DNVERSIAD (AGT0NMAL MUORDNR 0 MENw

FACULTAD DE QU IMICA-

e

— TES W

PERTO . - PASAN %

' gmﬁms PROFESICRALED
P R, DR FRMAIGA

HORMONAS GONADOTROFICAS Y SU
PARTICIPACION EN EL. CONTROL DE

LA FERTILIDAD

MA. DEL PILAR LETICIA NERI BAZAN

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

1980



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



%

m),“uw.., .

M-21719



Jurado asisnado oviginalmente serfin el tema . oowa. . * 7F

ERECIN

PRESIDENTE Prof., VICTORTA VALLES SAMCHES DE R,

VOCAL Prof, TUAN JOSE MANDOKI WRTTZNER

SECRETARIO Prof. TOMERO HERVANDEZ MONTES
ler. SUPLENTE Prof, BRATRIZ A. VREDINA DE THIELE

?0. SUPLENTE Prof., LIS FELIPE ARREN UERVANDE?Z

Sitio donde se desarrolld el tema -
 ﬁJ§H¥}u‘
] w

UNIDAD DE INVESTIGACTON SIOMEDTCA, CENTPO MEDTCO -¥ACTOWAL

PO oo b
, W 5 bR
I.M.5.85. o
'
>, . 1 o
LI
s

Sugstentante

MARTA DEL PILAR LETICIA NWRI RAZAN




Para mwis Padres

Por su amor v esfuerro

A mis Hermanos

_Cada semilla un anhelo



Al Dr. Homero HWernéndew Montes

Por su valionsa direccibn



ABREVIATURAS

ICSH Hormoma Estimulante de las Céfnlas Intersticiales
LH Hormona Luteinizante

FSH Hormona Estimulante del Foliculo

HCG Hormona Coriénica Gonadotrofica

hCG Hormona Corionica Gonadotrofica Humana

TSH Hormona Estimulante de 1la Tiroides

PAS Acido Perybdico de Schift

DC Dicroismo Circnlar

RNA Acido Ribonucleico

ACTH Hormona AdrenoCorticoTr6fica

2a.IRP-hM& Seecunda Prevaracih de Referencia Internacional de 1la

Gonadotrofina Menovnansica Hnmana

RIA Radio Inmuno AnAlisis

RR Radio Recenvntor

TPA Analisis de la Produccidn de Testosterona

LH-RE Hormona Liberadora de la Hormona Luteinizante

FSH-RH Hormona Libheradora de la Hormona Estimnlante del Folicnlo
Gp-RH Hormona Liheradora de las Gonadotrofinas

TRH Hormona Liheradora de la Hormona Estimulante del Tiroides
ATP Trifosfato de Adenosina

AMPc Adenosin Monofosfato ciclico

GMPc Guanosin Monofosfato ciclico

GMI fonosialilGanesliosido

PGE1 Prostapglandina El

PGF

Prdstaelandina F?

ARP Proteina Acarreadora de Andrérencs



INDICH

Tntroduccidn 1
Antecedentes 5
Localizacibén v sitio de sintesis de las hormonas fl
Estructura aquimica 14
Caracteristicas y nroniedades de las pgonadotrofinas 31
Heterogeneidad 45
Acecibn de las hormonas 5k
Hormonas liberadoras y su mecanismo de accibn 9y
Regulacidén de las actividades hormonales 101
Resumerr v Conclusiones 115

Bibliografia 118



INTRODUCCION

Los organismos y el medio amhiente se encnentran relacionaé
dos entre si v en forma tan denendiente aue cuando ncnrre un camhio
en cualquiera de ellos gue romme el eonilibrio evistente,amhos, se

ven afectados,.

"E1 hombre no mede erscanar de esta interdevendencia con su
medio ambiente v constantemente se ve afectado.nor Ta concurrencta de
cinco factores criticos nrincinales ane son: el crecimiento de la no-
blacidn; la utilizaci6n irracinnal de los recursos natnrales dismoni-
bles: la desnutricibn: 1la industrialirzacidHn acelerada vy la contamina-

¢ibn.,

A vmesar de que estos factores causan dafios irremnarables al
medio ambiente, y nonen en neligro el eauilibrio ecnlhpico slobal,sblo
una fraceién muy vequefia de la mohlaci6tn mnndial se interesa en la com

prensibn de estos vroblemas v en la hiisoueda de soluciones a los mismos.

Al analizar las variaciones de los Einée elementos sefalados,
encontramos que todos esos factores muestran una intima interdemenden-
cia v siguen un vmatrén matematico denowminado creci-~iento exmonencial.
Por ejemvlo, en 1650 la moblacibdn mundial era anrOYimadgmente de 500
millones de habitantes, y su tasa de crecimiento cercana al 0.3% anual.
Bsta voblacién tarddé en triplicarse un meriodo de 250 afios (hasta el
afio de 1900), sin embargo, de 1900 a 1970 {(un nreriodo cinco veces me-
nor al anterior) la nobtlacibn fne nuevamente trinlicada, 1n oue muesg

tra muy fhcilmente la 1lamada e¥ynlosién demosrafica. Este incremento



exnlosivo en la woblacibn ha sido mis esmectacnlar en ciertas resiones

como es el caso de los vaises vwohres o en vias de desarrollo.

Asi vues, dehe de haher una estratepia rlotral simnltanea en
caminada a nivelar el crecimiento de la mohlacitn en el mundo entero,
nero esvecialmente en el mundon suhdesarrollado, v al »ronio tiemmo a
aumentar el inprso "mer canita'" v dirieir nné mavor narte del mroducto
nacional bruto (PNB) a la renovaci’n de los recursos v a otras tacti-

cas que mantengan la calidad del awhiente en el mimdo desarrollado.

51 el desarrollo de la mobhlaci6n continuara hrasta ove la den
sidad de esa woblacidén rebase .aleuna canacidad vital (alimentos, recur
sos, esnacio, contaminacién, etc), entonces rran nimero de habitantes

sufriréd duras vorivaciores.

Una vez que el hombre acente la resnonsabilidad, seri nosi-~
ble anticipar limites, y establecer controles de mohlacién (control de
natalidad, restriccibén del uso de las tierras v el apna, conservaciodn

v nueva circulacibn de recursos, etc) de modo aue 1a noblacidn nerma-
1

nezca debajo de los limites peligrosos cue lo condnzcan al caos '~
Pero no hay aue olvidar one las relaciones nresentes y futn

ras entre voblacibn, recursos, vroductos v contaminaciédé4n son distintos

seglin la reridn o el pais del ocue se trate y no necesariamente coinci

den en todo el mundo (casos de la India y Fstados Unidos).

A%n asi, se requiere de méfndos aue frenen el rrecimiento



de la vpohlacibdn mundial nara reducir las nrohabilidades de una escasen
‘en la alimentacidn de las futuras seneraciones v baje asi 1los niveles

de contaminacian de las ciundades, etc.

Una de las soluciones nuede ser la avlicacién de métodos an
ticoncentivos para nlanear familias veonefias con nropenies hien alimen

tadas v recursos sociales estables.

Para cumplir con esta nltima finalidad ae requiere encontrar
los métodos mhs eficaces vnara el control de la noblacidén vy vara ello
es necesario, vprimeramente, el conocimiento detallado de los sistemas

endocrinolbeicos que ocurren .en ambos sexos de la es=necie humana.

En vista‘de aue los mecanismos que fobiernan el control de
-la revrodnccién son muy variados, es necesario conocer todas sus inter
relaciones, va aue un conocimiento inadecuado modria llevar a un dese
quilibhrio horménal oue lejos de cummlir con su cometido causaria un

efecto dafiino al organismo,

Por 1o tanto siendo un tema de tanta actualidad vara 165 pai
ses en vias de desarrollo como es el caso 691 nuestro, nos marece una
contribucion imnoftante el analizar hasta donde es vmosible, los conoci
mientos gque tenemos sobre esa comnlicada macuinaria hormonal que revre

sentalla biologia de la revroduccibn.

Para ello se describen en este trahajo los componentes hasta
el momento descubiertos ¥y que vnarticivan en el control endocrinoldgico

de 1a -revroduccibn, sin ouerer de ninpuna manera cubrir comvnletamente



este cammo, va oune dehido a la immortancia oue éecte fendmeno adoniere
en nuestros dias, la cantidad de avnortaciones cientificas es enorme

v casl imvwosible de cubrir.

No obstante creemos aue éste esfuerzo servira como base -

vara iniciar cualouier otra investiracibn.



ANTECFDENTES

La historia de la endocrinologia se remonta a fines del si-
glo pasado, aumnque podemos decir aque los princinales descuhrimientos
sobre su funcidém en el organismo se llevaron a cabo a principios del

presente siglo.

Las primeras observaciones endocrinolbHeicas fueron ouramen-
te clinicas, a partir de sindromes cuya etiolopia no estaba bien defi
nida. Pero fueron las observaciones de Claude Bernard las nrimeras
evidencias y las de muchos otros desnués, las que fueron acumulando
hechos relaciomados ton las funciones de las gléndulas endocrinas, 1le
zandose a demostrar que sus efectos no eran debidos a la pgléndula mis

ma, sino a principios activos esvecificos originados en ellas.

El término de "secrecibn endocina" fue emvleado vor nrimera
vez por Glaude Rernard en 1854 2/nara designar a todas las sustancias
secretadas a la circulacibn vor ciertos 6reanos y asi voder diferen -

ciarlas de las secreciomes gue no van a la sangre y las que se denomi

mwan de "secrecibn exb6erina’.

A estas sustancias o vrincivios activos eswmecificos se les
1lambé "hormomas": término sugerido vor Hardy v usado por Bayliss y St
Starling en 1902 &/, aue deriva de una raiz griega que significa "ex-

citar o mover".

Entonces, vodemos "definir'" a una hormona, como la o las sus



tancias quimicas vroducidas por las glandulas endocrinas nue regulan y

coordinan las funciones bioldpicas del organismo,

La demostracién de la evistencia de hormonas vrovenientes de
la hipbfisis com accibn estimulante sobre las gbdnadas, fué realizada

/
i/y Zondek 5’en 1926.

enr forma indevendiente vor Swith
Poco tiempo después Fevold, Hisaw y Leonmard en 1031 z/comnrg
Yarom que la accibm gonadotrofica hivpofisiaria, se debia a dos vprinci
pios quimicos diferentes con actividad biolbeica diferente. Uno de los
cuales estimulaba el crecimiento del folfculo en el ovario y aumentaba
la espermatogénesis en el macho, el cual fué 1llamado hormona estimulan
te del foliculo (FSH). Mientras que el otro, que actuaba sobre la trans
formacibn del folficulo en el cuerwvo luteo y en el desarrollo de las
glandulas sexuales>secundarias del macho, se 1lambé hormona estimulan-

te de las ctlulas intersticiales u hormona luteinizante (ICSH o TH).

Er 1927 Aschheim y Zondek §/demostraron la existencia de sus
tancias de actividad gonadotrofica que no tienen origen hivofisiario y
que fuerom encontradas en la orina de mujeres embarazadas como, la hor

mona coriénica goradotrofica (HACG).

Em 1940, se logrd vor orimera vez la nurificacién de la hor-

mOma inteimizante gracias a los trabajos de Li, Simoson y Evans 9/ y

U
Shedlovsky et al.lg/a partir de hiv6fisis de ovino y vorcino,respecti-

vamente.



La purificacién de la otra ponadotrofina, la hormona estimu

lante del foliculo, fué estudiada vor Fevold et al. ll/, Greep y cola

13/

boradores lé/entre otros, y fué hasta 1949 que Li y colaboradores

obtuvieron la forma pura.

Los trabajos mhs destacados efectuados vpara la purificacién

14/

de la HCG fueron llevados a cabo por Gurin et al. en 1939

marr en 1943 12/. ¢

y Katz -



LOCALIZACION Y SITIO DE SINTESIS DE LAS HORMONAS

La hipbfisis o gléndula pituitaria es un vequefio 6rgano co-
mectado por un tallo al piso del tercer ventriculo y que se localiza
en la silla turca situada.én la base del cerebro. A vartir de su loca
lizacibn, los primeros anatomistas nensaron que secretaba nna esvecie
de flema, que en latin se denomina "nituita" de ahi el nombre de »i-

tuitaria, vpor otra parte, el término hipdHfisis deriva del griego aque

significa "desarrollo".

Lg hipbfisis esth formada vor tres lébulos, anterior, medio
y posterior. Em general, al 16bulo anterior y al 1ébulo intermedio se
les conoce como adenohipbfisis y al 1é6bulo vosterior como neurohipbfi
sis. Estas partes difierem'funcional, embriolbgica e histolbgicamente.
La adenohip6fisis es esencialmente glandular y vascular, mientras que
la meurohipbéfisis est& Intimamente conectada con el hipotédlamo a tra-
vés de fibras nerviosas y aigunos elementos glandulares gue constitu-
yem el tallo hipofisiario. Existe poca relacibnentre ambos 16bulos,aun

16/

que cada 16bulo tiene interacciones imvmortantes con el hivot&lamo

La adenohiptfisis es una estructura comvnleja comnuesta de .
por lo menos selis tipos de células, que a su vez producen seis hormonas.
Tres de ellas son polipéptidos v las otras tres son hormonas glicovnro-
teicas: la hormona estimmlante de la tiroides (TSH), la hormona lutei

nizante (LH) y la hormona estimulante del foliculo (FSH).

Con el uso de las técnicas histoquimicas y biofisicas,y uti



lizando el microscopio 6ptico se encontrb6 que en peneral la adenohipd

fisis posee tres tinos de células: croméfobas, basb6filas y acid6filas.

En meneral, podemos decir que la actividad de las enzimas
oxidativas e hidroliticas es mayor en las células bas6filas que en las
acidéfilas y que en las célunlas cromofobas. La actividad de las enzimas
puede verse afectada vor la adrenalectomia, la castracién y la tiroidec
tomia. Se ha relacionado también la actividad de las enzimas hidroliti
cas con las funciones secretoras de la adenohipbfisis ya que, desnués
de una tiroidectomia o de una castracibn, su actividad aumenta més que

17/

la de las enzimas oxidativas — .
Utilizando la tincibn de Schift del Acido vwerybdico (PAS),se
observd que s6lo las células basbdfilas se tesiian, clasificandose como

células PAS vositivas, v PAS neeativas las células acid6filas. Estas

t1timas se han dividido en: acid6filas vroductoras de la hormona de cre

 cimiento y acidé6filas productoras de la vrolactina. Las células hasbdbfi

las a su vez se han dividido: en bas6tfilas tirotr6ficas y basb6bfilas go
nadotr6ficas, las que a su vez se subdividen en las nroductoras de la
hormona estimulante del foliculo y las cue vroducen la hormona luteini

18/

zamte =,

19/

Por otra parte, Herlant y sus colaboradores =/, obhservaron
al microscopio 6ptico, los cambios que ocurrian en las hivbfisis de di
ferentes animales durante sus ciclos de reproduccién, encontréndose due
todas las hipbfisis mostraban cinco clases funcionales de células a las

que se les asigné letras del alfabeto griego de la & - ﬁ. , de acuerdo

con el sistema introducido vor Romeis 20/,
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Con los primeros estudios realizados al microsconio electrd
nico, se han identificado en la hipdfisis de la rata dos tinog de célu
las productoras de gonadotrofinas. Los trabajos més s6bresalientes son
los realizados vor Barnes Zl/,'quien utilizando el microscopio electrd
nico_encontrb 5 variedades de cé&lulas secretoras difefentes, que pudie
ron ser caracterizadas tomando en cuenta: forma, tamafio, wosicibn con
respecto a los vasos éanguineos, granulacidén v estructnuras finas citg
plasméticas. ﬁste autor, encontrd gque las cé&lulas ﬁy x se modifican
después de la caétracién y variaban ciclicamente con el ciclo estral,

1o cual le indicaba, que estas células eran las células secretoras de

las gonadotrofinas.

Los estudios hechos con las fracciones obtenidas nor centri
fugacién diferencial del tejido hinofisiario, indicaban que la mayoria
de las pgonadotrofinas se concentraban en la fraccidn rica en grénulos
de 200 qﬁ;aéé esto ha permitido relaclonar el grado de pgranulacibdn. se
cretora de las células ﬁ%y X intactas con el contenido hormonal de las
mismas. A partir de ésto y tomando en cuenta el tiempo que transcurre
para la acumulacién de los gré&nulos secretores vy la liberacibn de las
células‘ﬁay Kldurante el ciclo estrql, se proouso que las células /3

eran las responsables de la secrecibn de la hormona estimulante del fo

1liculo mientras que, las células xvlo eran de la hormona luteinizante.

Los estudios efectuados en las vituitarias de machos sexual-
mente maduros confirmaron lo anterior, ya que contenfian vocas cé&lulas

)
K y las células/ﬁ se encontraban més granuladas que las de las hemhras

esto concuerda con la aparentemente, mayor motencia que tiene la FSH
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23/

proveniente de la hip6fisis del macho =,

Es dificil; distinguir ultraestructuralmente los dos tinos de
células, y la utilizacidn de técnicas inmunohistogquimicas no ha facili
tado la 1ocalizaéién de las gonadotrofinas, ya que no se han obtenido
antisueros suficientemente esmecificos necesarios vara la realizacibun

de dichas técnicas.

Debido a que existe eran semejanza en las cadenas & de 1las
gonadotrofinas se han utilizado los anticuervos contra las cadenas
aque son diferentes; siendo estos adsorbidos con algunos antigenos de

reaccibn cruzada tal como la hormona coribnica ponadotréfica (WCGE).

Sin embargo, sin la utilizacibdn de los controles adecuados,
ningiin resultado nuede considerarse tdtalmente valido, va gue se encon
tré que el antisuero anti HCG reaccionaba con la hormona estimulante de
la tiroides.

Nakanezﬁ/utilizé anti FSH ovina vara localizar a las células
productoras de FSH‘Qn ratas macho adultas y anti HCG vara las células
productoras de LH. Usando el microscovio 6ntico, encontrbd que las célu
las que contenianm FSH y LLH se encontraban en el &rea anteroventral de
ia glandula. Las células de la periferia poseian ambas hormonas, mien

tras que las células centrales mostraban una u otra hormona.

Utilizando et microscopio electrdnico, el mismo Nakane, ohser
v6 que las células que contenian FSH eran de dos tivos: el tivo A eran

células ovoides con granulos secretores de 200-250 m A, disversos entre
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las vacuolas, y también reaccionaban con anti HCG; se considero que mno
seen ambas hormonas. Nakanme sunone que; este tino de células A son se
. 21/ . 25/
mejantes a las células FSH descritas nor Barnes "~ v Kurosumi <, Es-
te tivo se caracteriza por noseer dos clases de pranulos; un gruvo 1o

co denso con un diémetro entre 700 y 1000 nm y un grumo denso con 200

nm de diametro.

Las células del tivo B contenian, sb6lo FSH con erénulos secre
tores cerca de la membrana vplasmética; sin embargo, varece no haber se

mejanza con el tivo de la célula LH de Barnes-Kurosumi. .

Ya que, sus estudios no revortan controles de inmunoadsorcién,
sus resultados no pueden considerarse comvletamente validos, puesto que

el antisuero FSH de ovino tuvo reaccibn cruzada con otros antigenos.

Por otro lado, los estudios inmunohistolégicos efectuados vor
Phifer aé/en hipbéfisis humanas, determinaron que la FSH y la LH estaban
presentes en un mismo pino celular; en estos trabajos utilizbd antisue
ros especificos contra FSH humana, anti TSH humana y anti ILH porcina.
Estos antisueros no presentaron reactividad con las cé&lulas oroductoras

de hormona de crecimiento o la hormona adrenocorticotré6fica y la cadena

ﬁade la hormona estimulante de los melanocitos, ni prolactina.

Estudios inmumohistolbgicos realizados en otras esvecies di

. 25/
fieren con la idea de gue una misma célula nosea las dos hormonas 2

27/

Moriarty "~ trahajando en vituitarias de ratas y utilizando



13

antisueros a la cadena A3de FSH y 1LH encontrd aue las células FSH y LH
nresentaban tres diferentes morfolosias.

E1l tipo I eran células ovoides con grénulos grandes y neouefios,
parecidas a la cé&lula FSH de Kurosumi-Oota 22/.

El tipo II eranm células angulares o estrelladas con grénulos
secretores de 200 a 220 spde diametro aue predominaban durante el ciclo
estral cuando la secrecidn de FSH y LH era-elevada.

El tipo III semeja a las células adrenocorticotréficas; célu

las estrelladas y con granulos en la periferia.

Este autor, plantea la hindtesis de que estos tinos celulares
pueden deberse a diferentes estados fisiolbgicos de la misma célula y
que a medida que la secrecibn es mayor, las células van disminuyendo
en su contenido de grhnulos grandes, transformandose en células estre
IXadas. El incremento de células FSH y LH angulares o estrelladas en

el proestro y el estro, apoya tal hindtesis.

