégica de la FSH dentro de un mismo estadio de Tanner no se vio
afectada por la condicién clinica de diabético controlado, descontrolado o

control sano (cuadro 2 y grafica 8).




CUADRO 1. CARACTERISTICAS DE LOS VARONES CON DIABETES MELLITUS TIPO 1 Y
CONTROLES SANOS EN LOS DIFERENTES ESTADIOS PUBERALES (mdn % Q). Letras
discordantes en cada estadio puberal sefialan diferencias significativas (p<0.05).

TANNER [ CONDICION CLINICA (n) EDAD HbA1c EVOL | VOL.TEST IMC
Afos % Afos mm’® Kg/m?

1 CONTROL SANO (7) 10.7£1.1° 5.1+0.3 3.0£0.6° 18.1£2.6"
DM1 CONTROLADA (7) 8.8£1.1° 6.6£0.9° | 4.0£2.5° 0.920.1° 16.7¢1.2°

DM1 DESCONTROLADA (7) [ 10.7z1.1° 11.2£0.3° | 4.921.8° 1.120.2° 17.622.3°

2 CONTROL SANO (7) 12.320.6° 5.410.3" 6.0£0.6" 19.221.5*
DM1 CONTROLADA (7) 13.3z1.1° 7.5+0.8° 2.412.3" 5.7+1.0" 20.9¢1.4°

DM1 DESCONTROLADA (7) | 14.70.3° 13.0£1.8° | 8.2+3.5 6.710.7° 19.6£1.1°

3 CONTROL SANO (7) 14.520.9" 5.70.4° 10.2£0.4° 20.2+0.9"
DM1 CONTROLADA (7) 13.9£1.8° 7.6£0.6 1.124.5° | 10.0£0.6" | 18.7¢1.4°

DM1 DESCONTROLADA (7) | 15.71.4° 10.9£2.4° | 11.2¢3.1° | 10.3:t06% | 20.0%1.8°

4 CONTROL SANO (8) 16.320.9° 5.6£0,2" 12.7¢0.7* | 23.0s2.2°
DM1 CONTROLADA (7) 15.0£0.7° 5.840.7° 3.0£1.3° | 12.3:04" | 206z1.7°

DM1 DESCONTROLADA (7) | 14.7x1.1° 11.320.5° 5.0£2.9" | 13.3:05" | 19.612.6"

5 CONTROL SANO (7) 22.916.5" 5.5£0.2° 20.5¢1.5° | 24.2:0.5*
DM1 CONTROLADA (7) 16.93.9°° 7.4£0.9° 7.9£52° | 18.9£2.0" | 24.0+1.8°

DM1 DESCONTROLADA (7) | 16.2x1.1° 11.521.4° | 42£2.3" | 185:1.3% | 23.2+25"




CUADRO 2, TESTOSTERONA, HORMONA LUTEINIZANTE, HORMONA ESTIMULANTE DEL
FOLICULO Y COCIENTE BIOACTIVIDAD/INMUNORREACTIVIDAD (B/l) EN LOS DIFERENTES
ESTADIOS PUBERALES (mdnt Q). Letras discordantes en cada estadio puberal sefialan diferencias

significativas (p<0.05).

