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RESUMEN

La hormona foliculo estimulante humana, producida y secretada por la hipofisis
anterior, esta estrechamente relacionada con la regulacién y el mantenimiento de procesos
reproductivos esenciales tales como el desarrollo y maduracién de los foliculos ovaricos y
la gametogénesis testicular.

Esta hormona consiste en un heterodimero formado por dos subunidades, cada una
de las cuales tiene unidas al polipéptido dos cadenas de oligosacaridos. Estas cadenas de
carbohidratos, si bien comparten el mismo nucleo de azucares formado por un
pentasacarido en la porcion intema de la cadena, difieren en la porcion extema de la
misma, variando en complejidad, grado de ramificacién y en el contenido de residuos
terminales de acido sialico. Las variaciones en la estructura de la cadena carbohidratada,
dan lugar a la aparicion de una familia heterogénea de isoformas con diferentes
propiedades fisicoquimicas y biolégicas. Las isoformas presentan diferencias en: sus
puntos isoeléctricos, la afinidad de unién a su receptor especifico y la vida media en
circulacion. La abundancia relativa de cada una de estas isohormonas varia con el sexo y
con las condiciones fisiolégicas del donante. En los estudios realizados hasta el presente,
el contenido de acido sialico habia sido considerado como el principal determinante de la
heterogeneidad molecular de la hormona.

El propésito de esta Tesis fue analizar el polimorfismo de la FSH hipofisaria humana
y la FSH circulante en diferentes condiciones fisiologicas: fase folicular de ciclos
menstruales normales, postmenopausia y pubertad masculina. Este estudio fue
especialmente disefado para determinar los efectos producidos por el entomo hormonal
sobre las caracteristicas moleculares y biolégicas de esta gonadotrofina.

Las isoformas de FSH hipofisaria fueron aisladas, mediante cromatoenfoque, de
acuerdo al contenido de acido sidlico, residuo terminal de las cadenas de oligosacaridos.
Posteriormente se analizé la distribucién de las diferentes isoformas de acuerdo a la
estructura intema de sus cadenas de carbohidratos por cromatografia seriada en lectinas.
Se relacioné la estructura intema de las cadenas carbohidratadas de las diferentes
isoformas con su capacidad de inducir una respuesta biolégica a nivel de la célula blanco.
Esta respuesta biolégica fue evaluada utilizando un bioensayo in vitro.

Los resultados obtenidos demuestran que en la regulacion de la biopotencia de la
hormona participa no sélo el azicar terminal, sino también el tipo de estructura de cadena
carbohidratada intema al acido sialico. Los estudios realizados en sueros obtenidos en



distintas condiciones fisiolégicas demuestran que el entomo hormonal modifica las
caracteristicas estructurales de la molécula, regulando asi su biopotencia y su tiempo de
permanencia en circulacién. Se postula que cada una de las variantes moleculares de esta
hormona seria responsable de la induccién diferencial de una determinada respuesta
biolégica.



ABSTRACT

FSH is produced and secreted by the anterior pituitary gland. It is closely involved in the
regulation and maintenance of essential reproductive processes, as follicular development and
testicular gametogenesis.

This hormone is a heterodimeric protein composed of two different subunits; each
subunit bears two oligosaccharide chains attached to its polypeptide backbone. Although the
oligosaccharide moieties share the same pentasaccharide core, they differ in their extemnal
carbohydrate structure, which includes completion, degree of branching and sialic acid content.

Variations in the structure of the oligosaccharide chains result in the existence of a family
of isoforms with different physicochemical and biological properties. FSH isoforms differ in their
isoelectric point, receptor binding activity and plasma half-life. Sex and physiological condition of
the donor will determine the relative abundance of the different isoforms. Differences in sialic
acid content of FSH isoforms have been considered the main determinant of hormmone
polymorphism since FSH heterogeneity was described.

The aim of this Thesis was to analyse the polymorphism of FSH in human pituitaries as
well as that of circulating FSH in different physiological conditions: the follicular phase of normal
menstrual cycles, postmenopause and male puberty. This study was particularly designed to
determine the possible effects that changes in hormonal status may have upon the molecular
and biological characteristics of this gonadotropin.

Chromatofocusing was used to isolate pituitary FSH isoforms according to their silaic
acid content. Serial lectin chromatography was used to determine the distribution of different
FSH isoforms according to the inner structure of their carbohydrate chains.

The relationship between the structure of the carbohydrate moiety of FSH isoforms and
their capacity to produce a specific biological response on the target cell, was established. The
biological response was determined using an in vitro bioassay.

The results obtained in this study demonstrate that the biopotency of the hormone is not
only regulated by sialic acid content of FSH isoforms but also by the inner structure of the
carbohydrate chain.

The characteristics of circulating FSH polymorphism determined in different physiological
situations showed that changes in the hormonal status affect the proportion of circulating FSH
isoforms bearing different structures in their carbohydrate chains, thus modulating the hormone
biopotency and plasma half-life.



It can be hypothesized that modifications in FSH heterogeneity express the need to
obtain specific biological responses to different physiological situations.



ABREVIATURAS
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Man... ..o manosa
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PRL e prolactina
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S A acido sialico

SO e serina

SFF suero de mujeres en fase folicular
SHBG.... ..o hormona ligadora de esteroides sexuales
SPM. e suero de mujeres postmenopausicas
T e testosterona

TRF e treonina

TRH. e factor liberador de tirotrofina

TOH e tirotrofina

Ul e unidades internacionales

VP o, vello pubiano
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Introducci6n

1. Eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal

El proceso reproductivo en los mamiferos es el resultado de complejas interacciones
entre el hipotalamo, la hipofisis y las gonadas. Tanto el ciclo ovarico en la mujer como la
espermatogénesis en el hombre estan regulados por las hormonas gonadotroficas,
hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH). La secrecion hipofisaria de
LH y FSH depende de la interaccion de los componentes del eje hipotalamo-hipéfiso-

gonadal.
1.1 Descripcién anatémica y funcional

El hipotalamo y la glandula hipéfisis son estructuras anatémica y fisiolégicamente
muy relacionadas, constituyendo una unidad funcional que ejerce el control sobre la
funcién gonadal y también sobre la actividad de otras glandulas endocrinas (Figura 1).

El principal producto de secrecién del hipotalamo relacionado con la reproduccion
es el factor liberador de gonadotrofinas, GnRH. Este factor, al ser secretado a los vasos del
sistema porta hipotalamo-hipofisario que establecen la comunicacién entre el hipotalamo y
la hipéfisis, estimula la sintesis y secrecion de LH y FSH (Schally, 1978).

Este decapéptido es sintetizado por las neuronas secretoras de GnRH, las cuales
migran durante el desarrollo embrionario de los mamiferos, desde la pared media de la
placa olfatoria hacia distintas regiones hipotalamicas (Schwanzel-Fukuda y Pfaff, 1989). Al
alcanzar su ubicacion definitiva, estas células no constituyen una estructura claramente
definida integrada por neuronas adyacentes y fuertemente conectadas, sin embargo,
operan de manera sincronizada. Esta red de neuronas acopladas funcionalmente
constituye el denominado generador de pulsos de GnRH.

Los estudios realizados en primates por Knobil y colaboradores (Knobil, 1980)
fueron decisivos para demostrar que el GnRH es secretado a la circulaciéon portal de
manera pulsatii y que esta actividad ritmica esta localizada en el nucleo arcuato del
hipotdlamo medio basal. La pulsatilidad del GnRH produce la liberacién episédica de
gonadotrofinas hipofisarias que ya habia sido descripta por Midgley y Jaffe (1971) en el
ciclo menstrual de la mujer y por Santen y Bardin (1973) en el hombre.

La hip6fisis es una pequeiia glandula situada en la base del craneo, en la silla turca.
Se divide anatémicamente en un l6bulo anterior o adenohipéfisis, un l6bulo intermedio
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FIGURA 1: Esquema del eje hipotalamo-hipofisario
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(pars intermedia) y un lobulo posterior o neurohipofisis.

El I6bulo posterior de la hipofisis es de origen neural y esta constituido por axones y
terminaciones de neuronas cuyos cuerpos celulares residen en distintos nucleos del
hipotalamo.

La hipéfisis anterior constituye los dos tercios de la glandula y esta formada por
células que se clasifican de acuerdo a sus productos de secrecion en: somatotropos
(células secretoras de hormona de crecimiento, GH), lactotropos (secretoras de prolactina,
PRL), tirotropos (tirotrofina, TSH), corticotropos (secretoras de hormona
adenocorticotréfica, ACTH, y péptidos relacionados) y gonadotropos (secretoras de LH y
FSH).

FSH y LH regulan el crecimiento, diferenciacién y funcionalidad del ovario y del
testiculo.

El ovario cumple la funcién de sintetizar estrégenos y progestagenos y la de
producir ovocitos fertilizables. La principal promotora de la maduracién folicular es la FSH
que actua sobre las células de la granulosa. La LH estimula la produccion de andrégenos
por las células de la teca y participa en la ovulacion, causando la ruptura del foliculo
preovulatorio y la liberacién del ovocito. Luego de la owvulacion, las células foliculares se
luteinizan dando lugar a la formacion del cuerpo luteo.

La funcién principal del testiculo es la produccién de espermatozoides y la sintesis
de andrégenos. Los testiculos estan constituidos por dos compartimientos: los tubulos
seminiferos, donde se desarrolla la espermarmatogénesis, y el tejido intersticial, donde se
produce la sintesis de andrégenos. En los tabulos seminiferos las células de Sertoli,
reguladas por la FSH, constituyen el soporte nutricional y estructural de las células
germinales. El adecuado funcionamiento de estas células es el que permite el normal
desarrollo de la espermatogénesis. La funciéon de la célula de Sertoli se encuentra asi
mismo regulada por la testosterona que es producida en las células de Leydig bajo el

control de la LH.

1.2 Regulacioén de la funcién del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal

La secrecion de LH y FSH depende de la interaccion de dos componentes
regulatorios, el hipotdlamo, a través de la secrecion de GnRH, y las gonadas, a través de la

secrecion de péptidos y esteroides (Figura 2).
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FIGURA 2: Regulacion del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal: la secrecion del gonadotropo hipofisario
es regulada por la integracion de la sefal del GnRH, de los esteroides y de los péptidos gonadales.
E,: estradiol; T: testosterona; P: progesterona

El GnRH es secretado a la circulaciéon portal y como consecuencia de la interaccion
con receptores especificos en los gonadotropos hipofisarios, estimula la secrecién de LH y
FSH. Estas gonadotrofinas promueven la sintesis de esteroides en las gonadas; a su vez,
los esteroides gonadales liberados a la circulacion sistémica modulan la sintesis y
secrecion de LH y FSH a través de un sistema de retroalimentacién.

Esta regulacion es ejercida directamente sobre el gonadotropo y en forma indirecta
sobre el hipotalamo, alterando la pulsatilidad de GnRH (Gharib y col., 1990).