Por otra parte, sus resultados concuerdan con loé de Nakane
ya que también encontrbd que una misma célula vosee tanto FSH como IH,
y otras cé&lulas s6lo una de ellas. Este mismo autor observd la nresen
ciaz de uma subpoblacibn de cé&lulas que contenfan fnicamente a una hpg
mona, 1o cual le hizo vnensar gue se trataba de un vroceso de diferencia

cibn.

La evidencia de que vosiblemente, ambas hormonas se sinteti
zem en la misma c&lula ha hecho nensar en el control de su liberaciéng
ya que la secrecibn de varias hormonas vodria ocasionarse simplemente

por la accibn de una sola sustamcia.



ESTRUCTURA QUIMICA '

El grupo de las hormonas gonadotroficas esta formado vor la
hormona 1uteinizapte (LH), la hormona estimulante del foliculo (FSH)
¥ la hormorma coriénica gonadotr6fica (HWCG). Desde el vunto de vista
gquimico, estas hormonas voseen gran semejanza, ya que estén constitui
das por uma parte proteica y otra de carhohidratos nor 1o aue se les
llama glicoproteinas (Ver Tabla I). Una caracteristica esnecial de es
tas hormonas es la de tener dos subunidades quimica y estructuralmente

diferentes, denomimadas KAy ,6

La subunidad X es semejante en las tres hormonas resnecto a
la composicibén de aminohcidos y a la estructura »rimaria. Mientras que

la subunidad}g es la fraccidn oue las distinpgue y donde se cree residen

principalmente las propiedades biolbgicas; inmunologicamente esté sub

urridad confiere especificidad.

Cadena Polipeptidica

La hormona luteinizante y sus subunidades han sido aisladas

28/ 29/

y purificadas de diferentes eswnecies (bovinos =’, vnorcinos™ ™', ovinos

30/ 31/ 32/

=, ratas”='y humamos”< ). La secuencia de la subunidad X de ovinos fué

reportada por Pavkoff, Sairam y Li en 1Q7132/, ¥y vor Liu en 197235/,
ambas secuencias eran idénticas excento en el dipéntido de la mosicibn
88-89, el cual Papkoff revorté como Ser-Cys. La secuencia de la subuni
dad & de 1a IH bovina es idéntica a la de la esvecie ovina de acuerdo

con los datos de Liu y colaboradoressﬁ/. Sairam,Pavkoff y Li en 167232/

determinaron la secuencia comnleta de los aminoicidos que commonen 1la
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subunidad { de la LH humana.

Se ha observado cierta homologia entre las estructuras »rima
rias de las subunidades {de 1a LH de diferentes esvecies, en donde un
70% de los residuos son idénticos y el otro vorciento restante es dife
rente, 1o cual puede deherse a la sustitucién o cambio de una sola ha

se en el codon (Fig. I).

Varios aufores, al encontrar esas zonas semejantes en las dz
ferentes hormonas han suﬁerido aque tales regiones vuedan tener imvor-
tancia en la interaccién de 1la hormona o bienm en su funcibn, como suce
de con los residuos de cisteina nue conservan la miéma pogicibn en las

tres hormonas.

La secuencia del vévtido 24 a 46 de la LH es igual en ovino,
bovino y humano, por lo que Bishov, Nureddin vy RyanBé/han superido gue
esta fracecibn tenga una participacibén imnmortante, sea en la interaccibn
con el receptor o en la combinacibn con la otra subunidad. Comentarios

similares han sido aplicados al péotido nue va del residuo 66 al 89 en

el cual existe sblo variacibn en el residuo 78.

Al estudiar la secuencia de los aminohcidos en las subunida
des/gtie hLH, HCG y hFSH se ha encontrado aue también voseen zonas de
secuencias comunes. La secuencia del néntido 34 a 38 con una tirosina
en la posicibn 37 es idéntica en todas las vrenaraciones estudiadas de

hormona humana.

Al comparar las cadenas/Bde LH y HCG humanas, una de las ma
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yores diferencias ohservadas se localiza en el extremo, en el cunal la
HCG es mayor vor 28-30 residuos y ademhs es la repgibdn donde se locali

37/

zarr las cadenas de carbohidratos Al parecer las diferencias en la
actividad biolbégica e inmunolbgica entre estas hormonas reside en este

péptido.

Se han realizado numerosos experimentos usando técnicas de
modificacibén quimica con el objeto de estudiar &1 o los sitios aue par
ticipan en la interaccidnm entre ambas subunidades y los necesarios va
ra la actividad biolégica, vpor ejemvlo la modificacidbn del gruwo tiro
silo de la LH ovina y bovina, utilizando tetranitrometan038’32/. Las
hormonas luteinizantes de estas esvecies contienen 7 residuos de tiro
silo; 5 en la subunidad Xy 2 en la éubunidad/ﬁ. Se ha obhservado que
después de la nitracidtn de un residuo de tirosina, la hormona retiene

el 40% de la actividad biolégica y la inactivacibdn de un nfimero mayor

reduce la actividad al 10%.

La nitracibébn de los residuos tirosilo de la subunidad/B de
LH ovina no afectaron su capacidad vara combinarse con la subunidad O(.
Esto sugiere que los gruvos tirosilo de la subunidad/Besten enmascara
dos en la hormona natural y que estas tirosinas no esten directamente
involucradas en la interaccidtn con la subunidad O€o que la nitraci6n

no afecte dicha interaccién.

Liu et al., en 1Q74h9{ encontraron que al introducir gruvos
mitro a la subunidad C{de 1a LH ovina, disminuye sipgnificativamente la
unibén de esta subunidad, con la subunidad/ﬂ nativa, reduciendo notable

mente ademéds su actividad biolb6gica.
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Al investigarse 1los srrunos ﬁ--amino de los residuos de Tisi

ma ¥y los grupos amino lihres terminales, se encontrd que la subunidad
X de 1a 1LH ovina contenia 1n residuos de lisina y la subunidad,/asolo

dos residuos. L.os datos de Liu y colahoradoreshg/indican que:

&) dos pgruvos amino en la ﬁ}LH ovina vwarticinan en la unibn
al receptor y nueden estar carpados positivamente o estar neutros.

) dos grunos amino de la subunidad (X estahan relacionados
con la unibébn a la subunidad /ay estan enmascarados.

¢) ¥ aue de dos a ocho grunos amino de la subunidad ™ estan

involucrados en la unibn con el recevtor (Fig. 2).

Carbohidratos

Existe controversia resnecto a la funcidén de 1os carhohidra
tos en las actividades biolbpgicas e inmunolbeicas de las hormonas pro
tefcas. Aunque se habia revortado inicialmente que la actividad biold
gica de la LH humana no se afectaba por la remocibn de los residuos de

4cido sihlico, Mori 1970/,

Van Hall et al.hg/demostréron, sin embargo oue la actividad
biolégica de la HCG purificada se reduj6é a menos del 1% débido a la de

sializacibn completa cuando la hormona se tratd con neuraminidasa.

u3/

Braunstein y colaboradores 2/ utilizaron este avarente efecto
diferencial de la desializacibn sobre la actividad biolbdpica vara dis
criminar entre HCG y hLH contenida en extractos de orina. Estos autores

observaror una marcada verdida de la actividad bioldgica de esas nrena
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raciones cuando ntilirzaron el tratamiento con una neuraminidasa caren
te de actividad proteolitica. Los resultados ohtenidos mostraron que
com 66% de dializacibn permanecia 0,78% de Acido N-acetilneuraminico

y un 94% de desializacibn tenfa 0.14% de &cido N-acetilneuraminico.

Esta disminucidn de hioreactividad vuede deberse a un incre
mento en la eliminacibén metabbdblica de la hLH, como se ha demostrado
aue ocurre para la HCG, FSH y otras glicooroteinas desvués de la desia
1izacién4&/. Cuando se sefialaba en los rewortes anteriores que la acti
vidad biolbgica no se afectaba vor la desializacidn, no se inclufan ni
la cantidad de acido si&lico removido ni la concentracibn remanente con

1o cual resulta dificil deducir la narticivacibdn de ese carbohidrato.

La inmunoreactividad de hLH (método del doble anticuerpo de
RIA) usando ur antisuero contra HCG es mejorado casi 1 1/2 veces vor
la remocibm del Acido sidlico, sin embargo Mori emnleando la técnica de
fijacién de comvlemento, no encontrd ningfin aumento, aungue si observo

u5/

cambios en la actividad de hLH tratada con quimotrinsina < .

La inmunoreactividad de estas hormonas muestra resultados va
riables, mientras que la actividad inmunolégica de la HCG desializada
no mostrd cambio; las vpreparaciones de FSH urinaria demostraron un .
aumento en la inmunoreactividad y una perdida de la actividad biolbgica

después de la desializacibdn.

Este aumento o mejora de la inmunoreactividad de hLH vnituita
ria puede deberse a la exnosicibén de los sitios inmunoreactivos, al ser

removidos los residuos del Acido si&lico. Las diferentes vpotencias



observadas en los ensayos biol6gicos e inmunolésicos de miiltivles nre
paraciones de hLH puede deberse a una desializacibdn varcial de algunas

de esas preparaciones durante su ourificacién.

El contenido de aminohcidos de las diferentes esonadotrofinas
ha sido obtenido por varios autores desde 1943, Las tablas II, III y
IV resumen los resulﬁados lorrados en algunos lahoratorios vpara hLH,
la hFSH y la hCG, respectivamente. Con vprondsitos de comvaracibn, en

la Tabla I se representan los valores oromedio de las tablas anteriores.

Como puede observarse, exisie gran semejanza en el contenido
de aminohcidos de la hIH y la hCG; la hFSH muestra diferencias pgrandes
err el contenido de arginina, valina y prolina, y diferencias menores

en &cido aspArtico, treonina y serina.

Cabe notar el alto contenido de prolina mostrado vnor las tres
hormonas (11.4%, 6.7% y 11.2% em hIH, hFSH y hCG, respectivamente), ya
que este amino&cido rompe la estructura de hélice O nos hace vensar en

que el porcentaje de esth estructura sea muy bajo.

Estructura Primaris

EL estudio de la estructura vnrimaria de las subunidades fué

16/

iniciado em 1972 vor los trabajos de Inagami con la hLH cuando obtuvo
la secuencia de los primeros 35 residuos de la subunidad X . vas tarde,
Sairam et al.uz/fueron los vrimeros en vmuhlicar la secuencia completa

de esta subunidad. La secuencia de 35 aminoécidos obtenida vpor Inagami
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no muestra diferencia con la secuencia total (Fig. 3A1).
w8/ .
Ward y colaboradores en 1973 =, revelaron la secuencia de los
primeros 27 residuos de la subunidad/g de la hLH. Mientras aue Shome y

Parlowug{Sairam et al.sQ/y Closset et al.sl/

obtuvieron la secuencia
completa. En la figura BAZ se muestran las secuencias de la subunidad
ﬂade la hLH provuestas; tomando como base la secuencia obtenida nor

Sairam y colaboradores.

En este caso sl existen diferencias en los vrimeros 27 resi
duos principalmente en la regidn que corresvmonde a los residuos 8 a 10
y en el residuo 13 y 15, Las diferencias més immortantes encontradas
entre los gruvpos de Sairam, Shome y Closset se localizan en la regibn
41l y el residuo 44, y en los residuos 92 y 55. En la regidén COOH-termi
nal existe uma notable diferencia en los residuos del 110 al residuo

115.

52
Shome y Parlow en 197452’ _E/fueron los »nrimeros en publicar

la secuencia completa de aminoacidos de la subunidadcxy'ﬁade la hFSH,

Y més tarde Rathnam y Saxena53’5&/

vublican las secuencias de aminoaci

dos de las dos subunidades obtenidas en su laboratorio. Estas secuens

cias se muestran en la figura LB, La diferencia vrincipal se localiza

en la regibén NHZ—terminal de la subunidad X en la oue Rathnam y Saxena
obtienen un tripéptido extra con lo cual la secuencia de estos Gltimos
consta de 92 residuos.

En la figura 4B, se muestran las secuencias de la subunidad

AB; las diferencias importantes se encuentran en los residuos 21 y 22,



er la regibn del residno 27 al 31 y en la zona que corresvonde del re
siduo 33 al} residuo 38 asi como en los residuos 48 y 50, y en la regibn

COOH-terminal. Rathnam obtiene 118 residuos y Shome s6lo 115,

Los primeros investigadores aue oublicaron la secuencia de
aminodcidos de la subunidad 0(y'/3 de la hCG fuerom Bahl et al. en 1972 .
i
52/. Enr 1973 Bellisariosé/informé de la secuencia de aminoicidos de la

subumridad Xy Carlsen5z/de la subunidad /3 . Mas tarde, en 1975 Morgan

et a1.5§/ describen Ias secuencias de ambas subunidades.

En la figura 501 se comparan las secuencias vubhlicadas de la
subunidad Kde 1a hC@, en la cual hay diferencia en la colocacidn de
los residuos 25 y 26. La figura 502 muestra las secuencias 6btenidas
de 1la subunidad./ade la HCG, én la cual se puede observar diferepcia
er los residuos 28,30,56 y 86; en la regibén de los rsiduos 89 al resi
duo 93 y en la regibn COOH~terminal. Ademls en la localizacibn de las
cadenas de carbohidratos existe diferencia en las vosiciones 28,30,118,

121,126 y 137.

Debido a la controversia existente en la regibdn COOH-terminal

de la/BIMG} Birken y Canfieldsg/, y Keutmann y Williamﬁg/

realizaron
independientemente experimentos con esa subunidad, comprobando aque la
secuencia propuesta por Morgan en 1975, entre los residuos 115 a 145

era la correcta.



HORMONA LUTEINIZANTE

hLH NH, Val Gln Asp Cys Pro Glu
o,b,LH NHZ—-Phe —Pro —Asp - Gly — Giu — Phe — Thr — Met Gly

20 ‘ 10
lle — Pro —Ala —Gly —Pro —GIn — Ser — Phe —Phe —Pro —Asn —Gin —Gin — Leu —Thr — Cys

Asp Lys Tyr Lys Lys Lys

30
Leu — Gin — Cys —Met — Gly —Cys — Cys - Phe — Ser — Arg —Ala — Tyr —Pro —Thr —Pro — Leu

Tyr

50 40
Ser —Glu —Ser — Thr —Val —Asn — Lys — GIn —Val —Leu —Met— Thr ~Lys —Lys —Ser — Arg
CHO
Ala Ile Pro
60 . 70
Thr— Cys - Cys — Val —Ala — Lys — Ser — Tyr — Asn —Arg — Val — Thr ~ Val — Met — Gly — Gly

Ala Phe Thr Lys Ala

80
Tyr — Tyr — Cys — Thr — Ser — Cys — His —Cys — Ale — Thr — His —Asn - Gly — Val— Lys— Phe
Glu cHo Arg - val

89
His — Lys— Ser — COOH

FIG.] ESTRUCTURAS PRIMARIAS DE LA SU‘BUNIDAD o DE LA LH
HUMANA , OVINA Y BOVINA.



FIG. 2 sitios involucrados en la interaccion entre las
subunidades y la union con su receptor 40/,



TABLA T

COMPOSTCIO™ QUIMICA NE T.AS HODMOWAS GOVATOTROWICAS

AMIMRACING hWLH hESH hoe
Lisina 10 19 10
Histidina 5 L L
Arginina 13 6 16
Aspartico 15 13 18
Treonina 17 13 17
Serina 15 12 17
Glutlmico 20 17 18
Prolina 25 11 25
Glicina 13 10 12
Alanina 11 11 22
Cisteina 1/2 15 13 18
Valina 17 8 17
Metionina 5 6 . b
Isoleucina 8 5 6
Leucina 13 10 15
Tirosina 8 7 7
Fenilalanima 8 6 6
Triptofano - 1 -
Azlicares neutros 11.3%% 3.9% 14.0%
Acetil hexosamina L.9% 2.9% 11.4%
Acido sidlico 2.0% 1.4% 10.3%
Fucosa - 0.4% 0./%
Referencia €Y/ ra/ F2/
Los resfduos de amino&cidos son wromedio

de los valores de las Tablas TI, TiT v IV




TABLA 1T

COMPOSICTON DE AVIFDACIDOS DE LA ﬁOQMONﬂ LIUTETNTZATTE TIIMANA ¥

AMINOACTDO 1943 1967 19é8 1970 1271 1772
Iisina 10 10 10 10 1 10 10
Tistidina 5 5 6 9 6 6 6
Arginina 9 10 1L 13 16 16 16
Aspartico 12 13 1k 18 15 16 17
Mreonina 15 15 15 22 15 14 16
Szrina 13 15 14 17 12 18 16
Tutémico 16 18 19 21 22 24 22
orolina 16 23 23 29 27 25 33
flicina 11 13 14 14 7 16 16
Alanina 9 11 11 12 8 17 16
Cisteina 172 9 8 20 16 12 22 19
Valira 13 15 18 16 13 22 22
Metionina L 4 5 7 9 5 L
Isoleucima 5 6 6 9 12 8 9
Leucina 15 13 14 10 12 16 14
Tirosina 9 6 9 12 7 7
Fenilalanina 14 6 p 9 9 7 5
Triptéfano M.A. W.A. N.A. 1 WA, F.A. M.A.
Referencia 6L/ 61/ 65/ he/ 67/ 32/ €8/

* Valores calculados en hase a 10 residuos de

lisina.

MN.A. no analizado.




TABLA ITT

CO¥POSICION DE ANINOACINCGS NE LA HOPFNNA RSPTMILANMTR NEI, FOLICULO TIAMA¥

AMIROACTDO 1947 1048 1069 | 1971 1974 1074
Lisina 10 { 10 | 10 10 10 10 | 10 10
Tistidina 3 5 5 I L L L I
Arginina L 7 7 6 7 i 5 7
Asplrtico 13 | 15 | 12 16 11 | 13 | 1 12
Treonina 6 13-} 16 15 15 14 19 Q
Serina 7 13 12 7 13 12 15 17
Glutamico ‘10 | 19 | 16 22 17 16 16 | 17
Prolina 72 |12 | 10 10 11 12 | 13 10
Glicina 9 3] 9 10 7 8 17 8 .
Alanina 10 12 9 9 9 9 18 9
Cistefina 1/2 8 12 11 1y 11 10 18 18
Valina v o2 | o2 2 | 13 w13 | 12
Metiomina 7 5 16 5 9 3 3 3
Isoleucina 3 5 6 6 3 8 7 5
Leucina 10 | 12 Vi 10 11 10 | 10 10
Tirosina b 3 8 7 8 10 7 9
Fenilalanina 5 7 6 7 .G 6 5 6
Triptbfano 1 | B 3 ¥.D. 1 N.D. 1 ¥.D.
Referencia 63/ | €9/ | 79/ 71/ 72/ 73/ | 51/ 53/

* Valores calculados en base a 10 resfiduos de lisina.

N.D. no detectanle.




r- TABLA IV

| SOVBOSTCION DE AFTFOACINOS D™ LA JORVONA CORTONTCA “CNADOTROFTCA FYMFANA *

f LA¥ITCACTINO 1068 1969 1970 1971
i Tisina 10 1 10 10 10 10 10 *
, tistidina 5 L L L 5 L
{ Ar~inina 15 15 15 164 19 15
Acnhrtico 18 17 19 19 16 18
1 mreonina 18' 17 17 17 16 18
l! “arina 19 22 19 21 1k 20
§ T1utéamico 18 18 20 17 19 18
Prolina 27 28 29 21 21 ‘ 27
flicina 14 12 1L 12 6 13
Alanina 14 12 13 13 7 13
Cisteina 1/2 14 20 18 20 16 22
Talina 16 18 17 C 17 13 19
¥etionina L3 L 2 3 L L
Isoleucina 6 5 & 6 5 8
Teucina 15 15 16 15 13 18
Tirosina 8 6 6 8 8 €
Fenilalanina 7 5 6 7 7 6
Trintdfano - = - - - 1
Referencia | 74/ 63/ | 75/ 76/ 72/ 78/

* Valores calculados en base a 10 residuos de

lisina,




HORMONA LUTEINIZANTE HUMANA

SUBUNIDAD &

10
NH, —Val - Gin ~ Asp - Cys — Pro —Glu — Cys — Thr— Leu — Gln —Glu — Asn— Pro — Phe —Phe

30 20
Ser - Phe — Cys —Cys —Gly — Met—Cys —Gln — lLeu —|le — Pro —Ala -~ Gily —Pro — Gin — Ser

40
Arg — Ala — Tyr =Pro — Thr — Pro — Leu — Arg —Ser —Lys — Lys — Thr — Met — Leu — Vai —GIn

60 50
Asn— Tyr — Ser —Lys - Ala —Val — Cys— Cys ~ Thr —~ Ser —6Ix — Ser —Thr — Val — Asn - Lys
CHO

70
Arg —Val = Thr — Val —Met —Gly — Gly ~—Phe —~Lys — Val —Glx —lésn —His — Thr —Ala —Cys
HO ‘

89 80
COOH-Ser —Lys — His —Tyr —Tyr — Cys — Thr —Cys — Ser —His

FIG.3A, SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA SUBUNIDAD o DE LA
hLH |



SUBUNIDAD 4
Glx ) e

NH, —Ser —Arg —Glu- Pro- LLeu —Arg~Pro -‘p Cys —His —Pro—lle — Asn — Ala— |le, — Leu— Ala
2
(4Fy Jal)trp

GIn Asn lle
Arg

30
Ala — Cys —1le —Thr —Thr —Asn -Val —Thr —lle — Cys - Val - Pro —Cys -~ Gly - % -Lys -Gin -Vva] —
I X

o Arg) Met) (Leu) Val
ly —Tyr—Cys ~Pro —-Thr—@f—mt - Arg —Val —Leu~ Glan —Ala —Val — Leu—Pro —Pro —Leu —Pro —

Pro
T0
Cys —Gly ~ Pro —Leu —Arg —lle — Ser -Giu —Phe —Arq—\}%—Asp—Arq ~Tyr —Thr ~Cys - Val — GIn
Pro —Arg -Gly - Val- Asp-Pro - Val - Val - seeor — Phe- Pro - Val — Ala - Leu - Ser —~Cys - Arg — Cys

Asx
100 :
Leu—Pro— His-Asp-Lys - Pro -Gly ~Gly —Cys —Asp — Ser— Thr - Ser ~Arg - Arg —Cys — Pro— esu?,

|6lx - Asx —-Ser —Lys [-Gly - COOH
Thr - Cys —Alsl:%—Pro - Glin —His -Ser - GII'y5 -COOH

Asx - Gix - Pro - His —(‘,,) - COOH

Fi6.3A, SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA SUBUNIDAD 8 DE LA LH

PROPUESTA POR SAIRAM ET AL, 1973., WARD ET AL(O 973,
SHOME Y PARLOW ((J)i973, CLOSSET ET AL{ ) 1973.