TANNER | CONDICION CLINICA (n) | TESTOSTERONA LH BALH FSH B/l FSH
nmol/L UL UL
1 CONTROL SANO (7) 0.1741.7° 75:1.7° | 0.4620.2° | 2.3£1.3° | 0.11%0.1°
DM1 CONTROLADA (7) 0.1620.1° 7.2:0.4° | 0.36x0.1° | 1.8£1.1° | 0.24x0.1°
DM1 DESCONTROLADA (7) 0.24%0.2° 57:1.8° | 0.44%0.1° | 2.7+1.5° | 0.13%0.0°
2 CONTROL SANO (7) 13.124.8° 11.2£25" | 2.1x0.6° | 4.410.8° | 0.280.1°
DM1 CONTROLADA (7) 18.7¢5.5"° 11.7£2.8% | 1.7¢0.1°° | 8.6x3.9° | 0.20£0.1°
DM1 DESCONTROLADA (7) 25.726 .47 10.2¢3.7° | 1.2¢0.3° | 4.9+2.3°° | 0.380.3"
3 CONTROL SANO (7) 20.7£2.6° 11.8:3.9° | 2.1:0.7° | 4.5¢1.1° | 0.73x0.4°
DM1 CONTROLADA (7) 18.2£4.7° 9.0:0.7° | 1.9%0.9° | 3.8:0.7° | 0.63%04°
DM1 DESCONTROLADA (7) 20.413.0° 13,0251 | 1150.2° | 3.7:0.7% | 0722 0.1°
4 CONTROL SANO (7) 19.321.1° 10.4£9.0° | 1.1:0.87 | 58£1.7° | 0.49£0.2°
DM1 CONTROLADA (7) 23.0£2.8° 9.2:+1.6° | 0.520.9° | 4.7t2.2° | 0.26%0.2°
DM1 DESCONTROLADA (7) 24.042.2° 9.9+9.3' | 0.8720.2° | 2.9:2.2° | 0.32%0.0°
3 CONTROL SANO (7) 26.415.6° 12.5¢2.3% | 0.6820.1° | 4.0¢1.0° | 0.4120.1"
DM1 CONTROLADA (7) 25.1%7.7° 12.16.5° | 0.7840.1° | 4.142.2° | 0.720.4°
DM1 DESCONTROLADA (7) 29.325.3° 12.5£3.3° | 0.65%0.1° | 4.80.8° | 0.42£0.2°




GRAFICA 1. VOLUMEN TESTICULAR EN LOS DIFERENTES ESTADIOS
PUBERALES DE VARONES CON DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1) Y
CONTROLES SANOS. Lefras discordantes sefialan diferencias
significativas (p<0.05) entre los estadios puberales de cada condicidn clinica
(mayusculas) o entre las tres condiciones en cada estadio puberal
(mindsculas).
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GRAFICA 2. CONCENTRACIONES DE TESTOSTERONA EN LOS
DIFERENTES ESTADIOS PUBERALES DE VARONES CON DIABETES
MELLITUS TIPO 1 (DM1) Y CONTROLES SANOS. Lefras discordantes
sefialan diferencias significativas (p<0.05) entre los estadios puberales de
cada condicién dlinica {(mayusculas) o entre las tres condiciones en cada
estadio puberal (minusculas).
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GRAFICA 3. CONCENTRACIONES DE HORMONA LUTEINIZANTE EN
LOS DIFERENTES ESTADIOS PUBERALES DE VARONES CON
DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1) Y CONTROLES SANOS. Lefras
discordantes sefialan diferencias significativas (p<0.05) entre los estadios
puberales de cada condicion dlinica (mayusculas) o entre las tres
condiciones en cada estadio puberal (mindsculas).
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GRAFICA 4. CONCENTRACIONES DE HORMONA ESTIMULANTE
DEL FOLICULO EN LOS DIFERENTES ESTADIOS PUBERALES DE
VARONES CON DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1) Y CONTROLES
SANOS. Letras discordantes seilalan diferencias significativas (p<0.05)
entre los estadios puberales de cada condicion dinica (mayusculas) o
entre las tres condiciones en cada estadio puberal {minusculas).
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GRAFICA 5. IMPACTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LA
HORMONA LUTEINIZANTE SOBRE LA PRODUCCION DE AMPc POR CELULAS
HEK-293 TRANSFECTADAS CON EL ADNc DEL RECEPTOR DE LH. los valores
se expresan en refacion at estandar LER-907.
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GRAFICA 6.

IMPACTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LA

HORMONA ESTIMULANTE DEL FOLICULO SOBRE LA PRODUCCION DE AMPc
POR CELULAS HEK-293 TRANSFECTADAS CON EL ADNc DEL RECEPTOR DE
FSH. Los valores se expresan en relacién al estandar LER-807.
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GRAFICA 7. COCIENTE BIOACTIVIDAD/INMUNORREACTIVIDAD DE LA
HORMONA LUTEINIZANTE EN LOS DIFERENTES ESTADIOS
PUBERALES DE VARONES CON DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1) Y
CONTROLES SANOS. Letras discordantes seflalan diferencias
significativas (p<0.05) entre los estadios puberales de cada condicién dinica
(mayusculas) o entre las tres condiciones en cada estadio puberal
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GRAFICA 8. COCIENTE BIOACTIVIDAD/INMUNORREACTIVIDAD DE
LA HORMONA ESTIMULANTE DEL FOLICULO EN LOS DIFERENTES
ESTADIOS PUBERALES DE VARONES CON DIABETES MELLITUS
TIPO 1 (DM1) Y CONTROLES SANOS. Letras discordantes sefialan
diferencias significativas (p<0.05) entre los estadios puberales de cada
condicion clinica (mayusculas) o entre las tres condiciones en cada estadio
puberal (minusculas).
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DISCUSION

La hormona luteinizante y la hormona estimulante del foliculo tienen
un papel determinante en el inicio y !a progresion de ia pubertad. Sus
acciones dependen no sélo de las concentraciones circulantes, sino también
de la actividad biologica de las mismas, determinada por las caracteristicas
de los oligosacaridos que forman parte de su estructura y que dan lugar a
diferentes isoformas °'. La cantidad y proporcion de las diferentes isoformas
de LH y FSH se produce y secreta bajo el estimulo endégeno de GnRH en
respuesta a diferentes sefales hormonales y metabélicas.

Este estudio fue disefiado para conocer la actividad biolégica de la LH
y la FSH de sujetos con diabetes mellitus comparada con sujetos sanos en
los diferentes estadios puberales, con objeto de ampliar el conocimiento
sobre el efecto del ambiente metabdlico y hormonal generado por esta
enfermedad. Se incluyeron solamente sujetos del sexo masculino para
eliminar la posibilidad de variaciones de la actividad bioldgica, como en caso
de las mujeres en gquienes se presenta un incremento significativo en la fase
lutea del ciclo menstrual *°.

Diversos estudios han demostrado que las gonadotropinas se
almacenan en el gonadotropo y bajo el estimulo suprafisiolégico de GnRH se
liberan en dos fases, la primera de ellas en forma inmediata al estimulo,
corresponde a la hormona ya sintetizada y almacenada en granulos en
contacto cercano con ta membrana celular. Un segundo y mayor estimulo

con GnRH, desencadena una mayor liberacion tardia, que se atribuye a ia
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sintesis de novo de las gonadotropinas. Se ha documentado que la actividad

biologica de las moléculas de las gonadotropinas liberadas a la circulacion
bajo la influencia de la GnRH endégena es similar a la obtenida por la
administracion de dosis suprafisiolégicas de GnRH ***, por lo que nuestros
resultados en condiciones basales, aunque tomados de una muestra Gnica,
refiejan la actividad biologica de las gonadotropinas liberadas por la hipéfisis.

En este estudio, los varones con diabetes mellitus tipo 1 descontrolada
mostraron una disminucion en la actividad biolégica de LH en los estadios
puberales 2 y 3 de Tanner comparado con los sujetos con DM1 controlada y
los controles sanos. Las etapas 2 y 3 del desarrollo puberal, que marcan la
imprescindible reactivacion del eje hipotalamo-hipéfisis-génada, fueron las
mas afectadas por la DM1 comparadas con las etapas 4 y 5, que podrian
considerarse de mantenimiento una vez que el eje ha logrado su
reactivacion.  Esta disminuciéon de la actividad bioldgica de LH en los
estadios iniciales de Tanner de los sujetos con DM1, explicaria los reportes
sobre el crecimiento y desarrolio de los sujetos con esta enfermedad, que
aunque dentro de limites normales, inicia en forma mas tardia y progresa
significativamente mas despacio que en los sujetos sanos 8264 g
predominio de isoformas altamente sializadas, con un pH mas basico que las
formas menos sializadas, se ha demostrado en algunas condiciones no
fisiologicas como fa obesidad 7’ y podria también ser el mecanismo que
explique la menor actividad biolégica encontrada en los sujetos con diabetes
mellitus de este estudio, sobretodo en los casos con mal control glucémico.