Los péptidos gonadales también estan involucrados en la regulacion especifica de

la sintesis y secrecion de FSH (Burger, 1992).
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1.2.1 Control hipotalamico de la secrecién de gonadotrofinas

El aislamiento y purificacion del GnRH (Schally y col., 1971) permiti6 demostrar su
importancia en la regulacién de la funcién del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal.

Como se mencioné anteriormente, se requiere una secrecion pulsatii de este
decapéptido para mantener una adecuada funcionalidad del gonadotropo. Se ha
demostrado que la exposicion continua al GnRH provoca la desensibilizaciéon de la
respuesta celular asociada a una disminucién en el nimero de receptores de membrana
(Clayton, 1982) y posiblemente, al desacople de los sistemas de transduccién en las
células productoras de gonadotrofinas.

La amplitud y la frecuencia de la pulsatilidad del GnRH regulan la expresién génica
diferencial de las subunidades o y B de las gonadotrofinas (Albanese y col., 1995). En
modelos animales se ha demostrado que la expresién del gen de la g LH es altamente
dependiente de la amplitud del pulso de GnRH (Papavasiliou y col., 1986), mientras que la
expresion del ARN mensajero de la subunidad ¢ comun a todas las hormonas
glicoproteicas y de la subunidad g de FSH son relativamente independientes de la amplitud
del mismo (Marshall y col., 1991).

A su vez, el gonadotropo puede responder en forma diferencial a las variaciones en
la frecuencia de la pulsatilidad de GnRH. Frecuencias altas favorecen la expresion del gen
de la subunidad B de LH (Papavasiliou y col, 1986), mientras que frecuencias bajas
incrementan la expresion del gen de la subunidad B de FSH (Dalkin y col., 1989).

Esta habilidad del GnRH para regular en forma diferencial la sintesis de los ARN
mensajeros de las subunidades 3 de FSH y LH provee un mecanismo por el cual un mismo
gonadotropo puede sintetizar LH o FSH en forma preferencial e indica que probablemente
existe una frecuencia y una amplitud de pulso de GnRH éptimas para obtener los niveles
de las gonadotrofinas requeridos en determinadas situaciones fisiologicas.

Por otra parte, el numero de receptores de GnRH también forma parte de este
complejo mecanismo de regulacién pues se han observado variaciones en el numero de
receptores de GnRH en distintas condiciones fisiolégicas. Por ejemplo, en roedores se ha
observado una disminuciéon en el nimero de estos receptores durante la prefiez y la
lactancia y un aumento de los mismos antes de la descarga preovulatoria de LH y luego de
la castracion (Clayton y col., 1980; Clayton y Catt, 1981a).

La activacion de los receptores de GnRH inicia una cascada de respuestas
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intracelulares que culminan en la liberacion de las gonadotrofinas y en el aumento de la
expresidon de los genes que codifican para la sintesis de sus subunidades. El receptor de
GnRH, ubicado en la membrana plasmatica de los gonadotropos hipofisarios (Clayton y
Catt, 1981b), pertenece a la familia de receptores acoplados a las proteinas G, con siete
pasos transmembrana, un dominio extracelular con dos sitios potenciales de glicosilaciéon y
un dominio intracelular muy pequeio (Reinhart y col., 1992).

El complejo hormona-receptor se acopla a la proteina G y por este medio activa la
fosfolipasa C-p. La activacion de esta enzima conduce a la hidrolisis de fosfoinositidos con
la consiguiente liberacion de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Estos cambios
iniciales determinan la segunda etapa en el sistema de transduccion de sefales: el IP3,
luego de unirse a receptores especificos en el reticulo endoplasmico, eleva rapidamente
los niveles de Ca®* intracelulares. El Ca®* y el DAG activan la proteina quinasa C (PKC).
Posteriormente, el Ca®* intracelular y la PKC constituyen sefales que interactian para
regular diversas respuestas, incluyendo el control del nivel de Ca® intracelular, la secrecion
de gonadotrofinas y la actividad transcripcional.

Las moléculas serial de la via de la fosfolipasa C también ejercen controles positivos
y negativos sobre otros componentes del mecanismo de transduccion de sefales,
incluyendo la regulacién de las actividades de la fosfolipasa A; y la fosfolipasa D, que
también podrian participar en la regulacion de la sintesis y secrecion de las gonadotrofinas
(Stojilkovick y Catt, 1995).

1.2.2 Control gonadal de la secrecién de gonadotrofinas

Los esteroides gonadales, principaimente el estradiol y la testosterona, actuando a
nivel del hipotdlamo o directamente sobre la hipéfisis regulan la sintesis y secrecion de
gonadotrofinas.

El aumento de los niveles séricos de FSH y LH que se observa luego de la
castracion en animales de experimentacion, durante la menopausia en la mujer (Judd y
col., 1974) y con el envejecimiento en el hombre (Winters y Troen, 1982) demuestra
claramente que la gonada ejerce un efecto inhibitorio sobre la produccién de
gonadotrofinas. Este efecto esta mediado principalmente por las hormonas esteroides, ya
que la administracion exoégena de estradiol o testosterona produce una disminuciéon de los
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elevados niveles de gonadotrofinas que son caracteristicos de una funcion gonadal
deficiente (Yen y col., 1972; Matsumoto y Bremner, 1984).

Efecto de los estrégenos: Las evidencias obtenidas utilizando modelos
experimentales indican que los estrégenos ejercen, en forma dosis dependiente, efectos
inhibitorios y estimulatorios sobre la secrecion de gonadotrofinas.

En concentraciones bajas el estradiol es capaz de inhibir la secrecién de FSH y LH
(Knobil, 1974), este efecto inhibitorio se ejerceria tanto a nivel del hipotadlamo como de la
hipéfisis.

La accién inhibitoria de los estrégenos a nivel hipotalamico ha sido demostrada por
la disminucién de la secrecién de LH que se produce luego de la administracion de una
microinyeccion de estradiol en diferentes areas hipotalamicas (Ferin y col., 1974). Asi
mismo se ha observado que la secrecion de ambas gonadotrofinas puede ser inhibida
luego de la infusion de este esteroide en el fluido cerebroespinal del tercer ventriculo
cerebral (Chappel y col., 1981).

La accion inhibitoria del estradiol a nivel hipofisario ha sido demostrada en modelos
experimentales en los cuales la administracion de estradiol a monas ovariectomizadas con
lesiones en el nucleo arcuato del hipotalamo (donde se localizan las neuronas secretoras
de GnRH) produjo una disminucion de la secrecion de gonadotrofinas en respuesta al
estimulo de GnRH (Nakai y col., 1978). Por otro lado, la captacién especifica de estradiol
radioactivo por la hipéfisis y la presencia de receptores de estradiol en esta glandula
constituyen evidencias indiscutibles de la accion directa que los estrogenos ejercerian
sobre las células productoras de gonadotrofinas (Anderson y Greenwald, 1969; Kato,
1977).

El efecto estimulatorio de los estrégenos sobre la secrecion de gonadotrofinas ha
sido observado luego de una exposicion prolongada del hipotalamo a concentraciones
crecientes de estrégenos. Se ha demostrado que estos esteroides inducen la liberacion de
GnRH y la consiguiente descarga de ambas gonadotrofinas (Levine y col., 1985).

Un ejemplo caracteristico de este efecto de los estrogenos lo constituye la descarga
preovulatoria de gonadotrofinas que se produce en el ciclo menstrual, a pesar de que
algunos autores han demostrado que en esta particular situacion fisioldgica también la
progesterona estaria contribuyendo a la estimulaciéon de una descarga masiva de FSHy LH
(Hoff y col., 1983).
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A pesar de que los efectos estimulatorios e inhibitorios de los estrégenos sobre el
hipotalamo han sido consistentemente demostrados, no se han descripto receptores de
estrogenos en las neuronas productoras de GnRH y se ha propuesto que el efecto
estimulatorio de los estrogenos estaria mediado por cambios en los niveles de los
neurotransmisores que modulan la secrecién de GnRH (Mahesh y Brann, 1998).

Los efectos inhibitorios y estimulatorios de los estrégenos sobre el gonadotropo han
sido confirmados a nivel molecular. La administracion de dosis bajas de estrégenos a ratas
hembra castradas produce una disminucién de los niveles de ARN mensajero que codifican
para las subunidades o, BFSH y BLH (Shupnik y col., 1988).

El estradiol a dosis altas produce un aumento en la transcripcion del ARN
mensajero para la subunidad g de LH (Shupnik y col., 1989). Este estimulo se ejerceria a
través de la interaccion del complejo formado por el estradiol y su receptor, con un
elemento respondedor a estrogenos (ERE) presente en el gen que regula la sintesis de
subunidad BLH (Shupnik y Rosenzwieg, 1991).

Efecto de la progesterona: La acciéon de la progesterona sobre la secrecién de
gonadotrofinas es compleja y se ha observado que puede inhibir o facilitar la secrecion de
gonadotrofinas de acuerdo al tono estrogénico que la acompaiia. La primera evidencia del
rol estimulatorio de este esteroide en la secrecion de FSH y LH fue obtenida por Odell y
Swerdloff (1968) quienes observaron una descarga de gonadotrofinas luego de
administrarles progesterona a mujeres postmenopausicas tratadas con estrégenos. Esta
observacion fue confirmada por otros trabajos experimentales posteriores realizados in vivo
e in vitro (Nillius y Wide, 1971, Leadem y Kalra, 1984).

Sin embargo, también se ha demostrado claramente que la progesterona es capaz
de ejercer un efecto inhibitorio sobre la secreciéon de LH. Dicho efecto se ha observado
durante la fase lutea del ciclo menstrual y se ha propuesto que estaria mediado por una
disminucién de la frecuencia de pulsos de GnRH (Marshall y Kelch, 1986; Sollenberger y
col., 1990).

Efecto de los andrégenos: Si bien la regulacién in vivo ejercida por los
andrégenos es claramente inhibitoria para ambas gonadotrofinas, este efecto es mas
marcado para LH (Sherins y Loriaux, 1973; Finkelstein y col., 1991).

En el hombre, se ha postulado que el efecto inhibitorio de la testosterona se ejerce
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principaimente a nivel hipotalamico, donde produciria una disminucién en la frecuencia de
la pulsatilidad de GnRH (Matsumoto y Bremner, 1984).

Sin embargo, los andrégenos también podrian ejercer un efecto inhibitorio sobre la
secrecion de LH a nivel hipofisario. Finkelstein y colaboradores (1991) han observado que
los andrégenos pueden disminuir los niveles de gonadotrofinas en pacientes con
hipogonadismo hipogonadotréfico idiopatico a los cuales se les administra GnRH en forma
exdgena.

Se ha propuesto que este efecto inhibitorio de la testosterona sobre la secreciéon de
LH se ejerceria, al menos en parte, a través de la conversion de este esteroide a
estrégenos (Crowley y col., 1991).