HORMONA HUMANA° ESTIMULANTE DEL
FOLICULO. SUBUNIDAD <

10
NH, - Vai — Glx — Asp —Cys —Pro —GIx ~Cys —Thr —Leu —GIx —GIlx —Asn

@@ Glu | Glu | Glu

20 -
Cys— Gly —Met —Cys —GIn —Leu-—lle — Pro —Ala —Gly — Pro —GIn —Ser ~Phe —~Phe -Pro

30 ‘ 40
Cys — Phe ~ Ser — Arg — Ala- — Tyr— Pro — Thr— Pro — Leu —Arg — Ser —Lys — Lys — Thr — Met

60 . 50 ' ‘
Lys — Ala— Val — Cys —Cys — Thr — Ser— Gln — Ser ~ Thr — Val — Asn —Lys — GIn — Val - Leu

Giu CHO

. 70 "o
Ser — Tyr — Asn — Arg —Val —Thr —Val —Met —Gly —Gly —Phe —Lys — Va! — Glx — Asn — His

CHO
Glu

89 80
COOH —Ser —Lys —His —Tyr - Ty —Cys— Thr— Ser —Cys -~ His —Cys— Ala — Thr

FIG 4B. SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA SUBUNIDAD = DE LA

hFSH DESCRITAS POR SHOME Y PARLOW, 974, RATHNAM Y
SAXENA (()),1975.



SUBUNIDAD B8

10
NH, — Asx—Ser — Cys - Glu —Leu —Thr — Asn —[le — Thr —lle ~ Ala —lle — Glu — Lys - Glu

CHO
30
Thr —Glu —Trp —Asx —Thr — Thr —Thr — Asn — jile - Ser — lie — Cys — Phe — Arg — Cys — Glu
CcHO
[Tyr — @y — Al — Cys — Tyr] (Tre Hieu ]
Cys — Ala — Gly — Tyr —Cys —Tyr —Thr — Arg — Asp — Lew —Val — Tyr ~Lys — Asp — Pro — Ala
Tyr ~ Thr Asn jj
60
Glu — Tyr - Val — Leu —Glu —Lys - Phe —Thr,— Cys — Thr —Lys — Gln —lle - Arg - Pro—Lys
(Arg ]
Thr —Val - Arg —Val — Pro — Gly —Cys—Alo —His — His —Ala — Asp —Ser —Leu —Tyr—Thr:I
Ser —Asp — Ser —Asp —Cys — Lys — Gly —Cys —His — Cys —Gln —Thr — Ala —Val — Pro — Tyr

100 l 10
Thr — Asp —-Cys — Thr —Val —Arg — Gly —Leu — Gly — Pro — Ser — Tyr — Cys — Ser — Phe —GlyJ

[COOH —Tj:{‘r“- Ser — Leu — Ala — Thr — Pro— Tyr - Gln - Lyﬁ
COOH-Lys — GIx ~ Met —Glu

FIG. 48, SECUENCIA DE LA SUBUNIDAD /2 DE LA hFSH REALIZADA POR
LOS GRUPOS DE SHOME Y PARLOW,!974., RATHNAM Y SAXENA (3),1976



HORMONA CORIONICA GONADOTROFICA HUMANA
SUBUNIDAD o<

Asp
g) 0
NH ~ Al — Pro — AS%x — Val —GTx — Asp—Cys — Pro —Glu — Cys — Thr— Leu —@ - Glu - Asx

Gin i‘G,Iu
Cys - Gly — Met -Cys— GIn - I u — Pro— Ala - Gly - Pro— Gln — Ser — Phe - Phe - Pro

40
Cys — Phe —Ser —Arg —Ala —Tyr — Pro — Thr — Pro — Leu — Arg — Ser — Lys — Lys —Thr — Met

60 <> 50
Lys — Ala—Val- Cys — Lys -~ Thr—Ser— Gix— Ser — Thr— Val — Asn— Lys — GIln ~ Val — Leu

CHO

Ser — Tyr — Ash — Arg— Val — Thr—Vol — Met — Gly —Gly-— Phe —Lys —Val — GIx —/éﬁg — His

80 80
COOH~ Ser — Lys — His — Tyr— Tyr— Cys — Thr — Ser — Cys— His — Cys— Ala— Thr
FIG 5C; SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA SUBUNIDAD << DE LA hCG

DESCRITA POR BAHL ET AL, I972., BELLISARIO ET AL ((O)
1973 Y MORGAN ET AL (), 1975.



SUBUNIDAD 8

10
Pro—Arg—Cys —Arg— Pro—lle ”‘Aci%_ Ala— Thrj

NH,—Ser—Lys —GIn—Pro—~Leu—Arg

‘ 20
+—ASn—Val —Thr—1lle —Cys—Val—Pro—Cys —Gly —Glu —Lys — Glu —Val—Ala — X — Leu
CHO
%ﬁg Glx NO EXISTE

40
+—Thr—Thr—Ile — Cys—Ala —Gly —Tyr——Cys—Pro —Thr — Met—Thr — Arg—Val —Leu —Gln

60
~ Val — Asp— Arg—Tyr — Asn —Cys —Val — Leu —Glx—Pro— Leu—Ala ~—PE;'°o —Leu —Val —Gly

— Arg— Phe = Glu —Ser — lle — Arg —Leu —~ Pr —Gly — Cys — Pro — Arg —Gly — Val — Asn — Pro—

90 80
+(Arg)Arg-Cys—Leu —Ala ; Cys --Gin —Cys — (Leu ,Ser ) —Ala — Val —Ala — Tyr —Ser —Val —Val—
Ar Leu

100 1o
— Ser — Thr — Thr — Asp.—Cys —Gly —Gly — Pro —Lys —Asp —His —Pro —Leu —Thr —Cys —Asp——r
o 89
+—Leu —Ser = Pro ~Pro—Pro—Ala —Lys Ser —Ser —Sct}a_lro—Asp—Gln. —Phe —Arg —Pro — Asp—
Ser
130 140
+- Pro — Ser— Pro — Ser — Arg—Lieu — Pro — OGly — Pro—Pro — Asx —Thr —Pro—1lle —Leu —Pro

é‘% ene " 147 COOH —@j

COOH—-Pro — Leu—Ser —GiIn

FIG. 5C; SECUENCIA DE LA SUBUNIDAD £ PROPUESTA POR CARLSEN ET AL,
I973. BAHL ET AL,((J)1972. Y MORGAN ET AL,(O) 1975.



CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES DE LAS GONADOTROFTNAS
Disociacibénm en vequefias subunidades

Er 1959 Squire y Li, y Ward et al. encontraron aque el coefi
ciente de sedimentacidn para la ICSH ovina a vH 6.8 era de 2.478 v a
PH 6.0 de 2.32S8, con lo que ellos calcularon un veso molecular de
28 000 y 30 000, resvectivamente.

Posteriormente Li v Starman en 106472/. al reexaminar el com
portamiento de sedimentacitn de esta hormona, encontraron gue su veso
molecular cambiaba con el vH de la solucibn reruladora. Asi, a pH 1.3
el peso molecular de esta hormona fué de 16 300, esto es, avroximada-
mente la mitad del peso molecular calculado a pH entre 6 y 7, con lo
cual sugirieron que la ICSH ovina, en medio &cido, se disocia en sub-
unidades mis pequefias.

En 1966, Ward y colaboradoresgg/aislaron dos fracciones de
carbohidratos aparentemente asociados a diferentes glicovéntidos con

lo cual propusieron um modelo de LH ovina compuesta de dos subunidades

diferentes, pero de pesos moleculares semejantes.

Aislamiento de las dos subunidades
. 81/ i
Los estudios de Papkoff y Samy en 1967 =, al someter a la
ICSH ovina a una distribucibn a contra corriente, sevararon dos fraccio

nes a las que denominaron CT y CTI. Esto confirmaba las observaciones
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LH tivo A (Tabla V), encontraron que el anhdlisis de la subunidad X de
la LH A era similar al de las snhunidades X de la FSH y de la HCG. Sin
smbargo, la subunidadfﬁtie FSH posee menos arginina que las subunidades

PBde la LH y de la HCG.

Estas observaciones sugieren una homologia entre las subuni
dades & de la LH, de la FSH v de la WCG, no obstante ekistir diferen-
cias significativas en el contenido de alpunos aminoicidos entre las
subunidades/ASde la LH, la FSH y 1a HCG, lo cual sugiere anarentemente
que las subunidades sean esvecificas de cada hormona. Los estudios de
recombinaci6n de las diferentes mubunidades de las hormonas,realizado

por estos mismos autores confirman esta idea.
Reasociacibédn de subunidades

Al comparar la comvosicibén de los aminohcidos de la cadena

8£/y TSH bovinagE{Bahl y

de 1la HCG7z/con las cadenas de TSH humana
colaboraaoresgé/encontraron que la composicibén de las dos subunidades
polipéptidicas de las hormonas humanas son semejantes, sin embargo la

cadena de origen bovino difiere en el contenido de lisina, alanina y

leucina, y probablemente de valina y serina (Tabla VI).

Bahl et al. efectuaron recombinaclones de las subunidades &
y /3de h¢@, hLH y TSH bovina. Al recombinar la subunidad ¢~ de la hCG
con la subunidad‘/gde la TSH bhovina, se observd una buena respuesta de
la actividad de TSH, vero no tan potente como la récombinacibn de las

subumidades X v ﬁ de TSH bovina.



descritas anteriormente de que la LW ovina est& formada de dos cadenas
nolopéptidicas diferentes, La actividad bioldrica de las fracciones ais
ladas CT y CTI fué el 7.1 y 8.1%, respectivamente, de la actividad mos

trada por la LH nativa.

Al recombinar las subunidades se recuperd Anicamente el 20%
de la actividad de la hormona nativa. Esto vodria ser exvlicado va aue
la actividad Qiolbgica de la hormona es sensible al medio &cido. Poste
riormente en 1968 estos mismos autoresgé/, recouwbinaron las subunidades
a pH 6.0 y recuperam casi totalmente la actividad bioldeica.

De 1la Llosa y Jutisz en 10698é{ al disociar la LH ovina en un
medie com firea y clorhidrato de guanidina obtuvieron también dos subuni
dades de peso y tamafio molecular de aproximadamente la mitad de la mo-
lécula original. Aumgue, a concentraciones elevadas de firea y clorhidra
to de guanidina, la disociacibén de la hormona fué total,en general, la
disociacibm es mhs especifica a valores de pH menores a 3 y mayores de

12. Entre pH 5 a 10 la disociacién es varcial.
Esvecificidad de 1la subunidad/ﬁ

A partir de la ohservacibdn de Li y Starman de que la LH ovina
estaba formada vor dos subunidades, se encontrbé gue otras hor—onas gli-
coproteicas como HGG77’7§/, TSHSE/y FSH7§{ también constaban de dos suh

unidades.

62/

Rathnam y Saxena en 1971 al comparar los analisis de los ami

noficidos provenientes de las subunidades de FSH7§{ de la HCG7Z/y de la
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Se observd actividad gonadotrofica (Tabla VII) al recombinar
las subumidades (X de la TSH o LH bovinas con la subunidad /5de la hCG.
Estas ohservaciones demuestran la evistencia de una semejanza de la suh

unidad & de 1a hCG con las subunidades Xde la TSH y LH bovinas.

No ohstante, hay diferencia en el contenido de los carhohidra
tos de las subunidades; puesto aue la subunidad X de la hC@ posee &cido
sidlico, el cual no esta vresenta ni en las subunidades X de la TSH y

ni de la LH bovinas77’8§/

- Estas diferencias se reflejan en las provpie
dades inmunolb6gicas, ya que la subunidad (X de la hCG@ precipita con an-
tisueroc vara la subunidad (Xde 1la TSH humana y no con el antisuero pa-

ra las subumidades X de la TSH v IH bovinas.

Efecto de la asociacibn y disociacién de las subunidades sobre la

conformacibén de las oroteinas

Los resultados obtenidos en los estudios aue han sido reali-
zados por Jirgensons y War&gz/,y 1Li et a1.8§/, han originado una contro

versia en este camvo.

Las determinmaciones de las constantes de Drude y Moffitt por
dispersiébn é6ptica sugirierom a Jirgensons y Ward en 19A0 que la IH ca-~
r;cia de ura comformacidn de hélice OX. Posteriormente,al realizar es-
tos investigadores el estudio de la LH ovina y sus subunidades vor me
dio del dicroismo circular(DC), encontraron la ausencia de un pico ne-
gativo cercano a 222 nm que es caracteristico de la conformacidn({-hé-

lice,
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Al comparar las curvas de DC obtenidas en el ultravioleta le
jano, estos mismos autores, observaron que la conformacidn de la suh-
unidad O((CI), difiere enormemente de la conformacién de la subunidad
ﬁ3fTIT), sin embargo, mo existem cambios avnreciahles al producirse la

¢isociacibn.

Se observo que la subunidad CIT mostrd ura estructura més
ordenada debido, vprobablemente al contenido relativamente alto en ami-
noacidos hidrofébicos. La acidificacifn del medio hasta oH 3.5 orodujé
cambios en el esvectro de dicroismo ecircular de la hormona nativa, no
obstante la disminucidn vosterior del vH a valores mas bajos (pH 1.8)
produjo cambios poco importantes, los cuales no se observan si el bvH

se disminuye hasta un valor de 1.3 .

Bewley, Sairam y Li en 10728§/indican gue los esvectros de
las dos subunidédesfx;y/g, no woseen ninguna cantidad avreciable de
estructura ordenada y que la banda fuerterente nepgativa a 196-196 nm
es uma caracteristica dominante de ambas hormonas.

En 1973, Merz y colaboradoresgg/utilizando métodos inmunold-
gicos y esnectroscévicos vpara estudiar la recombinacién de las subuni-
dades C(sr/gde hCG, demostraron que durante la recombinacibn aparecia
una especie molecular con comportamiento inmunolbeico diferente al de
la hormoma oripinal o a las subunidades aisladas. Los espectros de DC
confirmaron lo anmterior, puesto que se observaba um méximo cuando las
subunidades eram recién mezcladas y que esta sefial no la nresentaba
ninmguna de las cadenas ni la hormona nativa, y ademés decrecia en mag-

nitud al pasar el tiempo.
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Bishop ¥y Ryan enm 197399/

encontraron aue el esnectro de absor
cibn en la regidn ultravioleta de la hlH se desviabha hacia el rojo al
compararse con el espectro de las subunidades. Confirmando aue estos
cambios hacia longitudes de onda mavores devendian del tiemwo de recom
binacibén de las subunidades CXy'ﬁa. Tales cambios esmectrales ocurrian

en el rango 260-290 nm y se dehian al exnonerse los gruvos aromaticos

laterales a un medio més o menos acuoso, durante la recombinacién.

La cinética de disociacidn ¥ reasociacidtn de la LH ovina fué

91/

estudiada vor Bewley y Sairam en 1974 =, nara investigar la naturale-
za de las diferencias conformacionales entre la hormona nativa v sus
subumidades. Los resultados obtenidos se muestran en la fieura € y se
pueden resumir asi:

1) la disociacidén de la LH ovina es unareaccibn de vrimer or-
den dependiente del pH. Observese que a pH 3,6 se disocia totalmente
en 3-4 horas.

2) el primer paso de la reasociacidn, es la formacidn de un
comvlejo estable CX- ﬁ%.»Esté reaccién es ravnida y vparece ser de segun
do orden; simulténeaménte ocurre una sefgunda reaccidn aue origina la
formacibén de un apregado de subunidades homdloras.

"3) el comulejo OX- ﬁBsufre un rearreglo lento de vrimer orden,
er el que parece que por lo menos un residuo de tirosina de cada sub-

unidad gqueda colocado en el interior del comnlejo.

La designacibdn del vroducto final de la reasociacidn como LH!
se hizo porque tal vez existia aleuna diferencia entre la hormona nati
va y la reasociada . Generalmente la LH' vosee solo de un 50-60% de la

actividad hiolbgica del material inicial.



hiy

A1 efectuar la direstiédn de la ~onadetr~fina coridnica v de
sus subunidadescx"facon carhoviventidasas A, Mer~v et al.qg/ohserva—
ron que la remocidn de los residuos 88 a 92 (Tyr-Tyr-His-Lys-Ser-) de
la regibn C-terminal de la subunidad & originbd la verdida total de 1la
actividad biolbgica cuando era recombinada con la snhunidad ;9, 1o que
les hizo pemsar en la posibilidad de nue la rémocidn dé tales residuos

puede imducir cambios conformacionales en esta subunidad con lo cual

no se favorece la interaccidn con la subunidad ;5natura1.

La digestibén de la subunidad/gcnn carborinentidasa Y nrodfi
jo la liberacibn de los residuos 113 a 145 (-T.eu-Pro-G1ln-) de la regibn
C-terminal; est& subunidad [3 =mndificada al ser recombinada con la sub-
unidad X nativa no mostré efecto sobre la actividad biolésica, vero si
sobre la actividad inmunolbégica, 1o gue vuede indicar gue la determinan

te inmunolbgica de la sonadotrofina coribnica se encuentre cerca de 1la

regibn C-terminal de la subunidad /3.

93/

Recientemente, NDaniels-Mc Oueen et al.’# lograron aislar los
RNA mensajeros para las subunidades O(‘J/B(ie 1ahC&. Sus resultados mues
tran una concentracibén de subunidad OKL mayor que la de subunidad ﬁE. 1lo
cual sugiere que la sintesis de la subunidadlgsea limitante para la con

centracidn de la hormona circulante "in vivo',

También observarom que el mRNA extraido de las vlacentas du-
rante el primer trimestre, sintetiza m&s subunidades O(V'/gﬂne el mRNA
de la placenta a término, el cual s6lo sintetiza subunidad o{ .7stos es
tudios muestran la existencia de dos tivos diferentes de mRNA encarga-

dos de sintetizar de manera indevendiente cada nna de 1las subunidades,



TABLA V

COHPOSICION DE AMINOACIDOS DE LAS SUBUNIDADES DE LA LH A, FSH y HCG

"LH A *FSH *Hea
AMINOACTDO oC A oC Jid oC 2
Lisina 5.3 3.9 5.6 6.5 7.8 3.5
Histidina 3.3 3.8 3.2 1.6 3.9 1.1
Areinina 5.3 8.0 4,0 3.0 L,2 10.7
Asvhrtico 8.1 6.8 8.7 8.7 7.3 9.7
Treonina 7.2 5.6 .3 7.0 8.0 6.6
Serina 5.4 5.3 5.1 h.2 7.2 7.8
Glutamico 10.3 8.3 1.4 il.2 . 12,7 8.9
Prolina 8.2 14.7 7.4 10.3 6.9 13.8
Glicima . 2.7 2.8 G 2,2 2.5 3.3
Aleanima 3.6 L1 4.8 4.6 3.3 3.9
Cisteina 3.2 5.8 5.1 12.0 9.4 74
Metionima 2.2 2.1 6.4 1.3 3.0 0.h
Isoleucina 4.9 5.2 3.6 4.1 0.9 2.9
Leueina 5.0 6. 4,8 5.1 L.0 3.4
Tirosina 6.0 3.3 1.7 b,3 5.9 3.0
Fenilalanina 5.3 4.3 5.4 L.0 5.8 2.2

Comparacifn de las subunidades oCy/Qde la LH A, FSH y HCG 67/
* g/100 g de proteina.