Existen otros mecanismos que en forma adicional podrian participar en la
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disminucion en la actividad biolégica de las gonadotropinas de los sujetos

con DM, como la glucosilacidon del receptor, o como se ha reportado para
otras hormonas proteicas %>%, la presencia de gonadotropinas glicadas, para
lo cual se requiere oiro modelo de estudio.

Es de sefialar que en el estadio puberal 2, las concentraciones
circulantes de testosterona total fueron significativamente mayores en los
varones con diabetes mellitus descontrolada a pesar de una actividad
biolégica de LH disminuida. Aunque estos sujetos tuvieron una edad
cronoldgica ligeramente mayor que los diabéticos controlados y los controles
sanos, el volumen testicular no difirid significativamente. Una mayor
concentracidon de testosterona circulante en sujetos con DM1 ha sido
reportada previamente, con niveles de testosterona libre dentro de lo normal,
sin relacibn con los andrégenos suprarrenales y relacionado en forma
positiva con el nivel de HbA1c, con ** y sin relacion con los niveles de
globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) *°. Existe la posibilidad de
que la presencia de mayores niveles circulantes de testosterona en el grupo
de sujetos con DM en estadio 2 de Tanner a pesar de la menor actividad
bioldgica de LH, se deba a un mecanismo no dependiente de gonadotropinas
aln no precisado, lo que podria afectar de forma secundaria fa pulsatilidad
de GnRH y Ia distribucién de isoformas circulantes *° y explicar la menor
actividad bioldgica de la LH observada en este grupo. Se han reportado
cambios en el eje Hormona de Crecimiento-Factor de Crecimiento Insulincide
1 asociados con la pubertad y el descontrol glucemico que podrian explicar

parcialmente este hallazgo, por lo menos en el caso de las mujeres, aunque
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la presencia de mayores niveles de IGF 1 circulantes en sujetos con DM no
ha sido consistente.

La generacion de AMPc se ha utilizado ampliamente en modelos in
vitro como reflejo de la activacion del complejo receptor-proteina Gs a través
del cual ejercen su accidn las gonadotropinas. El estudio de uno de los
pasos iniciales e imprescindibles de la activacién del receptor tiene la ventaja
de que minimiza la posibilidad de que no pueda evidenciarse el efecto
hormeonal al estudiar productos intermedios o finales de la accién hormonal
debido a que las células utilizadas, incluso en sistemas homélogos, pueden
no contar con todo el mecanismo intracelular de generacion de respuesta
ante un estimulo determinado. Por otro lado, la generacion del efecto
hormonal final, como la produccién de testosterona, puede ser modificada
por otros factores, que en los diferentes modelos no pueden ser controlados
facilmente. Asi mismo, ta determinacion de ia produccion total de AMPc
disminuye la posibilidad de que no se demuestre el efecto de las
gonadotropinas, por la discordancia que se ha reportado en algunos estudios
entre la produccién de AMPc intra y extracelutar %.