La accion inhibitoria de la testosterona sobre la secrecion de LH se acompana con
una disminucion de los niveles de ARN mensajero de la subunidad gLH (Gharib y col.,
1986).

El mecanismo por el cual los andrégenos regulan la secrecién de FSH es complejo.
Las evidencias obtenidas en experimentos in vivo indican que el efecto es inhibitorio y se
ejerce principalmente a nivel hipotaldmico (Matsumoto y Bremner, 1984). Sin embargo, en
modelos in vitro se ha observado que podrian ejercer un efecto estimulatorio a nivel
hipofisario, ya que el agregado de andrégenos a células hipofisarias en cuitivo induce un
aumento tanto en la sintesis como en la secrecion de esta gonadotrofina (Kennedy y
Chappel, 1985). Estos efectos se acomparian con un aumento de los niveles del ARN
mensajero de la subunidad g de FSH que podria ser debido, al menos en parte, por un

aumento en su estabilidad (Paul y col., 1990).

Efectos de los péptidos gonadales: Si bien el mecanismo mas importante de
regulacion de la secrecién de gonadotrofinas es ejercido por las hormonas esteroides,
existe otro sistema adicional de regulacién que es especifico para la secreciéon de FSH, en
el cual interviene una familia de péptidos de origen principalmente gonadal: las inhibinas,
activinas y folistatinas.

Las inhibinas son glicoproteinas formadas por dos subunidades o y 3, unidas por
puentes disulfuro. La subunidad  existe en dos formas altamente homdlogas llamadas pA
y BB, las cuales dan origen a los heterodimeros inhibina A (aBA) e inhibina B (afB),
respectivamente (Mason y col., 1985). Las inhibinas son producidas en las células de la

granulosa y en las células de Sertoli y ejercen su accibn sobre los gonadotropos
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hipofisarios inhibiendo la sintesis y secrecion de FSH (Burger, 1992). La produccién de
inhibinas a nivel gonadal, es a su vez, regulada por la FSH y por diversos factores de
crecimiento producidos localmente en las gonadas (La Polt y col., 1990; Morris y col.,
1988).

Otro miembro de esta familia de péptidos es la activina, la cual esta formada por la
union de dos subunidades B, dando origen a dos homodimeros activina A (BABA;), activina
B (BBBB) y a un heterodimero activina AB (BABB). La activina tiene la capacidad de
estimular selectivamente la sintesis y secreciéon de la FSH en células hipofisarias en forma
dosis dependiente (Ling y col., 1986).

Finalmente, otro miembro de esta familia de péptidos, la folistatina, tiene la
capacidad de inhibir la sintesis y liberacién de FSH aunque su potencia es menor que la de
las inhibinas (Ueno y col., 1987). La folistatina es una glicoproteina de la cual se han
aislado varias isoformas (Shimasaki y col., 1988); no posee semejanzas estructurales con
las inhibinas y activinas y tiene la capacidad de unir activina con alta afinidad, por lo que es
considerada una proteina moduladora de la actividad biolégica de la activina (Nakamura y
col., 1990; Shimonaka y col., 1991).

2. Gonadotrofinas y ciclo menstrual

A partir de la pubertad, el hipotalamo, la hipéfisis y los ovarios participan en un
complejo mecanismo de regulacibn que conduce a la gonada femenina a funcionar en
forma regularmente ciclica. La resultante de esta compleja interaccion de efectos
inhibitorios y estimulatorios es la liberacién de un ovocito maduro en cada ciclo menstrual.

Yen (1991) ha definido al ciclo menstrual como la manifestacion repetida de la
interaccion del sistema hipotalamo-hipéfiso-ovarico, acompariado por cambios estructurales
y funcionales en los tejidos blanco del tracto reproductivo.

Cada ciclo presenta una duracién aproximada de 28 dias y culmina en la descarga
menstrual, siendo el primer dia de la menstruacién el punto de referencia para el comienzo
de un nuevo ciclo.

Durante el ciclo menstrual, los niveles circulantes de gonadotrofinas, esteroides y
péptidos gonadales se modifican presentando perfiles ciclicos, bien definidos. En base a
los cambios estructurales y funcionales del ovario y a la produccién de esteroides sexuales,
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el ciclo menstrual puede dividirse en cuatro fases funcionales (Baird y Fraser, 1974):
o fase folicular (temprana, media y tardia)
o fase owvulatoria 6 transicion foliculo-luteal
o fase lutea (temprana, media y tardia)

o fase menstrual 6 transiciéon lateo-folicular

2.1 Fase folicular

La fase folicular tiene una duracién aproximada de 13 dias. Este periodo se
caracteriza por el desarrollo de un foliculo hasta el estadio ovulatorio mientras que muchos
otros inician el proceso de atresia.

Los niveles de ambas gonadotrofinas comienzan a aumentar en la fase litea tardia,
dias antes de la menstruaciéon. En este momento se inicia el proceso de foliculogénesis que
contina durante la transicion lateo-folicular. El aumento de la secrecion de FSH
concomitante con un aumento en la frecuencia de pulsos de LH inicia el reclutamiento
folicular que se prolonga durante los 4 o 5 primeros dias de la fase folicular. Este proceso
continda con la seleccién de un foliculo tnico elegido de un conjunto con similar grado de
desarrollo, el cual completa su maduracion entre los dias 8 y 12 del ciclo, y por ultimo se
produce la ovulacién entre los dias 13y 15.

La seleccion de un foliculo unico destinado a la ovulacion se caracteriza por una
alta capacidad de sintesis y secrecion de andrégenos, estrogenos, progesterona (Hillier y
col., 1981) y una disminucién en la produccion de inhibina B (Groome y col., 1996). La
sintesis de estas hormonas depende de la interaccion entre las células de la teca y las
células de la granulosa, mediada por gonadotrofinas y una variedad de factores de
crecimiento que operan a través de mecanismos paracrinos y autocrinos (Hsueh y col,,
1983). La producciéon de estradiol e inhibina por el foliculo dominante, el cual ha
desarrollado una mayor capacidad de respuesta a la gonadotrofina tréfica, suprime la
secrecion de FSH y produce un descenso de los niveles de esta gonadotrofina durante la
fase folicular media y tardia (Fritz y Speroff, 1982). La caida en los niveles de FSH produce
una disminucién de la actividad aromatasa dependiente de FSH en las células de la
granulosa limitandose de esta forma la produccién de estrégenos en los otros foliculos que
no han sido seleccionados. En este entorno hormonal, se interrumpe la proliferacion de
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células de la granulosa y se inicia una secuencia de eventos asociados a un microentomo
androgeénico inductor del proceso irreversible de atresia folicular.

El foliculo seleccionado completa su desarrollo en presencia de niveles plasmaticos
de FSH en disminuciéon, por haber adquirido una mayor capacidad de respuesta a la
hormona tréfica. En este foliculo se produce una elevada proliferacion de células de la
granulosa y, en consecuencia, un aumento del numero de receptores de FSH. Este
incremento en el numero de células de la granulosa se acompaia también por un mayor
desarrollo del sistema vascular en el compartimiento tecal.

En estas condiciones, en el foliculo dominante se induce la expresiéon de receptores
a LH y éste adquiere la capacidad de responder a esta gonadotrofina (Richards, 1980).

2.2 Fase ovulatoria

La elevada produccion de estrégenos por el foliculo dominante actua a nivel central,
disparando el mecanismo de retroalimentacion positivo, produciendo la descarga ovulatoria
de gonadotrofinas.

Durante los ultimos 2 o 3 dias previos a la descarga de gonadotrofinas se produce
un aumento de los niveles de inhibina, progesterona y 17qOH-progesterona. Este aumento
en los niveles de progestagenos refleja el proceso de luteinizacién que se produce en las
células de la granulosa, que resulta de la capacidad que adquiri6 la célula para responder a
la accion de la LH (McNatty y col., 1979).

2.3 Fase Lutea

La caracteristica mas importante de la fase lutea del ciclo menstrual es el cambio de
un entomo hormonal predominantemente estrogénico, caracteristico de la fase folicular, a
un entomo donde la hormona predominante es la progesterona. La luteinizacion de las
células de la granulosa y de la teca después de la ovulacién, se traduce en una capacidad
aumentada para sintetizar progesterona y en menor grado estradiol (McNatty y col., 1979).

La actividad secretoria y funcional del cuerpo luteo dependen del aporte de LH
(Filicory y col., 1984). Los niveles de FSH disminuyen durante la fase litea hasta alcanzar
los niveles mas bajos observados durante todo el ciclo menstrual.

Las concentraciones de progesterona y estradiol que se alcanzan en la fase lutea

1



Introduccién

media preparan al endometrio para una posible implantacién del embrién. También se
alcanzan en este momento del ciclo los niveles maximos circulantes de inhibina A
(Muttukrishna y col., 1994).

2.4 Fase menstrual

La transicion luteo-folicular representa una secuencia de cambios dinamicos que
comprende la terminacién de la funcion litea y la reactivacion del sistema GnRH-
gonadotrofinas, estos cambios se producen como consecuencia de la desaparicion de la
accion inhibitoria de los esteroides y de la disminucién de los niveles de inhibina segregada
por el cuerpo luteo (Mais y col., 1987). Durante este periodo, aproximadamente dos dias
antes de la menstruacién, se incrementan los niveles de FSH, asegurando de este modo el

reclutamiento folicular para el ciclo siguiente.

3. Gonadotrofinas y pubertad

La pubertad es quizas la etapa mas trascendente del proceso de crecimiento y
desarrollo del ser humano, ya que durante su transcurso se van perfilando y definiendo las
caracteristicas fisicas, psiquicas e intelectuales asi como las actitudes, habitos y
comportamientos del individuo (Bergada, 1986). Estos cambios se producen basicamente
como consecuencia de profundas modificaciones del entorno hormonal, las cuales
determinaran la funcion reproductiva futura.

En el varén, el primer signo clinico que marca el comienzo de la pubertad es el
aumento del volumen testicular seguido luego de unos meses por la aparicion del vello
pubiano. A partir de ese momento se producen importantes cambios en los caracteres
sexuales secundarios que se acompanan con cambios en el crecimiento, maduracion 6sea,
comportamiento, etc. y variaciones hormonales que, en realidad, son las determinantes de
todas estas manifestaciones.

El comienzo de la pubertad y la aparicion de los caracteres sexuales secundarios,
fue originalmente considerado como el inicio de la secrecion hormonal del eje hipotalamo-
hipéfiso-gonadal en un organismo infantil el cual carecia de toda actividad hormonal previa.
Sin embargo, la aparicion de técnicas mas sensibles que hicieron posible el dosaje de
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bajos niveles de hormonas permiti6 demostrar que la actividad del eje hipotalamo-hipéfiso-
gonadal no sblo esta presente en la edad prepuberal, sino que es funcional desde el
periodo fetal. Los cambios clinicos observados en la pubertad so6lo serian la resultante de
una etapa de maduracién o reactivaciéon de un sistema hormonal preexistente que involucra
el sistema nervioso central, en especial el nucleo arcuato del hipotalamo medio ventral, el
I6bulo anterior de la hipéfisis y las gonadas (Kaplan y col., 1976).