TABLA VI

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LAS SUBUNIDADES ©CD® LA

heCa

, h-TSH v h-mgH

AMINOACTDO

Lisina
Higtidina
Arginina
Asvartico
Treonina
Serina
Glutémico
Prolina
GFlicina
Alanina
Cisteina 1)2
Valina
Metionina
Isoleucina
Tirosina
Fenilalanina

Total

Referencia

of -HCG

6.5

z
e

2.9
6.6

8.8
10.4
7.5
L.6
4,8
9.7
7.5
2.4
0.9
3.7
k.0

95

72/

ol -TSH

6.7
4.5
L.2
10.2
7.1
3.1
1.8
4.8
4.9
93

81/

o(-TSH hovina

1n.3

2.9

5.5
S 8.1

7.0

¥ Valores de las suhunidades humanas

calculados en base a % residios de

tirosina.




TABLA VII

ACTIVIDAD AONADOTROFICA DE ALGIINAS RRCOMBINACTON®S DE LAS SUBITNIDANDES*

oCv B DE LA HCG, TSH (bovina) Y LH (bovina).

POTENCIA EN TERMINOS DE:
MIESTRA ) HEG?

sy - ol 0.06 63

1 - ol 0.06 £0

HCG - o 0.10 - 120 (L2-340)

IH - Je 0.06 ' 60

nee - 3 0.53 (0.28 - 1.0)| 310 (1£0-590)
?sH -0f+ Hce-(% 3.3 (2.6 = 4.3) 3600 (2800-4700)

LH - O+ Hoa~f3 5.4 (3.6 - 8.0). | 4900 (3300~7200)
HeG - OC+ AcG~f 5.5 (3.6 - 8.4) | 5800 (3600-9500)
HCG ~OC+ LH-f5 4,9 (3.8 - 6.3 ) | 5300 (4100~6800)
. 188 -OC+ 1H-f3 0.9% (0.59-1.50) | 870 (50-1100)

H - OC+ LH-Ib 2.6

HCG (no disociada) 5300 (3700-7600)

lpstandar LH-S1 (1 unidad/mg)

2Esténdar internacional de ¥CG (unidad interhacional/mg)

*Tomado de Bahl et al, 8§/




FIG. 6 Esquema propuesto para cinética de disociacidn
de la ICSH ovina y reasociacion de sus sub-

unidades.
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HETEROGENEIDAD

Se ha establecido, aue muchas hormonas nnlinéntidicas mues-
tran mas de una forma cuando se localizan tanto en la sléndula endocri

9L/
na como en el suero. Berson v Yalow 4

al estar wnrobando alsunos anti-
cuerpos para la hormona paratiroidea (PTH), ohservaron una disvaridad
entre la actividad inmunolégica de la PTH en el wnlasma, resnecto, res
pecto a la PTH obtenida a wartir de los extractos de la plandula nara
tiroidea. A partir de esta observacidn, emmvezaron una serie de investi

gaciones, las cuales los indujeron a establecer la heterogeneidad de

esa hormona.

Los términos de '"heteroseneidad" y "microheterorenesdad" de
las hormonas proteicas han sido anlicados a las llamadas isohormonas
de las gonadotrofinas las cuales difieren en sus tama®os moleculares,
en su inmunoreactividad y en el tiemwo de circulacibn en el organismo.

Steiner et al.qz/y Ruhenstein et al.qﬁ/establecieron indeven
dientemente que la proinsulina es un volivéntido de wna sola cadena.

7/

. . Q
precursor de la insulina. Roth y colaboradores —' demostraron la ore
sencia de mhs de una forma de insulina en el suero ("insulina grande"

€ "insulima peauefia"), Algo similar sucede con ACTH,hCH v slucagon.

La presencia de sustancias de veso molecular menor aue la hor
mona natural vero relacionadas bhiolbgica e inmunolhgicamente, suriere
la presencia de subunidades de la hormona y/o de metabdlitos de esté.
S5i la moleécnla es mas grande aue la hormona natural, se viensa en la

posibilidad de una vwrohormona.
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Sinm emwhargo, algunas formas de heteroreneidad no sbélo se de
ben a la presencia de orohormonas o nroductos de derradacibn sino aue,
evidencias recientes, indican aue un camhio en el medio amhiente hor-
monal, ouede inducir al brgano endocrino a nroducir diferentes formas

. al’/ . p
hormonales. Esto ha sido demostrado vor Bordanove — , qgnien obhservd
que el 6rgano blanco, no solo dicta la cantidad de la hormona trbfica
que debe producirse, sino también la clase de hormona.

a7/ s s

Rathnam y Saxena -"al estudiar hin6fisis humanas v al someter

a las fracciones con actividad de LH a un serundo electroenfoaue, ohtu

vieron la sevaracidén de tres esmeciez de LH denominadas A, B yv C.

L.as tres especies de LH mostraron una banda voroteica finica
de diferente movilidad electroforética; wnresentaron constantes de di-
soclacidn (¥K4) de 0.078 para LH Ay 0.88 vara LH B v 0.118 vara LH C.
Sedimentaron como uma sola fracci6tn en la ultracentrifusa analitica
comsaow de 2.35 (4), 2.24 (B) y 2.7 (C) y sus radios de Stock fueron
25.85 28.h ¥ 2L.6 X,respectivamente, y son comparahles con los rewor-
tados por Reichert y Midgleng/. v Ryanlog/.

E1l rango de valores revortados vara el radio de Stock de la
LH va de 21 a 38 R, atribuyendose los valores bajos a disociaciones es
porntaneas de la molécula. Estas vequefias diferencias en los valores de

los radios de Stock de las tres esvecies de ILH, ha sugerido oue no exis

tam diferencias notables en sus tamafios moleculares.

A partir de las velocidades de sedimentacidn y de los valores
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del radio de Stock se calculd gque los vesos moleculares de las LW A, B
vy C eran avnroximadamente de 24 000, 26 NNO v 27 NOO, resnectivamente,

diferencias que vueden deberse a modificaciones en el contenido de car
bohidratos y de &cido si&lico. ®1 vnromedio de la actividad esvecifica
de las tres esvecies de LH obtenido fué de .9 el cual esta de acuerdo

0 2
con los reportados vor otros investi@adoresl'l’loi/

) o] R
aque los publicados vnor Reichert v Midelevy 2/. 5in embargo, estos auto

nero resulta mayor
res no separaron las tres esnecies de LH.

Jas LH A, B v C mostraron noca actividad de FSH y actividad
de TSH, esto Altimo vuede deherse a la similitud estructural entre la

LY humama y los an&logos de la TSH.

L,0os analisis de aminoécidos de LH A, B y C fueron semejantes,
observandose vequefias diferencias en el contenido de &acido slutémico y
arginina. Las tres especies contenian grandes cantidades de v»rolina y
dcido glutémico, lo cual es caracteristico de la LF. Los an&lisis de
azficares y acido si&lico indicaron que la LH A, B y C »oseen: 13.3 ,
13.2 y 6.9% de azficares neutros vy 0.5, 1.3 y 1.%% de acido sialico,res

pectivamente.(Tabla VIII).

Por cromatografia de intercamblo ibnico, se sevararon las dos
subunidadeé de la LH A, denominadas C(y'ﬁg, obteniendose fracciones se
mejantes con la LH 3 y . Se observd que la actividad esvecifica de la
subunidad € fué de 0.8 unidades vor mg y de la subunidad %aantes y des
pués de Ia filtracidén en gel de 2.0 y 1.1 unidades vnor mg. La elevada

actividad biolbgica de estas subunidades comnarada con las subunidades



de LH ovima y hovina vpuede deberse a la mayor notencia de LH A. Es no
sible que las subumidades de LW humana vosean mavor actividad intrinse
ca que la LH ovima y bovina.

Nureddin et al .103/

han demostrado que el rendimiento v la ac
tividad de las subunidades de TH humana, desoués de la disociacidn con
firea, era mayor que desvoués de wuna disociacitn acida.

Rabinowitz y colaboradoreslnﬁ/efectuarOn comvaraciones entre
la LH humana purificada proveniente de la vpituitaria v la sesunda nre
paracién de referencia internacional de la pgonadotrofinma menonafisica
humama (2a.IRP-hMF) utilizaﬁdo el radio inmuno andlisis (RIA) v el ra
dio receptor (RR). De acuerdo con el RIA, la votencia de 1 ng de LH
fue equivalente a 8 mUT de 2a.IRP-hCG v con el RR 1 ng de L¥ fue eaui
poternte a 2 mUT de 2a.IRP-hCG. Los datos obtenidos sugirieron que la
LH posee un exceso de actividad inmunolégica, con resvecto-a la activi
dad del receptor o bien, expresado de otra manera la 2a.IRP-hCG es in

murxolégicamente deficiente.

Para vrobar la heterogeneidad de la LH, esta fué marcada con
11251 Al filtrarla a través de una columna de Sevhadev G-100, se obser
varon: tres picos de radioactividad (w»ico I,II y TII), los cuales vresen
taromr actividades diferentes al ser analizados. Con los datos obtenidos
en esos estudios para el coeficiente de narticidn; l1la determinacidn de
las constantes de sedimentacién (¥au): los radios de Stock y el neso

molecular de los tres vicos radioactivos, es vmosible concluir aune:

El pico I revresenta nosiblemente =na forma dimérica de LH



(Kau, 0.10; P.M. £5 Q00).
Bl pico TI la forma monomérica de LH (¥Xau, 0.2k: P.M. 3% 4L0O),
Y el vico IIT las subunidades libres de LY (Kau, 0.4; P.M, R
000). Tos tres picos = mostraron una fuerte actividad inmunolépica. Es
tos mismos antores han observado la vresencia de subunidades lihres de
LH en preparaciones de hivbfisis y en el suero, desmmés de invectar

TH-RH vy TRH.

104/

Loeber™ - observb que en hinbfisis “umanas la fraccibn FSH
estd a menudo contaminada con una forma de LH, la cual es avarentemen
te de naturaleza mls Acida que la LH "normal". Ambos tivnos de LH fueron
comparados em: vropiedades inmunolbgicasy: actividades bioldgicas "in
vivo'; umibén a las membranas celulares: vida media metabblica; conteni
do de &cido sidlico y valores de vuntos isoeléctricos. Este estudio se

llevb a cabo con 2 fracciones: la fraccibn C. con actividad de FSH y

T

que contiene a la LH comtaminante (tivo I de LH), La fraccién CiT con
movilidad retardada en cromatografia de imtercambio ibnico, vosee la

LH "normal" (tipo IT de LW).

Los resultados mostragron que el tivo I de LH vparece ser mas
activo er biocensayos "in vivo'", vero tiene menor actividad en inmunoen
sayos que el tivo IT de la LH. Sin embargo,la cavacidad de la fraccibn
I para unirse a los receptores de la membrana es mucho menor comvoarada
cormr la del tipo II. Bl tivo T de LW tiene #na vida media menor en la
circulacidn que el tipo II. Al estudiar el contenido de &cido sialico,
se muestra que el tipo I de LH tiene um 3.1% v el tivo IT 2.h%, mientras
que los valores de los puntos isoeléctricos (pI) son de 5.7 y 85.8,res

pectivamente,
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Los estudios de Qazi v cnlahoradoreslqz/indican aque la LH hio
légica e inmunolbégicamente activa mroveniente del nlasma hmmano se mues
tra heterbgenea al someterla a 1la filtracidn en mel., A nartir de esto,
Robertson, Van Damme y Diczfalusyloé/estudiaron estas fracciones utili
zando el isoelectroenfoque (IRF) nara examinar 1los natrones biolédgicos
e inmunoldgicos de las mismas. Encontrando agne en mezclas de vlasmas
de mujeres postmenopaiisicas las fracciones *iolégicamente activas mos
traromr puntos isoeléctricos diferentes, en donde la wmavor varte de la
actividad se encontraba en las fracciones con pl mavores a 7.0, mien-
tras que al estudiar la distribucidn de la actividad inmunoldrsica se
observaron diferencias en la relacifén "actividaad biolénica/actividad

inmunolbgica", de las distintas fracciones. Alpunas fracciones con ac

tividad inmunolb6gica estuvieron carentes de actividad biolégica.

En las mezclas de plasmas de mujeres en la mitad del ciclo
menstrual, se obtuviéron valores diferentes depl vara la actividad bio
légica, observandose una extensa microheteroseneidad en el rango de vH
de 3 a 6. Los resultados de las fracciones obtenidas del vnlasma sangui
neo y de los extractos de nituitarias humanas, mostraron grandes dife-
rémcias en la relacibén de las actividades bhiolbgicas e inmunolébgicas.

loz/em 1976 estudiaron alsunas fraccio-

Leinderberger et al.
nes del suero de sujetos normales usando tres sistemas analiticos di-
ferentes: el radio inmuno an&lisis (RTA); el andlisis del radio recep
tor (RR) y la produccién de testosterona (TPA). Encontrando dos fraccio

nes comn actividad de LE aue difieren enormemente en sus tamafios molecu

lares. Al componente con veso molecular de 30 NON se le denomind "LH
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pequefia" v "TH grande" a la fraccibn con veso molecnlar entre 140 000
y 180 000. No se vuede excluir la vwosibilidad de gque el almacenamiento
de los sueros vpueda causar la conversitm de una forma de IH en la otra
como ha sido demostrado para la hormona de crecimiento. La fraccibn
"TH szrande" mostrd ser mas estable hajo ciertas condiciones, vor ejem
nlo el tratamiento del suero con urea €M o con 0.1% de mercavtoetanol,

no vrodfijo modificaciones.

La determinacibn de los muntos isoeléctricos de la fraccibdn
"grande!! y "peguefia’ de LH dieron como resultado un rango isoeléctrico
de pH 7 a 8. Este hallazgo concuerda con el rango isoeléctrico encontra

A n 4 s s P
6,1 ﬁ/. Las caracteristicas fisicoaquimicas

do para la LH hinofisiaria
de la "TH erande" son casi idénticas a las caracteristicas de otra hor

morta hivofisiaria, la hormona estimilante de la tiroides ("TSH grande').

Otro aspecto de los ya commlejos asvectos de la heterogenei-
dad de la LH hivofisiaria v de la LH del suero, es el hallazgo de que-
el desiilizado tamto de sueros individuales como de mezclas de ellos,
mostraron actividad de LH. En alpunas ocasiones, la actividad de LH ha
sido encontrada en el Area de vpesos moleculares peauefios (avroximada-
mente 1 000 daltons). Esta sustancia de bajo peso molecular aue ha si
do denominada "mimi LH" 109-/es 14bil al calor debido a que con el ca-
lentamiento pierde comvletamente sus vroviedades inmunoléricas y este

roidogénicas y en menor grado, la vroviedad de uni6én a sus recevtores.

El hecho de que no se encuentre actividad de LH en los diali

zados de sueros libres de LH, es comvatihle ron el ounto de vista de
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que la "mini LH" pueda ser un voroducto de derradacibén de la LH hinofi

siaria o de la LH sérica.

Esta consideracidn se ve anoyada vor el hecho de aue la “mi

ni LH" tiene pitios antigénicos comunes con la LH hivofisiaria.



TABLA VIIT

COMPOSICION DE AMINOACTDOS Y CARBCHIDRATOS DE T.4S TORS WSTEOTRS DR LH

AMINOACTDO LH A *LH B e
1isina by 5.0 5.5
Histidinma 2.8 2.6 3.1
Arginina . 7.0 5.6 6.1
Asvértico ’ 6.5 7.3 7.2
Treonina . 6.9 5.8 - 6.6
Serina 5.2 h.7 ' ;‘3.0
Glutémico 9.3 11.3 9.8
Prolina 011.7 . 12.1 16.8
Glicina 3.0 4.1 2.8
Alanina 3.5 ‘ 3.6 3.2
Valina 5.7 6.1 5.1
Cisteina 1/2 5.3 5.3 7.3
Metionina L. h,2 L8
Isoleucina 5.2 h.1 3.9
Leucina 5.6 5e3 h.A
Tirosina 5.2 5.3 L,&
Fenilalanina L.,0 L, L.,3
Azficares neutros % 13.3 15,2 £.9
Acido si&lico % 0.5 1.3 1.8

* g/100g. protefina

Tomado de Rathnam y Saxena, 1271 67—/




ACCTOW NE T AS WOMWNTAS

Dentro de los mecanismos de control celular, el control a tra
vés de las hormonas es uno de los sistemas mis sofisticados empleados

por los seres vivos.

Se han pronuesto dos natrones diferentes de accidn hormonal:

1) acuel que varece rerir la accién de las hormonas esteroi-
dales y el cual involucra el transnorte desde el citownlasma al nficleo,
de un complejo formado entre una vroteina acarreadora ("recentor") vy
el esteroide; compleio que al interaccionar con la cromatina lleva a
una modificacibn selectiva en los genes, que se ve traducida en la sin
tesis de uma proteina esvecifica, y

2) el mecanismo avlicable a las hormonas vrotefcas que fun-

ciona a través del comvlejo adenilato ciclasa-AMPc-cinasas vroteicas.

La transferencia de la informacibén en los dos tivos de accibn
hormonal involucra la comunicacidén intercelular v la comunicacibn intra

celular.

En la comunicacién intercelular, la hotmona sirve como vehicu
lo de comunicacifn entre la '"célula cue la envia" y la '"célula que la
recibe', la cual reconoce y selecciona a la hormona del medio ambiente

a través de una proteina membranal llamada "recentor" (Fig.?7).

En la comunicacibén intracelular, el mensaje generado vor la

ocupacibén del recevtor, es enviado a diferentes elementos intracelulares
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cada uno de los cuales, recibe y tradfice la informacidn sncesivamente
y "abren' o Ycierran! las distintas unidades del metabolismo celular,
oroduciendo un patrtn de efectos oue corresmonde a una resvuesta ade-

cuada al mensaje hormonal recibido (fig. 8).

Golderbergllg/sugiere la existencia de una tercera forma de

+ A . ++
accib6n hormonal, donde el GMPc (nosiblemente asociado con el Ga ) nar
ticipa como vromotor de eventos celulares, gque en muchos casos son an-~

tagonistas a aaquellos mediados vor el sistema AMPc-rinasa vwroteica.

Allin acevotando, la evxistencia de los dos o tres tivos de acs"
cibén menciomados, el hecho es nue ciertas hormonas no se adavotan es -
trictamente a ninguno de los vrogramas de accidn establecidos, 1o cual
sugiere la existencia de un mayor nQmero de férmas dé accibébn hormomnal,

algunos de los cuales estan vor descubrirse.

El lenguaje hormonal requerido vpara la comunicacibétn interce
lular debe temer un alfabeto de elementos towoquimicos y el ordenami-
ento en distintos patrbénes de esos elementos, deben constitulr las pa
labras de ese lenguaje, nalabras que por un gruvo de reglas, formaran

las oraciones.

Schwyzerlll/sugirié aque el intercambio de la informacifn en
tre las hormonas y sus recevtores son efectuados en ese "lengunaje", cu
yo alfabeto vodria corresvonder a los residuos de los aminohcidos y el

ordenamiento de dichos residuos constituirian 1as}alabras de la oracibdn.

De esta forma la informaci6n codificada entre un "emisor" y




um "receptor" se lleva a cabo a través de la asociacibn de Ysimbholos"
con cierto "significado!. El nfimero de mensaijes ane wueden ser envia-
dos o recibidos vor cada uno de estos sistemas de comunicacién, demnen

dera del nGmero de simbolos que se mieden manejar.

En las hormonas vevntidicas existen anrovimadamente veinte e
lementos quimicos diswmonibles vara servir como alfabeto del lenpuaie,
que serian las cadenas laterales de los aminoicidos mientras que, los
grupos amino y carboxilo terminales forman nn esnueleto nentidico fle
Xible. Por el contrario, en la estructura de las hormonas esteroides
existe un niimero limitado de elementos quimicos, cerca de cinco que nue

den servir como alfaheto.

Por 1o tanto, el tivo de lenesnaje utilizado mor los sistemas
gque involucran a las hormonas wroteicas, serianmés comvleio que el de

las hormonas esteroides.

¥l concepto de Schwyzer, se origind de las relaciones entre
la estructura y la funcidén ohtenidas en las hormonas nentidicas en tra

bajos previos; dicha relacibtn establece que:

1) algunas hormonas ventidicas cue actilan en forma diferencial
sobre los receptores de sus células blanco estan estructuralmente rela
cionadas, ya que contienen secuencias comunes y nueden ser consideradas
como miembros de una "familia', vor ejemvlo: la oxicitocina y la vaso-
presina y por otro lado la adrenotrovina, la melanotrovina y la livo-
trovina. En estd Gltima, la secuencia del hevtanéntido comlin en ellas

~Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly- (también llamado "core") vosee los sitios



activos involucrados en la activacidén del recevtor. Sin ewbarpso, en la
familia oxicitocina-vasonresina toda o casi toda la molécula es necesa

ria nara la actividad biolbgica.

Sipuiendo la provosicién de Schwyzer la molécula de ACTH (30
amino&cidos) vuede ser considerada como una oracién de siete nalahras
112/ ) . R ; .

=", donde la secuencia de aminodcidos denominada mnalabra 1 activa s

los receptores del melanocito, mientras que las otras palabras (2 al 7)

mejoran o modifican la actividad hormonal (Fig. 9).

El mismo Schwyzer clasificd a las malabras en dos tinos: con
tinnas y discontinuas. Las palabras continuas son aguellas que muestran

una secuencia de aminoicidos ininterrumvida.