Por otro lado, aunque existen estudios que apoyan una relacién entre
la generacion de AMPc y el efecto final ¥ |, esto no ha sido consistente ¥. En
estos casos, la determinacion de AMPc como el principal segundc mensajero
de la accién de las gonadotropinas podria no refiejar el efecto final de estas
hormonas, ya que las isoformas producidas en el medioambiente hormonal y
metabdlico, como el caso de los sujetos con DM1 estudiados, podrian

acompanarse de cambios conformacionales que permitan la activacion del
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receptor de LH por vias altemas *® a través de 2° mensajeros diferentes de

AMPc, llevando a una produccidon de testosterona adecuada e incluso
ligeramente mayor que los controles sanos. Debido a que no contamos con
la determinacion de las concentraciones circulantes de estradiol o de la
relacion estradiol:testosterona, no podemos descartar la participacion de esta
hormona en la disminucién de la B/l de LH por su efecto sobre la expresion
del ARNm de algunas enzimas involucradas en la sializacién y suifatacion
terminales de las gonadofropinas *'®. Sin embargo, no se ha demostrado
que los varones con DM1 presenten mayores niveles de estradiol que los
controles sanos y en nuestro estudic, no se encontraron diferencias en el
indice de masa corporal en las tres condiciones clinicas, especificamente en
los estadios de Tanner 2 y 3, que nos pemitan inferir una diferencia en las
concentraciones de estradiol en dichos sujetos.

Lépez-Alvarenga et al °, utilizando un ensayo homdlogo, reportaron
que adultos jovenes con DM1 descontrolada presentan un cociente B/l de LH
mayor que los controles sanos, lo que interpretaron como un posible
incremento compensador con el fin de mantener la funcionalidad del eje
hipotalamo-hipofisis-gonada en condiciones de enfermedad. En este estudio
no pudimos reproducir estos hallazgos en el grupo de sujetos en estadio 5 de
Tanner. Esto podria explicarse por diferencias en el modelo utilizado,
ademéas de que los sujetos con DM1 descontrolada en este estadio del
desarollo fueron mas jovenes y con mayor tiempo de evolucion de la

diabetes, que en el trabajo antes sefalado.



Nuestros sujetos fueron estudiados en condiciones ‘extremas’ de
control glucémico, ya que en sujetos con grados ‘intermedios’ de control
(entre 8 y 10% de HbA1c), éste puede ser producto de una diferente
combinacién de periodos de hipo, normo e hiperglucemia. Sin embargo,
condiciones inequivocas de buen y mal control glucémico, reflejan de forma
mas cercana el medio ambiente metabdlico predominante en estos sujetos.
Asimismo, se considero que los sujetos en estudio estuviesen en la condicion
clinica sefialada (DM confrolada o descontrolada) durante las dos
determinaciones previas de HbA1c, que abarcan un periodo promedio de 6
meses. Ya que las modificaciones agudas en los niveles de glucosa pueden
modificar |a pulsatilidad de la GnRH y potencialmente las isoformas de la LH
y FSH liberadas, no se incluyeron sujetos con glucemias <70 mg/dl o >300
mg/dl al momento de la toma de la muestra. De igual manera, se analizé la
relacién entre la actividad biolégica observada y la glucemia prevalente al
momento de la toma de la muestra sin evidenciarse cambios atribuibles a
esta dltima.

En el caso de la actividad biolégica de la hormona estimulante del
foliculo, no pudimos demostrar una diferencia significativa entre las diferentes
condiciones clinicas en ninguno de los estadios puberales. Lo anterior podria
deberse a que las sefiales metabdlicas emitidas en los sujetos con DM1,
incluso en condiciones de descontrol glucémico, no son suficientes para
miodificar la distribucion de las isoformas circulantes de esta gonadotropina.
Por ofro lado, no podemos descartar que, a pesar de que el modelo celular

con transfeccion dei receptor recombinante de FSH de rata ha sido
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validado®, se pudiesen evidenciar diferencias con otro modelo o que existan
limitaciones por el tamafio de la muestra.

La actividad biolégica de las gonadotropinas en un momento dado, es
reflejo de la mezcla de isoformas circulantes producto de diferencias en la
glucosilacion terminal de estas hormonas. Se expresa como el indice
obtenido entre la bioactividad calculada en base a la produccion de AMPc y
la inmunorreactividad de las gonadotropinas circulantes.