Durante la gestacion, los cambios en las concentraciones séricas de gonadotrofinas
en el feto reflejan el desarrollo y maduracion del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal. Los
niveles de gonadotrofinas circulantes en el feto alcanzan valores comparables a los del
adulto castrado durante la mitad de la gestaciéon, coincidiendo con la maduracién del
sistema porta. Estas concentraciones maximas de hormonas en circulacion podrian reflejar
la ausencia de un mecanismo inhibitorio de la secrecion de gonadotrofinas (Kaplan y
Grumbach, 1976).

En el embarazo a término, las concentraciones séricas de gonadotrofinas en el feto
disminuyen marcadamente. Esta disminuciéon podria deberse a varios factores; uno de ellos
seria un cambio en la sensibilidad del sistema hipotalamo-hipofisario a la accién de los
esteroides sexuales circulantes; también podria existir una maduracion intrinseca del
mecanismo inhibitorio de la secrecion de GnRH y por Ultimo, también contribuiria la
elevacion de los estrégenos durante el Gltimo periodo de la gestacién (Sklar y col., 1981).

Después del nacimiento, las concentraciones de FSH y LH se elevan
significativamente y se mantienen elevadas hasta, aproximadamente, los 6 meses de edad
en el varén y 1 o 2 aitos en la mujer, luego descienden a niveles bajos, manteniéndose asi
hasta el momento en que se inicia la pubertad (Forest y col., 1976).

Sin embargo, durante la infancia y la nifiez se observan pequefias oscilaciones en
estos niveles que no presentan consecuencias clinicas (Bergada, 1984). Este periodo de
aparente inactividad hormonal se denomina hiatus prepuberal y tiene una duracioén de 8 a
10 aflos, hasta el comienzo de la pubertad. Reiter y Grumbach (1982) han sugerido que
este periodo de inactividad estaria determinado por la acciéon de un sistema inhibidor
intrinseco del sistema nervioso central cuyas caracteristicas aun no han sido claramente
establecidas.

Al comienzo de la pubertad, el generador de pulsos de GnRH hipotalamico, cuya
actividad estaria suprimida durante la infancia y nifiez, se reactiva produciendo un aumento

en la amplitud y frecuencia de las descargas pulsatiles de GnRH.

13



Introduccibn

El aumento de la actividad a nivel hipotalamico se produciria por dos mecanismos.
Uno de ellos es dependiente de esteroides y consiste en la disminuciéon de la sensibilidad
del hipotalamo a la retroalimentacion negativa de los esteroides gonadales. El otro es
independiente del factor gonadal y esta relacionado con la disminuciéon de la actividad del
mecanismo inhibitorio intrinseco del sistema nervioso central. Al llegar a la pubertad, el
hipotalamo adquiriria cierto grado de madurez, dejaria de actuar el mecanismo inhibidor del
sistema nervioso central y éste, entonces, reconoceria como bajos los niveles de
esteroides que hasta ese momento circulaban en concentraciones suficientes como para
mantener inactivo al mecanismo de secrecion de GnRH (Conte y col., 1980; Grumbach y
Kaplan, 1990). El proceso madurativo comenzaria a desarrollarse en forma progresiva y el
hipotalamo aumentaria, también progresivamente, la secrecion de GnRH. Este factor, al
estimular a la hipdfisis, elevaria la produccion de gonadotrofinas y de esteroides
gonadales, los cuales iniciarian el proceso puberal y, a su vez, al actuar sobre el
hipotalamo y la hipéfisis, establecerian un nuevo umbral de sensibilidad que regularia el
mecanismo de retroalimentacién negativo el cual permanceria hasta la edad adulta.
Evidencias obtenidas en ninos normales y con distintas patologias han demostrado que
ambos mecanismos de regulacion de la actividad del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal
coexisten, predominando el mecanismo de retroalimentacion negativa en los primeros anos
de la ninez y, posteriormente dominando el mecanismo independiente de esteroides,
intrinseco del sistema nervioso central (Conte y col., 1975, 1980; Grumbach y Styne, 1992).

Diversos factores han sido propuestos como desencadenantes de la reactivacion
hipotalamica: péptidos opioides endégenos (Wilkes y Yen, 1981), monoaminas cerebrales
(Gallo, 1980), secreciones de la glandula pineal (Siman y col., 1979), aminoacidos
excitatorios (Ondo y col., 1976) y otros péptidos cerebrales (Grumbach y Kaplan, 1990).

4. Gonadotrofinas y postmenopausia

La menopausia marca el final del periodo fértil en la mujer. Se define como la
desaparicion permanente de la menstruacion como resultado de la pérdida de la actividad
funcional del ovario (World Health Organization, 1981)

La finalizacion de la funcién ovarica y de la menstruacién no ocurren como eventos
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fisiologicos agudos, sino que son el resultado de un proceso lento que se desarrolla
durante varios afios. En el periodo de transicién entre la funcion folicular premenopausica y
la postmenopausica se producen una serie de cambios en los foliculos ovaricos que
conducen a modificaciones en la regulaciéon hormonal del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal.

En la primera etapa de la perimenopausia los niveles de gonadotrofinas plasmaticas
son elevados en comparacion a los niveles circulantes en ciclos menstruales espontaneos
de mujeres mas jévenes (MacNaughton y col., 1992). El aumento en los niveles de la FSH
podria interpretarse como una compensacion fisiolégica por la disminucién del numero de
foliculos funcionantes en el ovario (Metcalf y Livesey, 1985), acompariada por la
consecuente disminucion de la secrecién de inhibina (Burger y col., 1995).

El periodo medio de la perimenopausia se caracteriza por intervalos de tiempo
prolongados entre las menstruaciones, aunque también se presentan ciclos de muy corta
duracién. La owvulacién erratica de los foliculos remanentes seria la responsable de este
perfil alterado de los ciclos menstruales (Metcalf y col., 1985). El perfil hormonal se
caracteriza por los niveles elevados de FSH durante la fase folicular temprana y niveles
disminuidos de progesterona en la fase lutea. Los niveles estrogénicos son variables,
pudiendo ser elevados en algunos ciclos y disminuidos en otros.

En la perimenopausia avanzada y durante la postmenopausia los niveles
plasmaticos de estradiol disminuyen ya que los foliculos ovaricos han dejado de sintetizar
estrégenos. Los bajos niveles de estradiol circulantes durante este periodo provienen de la
conversion periférica de estrona y testosterona (Judd y col., 1974) y la baja concentracion
de progesterona en circulacion proviene de la glandula adrenal (Judd, 1986). Los niveles
de testosterona no difieren de los que se encuentran en circulacién en la premenopausia,
ya que la produccién de andrégenos continua tanto en las células del hilio ovarico como en

células luteinicas del estroma ovarico (Judd, 1986).

5. Estructura molecular y biosintesis de gonadotrofinas

Al igual que la LH, TSH y gonadotrofina coriénica (CG), la FSH es un heterodimero
formado por dos subunidades o y B, asociadas en forma no covalente. Ambas
subunidades poseen cadenas de oligosacaridos unidas al polipéptido, constituyendo esta
porcién carbohidratada entre el 15 y 35% del peso molecular.

15



Introduccién

Dentro de una misma especie la subunidad g de las cuatro hormonas glicoproteicas
mencionadas anteriormente provienen de un unico gen (Boothby y col., 1981), localizado
en el cromosoma 6 humano (Fiddes y Goodman, 1981), y presenta una secuencia
aminoacidica idéntica (Pierce y Parsons, 1981). Esta subunidad ¢ esta constituida por una
cadena polipeptidica de 92-96 aminoacidos y dos cadenas de oligosacaridos unidas a los
aminodcidos asparagina (Asn) que ocupan las posiciones 52 6 56 y 78 6 82 de la cadena
polipeptidica. Estos sitios de glicosilacion conservan la misma ubicacion en las
subunidades ¢ de todas las especies de mamiferos (Ryan y col.,, 1987); sin embargo,
dentro de una misma especie, las cadenas de oligosacaridos de las subunidades ¢ de las
cuatro hormonas glicoproteicas difieren en su estructura (Nilsson y col., 1986).

Las subunidades B de las hormonas glicoproteicas confieren especificidad
inmunolégica y bioloégica a los heterodimeros (Moyle y col., 1994), y a pesar de que estas
subunidades difieren en sus secuencias aminoacidicas, poseen una alta homologia entre si
(Pierce y Parsons, 1981). Las subunidades g de FSH y TSH estan codificadas por un unico
gen, los cuales estan localizados en los cromosomas humanos 11 y 1 respectivamente
(Watkins y col., 1987; Wondisford y col., 1988). Por el contrario, los genes que codifican las
subunidades B LH y B CG estan localizados en el cromosoma 19 humano y poseen una
organizacién compleja (Boorstein y col., 1982).

Las subunidades B de las hormonas glicoproteicas poseen ademas diferente
numero de oligosacaridos unidos a su cadena peptidica: LH y TSH presentan una unica
cadena de oligosacaridos mientras que FSH y CG poseen dos cadenas de oligosacaridos
ubicadas en las asparaginas que ocupan las posiciones 13 o 30 (LH y TSH) o bien en
ambos residuos (FSH y CG). La subunidad g de la gonadotrofina coribénica presenta
ademas 4 oligosacaridos unidos a aminoacidos serina en su porcion carboxilo terminal, los
cuales no estan presentes en las otras hormonas glicoproteicas (Kessler y col., 1979).

En particular, la subunidad g de la FSH posee 110-111 aminoacidos y, como se
mencioné anteriormente, contiene dos sitios de glicosilacién localizados en las posiciones
Asn 6,7 6 13y Asn 23, 24 6 30 (Pierce y Parsons, 1981; Combamous, 1992).

Las variaciones en el procesamiento de los oligosacaridos de las dos subunidades
que constituyen las glicoproteinas, conduciran a diferencias en la estructura y composicion
de los carbohidratos unidos a las cadenas aminoacidicas. Esta heterogeneidad en la
porcién carbohidratada de la molécula de las hormonas glicoproteicas trae como
consecuencia que cada hormona exista como un gran numero de variantes moleculares
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denominadas isoformas, isohormonas o variantes de glicosilacion.

Recientemente, Dias y colaboradores (1998) han propuesto un modelo para la
estructura molecular de la FSH humana que se muestra en la Figura 3. Este modelo ha
sido construido en base al estudio de la estructura molecular de la hCG que se realizé
utilizando cristalografia de rayos X y considerando la semejanza que existe entre ambas

glicoproteinas.