Debido a que las hormonas nolinéotidicas son estructuras fle
xibles, las palabras vpodrian estar formadas, al orientarse los vliegues
de la molécula, ya sea en la suverficie del recentor o en el medio am-
biente externo para formar una fila de residuos contipuos sin enlace
covalente, a este tivpo de palabras se denominan discontinuas. La Figura
10 muestra como dos pentadecanévtidos flexibles de secuencia diferente,
interaccionanm en la suverficie del receptor vara formar la nalabra

"ACCIONY,

. - : . I 4

5e ha especiilado sobre ta varticivpa€ién del Ca 'y los nucleb
tidos ciclicos en los sistemas rerulados vor las hormonas, mientras no
sea vosible demostrar en forma definitiva su participacibn; los nuclég

tidos ciclicos actuan wnrincivalmente sobre el control de las activida
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&t4 . +d
des metabolicas y biosintéticas en las células hlanco y el Ca es esen
cial vara modular la accibn de estimnlo-resouesta, y en el control de

. .. 114
los procesos de contraccidn v secrecidn 4/.

Después de la sintesis del AMPc, como resvuesta a la ocupna-
cibn del receptor vor las hormonas wéntidicas, la finica forma reconoci
da vara activar las resvuestas de la célula blanco, es a través de la
estimulacibén de las protein-cinasas, una enzima que varece estar wre-
sente , universalmente, en las células de los mamiferos. Se ha nrooues
to que esté enzima aparentemente ubicua, puede mediar los efectos del
AMPc en todas las células animales a través de la fosforilacién de sus

tratos especificos que regulan las funciones de las células blancollz/.

Muchas de las acciones a tiemvwos cortos (rapidos) del AMPc

en las células eucaribticas, varecen exvresarse mor fodforilacidn ex-
tranuclear de algumas proteinas reguladoras. En la mavoria de los teji
dos semsibles a las hormonas, las vrotein-cinasas llevan a cabo las
fosforilaciones en varios sitios dentro de la célula: membrana plasmi
tica, ribosomas y componentes n'icleares. v

- Se sabe que los diferentes efectos de las hormonas vevtidicas
sobre sus células hlanco son mediados vor una serie de eventos bioqui-
micos que enlazam la membrana vlasmltica con una variedad de resvuestas
celulares como son: la sintesis de vroteinas reguladoras especificas;
la estimulacién del metabolismo de lividos y carbohidratos; la altera
¢ibén de la permeabilidad celular y el transnorte de iones, v la secre-

¢cidén o la liberacibn de oproductos de la célula hlanco, tales como, las

hormonas esteroides.
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Una caracteristica comfn de las moléculas hormonales es su
habilidad pa}a combinarse con sitios recentores esmecificos, localiza
dos en la membrana plasmética de sus cé&lulas hlanco., La ocunacibn de
dichos recentores desencadena, como hemos dicho antes, una serie de res
puestas celulares individuales, oue van desde una alteracibtn en la ner
meabilidad a procesos de secrecidn hasta crecimiento celular. La ma-
yoria de estas respuestas varecen estar mediadas nor la acci6n del AMP
ciclico, sintetizado por la adenilato ciclasa en la suverficie inter-
ma de la membrana celularllé/. La actividad de la adenilato ciclasa es
iniciada por uma sefial local, penerada dentro de la memhrana, nor la

interaccibn esnecifica de la hormona con el sitio recentor.

Las hormonas pentidicas actuarfan como enzimas reruladoras
ya que se combinafian con una snbunidad funcional -el recevtor- de un
complejo enzimatiaq membranal (adenilato ciclasa). Fn ciertos tejidos
blanco de las ﬁormonas pevtidicas -hirado, tejido adivoso,corteza adee
nal y gbnadas~ el AMPc varece funcionar como el segundo mensajero vara

producir respuestas bioquimicas esnecificas de cada hormona

En contraste, las acciones tr6ficas o acciones nrolongadas de
las hormonas veptidicas reauieren entre otras cosas, mantener la dife-
renciacibn celular y el control del nfimero y tamafio celulares, nuesto
que varecen overar a través de cambios en la actividad nuclear y la

sintesis de nroteinas celulares.

Se ha sugerido aue los nuclebtidos ciclicos no sb6lo funcionan

como segundo mensajero vara mediar la resmuesta ranida al orimer mensa



jero vara mediar la resvuesta réanida al orimer mensajero hormonal, sino
que también actuan en la repgulacibdn de la actividad de la BNA volime-
rasa. Por ejemvlo, se ha comprobado en las células henhticas, que el
AMPc estimula la sintesis de RNA nuclear y la fosforilaci6tn de nrotei
nas no histonas de la cromftina,devendientes del AMPc, el cual vodria
particivar como modulador de la transcrivcidn de RNWA mensajerollé/.
Afn mhs, se ha observado yue la subunidad catalitica de la wnrotein-ci
nasa migra a las diferentes estructuras subcelulares, incluyendo a-el
nficleo. Esto podria indicar que el sistema adenilato ciclasa-AMPc-vpro
tein cinasa tuviera lacavacidad de regular la sintesis vroteica, tanto

a nivel transcripcional como a nivel de la traducciénll7’11§/.

Recevptores a las hormomas vweptidicas

L.os mecanismos por los cuales las hormonas ventidicas actuan
sobre sus tejido blanco vpara producir las resnuestas funcionales carac
teristicas son iniciados vor la interaccién con unavwregiédn muy esneci-
fica de la membrama plasmitica, a la one se le ha denominado urecevtor

hormonal".

Los receptores a las gonadotrofinas han sido identificados
tamto en los testiculos como en los ovarios, emvleando hormonas marca

das con yodo radiactivo.

En los testiculos, los recevtores a LH/HCG estan limitados a

las células intersticiales, y los recevtores a la FSH se localizan en

los tfibulos seminiferos, nrobablemente las células de Sertolillq’lag/.
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¥n el ovario, los reéentores a LM es*4n precentes en el teii
da - intersticial y en las células de la teca de los foliculos en Rese
rrollo; y em las células de la sranulosa v en el cuervwo luteo de los
foliculos viejos. Los recentores a FSH varecen limitarse a las células
de la granulosa, con cierta analogia funcional entre estas célnlas y

las de Sertoli de los testiculoslal’laé/.

Observaciones recientes del mecanismo de arcidtn de la toxina
. del colera han permitido disvoner de un sistema an&logo a las acciones
de las hormoras pevtidicas, ya aue la tovina se une con sran afinidad
a nn comvonente plicolivido de 1la membrana celular, el monosialilran-
gliosido (Ghl)' vresente en la memhrana vlasmlAtica de las células de
la mayoria de los mamiferos, v une tanto al tovoide colerapgeno como a

123/

la toxima activa
Holmgrem et al.lzﬁ/han observado, en la mucosa intestinal,

ura rglacién entre la concentracibén de GM1' el nfimero se sitios de union

para la toxina y la accibn biolépgica de la toxina. Con todo lo anterior,

el garglibsido GMl se ha consi@erado el recevntor de la tovina del céle

ra y se ha pemsado en su vosible varticivacibébn como recentor a las hor

monas proteicas, debido a que esté toxina estimnla la actividad de la

adenilato ciclasa en la mayoria de los tejidos nue mnoseen estid enzima.

La interacci6tn de las hormonas nentidicas v las wmolécnlas t
transmisoras con sus receptores esnecificos de la suverficie celular es
un ejemplo especial de un fenbtmeno mbs reneral, de nue todas las célu-
las deben reacciona; con el amhiente externo a través de sus memhranas

plasmhticas, vpor lo tanto varece mrobable nue las vroteinas de la mem-
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brana plasmatica exvuestas son la vrincipal caracteristica v»ara distin

guir los diferentes tipos de células.

Los intentos para definir la naturaleza de los recevtores de
las hormomas peptidicas se han hasado en el uso de detergentes, vara
extraer los sitios recentores a nartir de los téiidos blanco en forma
soluble. Los detergentes no ionicos como el Triton ¥X-100 o Luhrol ¥
han mostrado ser whs efectivos vara la solubilizacihn de recentores con

la cavacidad de unir al ligando.

En algunos casos, la actividad de la adenilato ciclasa muede
ser extraida con los detergentes no ionicos, en vnarticular los de la
serie Lubrol. Sin embargo, los intentos nara demostrar el acovlamiento
funciomal o fislco entre los recevtores solubilizados v la adenilato
ciclasa no han tenido mhs exito que solo aquellos informes en donde
ciertos fosfolividos nueden restaurar la resmuesta hormonal en la ade

milato ciclasa solubilizada del miocardiolaﬂ/,

L.os recentorgs a LH/hCG han sido ovurificados vor cromatogra-
fia de a&inidad, avroximadamente él 507 de la ovureza tebrica del sitio
de unionlaé/. T.05 recevtores solubilizados vor los detergentes se com
portan generalmente como molécnlas nroteicas relativamente asimétricas,
durante los anflisis fisicos v vmoseen un neso molecular entre 200 000
¥ 300 000. Cada sitio recentor varece unir a una sola molécula del mén
tido regulador, y las formas vurificadas vueden alpumas veces conservar
se em soluclibr con ausencia de los deterpentes. La vnosihilidad de tra-

bajar con tales receptores, mwodria vermitir el an&lisis de los factores

estructurales y conformacionales ane determinan la union de la hormona
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¥ los meacanismos de acovlamiento con las resmnestas asociadas a Ta mem

brana.

Se piemsa que los fosfolivnidos nuedan ectar involucrados va
sea en la imteraccibn esvecifica de la hormona a sus recevtores o en
alguna étapa del proceso de union, v en la activacibén de 1a adenilato

ciclasa.

Salmen Azhar y K.M~Jayaraml é/observéron los efectos de las
fosfolipasas A, " y D sobre la actividad del recevntor ronadotrofico en
las membramas plasmiticas del cuerno luteo hévino. Ohservandose aue la
fosfolipasa C' inhibié en 85-90% la wnion de la HCG hovina con su recen
tor, al ser hidrolizado el 70% de los fosfolinidos: mientras que la fas
folipasa A inhibib 75% de la actividad del recentor, cuando un L5-50%
de los fosfolinidos fueron hidrolizados. Estos resulatados surieren que
mo s6lo los gruvos hidrofflicos sino aue tawhién, los hidrofb6hicos mue

dan estar involucrados en la union de las sgonadotrofinas a su receotor

0 en la estabilizacibn de la actividad del recentor.

Um criterio vara definir a nn recentor incluye la idea de la
interaccibén entre la hormona v el recentor como un vroceso saturable.
Esto es, que existe un nfimero li~itado de sitios de union mnor unidad

celular o tisular. éCunhles son los limites v que sienificado tienen?.

La idea general es que este limite es baio. Nesde el munto de
vista fisiolégico, esto significa el niimero de recevtores aue vwodria
ser saturado con las concentraclones fisiolbsicas mas altas de la hor

mora. Pueden existir ciertos efectos farmacoldpsicos nue necesiten un
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niimero mayor de sitios va sintetizados, o nodrian existir recevtores
extra (adicionales), vara ciertas condiciones fisiol6picas que necesi
ten efectos vroloncados, como seria la secrecidn de nrogesterona vnor
el cuervo luteo, la oresencia de esos recentores de sobra o extra con

ura constante de disociacién haja, vodria dar ciertas ventaias.

Se debe mencionar aue el niimero de recentores o sitios de
nnion calculados, pvor eiemnlo a martir de una grafica de Scatchard es
s6To uma determinacibén funcional, ya aue no- wermite oonocer el nfimero
de moléculas receptoras presentes a menos aque se conozca el nfimero de
moléculas de hormona unidas a cada molécula de recentor, y nue todas
Tas moléculas del recevotor sean funcionalmente activas; se sabhe nue al
ruras moléculas de receptores que afin estando desocuvwados pueden no ser

activas, sea que esten enmascaradas o esten inhihidas.

Catt v Dufau en 1973122/demostraron en las células de Levdig
de la rata, la existencia de relaciones entre las dHsis de HCG emvlea-
das; el grado de unionm de la hormona, asi como la acymulacidn de AMPc
¥y la secrecidn de testosterona. Sus datos sugirieron la existencia de
un nimero mayor de sitios recentores al requerido nara la activacisn
de la adenilato ciclasa, y un nfimero de sitios recevtores y adenilato
ciclasa mayor que la cantidad necesaria vara observar un efecto biold
gico como seria la secrecidn de testosterona, esto los llevd a sugerir

128/

la hipdétesis de los recevtores en exceso o de sobra

I.a forma en la gue los recentores estén localizados en la
membrana plasmatica se desconoce, mero se han vrommesto alewnos modelos

basandose en el modelo m&s acentado de la membrana vnlasmitica. Se creé
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que los componentes -lividos v nroteinas- dé la memhrana, estéan disnﬁpg
tos como un mosaico, en el cual, al~-unas oroteinas estan nnidas suner-
ficialmente a la bicapa de fosfolinidos, o hien estén inmersas (embebi
das) en forma total o parcial en la worcidn hidrofdbhica de 1la hicava.
Al parecer los sitios receptores estan dismnestias en forma varcial en

la bicavpa.

Q .
12—/nronu51eron en 1947 nn modelo com

Robison y colaboradores
puesto por dos subunidades, en el cual el recentor se considera como
ura subunidad reguladora, dismuesta en la suverficie ewtracelular de la
membrama, ¥y que aaemés esté fisicamente relacionada a la snhunidad cata
l1itica, colocada en la suverficie intracelular. La hormona al unirse
induce un cambio conformacional en la suhunidad regunladora, cambio mue

modifica y activa a la subunidad watalitica vara nue convierta al ATP

em AMP ciclico.

Birnbaumer et al. en 1970139/

modifican esté modelo, intervo-
miemdo uma subunidad "tramsductora" entre la subunidad reguladora (dis
crimimadora) y la subunidad catalitica (amolificadora). ®n estd modifi
cacién, la subumidad transductora vodria ser el sitio de accidén del nu

clebtido, el cual afectaria la unién de la hormona a la subunidad regu

ladorg ¥ la Km vara la activacidn de la subunidad catafitica.

Estos modelos pueden considerarse cataliticos va que las sub
unidades esthn fisicamente cercanas y estacionarias, de acuerdo con es
tos modelos los recevtores'sobrantes" no estarian fisicamente asociados
a las unidades ciclasa y vor lo tanto las dos clases de recevntores ten

driam diferentes afinidades, asi como encontrarse en diferentes rantida
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des.

Perkins en 197313l/y Cuatrecasas en 107&1%§/nrononen v ela-

boran, respectivamente, um modelo que no se basa en las relaciones es
taticas, sino en la fluidez dé la matriz linidica de la membrana. En
este modelo, el receptor y las suhunidades cataliticas estan sevaradas
fisicamente. Asi, la hormona unida al recevtor induce: 1) un movimien
to de traslacibébn del recevntor hasta formar un commlejo con la subunidad
catalitica, o bien 2) unm efecto a su alrededor, en el cual la estructn
ra de la matriz lividica es altérada y conduce a la activiacidén de la

subunidad catalitica.

Otra vosibilidad interesante resvecto a este f1ltimo, es aque
desvués de la unidn de la hormona al recevntor vodrian obtenerse efectos
diferenciales con varias subunldades cataliticas de la adenilato cicla
sa. Esto podria activar a la adenilato ciclasa o viceversa, con lo cual
se lograria un mecanismo adicional vara la esvecificidad de la resmies
ta hormonal. Teniendo como consecuencia, qgue cada ciclasa tuviese su
propio receptor, o la existencia de una sola subunidad catalitica ci-
clasa cuyo sustrato especifico sea determinmdo vwor la naturaleza de la

hormona..
Activacibébn hormonal de la adenilato ciclasa

Algunos modelos han intentado exvlicar la comwlejidad funcio-
nal del sistema dge la adenilato ciclasa; como el estar constituida de
por lo memos de tres sitios: el sitio del recentor hormonal:; el sitio

4
catalitico, que reacciona con el ATP quelado con el magnesio (MgATP )
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Yy un sitio regulador para los nucle6tidos, que reacciona oreferentemen

133/

te con elios

A vartir de los estudios cinético;, sohre el efecto de los
nucledtidos de rsuanidina sobre la activacidn de la adenilato ciclasa
hephtica vroducida vor el glucéron, se ha sugerido aue el comvlejo de
la adenilato ciclasa vpueda existir en formas o conformaciones diversas

P
que nuedan interconvertirse, mor las acciones de la hormona y del nucld
tido. Esté modelo contemvla la vosibhilidad de oue las distintas confor
maciones tengan afinidades diferentes vara el sustrato, obteniendose

diferentes grados de activacién, segOn la combinacién de la hormoma y

el nucleb6tido presente.

Se ha observado que alrsunos anflogos sintéticos del GTF. que
resister la hidrbélisis enzimhtica, activaron algunos sistemas de la a
denillato ciclasa lo que suglere que los nucledtidos de la guanidina no
funcionman como donadores de grunes fosfato, sino como activadores alog

téricos de la adenilato ciclasalgg/.

Esto sugiere gue la regnlacidén de la interaccidén del nucled-
tido con la ﬁnidad catalitica de la adenilato ciclasa nuede ser una ca
racteristica general de la accibtn de las hormonas neptidicas. Observa-
ciones recientes sobre la activacibén de la adenilato ciclasa vor los
nucle6tidos de la guanidina han mostrado aque la regnlacibdn de la acti-
vidad enzimatica por tales nucle6tidos es independiente de la estructu
ra de la membrana, con lo cual se eleva la nosibilidad de que la hidrd
lisis de los nucleétidos nueda relacionarse al control de la actividad

135/

de la adenilato ciclasa vpor dichos nuclebtidos
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AMP ciclico

La Darficjpacién del AMPc como mediador intracelular de la
accibén de las hormomas pevtidicas ha sido avoyada ror numerosas ohser
vaciones de la resvuesta de los teiidos blanco a la hormona, tal es el
caso de la epinefrina, la cual estimula la rlicorenolisis henatica a
través de un mecanismo denendiente del AMPc,

Haynes et al.lsé/observaron gue la ACTH incrementé el coﬁtg
nido del AMPc en la corteza adrenal v el AMPc exdreno estimuléd la oro
duccibén de corticoides en la glandnla adrenal de la rata. Estas obser
vaciones han contribuido a establecer el concepto de aue el AMPc fun-
ciona como un segundo mensajero reneral en la accibdn de 155 hormonas

peptidicas.

La participaci6n del AMPc en la accidn de las gonadotrofinas
sobre la esteroidogénesis, ha sido observada tanto en el ovario como
en el testiculo. En el cuermo luteo, Marsh y colahoradoreslsz/mostra—
ron que el AMPc estimulé la sintesis de vprogesterona; ocue la LH estimn
16 no solo la acumulacibén del AMPc sino también la actividad de la ade
nilato ciclasa, ademhs el vatrb6n de biosintesis de esteroides fué idén
tico tanto en la estimulacibn con la LH como al adicionar AMPc exdgeno.
En estos estudios, la elevaci6én del AMPc enddpeno durante la estimmla-
¢ién con la LH pnrecedid a un incremento en la sintesis de vrogesterona
en dbésis bajas de LH, se observb6 en alpunas ocasiones, un estimulode

138/

la esteroidogénesis sin cambio anreciahle en los niveles del AMPc

La evidencia de la varticivacién del AMPc em la accidn de la
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TSH sobre el ovario, ha sido ohtenida en las células de la rranulosa de
los ovarios de morcino y de la rata. Marsh ha observado aque la mayor
parte o todos los efectos de las ponadotrofinas sohre los ovarios na-

recen involucrar la formacién del AMPclBg/.

Hay abundante evidencia de que las hormonas mentfdicas contro
lam muchas de las actividades de sus célnlas blanco vor estimulacibn de
la produccidén del AMPc, sin embargo se han observado d1iferencias entre
los miveles del AMPc y las resvnuestas metabdlicas de los teijidos blanco.

140/ . -
un ejemnlo es la ACTH™ — aque en concentraciones veouefias estimula la es
teroidogénesis sin cambios avreciables en la concentracibén del AMPc,No

obstante, concentraciones grandes de la hormona vrovocan un incremento

paralelo en la produccidn de esteroides y de AMPc.

A concentraciones aln mayores de ACTH, la produccidn del AMPc
continua en aumento, pero no asi la esteroidogénesis, la cual s6lo 1le
ga a ur nivel méiximo. La discrevancia entre la concentraci6én del AMPc
y Xa respuesta del teijido ha sido demostrada en el teiido adinoso, en
el higado y en la tiroides, al ipual nne en las células de Leydig de 1

los testiculos.

Se ha indicado aque el AMPc onuede funcionar como un mediador
de la acci6tn de la LA, sblo si actua a través de incrementos vecuefios
o por su traslacibn dentro de comvartimentos intracelulares veoue¥os.
No obstante, se ha observado gque la activacién de la vrotein-cinasa in
ducida por la hCH en las células de Levdip, se wuede correlacionar con

los cambios en la concentracibn del AMPc, y no con la resouesta esterol
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dogénica. Aln mas, no ha sido mosible observar un cambhio en la via de
la actividad de la adenilato ciclasa-orotein cinasa durante la estimu_
laciém de la produccibn de testosterona vor concentraciones bajas de

Fsorradotrofina.