Las condiciones de heterogeneidad en la distribucién de
oligosacaridos de las diferentes isoformas, pueden potencialmente dar lugar
a cambios conformacionales en la molécula de LH o FSH que impidan el
reconocimiento de epitopes especificos por ensayos que utilizan anticuerpos
monoclonales como el IFMA. Aun asi, se ha reportado por diversos autores
que el calculo del cociente B/l de las gonadotropinas utilizando ia
determinacion de los niveles circulantes por diferentes ensayos (mono, poli o
mono-policionales) guarda una correlacion adecuada entre ellos, por lo
menos para las isoformas de FSH que se presentan en forma natural %', y
que la diferencia reportada entre los niveles circulantes de gonadotropinas
utilizando diferentes ensayos no parece tener preferencia sobre algun rango
del punto isceléctrico de las isoformas 2. De ser cierto incluso en
condiciones de enfermedad, como en caso de la diabetes mellitus, la
inmunofluorometria podria ser la técnica preferida para el calculo de la

actividad biologica en pacientes pediatricos, por el menor volumen requerido

(25 pL para IFMA vs 100 pL para RIA).



Otro de los hallazgos fue un menor volumen testicular de los varones

con DM1 en Tanner 1 comparados con los controles sanos, ain cuando no
se presentd diferencia en la edad o el indice de masa corporal. Esto se
acompafid de menores niveles de testosterona, aunque no alcanzd
significancia estadistica. El incremento progresivo en el volumen testicular
observado en la etapa prepuberal depende en un gran porcentaje del
incremento en el nimero de las células germinales y de la longitud de los
tibulos seminiferos '. A partir del desarrollo intrauterino, los tubulos
seminiferos parecen depender de las pequefias cantidades de
gonadotropinas y esteroides sexuales que caracterizan a la etapa prepuberal,
ya que los sujetos con hipogonadismo hipogonadotropico tienen menor
volumen testicular desde esta etapa. En este estudio, el menor volumen
testicular de los sujetos con DM1 en Tanner 1, aunque dentro de limites
normales, puede ser un reflejo de una menor actividad biologica de las
gonadotropinas incluso en la etapa prepuberal que no pudimos evidenciar
por tas caracteristicas del modelo utilizado y/o debido a la determinacién en
muestra unica en condiciones basales, que se caracterizan por bajas
concentraciones circulantes de estas hormonas. Aunque se trata de un
estudio transversal, el menor volumen testicular no parece persistir en los
estadios subsecuentes del desarrollo, ya que del Tanner 2 al Tanner 5 fue
similar en las tres condiciones clinicas.

En resumen, unicamente se vio afectada la actividad biologica de la
homona luteinizante en los estadios iniciales del desarrollo puberal, con

disminucion en los sujetos con DM1 descontrolada. En espera de contar con
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altemativas de curacién para esta enfermedad, todos los esfuerzos se deben

enfocar a lograr el mejor control glucémico posible, ya que probablemente
alteraciones en el ambiente metabdlico y hormonal, con predominio en
condiciones de descontrol glucémico, sean responsables de estas

diferencias.
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CONCLUSIONES

1. En las tres condiciones clinicas, la B/l de LH y FSH incrementa entre
el estadio prepuberal y los estadios 2 y 3, posteriormente tiende a retomar a
niveles similares al T1.

2. La actividad biolégica de la LH en fos estadios puberales 2 y 3, fue
menor en los sujetos con DM1 descontrolada comparada con los sujetos
sanos. La actividad biolégica de la FSH no se vio afectada por la condicion
clinica.

3. La disminucion en la B/l de la LH en los estadios iniciales de sujetos
con DM1 podria explicar ei retraso en el inicio y progresion de la pubertad
que se reporta en varios estudios clinicos. La normalizacion en estadios
subsecuentes permitiia completar el desarrollo puberal en forma

satisfactona.
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