) Oligosacaridos de la
Oligosacaridos de la .
P subunidad

subunidad ¢, ~—

FIGURA 3: Modelo de la estructura molecular de la FSH humana

Los oligosacaridos presentes en las glicoproteinas estan unidos a las cadenas
peptidicas a través de dos tipos de enlace covalente: uniones N-glicosidicas y O-
glicosidicas, originando dos clases de glicosilproteinas: a) las N-glicosilproteinas, en las
que el oligosacarido se une a través de un residuo NAcGIc al grupo amida de la cadena
lateral del aminoacido Asn y b) las O-glicosilproteinas, en las que el oligosacarido esta
unido a través de un residuo N-acetilgalactosamina (NAcGal) a la funcién hidroxilo de un
aminoacido serina (Ser) o treonina (Thr).

Como se menciondé anteriormente, todas las hormonas glicoproteicas presentan
estructuras carbohidratadas con enlaces N-glicosidicos a excepcion de la molécula de hCG

en la cual se encuentran ademas oligosacaridos con enlaces de tipo O-glicosidicos.
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Las diferentes estructuras de oligosacaridos presentes en las hormonas
glicoproteicas se forman como resultado de la remocién y de la adicion secuencial de
distintos residuos de azucares luego de que un oligosacarido precursor comun es
transferido en bloque al polipeptido (Komfeld y Komnfeld, 1985; Schachter 1984, 1986).

El proceso de glicosilacion se inicia en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
donde el oligosacarido precursor compuesto por 14 residuos de azucar (GlcaMansNAcGic,)
es transferido desde el transportador lipidico dolicol a un aminoacido Asn mientras el
polipéptido esta siendo sintetizado. Esta reaccion es catalizada por la oligosacaril
transferasa del reticulo endoplasmatico rugoso (Figura 4, reaccién 1), la cual reconoce una
secuencia especifica Asn-X-Ser/Thr, donde X puede ser cualquier aminoacido excepto
prolina y acido aspartico. Por accién de las enzimas g-glucosidasa | y Il, proteinas
integrales de membrana, se remueven del oligosacarido inicial los tres residuos glucosa
(Figura 4, reacciones 2 y 3) y luego por accion de una g-manosidasa especifica (q-
manosidasa del RER) se remueve un residuo manosa terminal (Figura 4, reaccién 4).

La formacion del heterodimero o tiene lugar en el reticulo endoplasmico rugoso
como se ha demostrado para LH, TSH y hCG (Hoshina y Boime, 1982; Magner y
Weintraub, 1982; Peters y col., 1984). En esta etapa de la biosintesis los oligosacaridos
unidos a las subunidades son, principalmente, aquellos de alto contenido en manosa,
MangNAcGlc: y MansNAcGlc. (Magner y Papaggianes, 1987; Peters y col.,, 1984).
Posteriormente estas moléculas son transportadas a la cistemna cis del aparato de Golgi a

través de la formacion de vesiculas.

5.1 Procesamiento de los oligosacaridos de las glicoproteinas

5.1.1 Etapas iniciales

El polipéptido con la cadena de carbohidratos en formacion, MansNAcGlcz-Asn, es
traslocado al aparato de Golgi, donde continta el procesamiento de los oligosacaridos. La

a-manosidasa | del compartimiento cis del aparato de Golgi remueve entre uno y tres
residuos g 1,2-manosa dando lugar a la estructura MansNAcGlcz-Asn (Figura 4, reaccién 5).
El polipéptido es transferido al compartimiento medio del Golgi donde la N-
acetilglucosaminil transferasa | incorpora un residuo NAcGlc al brazo Mang1-3 (Figura 4,
reaccion 6).
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Golgi cis

® NAcGlc e Man V¥V Fuc ¢ GClc

FIGURA 4: Biosintesis de oligosacaridos complejos N-glicosidicos: transferencia del oligosacarido
precursor dentro del reticulo endoplasmatico rugoso (RER) y primeras etapas del procesamiento de
oligosacaridos en el compartimiento cis y medio del aparato de Golgi. 1) Oligosacaril transferasa; 2)
o-~glucosidasa |; 3) o-glucosidasa Il; 4) o-manosidasa del RER, 5) o-manosidasa |; 6) N-
acetilglucosaminil transferasa |; 7) o-manosidasa |l y fucosiltransferasa; 8a), b) y c¢) N-
acetilglucosaminil transferasa Ill; 9) N-acetilglucosaminil transferasa IV; 10) N-acetilglucosaminil
transferasa Il; 11) N-acetilglucosaminil transferasa IV o V.
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A partir del producto de esta ultima reaccidon pueden obtenerse dos tipos de
estructuras carbohidratadas dependiendo de la reaccion enzimatica que ocurra en la etapa
inmediata posterior. Estos dos tipos de estructuras carbohidratadas pueden ser:

e precursores de oligosacdridos de tipo hibrido (Figura 4, reaccién 8a): si la
enzima N-acetilglucosaminil transferasa Ill produce el agregado de un residuo NAcGlc por
unién 31,4 al residuo interno B-manosa de la estructura nucleo se impide que la enzima ¢-
manosidasa Il elimine los dos residuos terminales g-manosa del brazo Mang1-6, y en
consecuencia se formara un oligosacarido de tipo hibrido. Esta estructura podra o no
incorporar en sucesivas etapas de la biosintesis residuos galactosa y acido sialico terminal
solamente a una de sus ramas.

Se ha sugerido que la abundancia relativa de o-manosidasa Il y N-acetilglucosaminil
transferasa |l en un cierto tejido, sera el factor determinante de la sintesis de un
oligosacarido de tipo complejo o de tipo hibrido (Harpaz y Schachter, 1980; Allen y col.,
1984).

Por ofra parte, la acciéon de la enzima N-acetilglucosaminil transferasa IV sobre la
estructura NAcGlcMan3sNAcGIlc-Asn dara lugar a la formacion de estructuras denominadas
hibridos triantenarios (Figura 4, reaccion 9). Sobre este tipo de oligosacaridos puede actuar
posteriormente la enzima N-acetilglucosaminil transferasa il originando oligosacaridos de

tipo hibrido (no se muestra en la figura).

o precursor de oligosacaridos complejos: el agregado del residuo NAcGlc (Figura
4, reaccion 6) produce un reordenamiento estérico de los residuos g-manosas unidos al
brazo Mang1-6, permitiendo que estos dos residuos terminales sean eliminados por la
enzima g-manosidasa |l (Figura 4, reaccién 7). Si estos dos residuos terminales son
eliminados por esta enzima, se formara un oligosacarido con estructura de tipo
monoantenaria. Este tipo de estructura NAcGicManisNAcGIlc-Asn sera precursora de la
formaciéon de estructuras de tipo complejo, pues permitira la incorporacién de sucesivos
residuos NAcGIc por la accion sucesiva de varias N-acetilglucosaminil transferasas (Figuras
4 y 5, reacciones 10, 11 y sucesivas).

El primer producto es una estructura biantenaria, producida por la accion de la
enzima N-acetilglucosaminil transferasa |, que agrega un residuo NAcGlc al brazo Mang1-

6 (Figura 4, reaccion 10).
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La estructura biantenaria, puede ser convertida en estructuras altamente
ramificadas por la incorporacion de sucesivos residuos NAcGlc a los brazos Mang1-3 o
Mang1-6 mediante la accién de las enzimas N-acetilglucosaminil transferasas IV o V,

respectivamente (Figura 4, reaccion 11).
A partir de las estructuras biantenarias y triantenarias también se pueden sintetizar

estructuras de tipo bisectadas si se incorpora un residuo NAcGIc por union B1,4 con el
residuo intemo B-manosa de la cadena nucleo (Figura 4, reacciones 8b y 8c,

respectivamente).
5.1.2 Incorporacion de fucosa
La enzima fucosiltransferasa que se encuentra en el compartimiento medio del

Golgi es capaz de transferir un residuo fucosa al residuo NAcGIc unido a la Asn de la
estructura que se muestra a continuaciéon (Longmore y Schachter, 1982):

NAcGlc R
m2| |
Man Man
a1,3\ /a1.6
Man

\ B1.4

NAcGlc

\ 1.4

+ Fuc — NACcGIlc

\

-Asn-

donde R puede ser. H, NAcGIcp1-2 o Mang 1-6(Mang 1-3)
5.1.3 Etapas finales

Las etapas finales en la sintesis de oligosacaridos complejos tienen lugar en el
compartimiento trans del Golgi y consisten en el agregado de los azucares galactosa y
acido sialico por enzimas especificas.

Cada residuo NAcGIlc perteneciente a cualquiera de las estructuras que se
muestran en la Figura 5 puede ser aceptor de un residuo galactosa a través de una unién
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1,4 por accion de la enzima galactosiltransferasa (Figura 5, reacciones 12). Finalmente, la
enzima responsable de la sialilacion de las cadenas de oligosacaridos, la sialiltransferasa,
incorpora un residuo de acido sialico al residuo 3—galactosa terminal (Figura 5, reacciones
13).

En forma alternativa al agregado de galactosa y acido sialico también es posible la
formacion de estructuras sulfatadas en un numero limitado de glicoproteinas, como
consecuencia de la adicion de NAcGal en lugar de galactosa, y sulfato en lugar de acido

sialico (Parsons y Pierce, 1980).
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FIGURA 5: Etapas finales en el procesamiento de los oligosacaridos:
12) galactosiltransferasa 13) sialiltransferasa.

22




Introduccién

5.2 Estructura de los oligosacaridos presentes en las glicoproteinas

Las estructuras de los oligosacaridos unidos al aminoacido Asn de las
glicoproteinas maduras pueden agruparse en tres grandes categorias de acuerdo al grado
de procesamiento de la cadena carbohidratada unida al pentasacarido nucleo en: a)
estructuras de alto contenido en manosa, b) estructuras de tipo hibrido y c) estructuras de
tipo complejo.

Las estructuras con alto contenido en manosa y las de tipo hibrido representan
estructuras que no han completado las etapas de remocién e incorporaciéon de nuevos
azucares. Por otro lado, las estructuras de tipo complejo son consideradas estructuras que

han recibido un mayor grado de procesamiento luego de atravesar las cisternas media y

LIt

trans del aparato de Golgi (Figura 6)

- I I (o= o o - - e =
i L7 T NS 72 N7
N NES N1~
| \ |
I ! I
| iy A
-Asn- -Asn- -Asn-
ALTO CONTENIDO EN MANOSA HIBRIDOS
i o S S v 1
1 || ! i \ I |
3 N I - & P |
Ny ¥ Y 2 g Nig i
] J ! !
v—-:- v—% v_} v—%
-Asn -Asn- -Asn- -Asn
triantenaria bisectada biantenaria truncada
COMPLEJOS

o Gal # NAcGlc e Man :[v] Fuc t[A] Sidlico

FIGURA 6: Estructura de los oligosacaridos unidos a las N-glicosilproteinas
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Los oligosacaridos con estructuras de alto contenido en manosa poseen entre 2 y 6
residuos manosa unidos al pentasacarido nucleo.

Los oligosacaridos de tipo hibrido poseen una rama con numero variable de
residuos manosa y una rama con NAcGlc, que puede o no haber incorporado residuos
galactosa y acido sialico. En general, estas estructuras presentan un residuo NAcGlc
bisectado unido a la g-manosa del pentasacarido nucleo.