Esto ha hecho pensar en la posibilidad de aue sea un mecanis
mo diferente al del AMPc el que vodria overar vara mediar la accidn de
la hormorra sobre lacesteroidopgénesis, ovarticularmehte durante la esti-

mnlacién a concentraciones bajas de la hormona tré&fica.

En la figura 11 se revresenta la vosible via, indevendiente
del AMPc avoyada en la disociacibn evistente entre la esteroidogénesis
¥ el AMPc a concentraciones bajas de la hormona (----). A concentracio
nes prandes de hormona, se efectna la via clésica, AMPc-~nrotein cinasas;
Marsh propone que la fosforilacién debida a la nrotein cinasa nuede re
pular la actividad de la enzima cue hidrdliza la cadena lateral del co
lesterolluoé/.

E1l aspecto de la funcibn del recentor, sea como ''recentor re
serva" o "receptor sobrante', vrovorciona un ténico nara la esvecula-
cibén y la intervretacién. Se sabe aue muchas hormonas =ueden estimular
la produccién de mas AMPc, oue el necesario vara vroducir en la célula
blanco la maxima resouesta bin16wica127’lh9/. La vresencia de n1n exceso
de recentores en la resnuesta esteroidorenica de las células de Leydig
a la hCG, ha mostrado que solamente el 1% de la mnoblacidn total de re-

ceptores necesita estar ocuvado vor la ronadotrofina, vara oroducir la

respuesta méxima.
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Sin embargo, los recevtores adicionales no estén de sobra en
relacibn a la actividad de la adenilato ciclasa, ya ane su ocupnacibn n
nor la hormona nroduce un incremento en la formacibdn de AMPc, Es vroba
ble aue el exceso de receptores tenga una particivaciédn imvortante, va
ra aumentar la sensibilidad de la cé&lula blanco cuando circulan concen
traciones bajas de la hormona, debido a nne nuede incrementar la nrobha
bhilidad de que un nimero suficiente de recentores esten ocuvados nara

iniciar la resvuesta de la cé&lula blanco.

Funcidén de las vnrotein cinasas

En acuellos tejidos, en los cuales se ha aclarado el mecanis
mo por el ecual el AMPc actfia, como resmuesta celular a 1a estimulacién
hormonal, se ha demostrado cue esté& nuclebtido ciclico actfa estimulan

do la actividad de una fosfocinasa de hroteinaslul/.

Esth enzima se localiza en el citosol, se comnone de dos suk
unidades cuando presenta su forma inactiva. La subunidad reguladora (R)
se combina con la subunidad catalitica (7)), vara formar la holoenzima
(RC) imactiva que puede ser estimulada mor el AMPc. La unidén del AMPc
a la subunidad rersnladora orisina la disociaci6~ del comvlejo RC v wor

consiguiente la activacién de la enzima.

Si se adiciona AMPc exbreno, o se eleva hormonalmente el nivel
endbgeno de AMPc se vnroduce la disociaci6fn de la enzima y se inicia la
fosforilacibén de aguellas nroteinas nne son sustratos de estéd wrotein
cinasa. La activacibn de estad enzima narece ser el mrincivnal o auizas

el Gnico mecanismo, vor el cual el AMPc funciona como sernndo mensaje-~
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ro en la transmisibébn de las sefiales hormonaleslhz/.

La nresencia de la "rotein cinasa, denendiente del AMPc, ha
sido demostrada en casi todos los teiidos animales. Sin embarpo, se de
be indicar que en la mayoria de los r‘si’,ucl.‘i;os realizados se han emvlea-
do histonas como sustrato nara 1a enzima vy en =muy mocos casos se han
demostrado los verdaderos sustratos de estas enzimas, tal es el caso
de la fosforilasa de‘la rlucoreno sintetasa v de 1la livasa del teiido

adiposo.

La probabilidad de oue estid enzima sirva nara mediar todas las
acciones del AMPc en los diferentes tejidos vy en los diferentes organis

115/

mos sugiere la existencia de ~ran nfimero de sustratos esvecificos lo
calizados en los tejidos blanco, asi como, formas mfltioles de esta en

zima en las células animales.

La cavnacidad de la vprotein cinasa wara fosforilar diferentes
proteinas, como la caseina y las histonas, ademéas de 1a fosforilasa ci
nasa, muestran sﬁ rotencialidad vwara funcionar como una nrotein cinasa
general y la vogibilidad de oue esté& actividad actfie rerulando las di-

versas funciones fisiolbgicas.

Se ha sugerido que la fosforilaci6bn de las hiastonas, ricas en
lisina, sea un paso preliminar en la inducci6én de las enzimas, ya aue
se ha mostrado que existe un aumento en la sintesis de vnroteinas como

L .
respuesta al AMPcl'é/. Ruddon y Andersonlu&/observaron una actividad de
protein cinasa en los nficleos del higado de rata, cue vnede ser estimu

lada por el AMPc.
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15/

Jungmann et al.l'— nrovonen one la accidn de las ronadotrofi
nas en el cuervo luteo, se acomma®a de 1la traslacihn del citonlasma al
nficleo, de la wnrotein cinasa denendiente del AMPc, entre otros sitios

intracelulares. Sin embargo, auncune la estimulacidén de 1los wrocesos bio
sintéticos por el AMPc, sugiere aune tal efecto ocurre en la transcrine

cién del RNA mensajero, los efectos del AMPc sohre la sintesis nroteica

se han encontrado frecuentemente a nivel de traduccidén.

Esté mecanismo ha sido observado en la sintesis de las enzi-

s . . 1h6/7
mas, que varticivan en la esteroidorénesis de la corteza adrenal h—'v

en la sintésis de nroteinas de 1a hi-6fisis de hovinoslhz/. La accibn
del AMPc¢ sobre los orocesos -de tradnccidn, supiere oue la accidn de la
protein cinasa vodria ocurrir a través de la fosforilaci6n de las nro-
teinas ribosomaleslhz/.

No obstante, la capacidad de estas cinasas activadas nor el
AMPc para fosforilar a los ribosomas o a las vroteinas ribosomales no
parece ser ﬁn pago importante en la funcibn ribosomal, indicando que la

fosforilacibén en esté sitio no constituye una funcibn esencial de esté

cinasa,

Las diversas funciones del AMPc asociadas a las funclones mem
branales, permeabilidad, transmisidn sinéntica, secrecidn e inhibicién
vor contacto, supgieren que la fosforilacibn de las vroteinas de la mem
brana plasmhtica tengan una vnarticivacién immortante en la funcidn de
las protein cinasas activadas mor el AMPc: esta mosihbilidad encuentra
apoyo al demostrarse: 1) actividad de nrotein cinasa denendiente del <

/ . 4a
AMPc en las membranas celnlares del cerebro de ratalhé, y del hlgadol'—/

.
1
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y de los eritrocitos humanoslsg/; 2) en algunas fracciones de las mem

branas vlasmaticas del mfisculo cardiaco del cerdolql/, se ha localirzado
la fosforilacibn de las vroteinas mediada wmor el AMPc: 3) la accidn de
aleunos neurotransmisores en la sinavsis, puede ser medlada vor la fos
forilaciftn de una vproteina eswecifica localizada en 6 la nenrona vostsi-
nénticalsé/.

Todas estas observaciones susieren cue los efectos de los neu
rotransmisores vy de las hormonas newntidicas, en v»rocesos de vermeabili-
dad y de secrecibny oueden devender de la fosforilacién de vroteinas es

vecificas localizadas en la membrana. Sin embargo, resulta dificil ads-

cribir estéd funcién a la accién de todas las hormonas mevntidicas.

in segundo tema de discusibn, es cue al tratar de revisar los
diferentes datos vublicados, se vueden vresentar dos nosibilidades: a)
que existan formas mfiltivles de la vorotein cinasa con diferente afini~
dad al AMPc y diferente esvecificidad vpara su sustrato, o bien b) un
mismo tipo de enzima con pronledades semejantes resvecto al AMPc y que
pueda utilizar una amvlia variedad de sustratos y vor lo tanto la res-
puesta mhxima de un téjido blanco denenderia de la cantidad de orotein
cinasa disponible.

Lanmanlhé/pronone que todas las enzimas actuén sobre una ams
plia variedad de sustratos y que moseen afinidades comvarables con el
AMPc, con lo cual la localizacidén de la vrotein cinasa en diferentes
organelos o compartimentos intracelulares es consistente con la cavaci
dad potencial de estéd enzima vara mediar las numerosas acciones del AMPc

en la funcibébn celular.



Sin embargo, la diversidad de las resvuestas celulares a un
mismo nucledtido (AMPc) debe estar determinada, nor la naturaleza de
los sustratos de la vrotein cinasa, voresentes en un "sitio critico" de

la accibn del nuclebtido dentro de la célula blanco.

Todo esto nos lleva a nmensar, aue la resmuesta al AMPc, de nna
célula dada, este determinada mor los vrocesos aque rernlan la evoresién
genética y la diferenciacién celular, v esvecificamente vor la sintesis
de los sustratos esenciales que conferirian individualidad a la resoues

ta de cada célula blanco a la accidn hormonal.

Desarrollo de las cé&lulas foliculares y de las células luteales

En el ovario de los mamiferos existen cé&lnlas germinales no
proliferativas. Algunos oocitos crecen, mientras otros son mantenidos
en ur estado de renoso nor afios. Aunque se desconoce la sefial o sefia~
les que informan a un oocito aque inicie su crecimiento, varece aune la
iniciacidn ocurre al azar, indevendientemente de la estimulacibén de la
hormona hipofisiaria, y aparentemente de la cantidad de oocitos conteni

dos en el ovario.

A vesar de que, con la edad ocurre una disminucibn en el nfime
ro de oocitos totales, existen muchos mecanismos reguladores vara asegu
rar que esten presentes foliculos totalmente desarrollados, cavaces de

responder a la exvlosibén ovulatoria de la LH.

Algunas esmnecies, como la Viscacha (roedor Sudamericano) ovulan

muchos huevos (300-700 huevos), la mayoria de los cuales no son fertili
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zados. En el otro extremo, existen esvecies como los nrimates incluyen
do a la mujer, que ovnlan un huevo vor ciclo, el cual al ser fertilira
do se imnlanta normalmente. La regnlacibén del nfimero de huevos ovinlados
por ciclo fertil parece ser esvecifico de la esnecie e involucra meca-

nismos regulados por las secreciones ovaricas e hinofisiarias.

E1l desarrollo folicular se caracteriza nor la formaci6n de
una capa de células de la rrannlosa, nrobablemente mediada :vor influen
. .. 156/ ., .
cias locales del oocito™ =~ . Esto se continfia mor la nresencia de una
membramna secretada vor las células de la granulosa, v la orranizacibn
posterior de las células estrbématicas, localizadas a su alrededor, en
154/

una c#pa externa llamada teca . El1 desarrollo folicular subhsecuente

parece depender grandemente de las gonadotrofinas hinofisiarias.

En el ratén se ha observado aque diariamente, un nfimero determi
mado de foliculos inicia su crecimiento y aque esté continfia hasta oue

1 PN
154/. ®Bste nroceso de crecimiento

ocurre la ovulacibén o bien la atresia
folicular puede ser dividido en dos fasess: 1) 1la nrimera fase toma 1l
dias e involucra tanto el crecimiento del oocito como la lenta wrolife
racibn de las células de la grannlosa (foliculos con menos de 20 célu-
las a 100-200): 2) la sepunda fase tarda sblo 5 dias & involucra la
presencia de un antro y un incremento en la velocidad de vroliferacibn
de las células de la granulosa, estd también se ha ohservado en la rata.
Asi, durante el ciclo estral, las liberaciones de la FSH, la ILH v la PRL

se superponern en un continfio nroduciendo folficulos en todas las diferen

tes étapas del desarrollo.

Mientras la velocidad de crecimiento de los foliculos veane Hos
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mo parece variar durante los orimeros 1/ dias del ciclo, el crecimien-
to continfio devende de las pgonadotrofinas, esto susiere que los folicn
los vequefios requieren s6lo de concentraciones basales de ronadotrofi-
nas y no son afectadas vor la liberacifn exnlosiva; va aue una vnoza de
foliculos preantrales grandes, en desarrollo, esté oresente siemvre y
nocos foliculos ovulan, existe la mosihilidad de aune los folicnlos des
tinados a ovular y luteinizar sean seleccionados de estd moza, vor el
-pico de la hormona gonadotrofica vwroducida nor el ciclo anterior. Asi,
la liberacidn explosiva nuede actuar como vromotor nara rue esos folicu

los emniecen la fase final de su crecimiento.

BEstad filtima fase parece ser narticularmente critica, ya aue den
tro de los dias finales, los foliculos desarrollan los mecanismos vara
ovular y luteinizar o se vuelven atresiwos. Por lo aque, la liberacidn
explosiva de las gonadotrofinas vosiblemente tenga dos funciones vrin-
cipales: marcar el inicio y el mantener la maduracién de los foliculos

destinados a ovular.

Si como se ha sugerido, los foliculos resvonden en forma desi
gual a las condiciones hormonales ciclicas éCuéles son los factores 1i
mitantes? ¢ Bs estéd, la étapa de diferenciacidn de las células de la te

ca o de la granulosa, o ambas?.

Se han encontrado recevtores a la LH, en las células de la te
ca ¥y en las células de la granulosa, con lo cual vodria esperarse que
dichos foliculos résvondiesen al vnico de la.LH, ovnlando y siguiendo

la luteinizacién, mientras que aguellos foliculos cuyas células de la
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granulosa tengan »oco o ninpidn recentor a la LH se volverian atresicos.

A este resnecto, 1los mecanismos aue rernlan la avaricibn de
los receptores a la LH en las células de la sranulosa e e incrementan
la sensibilidad de las células de la teca, lleran a ser narticularmen -
te imvortantes. Alternativamente aleunos foliculos mueden desfasarse
y aunque han desarrollado los mecansimos mnara resmonder a "n vico de LH

o de FSH, nueden desenerarse si 41 o los nicos no se nresentan.

Midgley et al.lsé/nrononen aue el nimero normal de oocitos a
ser ovulados nudiera ser una consecuencia de una seleccidén de retroali
mentacibén dinamica, en la cual las concentraciones bhasales de las gona
dotrofinas son las limitantes, De acuerdo a esti teoria, un incremento
pequefio en estradiol causaria una caida en la secrecibn‘basal de rona
dotrofinas, la cual llevaria a una baja en estradiol, originando que
algunos foliculos se vuelvan atresicos. Tna disminucidén en estradiol
vodria causar un aumento en la secrecibn basal de gonadotrofinas, rese
catando as{ al resto de los €oliculos.

Con base en lo anterior, Richards y Midgleylsé/des%rrnlléron
l1a hipbtesis de aque la étapa de crecimiento folicular v la diferenciae
cibn devlas células foliculares tanto de la teca como de la granulosa
determinan quéfgaldohides resvonderan al vico de las gonadotrofinas na-

ra iniciar la fase final de su crecimiento.

Las diferentes resnmuestas de los folicunlos a las acciones de
las gonadotrofinas puede estar relacionada, al nfimero de recentores vor

célula, a el acovlamiento de esos recentores a sistemas intracelulares,
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a cambios en programas intracelnlares dentro de diferentes tivos celu-

lares y/o a otras cosas.

Los estudios auntoradiorr&ficos disefiados vara localizar los
sitios intraovaricos de unién a FSH y a LH mostrafon nue la FSHW vodina
da se une exclusivamente a las células de la sranunlosa, mientras nue la
hCH marcada se une a las células de 1la teca y a las células intersticia

15
les, y ocasionalmente a las células de la rranulosa 5’152/.

Eshkol y Lunenfeldlsé/nronusieron la evistencia de =sitios de
unién a FSH en foliculos mequefios con s6lo una cava de células de la ¢
granulosa. El crecimiento folicular, estimulado vnor la FSH, se caracte
riza por la formacibn de las células de la granulosa y la formacidn de
uma membrana basal. Para un crecimiento folicular vosterior se reouie-

re en forma imvortante 1la vnarticinacidn de la LH.

Zeleznick et al.lsz/

mostraron aue la FSH es cavnaz de actuar
en los foliculos preantrales prandes en las ratas inmaduras vara esti-
mular la aparicién de recentores a LH v la actividad de 3-hidrovieste-
roide deshidropenasa en las células de 1la granulosa asi como la forma=
cibn del antro folicular.

158/

Goldenberg et al. observaron que los estrbgenos estimulan
la proliferacidn de las cé&lulas de la franulosa evitando la atiresia en
algunos folfeulos en ratas hivofisectomizadas. En estas mismas células,

se ha detectado la vpresencia de recevtores esvecificos vara los estrd-~

genos. Sin embargo, un camhio en el contenido de recevtores nucleares a

estradiol en las célnlas de la sranulosa muestra un aumento en_
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mido de receptor nuclear, el cual se asncia con el crecimiento folicu~

lar, mientras aue la disminncidén en el nfimero de recentores se asocid

con la terminacidén del crecimiento folicular y a la luteinizacién o a-
. -

tresia. Estos resultados sugieren aue los estr6eenos nodrian wromover

la diferenciacidn, asi como el crecimiento de las cé&lnlas de la granu-

losa.

Por 1d\tan£0, las acriones de las ronadotrofinas nara mromo-
ver el desarrollo folicular »rosresivo, mnarece estar ahierta al menos
a dos exvlicaciones diferentes: la FSW v la LH nodrian actuar sobre las
células de la sranulosa y las rélulas de la teca de los foliculos neaug
fios para estimular la sintesis de estrbésenos, y oue estos causen la vro
liferacibn de las cé&lulas de la eranunlosa v un anmento en los recentos

res a FSH.

De acuerdo a esté hindtesis, conforme los foliculos creciecen
se esperaria que se prodnjecen mhs estrbmenos y adquiriéran més recevoto
res a FSH hasta que, como los foliculos vreantrales grandes, llepfuen a
mosﬁrar la mavor resvuesta a FSH v una vez estimilados mor el vwico de

FSH entrarfar a la fase final del crecimiento(Fig. 12).

lna segunda hivbtesis wronone ague cuando los folffulos ranan
la capacidad de producir estrbépenos llersan a ser muy sensihles en su
respuesta a las rponadotrofinas e inician la fase mhg ranida de creci-

miento.

=4
Richards y Midnlevl'é/demostrarnn rn las células de la rranu

losa de ratas hinofisectomizadas, one la administracidén de estrbeenos,



51

desoués del tratamiento con hFSH incrementd marcadaumente la velocidad
de anaricibn de los recevtores a 17, wmientras nue anuellas ratas hino-
fisectomizadas nue sb6lo recihieron estrArenos mostraron una disminucidn
en la concentracibn de los recentores a 1Y, vy anmiellos animales oue s6-
1o recibieron FSH no nostraron resonesta alpuna. Estos resultados indi-
can gune la FSH induce la presencia de 1o0s recemntores a LH, v que los es

trhrenos sb6lo ammlifican este efecto.

En esos experimentos, estos antores encontraron aue aauellas
ratas hivofisectomizadas oue recibieron s6lo estradiol o sblo FSH, res
vondieron a una dbésis elevada de LW nroduciendo foliculos atresicos,
mientras que 1los animales que recibhieron estrbgenos y FSH resnondieroun

a la administracib6n de la LH con la Inteinizacion.

Estos datos susieren la accifn sinérgica de los estrérenos y
la FSH nara vrodncir foliculos canaces de resnonder a la vresencia de
la LH con la luteinizacidén, va ane 1los foliculos que estuvieron en nre
sencia de una sola de ellas se volvieron atresicos, como resnuesta a la

nresencia de la LH.

Exverimentos vosteriores, mostraron oue la administracién de
FSH, f4nicamente, prodfijo un aumento en la unidén de esta hormona a las
células de la granulosa, y que la inyeccibn de estrbsenos nrevia a la
FSH mo mostré efectos directos o indirectos en el nfmero de sitios de
uni6én vara la FSH nresentes en las célnlas de la granulosa, 1o cnal su
Firi6 a estos autores estrbHgenos narecen inducir cambios en ciertos sis

temas intracelulares ane amvlifican &1 o los efectos resultantes de la

umibén de la FSH a sus sitios recevtores.
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La forma en gue los estrdrenos nodrian marticivar, incluve
diferentes niveles mor eiemnlo: modificardo el sistema adenilato cicla
say aconlando o desacovlando a 1os recentores de la T.H: o hien los es-
trbgenos vodrian estimular la nroduccidn de esnecies de RNAm esnect fi~
aslY/

c las cuales estarian involucradas en la ewnresifn del efecto

de la FSH.

Coﬁ base en los exmerimentos descritos, Richards v Midrlev
modificaron su hinbtesis, en la cual la FSH actuaria en los foliculos
pequefios incrementando tanto sus recevtores como la proliferacidn de
las células de la granulosa, y sbdlo cuando los foliculos adguieran la

cavacidad para producir cantidades significativeas de estrbmeno (muizas
solamente en las etapas finales del desarrollo, taleé como grandes fo
I4iculos prenatales), éntonces el vatrbén de diferenciacidn de las célu-
las de la granulosa se alterara, de una mroliferacidén celular lenta a
uma proliferacién més rénida, con anmento en su resvuesta a las gona=

dotrofinas.