Los oligosacaridos de tipo complejo poseen residuos de NAcGlc, galactosa y acido
sialico unidos al nucleo comun de azucares. Estas estructuras complejas pueden incorporar
uno o dos residuos NAcGIc a cada una de las o-manosas dando lugar a la formacién de
oligosacaridos de tipo complejo mas ramificados. En base a su morfologia y flexibilidad,
las ramas sustituyentes de las a-manosas han sido denominadas antenas, constituyendo
las estructuras de oligosacaridos con dos o tres ramas, los oligosacaridos biantenarios y
triantenarios respectivamente (Montreuil, 1984). Estas estructuras pueden presentarse con
un residuo NAcGlc con unién g1,4 a la g-manosa del nucleo, dando lugar a la formacién de
oligosacaridos de alto grado de ramificacion “bisectados”. Si la estructura biantenaria no
incorpora galactosa y acido sidlico a una de sus ramas se obtiene la estructura de tipo

truncada.

5.3 Estructura de los oligosacaridos presentes en la molécula de FSH humana

Baenziger y Green (1988) han estudiado exhaustivamente la estructura molecular
de la porcion carbohidratada de la FSH hipofisaria humana utilizando preparaciones de
referencia provenientes de hipofisis humanas (NIADDK-hFSH-I-3-AFP-48228B y NIAMDD-
hFSH-2). Estos autores analizaron la estructura de los carbohidratos luego de separar los
mismos del polipéptido por medio de una N-glicanasa. Utilizaron una combinacién de
técnicas tales como cromatografia liquida de aita resolucion (HPLC), digestion enzimatica
con endo y exoglicosidasas y cromatografias de afinidad en lectinas. Las estructuras que
caracterizaron estos autores se muestran en la Figura 7 y constituyen el 80% de los
oligosacaridos que se encuentran en las moléculas de FSH hipofisaria. El 20% restante
corresponderia a oligosacaridos con otros tipos de estructura, como los oligosacaridos de
tipo hibrido y de alto contenido en manosa que se mostraron en la Figura 6.
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FIGURA 7: Estructura y proporcion de los distintos oligosacaridos en la molécula de FSH hipofisaria
humana.

Como puede observarse en la figura anterior, las isoformas de FSH pueden
presentar diferente contenido en acido sialico en sus cadenas carbohidratadas. Este
residuo le otorga a la isohormona una carga particular determinando un punto isoeléctrico
caracteristico. En base a estas diferencias de carga es posible aislar los analogos de carga
por diversos métodos de laboratorio tales como el isoelectroenfoque preparativo, el

cromatoenfoque y la electroforesis de zona.

6. Funcion de los oligosacaridos en las glicoproteinas

La importancia de la glicosilacion en un variado espectro de fenémenos biolégicos
ha originado una explosiva expansion de la glicobiologia. El procesamiento de los
oligosacaridos presentes en una proteina naciente es el proceso mas frecuente y mas
complejo de los eventos post-traduccionales. Estos oligosacaridos pueden presentar
estructuras muy simples, como una cadena lineal de residuos azucarados, hasta formas
muy complejas como las de cadenas multiples con alto grado de ramificacion; tanto unas
como otras pueden presentar una modificacion adicional especifica incorporando o
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removiendo el uUltimo componente de la cadena que puede ser un grupo sulfato o acido
sidlico.

El mensaje contenido en la porciéon carbohidratada de una glicoproteina esta
relacionado con (Montreuil, 1984):
- la proteccién de la cadena polipeptidica contra el ataque proteolitico
- el alcance y mantenimiento de la estructura terciaria de la proteina
- la regulacion de la inmunogenicidad
- el reconocimiento y asociacién con diferentes virus, enzimas y lectinas (particularmente
las de membrana)
- el mecanismo de adhesion célula-célula o célula-matriz extracelular

6.1 Funcion de los oligosacaridos en las hormonas glicoproteicas

La heterogeneidad molecular constituye una caracteristica comun de todas las
hormonas proteicas sintetizadas por la hipdfisis anterior. Esta heterogeneidad molecular
trasciende las diferencias fisicoquimicas entre las moléculas e influencia fuertemente las
caracteristicas biolégicas de la hormona: las isohormonas difieren en el tiempo que
permanecen en circulacion, en la afinidad por el receptor especifico de membrana y en la
respuesta bioldgica que inducen en las células blanco (Ulloa-Aguirre y col., 1992a).

Realizando una deglicosilacién completa de la hormona glicoproteica se ha podido
establecer que la hormona deglicosilada puede acoplar las subunidades o y p (Sairam,
1980); puede reconocer y unirse con alta afinidad al receptor especifico de membrana pero
es incapaz de desencadenar los mecanismos de transducciéon del mensaje hormonal en la
célula blanco (Sairam y Manjunath, 1982; Manjunath y col., 1982).

En realidad, la deglicosilacién de las gonadotrofinas tiene el efecto de convertir a las
hormonas de agonistas a antagonistas, pues las formas deglicosiladas, al presentar una
mayor afinidad por el receptor especifico que la hormona nativa, ocupan los sitios
receptores pero no inducen ningun tipo de respuesta biolégica en la célula blanco (Daht y
Stone, 1992).

El acido sidlico terminal de la cadena carbohidratada de la molécula de las
hormonas proteicas esta directamente involucrado en la determinacién del tiempo de
permanencia de la hormona en circulacién (vida media) y por lo tanto de la que se ha
denominado biopotencia in vivo (Morell y col., 1971; Wide y Wide, 1984; Wide, 1986,1989)
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La razon por la cual la presencia de acido sidlico determina el aumento en la vida media es
que las isohormas sialiladas no son reconocidas por el receptor hepatico de
asialoglicoproteinas (Ashwell y Harford, 1982).

También se ha postulado que el contenido en acido sidlico modula la biopotencia in
vitro de la hormona pues las isohormonas con mayor contenido en acido sialico presentan
una menor afinidad por el receptor de membrana y producen una menor respuesta
biolégica en las células blanco. Por el contrario, aquellas isohormonas con menor
contenido de acido sialico en sus cadenas de carbohidratos han mostrado mayor actividad
biolégica in vitro debido principalmente a la mayor afinidad de unién al receptor (Ulloa-
Aguirre y Chappel,1982).

Trabajos recientes realizados utilizando técnicas de mutagénesis dirigida sugieren
que las cadenas de carbohidratos presentes en la subunidad g estarian fuertemente
relacionados con la induccién de la respuesta biolégica en la célula blanco (Valove y col.,
1994); el acido sialico presente en las cadenas carbohidratadas de las subunidad p estaria
directamente relacionado con la permanencia de la hormona en circulacién (Bishop y col.,
1995).

6.2 Significado fisiolégico de la heterogeneidad de FSH

La existencia de numerosas isoformas de FSH producidas por la hipéfisis anterior
que surgen de la variacion en el contenido de acido sidlico y por las diferencias en la
estructura intema de las cadenas carbohidratadas unidas al polipéptido se conoce como
heterogeneidad o polimorfismo de la hormona.

Para poder otorgarle un significado fisiolégico al polimorfismo de FSH deberia
demostrarse que (Ulloa-Aguirre y col., 1995):

- las isoformas sintetizadas son secretadas a la circulacién y alcanzan el tejido blanco
- la produccién de las isoformas esta regulada hormonalmente
- las isoformas pueden diferenciarse funcionalmente.

Existen numerosas evidencias en la literatura que demuestran que todas las
isoformas de FSH que han sido sintetizadas en el gonadotropo son secretadas. Como
ejemplo, utilizando el hamster dorado como modelo experimental se ha demostrado que el
perfil de isoformas de FSH aisladas por isoelectroenfoque a partir de hip&fisis es idéntico al
observado en el medio de cultivo de células hipofisarias (Ulloa-Aguirre y col., 1983).
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La regulacion hormonal de la heterogeneidad de la FSH puede ser inferida por los
cambios observados en los perfiles de isoformas séricas o hipofisarias asociados al sexo y
la edad y en distintas condiciones fisiolégicas (Wide, 1982, 1985, 1989). Este punto sera
desarrollado con mayor detalle en la préxima seccion.

El tercer punto, el cual requiere que las distintas isoformas de la hormona puedan
inducir efectos biolégicos especificos en las células blanco, se ha comenzado a analizar y
han sido obtenidas las primeras evidencias que muestran que diferentes isohormonas son
capaces de desencadenar diferentes respuestas bioldgicas (Schaaf y col., 1997; Arey y
col., 1997).

6.3 Regulacion hormonal de la heterogeneidad de FSH

Las diferencias en el perfil de isoformas que se observan en distintas situaciones
fisiolégicas que involucran cambios tanto en los niveles de esteroides gonadales como en
las caracteristicas de los pulsos de GnRH indican que la heterogeneidad de la FSH esta
regulada por estos factores. Un ejemplo de regulacion hormonal del polimorfismo se
observa durante el ciclo menstrual de la mujer en el cual, durante la fase folicular temprana
y durante la fase lutea predominan las isoformas mas acidicas, con mayor contenido de
acido sialico, mientras que en la fase folicular tardia y en la mitad del ciclo menstrual se
incrementa selectivamente la proporcién de isoformas de FSH mas basicas, con menor
contenido de acido sialico (Padmanabhan y col., 1988a).

Las variaciones de la heterogeneidad de la FSH observadas durante el ciclo
menstrual sugieren que los estrégenos estarian regulando la incorporacién de azucares a
los oligosacaridos de la FSH sintetizada y secretada durante la primera mitad del ciclo
menstrual.

Evidencias directas del efecto de los estrogenos han sido obtenidas en pacientes
con disgenesia gonadal a las cuales se les ha suministrado dietiletilbestrol como terapia
sustitutiva. Durante el tratamiento, las isoformas de FSH circulantes presentaron una
disminucién significativa en su contenido de acido sidlico (Padmanabhan y col.,1988a).
Este mismo efecto fue observado en mujeres postmenopausicas bajo tratamiento
prolongado con estrégenos (Wide y Naessén, 1994).

En un modelo experimental, utilizando cultivo de células hipofisarias de rata, Ulloa-

28



Introduccién

Aguirre y colaboradores (1992b) confirmaron el efecto inhibitorio que ejerce el 17g-estradiol
sobre la incorporacion de acido sidlico a las cadenas carbohidratadas de FSH.

El desarrollo sexual es también una de las situaciones fisioloégicas en la cual el
aumento de la actividad hipotalamo-gonadal induce cambios en la heterogeneidad
molecular de la FSH sintetizada por la hipdfisis anterior. En consecuencia, las variaciones
en los niveles circulantes de gonadotrofinas que acompanan el desarrollo puberal no se
limitan sélo a la cantidad sino también a la calidad de la hormona secretada; de esta forma,
la hipéfisis regula la biopotencia del estimulo gonadotréfico que impacta en la gonada.