Asi, el desarrollo de los mecanismos nara la nroduccibn fnli
cular de estrésenos vodria ser —recissmente cronometradn y determinar
si un foliculo dado adquiere los mecanismos adecuados nara resnonder
tanto a FSH como a la LH nara iniciar la fase final del crecimiento ¥y

ovular.

De acuerdo con esta modificaci6n, la diferenciacidn de la ca
pa de células de la teca seria immortante en el desarrollo folicnular
1AL
(Fig. 13). A partir de los datos de Rvan et al.lgg/, v Marris v Ryan —,

se acepta que la mavor narte de estrogeno ovarica es de oricen folien-



lar v que su sintesis devende de la accidn de FSH y LH ijuntas, ya aue
ninfuna de ellas mor sevarado estimnlé la wroduccibn de estrdreno en
ratas hivpofisectomizadas v en marticular las cé&lulas de la teca sinte-
tizen la mayor marte comvaradas con las células de la rranulosa.
162/ . i

Moon et al.” = sugieren oue las cé&lulas de la pgranulosa son

capaces de aromatizar la testosterona en nresencia de la FSH. Posterior
1R3/ . .

mente, Armstrong = observb aue en ecnltivos de células de la granulosa
de rata, los andrbdeenos influyen en la secrecidn de los estrbgenos, ya
aue sirven como sustrato para la actividad de la enzima aromatasa indy

cida vor la FSH y ademés narticivan en el mecanismo vor el cual la FSH

aumenta la actividad de la enzima.

Estas observaciones, nnidas a la ausencia de recentores a FSH
en las células de la teca, supgiere la existencia de algun #ivo de inter
accibn entre estas ¥ las células de la granulosa a través del basamen~-

to folicular.

En resumen, en el desarrollo folicular narecen varticinar: el
crecimiento de los oocitos: la nroliferacib6n y diferenciacién tanto de
las células de la teca como de las céinlas de la rranulosa., Los cambios
en esas células parecen ser interdenendientes y secuenciales; coordina
dos parcialmente y dependientes de los cambios ciclicos que ocurren en
la secrecibn de las gonadotrofinas hinofisiarias. Es nrobable que a tra
vés de mecanismos de retroalimentacién, esos cambios sean necesarios pa
ra asegurar que un nfmero limitado de folfculos, denendiendo de la esve

cie, sean capaces de ovular en resmesta al nico de 1la LH en el ciclo.
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Una vez aue el vroceso de la luteinizacifn indncido vnor la LH
ha sido iniciado, la LH va no es recuerida mara la fase inicial de difg
renciacién (1-3% dias) o para mantener la frnneién de las células luteas,
como lo sugiere el incremento en la secrecidn de vrogesterona observado
durante el pseudoembarazo y el embarazo temvrano (3-8 dias), sin embar

1AL/

go algunos datos -~ indican aue a mefliiados de la restaciém de la rata,

la LH es requerida nuevamente.

Observaciones recientes vermiten sumoner aue tamhién la nrox
lactina puede stener alguna accibn conjunta con la LH v los estrérenocs.

RichardslGj/

observd un incremento en el contenido de recentor nuclear

a estradiol en las cé&lulas luteales de la rata, durante el embarazo. La
posibilidad de que en la rata, el estrdgeno, sea luteotrdfico es vorque
la produccibn de la vpropesterona nuede ser mantenida mor los estrégenos

166/

en ratas embarazadas e hinofisectomizadas desnués del dia 127 ~,

Aunrque los mecanismos vara mantener la funcién de las células
luteas se desconocen, se sabe cue el aumento de los recentores a estra-
diol en esas células, durante el embarazo, es naralelo al incremento en
los recentores a LH en el mismo tino celular y a la actividad de la ade
nilato ciclasa e inversamente relacionado al recevtor a vrolactina. Al,
resvecto Richards y Midgley surieren nue 1la LH vodria incrementar los
recentores a prolactina y ésta filtima anmentaria los recentores a la LHF
en la célula lutea en desarrollo, mientras aue la FSH en vwresencia de
estradiol incrementaria 1los recentores a LH en las células de la rrann

losa.

Estos datos sugieren que la nrolactina wor un lado, y la FSH



y el estradiol vor otro, nueden remilar la sinteris de nna vroteina, co
mo seria el recentor a LH, vpor lo aue seré interesante estudiar los me-
canismos por los cuales aquellas hormonas modifican la transcrivnci6n de

genes especificos.

En suma, los foliculos y el cuerno luteo marecen =epuir etas
pas esvecificas de diferenciacion, cada ertado caracterirzado nor reaug
rimientos hormonales tamhién esnecificos. ElL desarrollo folicnlar vare
ce involucrar la accifn secuencial de las hormonas sohvre las células de
la granulosa, de tal forma cue la accidn de nmna rormona nuede determi-
nar el contenido celnlar de su nronio recentor v en una accibén sinérei
ca con una segunda hormona vuede determinar la nresencia del recevtor
a una tercera hormona. Asi, se ha_mostrado aue el estradiol aumenta sus
recevptores en las células de la rsranulosa v la FSH incrementa los suyos;
adembs el estradiol y la FSH inntas incrementan Lésrrecevtores:da LH en

esas mismas células.

La atresia puede presentarse como resultado de la estimulacibn
hormonal (LH o un vroducto de la acciétn de la LH, testosterona) o hien
como resultado de la ausencia de una estimmlacidn hormonal adecuada, De
cualquier forma, la atresia estéd asociada con la nerdida de recevntores

a estradiol, FSH y LH,

La terminacién del crecimiento folicular mor la luteinizacibn
inducida vor la LH, se asocia con la merdida de recentores a FSH: una
disminucibén en los recevtores a el estradiol v a la LH, v un anmento en
los receptores a la prolactina. Los recentores a la LH en las células

luteales v la vroduccién de nroresterona son incrementadas en forma sub
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secuente s0lo si 1la nrolactina est& vresente durante los nrocesos nri-
marios de la luteinizacidén (dentro de las L8 horas de la estimnlacién

de la LH).

Aunque, el incremento en los recentores a LH y la voroduccibn
de nroresterona vpuede sugerir que el recentor a LH sea limitante nara
la produccidn de vrogesterona, no existe evidencia de ello durante el
veriodo wrimario de la luteinizacién. E1 aumento en los recentores a la
LH v el incremento en la wnroduccidn de la proresterona vodrian nresens

tarse como eventos indenendientes re~ulados mor la nrolactina.
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HORMONAS LIBERADORAS

A vartir de la observacitn de nue los factores emocionales y
amhientales influian en la renrodunccidn, se emnezd a investipar la re-
lacibébn entre el sistema nervioso central y la secrecién de las gonado-

trofinas.

Los exverimentos realirados, establecieron la evistencia de
un control hinot&lamico sobre la 1iberacibn de las rormonas gonadotro-
finas, vostulandose aue dicho control se ejercis mnor sustancias neuro-
humorales oririnadas en el &rea de la eminencia media del hivotalamo,

[3
transvortadas a través del sistema sansuineo norta hinofisiariol 5/.

E1 desarrollo de nuevas ideas sohre el control neurohumoral
parece haber emnezado con la teoria de Hinsey v Markee en 10331A2/, de
que un estimulo hivnot&lamico activa al 16bulo nosterior de la hivbfisis,
el cual, a su vez activa al 16bulo anteriqr vor medios hormonales.

Marsha1117g/mostr6 que el sistema nervioso central estaba in-
volucrado en el control de la liberacibébn de las hormonas ponadotrofinas
enfatizando 1la imvortancia de los estimuips evyteriores aue actuaban a

través del sistema nervioso v de la adenchin6fisis en la regulacién de

los ritmos y del ciclo renroductivo,

Posterior al descubrimiento de un sistema vorta hivofisiario

; 2
efectuado vpor Pova y Fieldinzlql/: Harris y Green17;/

demostraron clara
mente que la direcciébn del fluio sanpuineo {ba del hinotélamo a la »i-

tuitaria, por lo que nostularon, nue el control hivotdlamico sobre la



hivnbfisis se efectuaba vor medio de un mecanismo neurohumoral.

Esta hindtesis sunonia ove las terminales nerviosas de las fi
bras del hivpotidlamo liheraban transmisores humorales a los cavilares de
la eminencia media, los cuales al alranzar la adenohinbfisis regulaban

su funcidn gonadotrofica.

Este punto de vista se relacionaba indirectamente con la teo-

ria de Bargman]“?é/’ 174/

y Scharrer v Scharrer la cual suvonia aue las
hormonas del 16bulo posfertor, la ovitocina vy la vasonresina, eran for
madas dentro de las células neurosecretoras del hivot&lamo y nostefioz
mente, transportadas a través de los avones de la via hinot&lamo-hivbfi
sis a las terminales nerviosas en el 16bhulo neural, el cual servia como

almacén y centro liberador.

La vprimera evidencia de la evistencia de un sistema neurohumo
ral hivotélamico aue regnlara la liberacibn de la LH, fué nrowuesta, in
vendientemente, mor Mc Cann175/y Harris et a1.17§/. Posteriormente, di-
ferentes grunos de investiradores demostraron ~ue los evtractos de alen
nas esmnecies de animales eran cavnaces de estimular 1la liberacién de la
LH177_18l/. Cuando encontraron oue los ertractos hinotélamicos de estas
especies eran capaces de estimular la liberacibébn de otras hormonas hivo
fisiarlas como la tirotrovina y la hormona de crecimiento, entre otras,

dichas sustancias fueron llamadas factores liberadores, a las oue mis

tarde se les desipndé hormonas liheradnras.

Al princinio, se menso en la evistencia de dos sustancias 6i-

ferentes responsables de la esti=ulacidn nara liberar a la IH v a la
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FSH . Sin embargo, al obtenerse del cerdo la hormona liberadora de

la LH (LH-RH) nura, se observé nue estimnlaha la liberacidn de amhas
%,18!

hormonas, en ratas, chimvancés y en el homhre'm".L 4/. En ese momento,

no estaba claro si la actividad liheradora de FSH wmor la LH-RH morcina

se debia a alguna vroniedad intrinseca de la molécula o a una contami-

nacibn con la FSH-RH.

La inactivacibn enzimética de la LH-RH nrodujé la verdida de
la actividad de FSH-RH, Se observd aune se reaquieren nanopgramos dela LH
-RH para’éstimular la liberacibén de la FSH y la LH, tanto "in vivo" co
‘mo "in vitro". Al ourificar la LH-RH y FSH-RH humana, se observbd oue
las fracciones de LH-RH estaban siemvre asociadas con una actividad con
siderable de FSH-RH, se suvone nue las hormonas liberadoras hinoté&lami-
cas humanas vnoseen caracteristicas ouimicas, semejantes a las de los =

animales.

18%'182/, fueron los vnrimeros en

Schally v sus colaboradores
encontrar que las hormonas liberadoras eran de naturaleza vevntidica y
observaron que al tratar esas hormonas con diferentes enzimas, sb6lo al

gunas endovevtidasas como la auimotrinsina y la vavaina suprimieron su

actividad biolbgica.

Al conocerse la secuencia de aminoécidos, la vresencia del ni
roglutamico como residno N~terminal evuolicaha norque la hormona no se
inactivaba al tratarla con alrunas evovevntidasas y por otra parte, sis
gulendo la derradacibn de Edman, se nudo ewnlicar la resistencia de la
hormona a la accibén de 1la triveina derida a la nresencia del enlace ar-

ginina - prolina.



o7

Ya que existia la vosibilidad de oue 1la molécula de la hormo
na liberadora de la LH y la FSH tuvieran carhohidratos, se sometid di-
cha hormona a la accibdn de la neuraminidasa, nero no afect6 su activi-
dad. E1 tratamiento con peryodato »rodfiio una inactivacidn marcial 1la
cual pudo ser explitada nosteriormente wor la ovidacifn del residuo
triptofano, al parecer este aminon&cido es esencial nara la actividad

biolbégica del nolinévtidolgi/.

La vrimera estructura en determinarse fué la LH-RH mnorcina

186/ . s . .
=", obteniendose un de€anéntido con la siruiente secuencia:

(piro) Glu—His—Trn-Ser—Tvr-Glv—Leu—Arn—Pro—Gly—NH? , la cual fue com-

187/

probada, entre otros, vor Baba et al. ouienes obtuvieron la misma

secuencia (Fig, 14).

Mecanismo de Accibn

Se han vrovuesto diversas hindtesis vara evnlicar el mecanis
mo de acci6ébn de la hormona liberadora de las ronadotrofinas (Gn-RH) las
cuales se basan en diversas ohservaciones efectuadas al estimnlar hind

fisis con la hormona liberadora.

Al parecer la LH-RH actia sflo en la liberacibén de la LH v no
en su sintesis, por 1o aue se niensa en la evistencia de farctores nece
sarios que afecten la accién de la hormona liheradora como seria : una
fuente de energia vara el transnorte de la LH a través de la membrana
y vara que dicho transvorte se efecrtne tal vez sea necesaria la nresen

cia de iones esnecificos.
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Samli y Geschwind™ — estudiaron en nituitarias de rata, los
efectos de los inhibidores metaholicos en el factor libherador de la
hormona luteinizante (LH~RF) sobre la liheracidn de la LW: asi como los

* g del k*.

efectos del Ca’
Sus resnltados mostraron ane los inhibidores metabolicos co-
mo el 2,4~dinitrofenol y la oliromicina no afectaron la liberacibn de
la LH, lo que vpodria indicar ane la liberaci6tn y la sintesis de la LH
sean fenbmenos separados, Aunaue debe tomarse en cuenta one concentra-

ciones grandes de oligomicina alteran el funcionamiento de la cé&lula.

Se encontré que el ca** era necesario vara la accién de los
extractos hinotélamicos. Estos autores sugieren nue el Ca++ nodria for
mar varte de un comvlejo, el cual transvortaria a la LY a través de la
membrana y después de haber entrado a la célula iniciaria el nroceso de
la liberacibn por inhibicibn commetitiva a la unién de la LH a otras
proteinas, a las cuales vodrfa estar unida, libertandola vara su secre
cibn, o podria activar a alsuna enzima involucrada en la liheracidn de

la LH.

Una concentracibn elevada de Kkt anmento la libheracibn de la
LH, vero fué devendiente de la wnresencia de Oa++, ademés ¢e tener un

efecto aditiwo.

18q/

Por otra ovarte, Jutisz v Pe la Llosa™ — estudiaron en hin6fi
sis de rata, los requerimientos de Ca** yv Mg**yn o1 wedio de incubacién
para la liberacidn y sintesis o activacién de la WSY debhida a la FSH-RH,

Sus resultados mostréron que la libheracién "in vitro" de la ¥SH, al ser
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estimulada vor un factor esvecifico (FRF) o inesmecifico (AMPc o Kf) re
. .+t . ' .
quieren la vresencia del Ca en el medio externo, asi como su sintesis

o activacibn.

Estos datos, confirman los resultados de Samli y Geswind, res
necto al requerimiento del ¢a*Ten 1a 1iberacién de las ronadotrofinas.
Sin embargo, la participacibn de este ion en la sintesis de la FSH no
estl clara ya que no se sabe si este nroceso sea un fenbmeno secundario
originado por la liberacidn de la FSH o sea inducido nor la hormona 1i-

beradora o por la concentracidn elevada del K+.

Se ha observado que la LH-RH afecta el mecanismo de secrecién
de la LH nor una accidn directa (liberacidn de la LH mor si mismm) o »
vor medio de la formacibén de un factor vroteico, tal vez bajo control
ovarico 199/.

Otra hivobtesis sugiere aue asi como las hormonas gonadotrofir-
cas LH v FSH efectuan su accidn vor medio de la estimulacidn de la ade
nil ciclasa y la formacibén, y liheracidn del AMPc, la hormona liberado
ra de las gonadotrofinas (Gn-RH).

Estudios recienteslql/efectuados en células dispersas de hi-
pbfisis ovina mostraron la liberacibén esnecifica del AMPc y de la LH
debida a la Gn-RH. Ademés la désis minima efectiva nara liberar AMPc y
LH fué la misma, asiccomo los vatrénes temmorales de liberacibdn. Estas

observaciones anoyan €sta fltima hindtesis.
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RRGULACTON DE LAS ACTIVIDADRS HORMNNALES

Hasta este momento hemos descrito, aune el hivotdlamo resnla
la funcidbn hivofisiaria afectando la secrecibn de las hormonas ponado-
troficas y de algunas otras hormonas hivofisiarias a través de los fac

tores liberadores.

A su vez las hormonas ponadotroficas (tema »mrincinal de este
trabajo) tienen un efecto sobre la esternidogénesis en las ménadas, ob
teniendose como fenbmeno seneral, el control de 1a maduracidén de las
células rerminales (oocitos v esmermatozoides). De estéd forma se nlan-
tea que la funcidn gonadal vuede verse afectada tanto nor la funcién

hipofisiaria como por la funcibn hinotélamica, ambas a larera distancia.

Indicaremos ahora, los mecanismos vmor los cuales, el produc_
to de la funcibdbn gonadal, aque son las hormonas esteroides, vueden a su
vez afectar la secrecibn tanto de los factores liberadores (hormonas
hipotalamicas) como de las hormonas hivnofisiarias, origsinando asi me-
camismos de autorggulacibn nosifivos v nersativos (retroalimentacidn)
que permiten controlar a diferentes niveles la funcibén de todos los 6r

ranos narticivantes (hivwotélamo, hivnHfisis v ebHnadas).

Este tivpo de regulacidn fué surerido desde 1932 wor Moore vy

Price, y Meyer et al.lQZ.le/

guienes mromisieron oue la adenohinbfisis
¥y los ovarios estaban relacionados a través de interacciones hormonales
¥ que los esteroides sevuales actnahan directamente sobre la hindfisis

suprimiendo la secrecibn de las ronsdoirofinas,

. 101
Esta hivdtesis fue reforzada mor Holwer v Junkmann J/,nuienes
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nrovusieron la evistencia de un centro sexnal hinot&lamico u obrdos-cen-
tros localizados en otras repiones del sistema nervioso central. Esto

es, que las hormonas esteronides secretadas vwor las gHnadas baio la in
fluencia de las monadotrofinas hinofisiarias reduce la secrecién de la
LH v la FSH de la hinbfisis, de est& forma la secrecibn de la LF v la

FSH mantieng 0Gna-telacibn inversa con la secrecibn de las hormonas es-
terofdes. Por eiemplo, em la castracidn donde eviste una disminucibdn en
la concentracién de hormonas esteroides, se nbserva una mavor secrecidn

de LH y FSH.

5/

Flerko y Szentanothailoé imvlantaron fragmentos de ovario en
el hivot&lamo, cerca del nficleo naraventricular, logependo la inhibiqibn
de la funcibén romadotrofica, de 1o eoue concluveron oue la retroalimenta
cibébn vwor los estrbgenos requiere una mediacidn hinotélramica, esto tamd

bién ha sido pronuesto vor otros investimadoreslq6a’b;Iq7a’b’2/.-

198/

Bogdanove "= encontrd aue la imvlantacidn de estrbdHgenos tanto
en el hinot&lamo como en la hindfisis tenia un efecto inhibidor sin em-

9 .
l'g/ohservéron que en el conejo, el imvlante

bargo, Kanematsu y Saw§er
intrahipot&lamico era mas efectivo aue el immlante intrahinofisiario.
De ahi, estos autores, concluyeron aue el hivot&lamo contiene elementos
rerviosos sensibles.a los esteroides;, mientras ane Bopdanove concluye

que los esteroides llegan mas facilmente a la hinHfisis a través de una

via hipotélamica que cuando son imvlantados directamente.

Progestagenos

Los efectos de la nroresterona son menos esnectaculares aue

los mostrados nor los estrbgenos. El efecto de la vrosesterona sohre la
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. . 200/
liberacibén de la LH varece ser comnlejo = .

Rothchildzol/sunirib aue la nrogesterona nodia suvrimir el nl
co ovnlatorio de la LH, vmero no la secrecidn basal de ésta misma hormo
na. En ratas ovariectomizadas, la vwrogesterona afin en prandes dosis es
un inhibidor pobre de la liberacidn de la LH, gin embargo adminiftrada

iunto con los estrbdHeenos nuede suvrimirla.

Aunonue algunos trabajos con vnrogesterona sintética han sugeri
do que el sitio de control nerativo de los esteroides nrorestacinnales

2 2
vodria ser el hibotélamozog’“né/los ensavos de Apimura v Schally“oﬁ/,y

Hilliard et al.aoé/

indican aue al menos en ratas y conejos, la vproges
terona ejerce parte de su efecto inhihidor directamente sohre la hid6i

fisis.

Un tivo diferente de exverimentos ha mostrado nue en varias
estructuras que son blanco de la vrogesterona, estd es metabolizada; su
giriendose que la formacidén de alsunos intermediariossea esencial vnara

que la progesterona ejerza su efecto biolbgico.