Las primeras evidencias que describen cambios en la heterogeneidad de la FSH
hipofisaria durante el desarrollo sexual fueron obtenidas en animales de experimentacion:
Chappel y Ramaley (1985) observaron que en la rata macho de 29 dias de vida,
coincidentemente con una elevacion significativa del contenido de GnRH hipotalamico, se
elevaba en la hipdfisis la proporcion de isoformas con menor contenido en acido
sialico.Estos resultados sugieren que los cambios en la heterogeneidad de la FSH estarian
regulados por la accién del GnRH y de los esteroides gonadales, los cuales inducirian
cambios co- y post-traduccionales en el procesamiento de los oligosacaridos presentes en
las moléculas de FSH.

El estudio de los cambios en la heterogeneidad de FSH secretada durante el
desarrolio puberal humano ha arrojado resultados discordantes. Beitins y colaboradores
(1990) y Kletter y colaboradores (1993) no han encontrado cambios en la bioactividad de la
FSH sérica medida a través del desarrollo puberal en niflas y varones normales. Sin
embargo, Philips y colaboradores (1997) han hallado modificaciones en la carga
(directamente relacionada con el contenido de &cido sidlico de la hormona) de la FSH
circulante en varones normales en las primeras etapas del desarrollo puberal.

Durante la pubertad masculina los niveles de andrégenos en aumento
probablemente sean en parte responsables de los cambios en el polimorfismo de FSH. Las
primeras evidencias sobre la modificacion de las caracteristicas moleculares de la FSH por
accion de los androégenos fueron obtenidas por Bogdanove y colaboradores, quienes
observaron que la administracion de andrégenos a ratas macho castradas aumentaba la
actividad biolégica de la FSH (Diebel y col., 1973; Bogdanove y col., 1974).

Mas recientemente, Dahl y Stone (1992) administrando altas dosis de testosterona
a hombres normales confirmaron el aumento de la bioactividad de la FSH circulante por
accion del andrégeno. El incremento de la actividad biologica in vitro de la gonadotrofina se
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acompaidé con la disminucién del contenido de acido sidlico. Por el contrario, la
administracion de un antagonista de GnRH a hombres normales produjo una rapida y
marcada disminucién de la bioactividad de la FSH sérica también determinada en un
ensayo in vitro (Dahl y col., 1986).

Estas observaciones sugieren que los andrégenos regulan la bioactividad de la FSH
disminuyendo la incorporacion de acido sialico a la molécula de gonadotrofina.

Sin embargo los trabajos realizados por Kennedy y Chappel (1985) contradicen
estas observaciones pues han demostrado que el agregado de testosterona a cultivo de
células hipofisarias provenientes de ratas macho adultas aumenta la sintesis y secrecion
de isoformas con mayor contenido de acido sialico.

Durante la pubertad se producen asimismo modificaciones en la pulsatilidad de
GnRH que podrian modificar el polimorfismo de FSH. Los efectos del GnRH han sido
demostrados tanto en cultivos de células hipofisarias (Ulloa-Aguirre y col., 1992b) como en
varones y mujeres normales y ninas con sindrome de Turmer (Phillips y Wide, 1994; Wide y
Albertsson-Wikland, 1990) a los cuales se les administré una dosis unica de factor liberador
que produjo la aparicién de isoformas de FSH menos sialiladas luego de los 60 minutos de
administrado.

No solamente se han descripto cambios en el polimorfismo de la FSH por accion de
su factor liberador. Magner y colaboradores (1992) han descripto que la administracion del
factor liberador de tirotrofina (TRH) modifica la estructura de las cadenas carbohidratadas
unidas al polipéptido de la TSH. Es interesante sefialar que este efecto del factor liberador
de tirotrofina esta regulado por la presencia de hormonas tiroideas (Schaff y col., 1995).

Todos los estudios mencionados han analizado la heterogeneidad molecular de la
FSH en base a los cambios en el contenido del ultimo azucar de la cadena carbohidratada
de las isoformas y los han relacionado con la bioactividad de la hormona determinada in
vitro. Sin embargo, no se ha establecido aun si los cambios en el polimorfismo de la FSH
observados cuando se producen variaciones en el entomo hormonal se limitan al contenido
de acido sidlico de la molécula o involucran la totalidad de la estructura de la cadena

carbohidratada.
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7. Mecanismo de accion de la FSH

La FSH interactua con receptores especificos en la membrana plasmatica de las
células de la granulosa en el ovario (Midgley, 1973) y de las células de Sertoli en el
testiculo (Means y Huckins, 1974). El clonado del receptor de FSH ha permitido establecer
que pertenece a la familia de receptores acoplados a la proteina G (Sprenguel y col.,
1990). La unién de la FSH con su receptor promueve el acoplamiento del complejo
hormona-receptor a una proteina Gs (proteina G estimulatoria), la cual estimula la adenilato
ciclasa provocando un incremento en los niveles intracelulares de AMPc. Como
consecuencia de la activacion del nucleétido ciclico se produce la activacién de la proteina
quinasa A. La fosforilacion especifica por PKA origina cambios en la estructura y funcion de
enzimas, factores regulatorios o proteinas estructurales (Griswold, 1993).

Ademas de la participacion del AMP ciclico como segundo mensajero de la accién
de la FSH, se ha demostrado que la FSH produce un incremento de la concentracién de

calcio intracelular en células de Sertoli de rata (Gorczynska y Handelsman, 1991).

-NH,

FIGURA 8: Esquema del receptor de FSH
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El polimorfismo de FSH ha sido estudiado hasta el presente, en base a las
diferencias que presentan las variantes glicosiladas en el contenido de acido sialico,
residuo terminal de las cadenas de oligosacaridos unidas al polipéptido. Sin embargo, la
influencia de la estructura de la cadena carbohidratada intema al acido sialico sobre las
caracteristicas bioldgicas de la gonadotrofina no ha sido establecida aun. Tampoco se ha
analizado la posible regulacion que el entomo hormonal podria ejercer sobre el
procesamiento de los oligosacaridos presentes en la molécula.

Los objetivos de esta Tesis fueron los siguientes:

e Determinar la relacidon que existe entre la biopotencia de la hormona in vitro, el
contenido de acido sialico terminal y la estructura intema de la porcion carbohidratada
de la molécula.

e |dentificar isoformas de FSH con estructuras carbohidratadas especificas cuya actividad
biolégica in vitro fuera modificada por el contenido de acido sidlico presente en las
mismas y diferenciarlas de aquellas que mantuvieran su biopotencia en forma
independiente del contenido de este residuo terminal.

e Determinar el perfil de distribucién y la potencia biolégica in vitro de las isoformas de
FSH aisladas de acuerdo a la estructura intema de las cadenas carbohidratadas,
circulantes en mujeres jovenes durante la fase folicular de ciclos menstruales
espontaneos y en la postmenopausia.

e Determinar el perfil de distribucion de variantes glicosiladas de FSH circulantes de
acuerdo al contenido de acido sialico terminal y a la estructura intema de las cadenas
carbohidratadas en la pubertad temprana, media y avanzada en el varén.

e Determinar la biopotencia de la hormona en los distintos estadios del desarrollo
puberal.

o Estudiar el efecto del factor liberador de gonadotrofinas sobre las caracteristicas del
polimorfismo de FSH determinado en condiciones basales.
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1. MATERIALES BIOLOGICOS

La caracterizacion molecular y biolégica de la FSH se realizé en extractos provenientes
de hipéfisis humanas y en sueros de individuos con diferente entomo hormonal: mujeres
durante la fase folicular de ciclos menstruales espontaneos, mujeres postmenopausicas y nifios

en distintos estadios del desarrollo puberal.

1.1 Extractos hipofisarios humanos

Los extractos hipofisarios corresponden a la fraccion glicoproteica total de hipéfisis
humanas, provenientes de donantes de diferente sexo y edad, obtenida luego de una
extraccion etandlica al 10% de acuerdo al método de Jones y col. (1979). Los extractos se

mantuvieron a -70°C hasta el momento de ser analizados.

1.2 Suero de mujeres postmenopausicas (SPM)

Las muestras de suero provinieron de 10 voluntarias postmenopausicas sanas (55-68
anos de edad). Estas mujeres habian interrumpido sus ciclos menstruales por lo menos cinco
anos antes de su inclusién en este estudio. Ninguna de las voluntarias estudiadas recibia
tratamiento hormonal o se encontraba bajo medicacién alguna cuando se realizaron las
extracciones.

La caracterizacion de la FSH proveniente de estos sueros se realizé en forma individual
en 5 muestras. Las restantes 5 muestras se combinaron y la muestra combinada resultante se

estudié siguiendo los mismos procedimientos utilizados en las muestras individuales.

1.3 Suero de mujeres en fase folicular (SFF)

Las muestras de suero fueron obtenidas en la fase folicular de ciclos menstruales
espontaneos (dia 13) de 10 voluntanas jévenes (20-28 afios de edad). Ninguna de las
voluntarias estudiadas recibia tratamiento hormonal o se encontraba bajo medicaciéon alguna
cuando se realizaron las extracciones. La caracterizacion de la FSH proveniente de estos
sueros se realizé en forma individual en 5 muestras. Las restantes 5 muestras se combinaron y
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la muestra combinada resultante se estudié siguiendo los mismos procedimientos que en las

muestras individuales.

1.4 Sueros de niitos en distintos estadios del desarrollo puberal

Se seleccionaron 30 varones entre 7 y 18 afios de edad que concumieron a consuilta al
Servicio de Endocrinologia del Hospital de Nifios "Ricardo Gutiérrez" de la ciudad de Buenos
Aires, los cuales no presentaban ninguna alteracion desde el punto de vista del funcionamiento
del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal.

Los nifios fueron agrupados de acuerdo al estadio de desarrollo puberal descriptos por
Tanner (Marshall y Tanner, 1970) en: pubertad temprana (PT; estadio de Tanner I-ll, n=10),
pubertad media (PM; estadio de Tanner Ill, n=13) y pubertad avanzada (PA; estadio de Tanner
IV-V, n=9), teniendo en cuenta la edad cronolégica (EC), el volumen testicular (VT), el vello
pubiano (VP), los niveles de testosterona plasmatica (T) y de las gonadotrofinas séricas, FSH y
LH. La evaluacion clinica fue realizada por la Dra. Silvia Gottlieb y el Dr. César Bergada.

La determinacion de los niveles de FSH y LH se realizd sobre las muestras séricas
tomadas en condiciones basales y a los 20, 30 y 60 minutos posteriores a un estimulo agudo
con 25 ug de GnRH en los nifios en pubertad temprana o 50 ug de GnRH en los nifios en
pubertad media y avanzada. La caracterizacion de la FSH circulante en estos nifios se realizdé
en sueros obtenidos en condiciones basales y en sueros obtenidos 60 minutos despues de la
administracion de GnRH.

Los sueros fueron separados por centrifugacion a 700xg y fueron mantenidos en
condiciones de esterilidad a -70°C hasta el momento de su analisis.