200/

Los experimentos realizados »or Martini™ =’ sobre la liberacion
de la FSH y la LH en ratas castradas, mostré ocue la castracidn oroducia
un incremento en la secrecidn de ambas hormonas y que la administracibtn
de etinil eétradiol, disminuia 8 veces los niveles circulantes de LH ¥y
FSH. En estas condiciones, la inyeccidén de orogesterona liberd lireram

mente la inhibicibn del etinil estradiol, ya que incrementbé6 en 2.5 ve

ces la concentracibén de las hormonas en la sangre,

Afn mhs, tres metabolitos de la nrogesterona oue fueron pro~
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bados desoués del etinil estradiol dier6Hn los sirnientes resnltados:

la dihidronrogesterona anenas aumentd en 1.% veces la concentracidon cir
culante de las hormonas, mientras nue el 5.~ -presnan-3%- - -0l-"0O-ona (3
{/~01) nroducia un efecto similar al de la nroresterona. Sin embaren,
el epimero Bﬁ -0l aumentd L.5 veces la concentracibdn de ILH ¥ FSH, con

lo cual mostrd ser el commesto ~&s notente,.

De estos resultados, Martini susiere rue es vorobable anue es-
tos compuestos puedan tener alruna varticivacibdn fisiolbsica en los -~
procesos que conduzcan a la liberacitn de las sonadotrofinas, al alcan

zar por via sistémica el comnleio hincté&lamo-hindfisis.

Andrb6genos

Aunoue la testosterona vuede inhibir la sintesis y la libera
cibén de la LH, asi como la liberacidén de la FSH en ratas macho y hembra,
su accibn es menos efectiva aue la de los estrbgenos.

Al trabajar con ratas orguidectomizadas, Bosdanove et a1.20§/
observaron que un aumento en la liberacidén de la FSH nodia ser evitada
por la administracién de latestosterona. Al descontinuar el tratamiento
con el andrbgeno, 1los niveles vlasmhticos de ambas hormonas sufren una

elevacibn,

197¢/ 196a/

Lisk vy Smith y Davidson’ imnlantaron testosterona en
la eminencia media de ratas y verros, resnectivamente, nroduciendo atr®
fia gonadal e inhibicién en la secrecifn de ponadotrofinas. De eso0s re

-sultados se establecid que la reridn hinotédlamica hasal media es no de
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los sitios en donde vprobablemente ocurra el control nor retroalimenta-

cién de los andrdrenos.

Aunque la testosterona es el andrbHeeno vredominante secreta-
do por las células de Leydig es resovunesta al estimmlo de la LH, existen
evidencias que suglerem gue la testosterona debe ser convertida a2 estra
diol para ejercer el control sohre los niveles de la LH v la FSH. a ve
sar de que la concentracidn del estrdHgeno en el vlasma de los hombres
es menor al 1% de la concentracihn oue alcanva la testosterona.

La vpresencia de recentores esmecificos a la testostéroma y di
hidrotestosterona se ha demostrado en el hivotéAlamo v la hindHfisis de
roedores, sugiriendo que los andrfgenos preden tener un efecto directo
sobre esos tejidos, vor lo cue se esvweraria aue los mecanismos a través
de los cuales los8 andrdHgenos y los estrbeenos producer la inhibicibn de

la concentracién de la 1LH, pueden ser diferentes.

Siinr embargo, debido a aue la testosterona nuede ser converti
da a estradiol tanto nor los tejidos veriféricos como vor el sistema
central;y existe la posibilidad de gue una varte de la accibn de los an
drégenos sea mediads a través de su conversi6n a estradiolzoz/, con lo
cual la accibn inhibidora de los andrb6genos tendria dos commuestos: uno
andrbogenico puro y otro estréreenico.

Wimters et a1.20§/estudiaron ésta vosihilidad, nara ello, in
yectaron a hombres con clomifen. un antaronista estrésenico no esterol

dal, para que ocuvara los sitios recentores citovnlasmaticos a los estrd

genos. En esos exverimentos, la testosterona falld en vroducir la dismi
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nucibébn de los niveles de LH y FSH, indicando que la aromatizaci6én a es

tradiol es un vaso critico en la accidén de latestosterona.

Sin emhargo, el hecho de anne los andrdHgenos no aromatizables
como la dihidrotestosterona y la fluoximesterona fallaran también en
afectar los niveles sericos de las ronadotrofinas sugieren la nosibhili
dad de que el clomifen interaccione con el recentor andrbdgenico del ci

209/ . ' .
tosol, Aunaue Groover y Odell =" en estudios "in vitro" no observaron

comvetencia del citrato de clomifen mor los sitios de unién vara los an

drHrmenos presentes en el citosol de la vnrostata ventral de 1la rata.

El tratamiento de hombres normales con ddsis grandes de un an
drbgeno no aromatizable como la fluoximesterona (10 mg cuatro veces al
dia) disminnye los niveles de la LH, lo aune avova fuertemente nn tiwvo

de regulacibn nmor retroalimentacibn muramente andrdHrenico.

2 .
LQ/ efectuaron ex¥wnerimentos en

Lacroix, Mc Kenna y Rabinowitz
hombres normales y en hombres con el sindrome de insensibilidad a los
andrbgenos, obteniendo resultados nue councuerdan con el nunto de vista
de que la modulacibén vor retroalimentaciébn que ejerce el testiculo sobre
los niveles de la LH sea efectuada de manera immortante nor los efectos
directos e indevendientes tanto de los andr6renos como de los estrdrenos.

Mientras que, sb6lo los estr6genos mostraron una modnlacién discreta y

parcial sobre la secrecibn de la FSH,

Prostaglanmdinas

Se ha-surerido que las nrostaslandinas varticiven en los fenf
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.
menos del control de la revoroduccibén afectando el hivotélamo vy la hinb
fisis, con lo cual se afecta la secrecibén de ponadotrofinas v mor tanto
se controla la ovulacién, la luteinizacidn v la rerresidn del cuervo 1lu
teo; a varte de su efecto en la funcidn uterina y la funcidn nlacento-

fetal.

Se ha vropuesto, que la estimnlacibn aue ejercen las nrosta-
glandinas sobre la secrecibn de las ronadotrofinas no se deba a una

accloén directa sobre la adenohinAfisis.

Al varecer esta accibn la ejercen en el hinot&lamo, ¥a cue la
administracidn de vrostapglandinas en el ventricnlo cerbral mimifica el
efecto intravenoso de las vorostarslandinas sobre la secreci’n ronadotro
fica y ademés el tratamiento de ratas, hembra y macho, con antisuero
LH-RH bloguea el aumento de los niveles de la LH, estimnlados vor la

prostaglandina EE'

Esto indicaria, que las nrostaglandinas estimulan la secrecidn
de la LH-RH participando guiza como mediador en reacciones o vias comn
nes a la liberacidn dé vroductos hinotéalamicos.

Bn 1973 Svies y Nbrmanall/supirieron ane las vrostaglandinas
tenian un efecto sobre la ovulaci6tn v vrobablemente sobre la secrecibn

0/

de la LH. Posteriormente, Martinizq— estudibd los efectos de la vrosta-~
glandina El (DGEl) vy de la vnrostaglandina F? (DGF,): en ratas hembra %

macho castradas, y tratadas orevia mente con henzoato de estradiol.

Los resultados mostrarnn que la F’GE.L aumentd los niveles de la
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LH, tanto en hembras como en machos, vmero no afectb6 los niveles de la
FSH. Por el contrario, la nrostaglandina F? tuveo efecto sobre la secre
cibébm de la FSH en ambos sexos sin mostrar efecto sobre la secrecidn de

212/

la LH. Harms et al. también obhservaron, que la PGE; no altera los ni

1
veles de la LH en ratas castradas a menos nue sean vretratadas con es-

trdérenos.

Aln no se define, si las orostarlandinas actnan directamente
sobre las neuronas que contienen a la hor~ona liberadora (LH-RH) nara
estimular so libveracidn o si ejercen su accidn en otras neuronas aque

formen sinfopsis con las neuronas LH-RH.

Se podria sugerir aque los efec*ores wositivos o nepativos que
regulan la funcibén hivotélamica nwodrian devender de una accibn comfin de
las prostaglandinas, cuya esnecificidad estaria dada vor recevntores a

tales efectores en el hivotélamon.

Si fuese asi, los cambios en los niveles de las orostarlandi
nas -vodrian estar restrinesidos y localizados a ciertas areas del hiwnoth
lamo 1o cual se lograria a través de el control de la sintesis vy la de-
sradacibn de las vrostaglandinas, o hien mor la vresencia de recentores

especificos a ellas.

Una evidencia de qgue la relacidn ronadotrofinas-nrostaglandi-

nas pueda estar involucrada en el control hormonal, se confirma con los

datos de Clark et al.alﬁ/ que muestran que la LH estimula la sintegis

de vprostaglandinas en las células de la prannlosa de la rata.
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Irhibina

Ya aue la secrecidn de la FSH narece no estar rerulada, (ni-
camente, vor los esteroides ponadales, se ha suecerido un mecanismo adi

cional de retroalimentacidn aue controle la secrecidn de la FSH,

Originalmente se oronuso aie en el macho modria existir, v en
el gue narticinaria una vroteina 1lamada "inhihina" la cual se encontrd
er extractos de testiculo y era camaz de inbhibir la secrecidn de la FSH
214/ . ., .

=", Posteriormente, se observd nue también los evtractos obtenidos
del ovario de bovino y del 1liquido folicular de morcino inhibian la se
crecib6n de FSH tanto en ratas macho y hemhra castradas asi como en 1los

animales control 215_21&/,

21g/demo:-:‘l:::':amon que las vwrevaraciones de la

Steinberger et =al.
inhibima (SCF-Sertoli Cell Factor) disminuyen selectivamente, la sinte
sis y la liberacibén de la FSH en un cultivo de células hinofisiarias,

sin ewbargo, este efecto »nudiera dewender de la dosis, va aue concentra

ciomes mayores de la inhibina afectaron también la sintesis de la FSH.

Se ha observado gue tantq en ratas normales como castradas, la
inyeccibn de una fraccidén del nlasma seminal de toro (AC II) disminuye
los niveles de la FSH sin afectar los de la LH. Este tratamiento dismi
nuye también la resvuesta de la FSH a la estimmlacibén nor la LH-RH, en

ratas macho castradasZZQ/.

221/

Lugaro y colaboradores observaron que un factor wnroteico

aislado del espermatozoide del toro que fué administrado en el ventri-



culo lateral de ratas macho castradas, disminuvd los niveles de la ¥SH
asi como la actividad de la hormona liheradora hrinotalamica. Esto po -
dria indicar que la inhibina muede actuar tanto a nivel de wituitaria

como del hinotéalamo.

Se ha demostrado oue la inribhina es una molécula de naturale

.
za vroteica la cual es —roducida comn ge indicd anteriormente nor las

. . 222 . .
células de Sertoli en el macho ?—/ v nogitrlemente en las células de la

207
grannlosa del folicnlo, en la hemhra '—/.

Las caracteristicas bhiolhricas, inmunoléricas y auimicas del
compuesto vroducido mor ambas rfHna’as son semejantes lo cual wermite

suponer que se trata de la misma molécula.

Parece que la molécu’a de "inhibina" no tiene las vroniedades
de la proteina acarreadora de andrbrsenos (ARP), ni de los fraementos de
las gonadotrofinas. Su peso molecular alin no esta definido evactamente,
y e posible gue existan dos formas de inhibhina en el fluido de la rete
testisy; una de 10 000 daltons v otra mas vneanefia. la de mayor veso mole
cular nodria ser un polimero o wuna comhinacidn de la inhibina nativa

224/

y una sustancia acarreadora o una molécula nrecursora — .

Se ha observado aque ésta sustancia ejerce nna accibn inhibi-

dora en la sintesis del DWA en los testiculos de ratas macho nuherales

D
Y evita la maduracidn del foliculo en la hembra“ai/.

Comtrol del metabolismo de las hormonas liheradoras

Ya aue se demostrado rmue la TH-RY es nn méntido neaquedio:



11

( niro Glu—His—Trn—Ser—Tyr-Gly—Leu-ArV—Prn-Gly—Nq?) eg de sumoner aue
ciertas enzimas vnroteoliticas, nresentes en el hinot&lamo, narticinen

en la liberacidn y/o depradacidn de ésta nenrohormona.

Dos observaciones anovan fuertemente estia idea, wor un lado

226/ 227/

Sandow et al. y Griffiths et al. ohservaron la deesradacibn mor

el tejido cerebral de la LH-RY sintética, mientras rue Fllis y Perry,

228,2

¥y Suszkiw y Brecher 22/ demostraron la nresencia de olirconentidasas

en la wivbfisis, las cnales fueron llamadas arilamidasas.

23N
Ya que, Vanha-Perttula demostrd en 1QF0‘3—/ gue la administra
cibm crénica de estrbogenos a ratas hembra, nrodfiio un incremento de es
ta enzima en la hivdfisis; XKuhl ¥y Tauhertagl/nensarén en la vposibilidad

de que estas enzimas regulen la liberacibdn de las son-adotrofinas v naue

a la vez su actividad sea controlada mor las hormonas esteroides.

Sus observaciones con la L-cisteina arilamidasa, mostraron la
posible existencia de dos tivos de regulacibn vara dicha enzima: una de
asa ultracorta, nuesto que la LH y la FSH modificaron el contenido de
ésta enzima, y una de asa a larra distancia, nuesto aue las hormonas

esteroides afewtaron la actividad de la enzima,

Debido a que las arilamidasas se encuentran tanto en el hivo
thdlamo como en la hindfisis, opuede nensarse nue este tivo de enzimas

participa en los itios de secrecidn y sitios de accibdbn de la LH-RY,

32/

¢ A 202 :
Koch y Fridkin™ "=/ ohservaron aque alrunas vnentidasas nresen-

tes er extractos hipotadlamicos e hinofisiarios de 1la rata, rommen la
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LH-RH nreferentemente en la mosicibn Q1y6—Leu7 vy ademas, dichos extrac
tos voseen una actividad enzimatica que marece abrir el anillo nirnpglu
tamico terminal del hexanévtido, oroducto de la desradacidn. Se ohser
vd aue el tejido hivotidlamico mosre tamhien 'ma actividad enzimatica

!
que romve a la LH-RH en el enlace Ser’—Tvrg.

Estas actividades enzimaticas son afectadas wor los estrbore-
nos con 1o que la depracidn de la TH-RY myede ser un mecanismo oue re-

esula la actividad de la hormona afectando &u concentracidn.

233/

Bauer et al. =’ describen en evtractos de tejido hivotalami
co e hivofisiario de la presencia de una virorslntamato aminonentidasa
a la TRF asi como a varios véptidos ane contengan mirorlutémico en el
extremo carboxilo, Las reactiones de desaminacibén vodrian ser efectua

das vor una endopeptidasa gue hidroliza enlaces most-nrolina.

Todas las observaciones descritas anteriormente surieren aue
las actividades presentes tanto en el hivotédlamo como en la hivbfisis
pueden sufrir alteraciones ocasionadas vwor las variaciones en los nive
les hormonales del suero, la cual varece ser un factor imvortante en el
funcionamiento adecuado del mecanismo de control vor retroalimentacibn
con gque son reguladas las ronadotrofinas,

Aunque Schaliy eﬁ 19732’&/demostr6 que los estrbgenos, la oro

gesteronma y la testosterona en concentraciohas elevadas inhibian la ac

cibém de la LH-RH, éste autor no didé exmlicacién a ello.

La figura 15 es una renresentacidén esnuematica de las resvues
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tas mostradas vor la hinAfisis al ser tratada con commestos evhrenos.
Tl vwosihle sitio de accidn en el sistema (hinnt&lamo, hinb6fisis, ova-
rio) se indica mor los simhnlos positivos (+) ¥ nerativo (=) D%hé/.

I E1 tratamiento con esteroides pnnadales, »rincinalmente es
trbgenos, inhibe la secrecidn de las hormgnas liheradoras imvidiendo
asi la secreci6n de las hormonas eomadotroficas, 1o oue a su vez, ori
gina una dismunucidn de la secredidn de los esteroides sonadales.

IT w1 tratémiento con 1los factores liberadores estimilaria la
liberacidén de gonadotrofinas, nroduciendo nn aumento de la retrnalimen
tacibn negativa (-) de los esteroides en el hivnot&lamo v en la hindfi
sis.

IIT Los inhibidores de los factores liheradores disminuirian
tanto la funcibén hivpofisiaria como 1la funciédn ovarica, ¥ en ausencia
de los esteroides se aumentaria la mroduccifn de los factores lihera-

dores en el hivotélamo.
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RESUMEN ¥ CONCLUSIONES

Como hemos dicho, uno de los rraves nroblemas one enfrenta el
mundo en la actuaiidad, es %a sobremoblacibn: el cual, al no ser contro
lado ouede traer como consecuencia la carencta de alimentos, aumento de

1a contaminacidbn, falta de esmnacio, etec.

Por ello es muy imvortante conocer todos los nrocesos involu
crados en ﬁicho vroblema, v ya nue los fenfmenos bioldpicos relaciona+
dos con la reprdduccién son fundamentales, su conocimiento nos nermiti
r& disefiar estratesias vara desarrollar los métodos mAs adecunados aue

controlen la reoroduccidn.

Con tal motivo, se efectubd una revisidn biblioer&fica de un
sistema que gontrola la fertilidad en amhos sexos y en varticular se de
cidi6 estudiar a las hormonas gonadotroficas, vpuesto ocue siendo nrotei
mas parece un sistema comvlejo de controlar y resulta un excelente eidem
plo de Ia accibn de todas las hormonas vrotefcas. Ademés, la resulacidn
de su funcidén inmvolucra interrelaciones imvortantes entre 6rranos tan

distantes como son el hivotélamo, la hin6fisis y las gbnadas.

Debldo a un "estimulo" , el hinotélamo secreta la hormona 1i
beradora de las gonadotrofinas (GnRH) la cual, mediante el sistema wnor
ta hipofisiario llega a la adennhinbfisis donde estimula la secrecidn

de las hormonas gonadotroficas: LH y FSH.

Después de ser liberadas, ambas ronadotrofinas viajan vnor me

dio de la circulacion veriférica hasta llerar a las sdnadas donde ejer
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cerr su accibn.

En los testiculos, la funcidn nrincinal de las ponadotrofinas
es el desarrollo de la esmermatorénesis v 1la formacibn de los esteroi-

des andrbgenicos, vrincinalmente la testosterona.

Fn los ovarios, la FSH estimula el crecimiento de los folfcu
los, los cuales vor accibén de la LH alcanzan su madnrez y comienzan a

secretar estrbgenos y progesterona.

En general, el control de estas hormonas se lleva a caho a través de

dos sistemas: los de asas larpas y los de asas cortas.

Las asas largas ecstén ejemmlificadas wor la accién‘que ejere
cen los esteroides gonadales, sohre la hin6fisis o el hinot&lamo. Con-
centraciones elevadas de esos nroductos inhiben la liberacifn de las
gonadotrofinas. Al parecer, las hormonas esterofdes efectuan éste efec
to debido a que estimulan a un gruvo de proteasas, vresentes en la hi=
p6fisis y en el hipot&lamo, cue derradan tanto a ia hormona liberadora

como a las gonadotrofinas,

Existe otra sustancia, esta de origen nroteico, la "inhibina”
que al parecer es sintetizada tanto en las ctlulas de la sranulosa co-
mo en las c&lulas de Sertoli. La i-hibina nrobablemente actué en la hi
vb6figis y en el hipotdlamo, imnidiendo esencialmente, la secrecidn de
la FSH. Sin embargo, afin no se zabe con nrecisidtn su mecanismo de ac-

cibn.

Ootro tivo de repnlacibn de asa larea, es efectuada nor la
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hCH vresente s6lo en casos de embarazo, la cual imnide la liberacidn

de las gonadotrofinas mara oue no se lleve a @abo la maduracitn de nue

vos foliculos.

EL mecanismo de las asas cortas se ejerce en todos los teji
dos a través de un control nor la concentracidn de las hormonas circnu-
lantes de tal forma que un exceso de la hormona vroducida, ouede afec-

tar su provpia sintesis.

Un ejemvlo de la avlicacién vréctica de los conocimientos re
conilados en este trabhajo, seria el intento de w»nroducir una vacuna con
tra la hC@, hormona que sblo es nroducida en los casos de embarazo. No

v 235/
obstante, el hecho de que Chen y colaboradores ~ - hubiesen encontrado
en la orina de mijeres no embararadas y sin coriocarcinoma, una sustan
cla gue da reaccibm con los anticuervos eswecificos vara la subunidad

43 de la hCG, muestra los riespgos aue son necesarios salvar, en la anli

cacibn de cualquier método vara controlar la fertilidad.

Es tan imvortante, en los momentos actuales el control del
aumento de la poblacibén aue los orranismos mundiales resvonsables de
la salud avoyan fuertemente los trahajos de investigaciébn aue permiten

conocer el control de la fertilidad.

Esperamos que éste trabaijo desnierte muchas inquietudes y sir

va de base a estudios futuros.
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