2. DROGAS Y REACTIVOS

El buffer de cromatoenfoque Polybuffer-74, la resina de intercambio PBE-94, los
anfolitos Phamalyte, rango de pH 4.0-6.5, Sephadex G-25 y las microcolumnas de Sephadex
G-25, PD-10, fueron provistos por Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia.

Los anfolitos Iso-Lyte, rango de pH 3-10, fueron obtenidos en ICN Biomedicals, Costa
Mesa, CA, USA.
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Las lectinas utilizadas, Concanavalina A conjugada a Sepharosa 4B, Lectina de Lenteja
(Lens Culinaris) conjugada a Sepharosa 4B y Aglutinina de Germen de Trigo (Triticum Vulgaris)
conjugada a Sepharosa 6MB, asi como las membranas de dialisis de celulosa, con un tamaiio
de poro de 12.000 y el detergente CHAPSO (3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio)}-2- hidroxi-1-
propano sulfonato) fueron provistos por Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.

Las membranas concentradoras Centriprep, con un tamaiio de poro de 10.000, fueron
provistas por Amicon, Beverly, MA, USA.

Las placas de cultivo fueron provistas por Limbro, Flow Laboratories, McLean, VA, USA.

El kit comercial para la determinacion de FSH por radioinmunoensayo de doble
anticuerpo fue obtenido en Diagnostic Products Corporation (DPC), Los Angeles, CA, USA. El
estandar de referencia utilizado en este radioinmunoensayo fue el W.H.O., 2™ Intemational
Reference Preparation, IRP 78/549.

Los estandares de referencia de FSH, LER 907 y hFSH-2, el estandar de FSH utilizado
para marcaciéon, hFSH-I-SIAFP-1, el anticuerpo de FSH, ant-hFSH-6, y el anticuerpo de LH,
anti-hLH-3 fueron gentiimente donados por el National Institute of Diabetes & Digestive &
Kidney Diseases, NIDDK, Bethesda, MD, USA.

Los estandares de referencia de FSH y LH, 1* Intemational Reference Preparation, IRP
69/104 y 68/40 respectivamente, fueron donados por la Organizacion Mundial de la Salud,
W.H.O.

Los esteroides radioactivos [2,4,6,7-’H(N)}-estradiol, [1,2,6,7-’H(N)}-progesterona y
[ ,2,6,7—3H(N)]-testosterona fueron provistos por New England Nuclear, Boston, MA, USA.

Los esteroides no radioactivos se adquirieron en Steraloids, Wilton, NH, USA.

Los anticuerpos especificos utilizados en la determinacién de esteroides plasmaticos
fueros provistos por Immunocorp, Montreal, PQ, Canada.

Todos los demas reactivos, medios de cultivo y las drogas utilizadas fueron provistas por
Sigma.

El isoelectroenfoque preparativo se realizé utilizando una celda con capacidad para 60
ml de muestra Rotofor Cell (Bio Rad, Hercules, CA, USA), una fuente de poder de potencia
constante (ECPS 2000/300, Phamacia) y un bafio refrigerante (Forma Scientific Inc, Marietta,
OH, USA).
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3. METODOS

3.1 CARACTERIZACION DE ISOFORMAS DE FSH HIPOFISARIA HUMANA

3.1.1 Cromatoenfoque

La fraccion glicoproteica total obtenida de las hipéfisis humanas fue sometida a
cromatoenfoque siguiendo la técnica descripta por Ulloa-Aguirre y col. (1990).

El cromatoenfoque pemmite la separacion de una proteina en sus componentes
microheterogéneos. Esta separacion se realiza en base a los puntos isoeléctricos y la técnica es
considerada el analogo cromatografico del isoelectroenfoque. Este procedimiento fue descripto
originalmente en 1978 por Sluyterman y Eigersma, y utiliza una resina de intercambio i6nico
eluida con un buffer apropiado. La resina posee grupos cargados con capacidad buffer, que al
ser titulados con el buffer de elucién originan un gradiente de pH en el interior de la columna.
Las proteinas eluyen de la columna a un pH igual a su punto isoeléctrico.

Los extractos hipofisarios fueron equilibrados en el buffer de eluciéon del cromatoenfoque
(Polybuffer-74, diluido 1:8 en agua deionizada, pH 4.0) mediante una cromatografia previa en
microcolumnas (7.0 x 0.6 cm) de Sephadex G-25.

La columna de cromatoenfoque (30 x 1 cm) conteniendo resina de intercambio idnico
PBE-94, fue equilibrada con 15 volumenes de buffer Imidazol-HCI 0.025 M, pH 7.4. Antes de la
siembra de los extractos hipofisarios, se aplicaron a la columna de cromatoenfoque 5 ml de
buffer de elucion de pH 4.0 con el objeto de evitar someter a las proteinas de la muestra a un
cambio extremo de pH al ingresar a la columna. Luego se sembraron los extractos hipofisarios
los cuales contenian entre 80 y 95 g de FSH inmunoreactiva (hFSH-2). Se recogieron entre
110 y 130 fracciones de 2 ml cada una a una velocidad de flujo de 15 mlh. Se midié el pH de
cada una de las fracciones y cuando se alcanzé un pH igual a 4.0, el buffer de elucion fue
reemplazado por una solucién de NaCl 1 M con el objeto de recuperar el material que no
hubiera eluido en el rango de pH 7.4-4.0. A los andlogos de carga eluidos con NaCl 1 M se les
asigné arbitraiamente un valor de punto isoeléctrico de 3.8. Todos los procedimientos
anteriormente descriptos fueron realizados a 4°C. Se determiné el contenido inmunolégico de
FSH por radicinmunoanalisis en todas las fracciones del cromatoenfoque. Se agruparon las
fracciones eluidas, las cuales se denominaron analogos de carga | a V, correspondientes a los
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siguientes rangos de pH: I: pH:7.4-6.6; II: pH:6.2-5.5; lIl: pH: 6.3-5.0; IV: pH: 4.7-4.0; V: pico de
sal.

Con el objeto de obtener una cantidad de FSH suficiente para su posterior analisis en
cada uno de los rangos de pH se combinaron los analogos de carga de idéntico pH
provenientes de cuatro cromatoenfoques de extractos hipofisarios humanos, los cuales fueron
procesados siguiendo el mismo procedimiento y sembrando la misma cantidad de FSH
inmunolégica en cada columna de cromatoenfoque. El material asi obtenido fue almacenado a
-70°C hasta su posterior analisis. La recuperacion de FSH luego de la separacién varnié entre 60
y 80% de la cantidad total oniginaimente sembrada en la columna.

3.1.2 Tratamiento de los analogos de carga | a V obtenidos por cromatoenfoque

Los analogos de carga obtenidos en el cromatoenfoque fueron dializados
exhaustivamente con el objeto de eliminar el buffer de elucién del cromatoenfoque. La dialisis
se llevé a cabo a 4°C contra agua destilada durante 24 hs. y posteriormente contra carbonato
de amonio, para facilitar la liofilizaciéon, durante 24 hs.; en ambos casos en una relaciéon de
volimenes de 8 ml de muestra/4 | de solucion de didlisis. Luego de la didlisis las muestras
fueron liofilizadas y almacenadas a -70°C.

El matenial liofilizado se resuspendié posteriormente en un volumen apropiado de buffer
fosfato salino (PBS; fosfato de sodio 0.05 M, NaCl 0.150 M, pH 7.4), conteniendo 1% de
albumina sérica bovina.

Se separaron diferentes alicuotas para la determinacién del contenido de FSH inmuno y
bioactiva y para la cromatografia seriada en lectinas.

3.1.3 Determinacién de I-FSH por radioinmunoensayo

Sobre los analogos de carga | a V obtenidos en el cromatoenfoque se determiné el
contenido de I-FSH mediante el empleo de un radicinmunoensayo de doble anticuerpo.

La iodinacion de la hormona proteica se realizé siguiendo el método de cloramina-T y la
posterior purificacion se efectu6é a través de una columna de Sephadex G-25 (Greenwood y
col., 1963). La incubacién con el primer anticuerpo y el trazador se realiz6 a temperatura
ambiente durante 24 hs. Posteriormente se agregé el segundo anticuerpo incubando durante 2
hs. a 4°C. Se separo la fraccion libre de la unida con el agregado de polietilenglicol al 6% y
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posterior centrifugacion, determinandose la radioactividad presente en los precipitados que
contenian la fraccién unida. El estandar de FSH utilizado fue LER 907. La sensibilidad del
ensayo fue de 9.2 ng/ml. Los coeficientes de variacion intra- e inter-ensayo fueron menores que
9y 12%, respectivamente.

3.1.4 Determinacién de bioactividad de FSH in vitro

Sobre los analogos de carga | a V aislados en el cromatoenfoque se determiné también
la actividad biolégica de FSH (B-FSH). Para ello se utiliz6 el método descripto por
Padmanabhan y colaboradores (1987) el cual se basa en la estimulacién de la actividad
aromatasa que produce la FSH en células de Sertoli provenientes de ratas de la cepa Sprague—
Dawley de 8 dias de edad.

Los testiculos fueron decapsulados y se incubaron en medio de cultivo conteniendo
0.03% de colagenasa y 0.003% de inhibidor de tripsina de soja por 5 minutos a temperatura
ambiente. El medio de cultivo consistié en una mezcla 1:1 de medio Ham F10 y medio Dulbecco
modificado por Eagle, suplementado con 14.3 mM de bicarbonato de sodio, 100 UA de
penicilina y 1.1 uM de anfotericina B. Luego de la dispersién inicial con colagenasa, los tubulos
seminiferos sedimentaron y se descarté el sobrenadante conteniendo las células intersticiales.
Los tabulos seminiferos se lavaron repetidamente y se realizd6 un segundo tratamiento con
colagenasa. Los tubulos fueron incubados durante 10 minutos a temperatura ambiente con una
solucion de colagenasa 0.03%, inhibidor de tripsina 0.003% y desoximbonucleasa 0.03%. La
preparacion celular asi obtenida se lavo varias veces y se resuspendié en el medio de cultivo
anteriormente descripto con el agregado de hidrocortisona 8.3 nM, vitamina E 9.3 uM, insulina
0.9 uM, transferrina 60 nM y metilisobutilxantina 0.1 mM. Se determiné el contenido de ADN del
preparado siguiendo el método de Labarca y Paigen (1980). Este preparado celular fue
cultivado a una densidad de 33 ug ADN/pozo en placas de 24 pozos a 34°C bajo una atmésfera
de 5% CO. : 95% aire. Se cultivaron las células durante 72 hs. y luego se removié el medio. Las
monocapas celulares se lavaron una vez con medio y se incubaron nuevamente con el medio
antes mencionado conteniendo 10 ug/l de Factor de Crecimiento Epidémico, albumina sérica
bovina 1%, 19-hidroxiandrostenediona 2 uM y el estandar de FSH o la muestra a analizar. El
estandar empleado fue hFSH-2. Luego de 18 hs. de incubacion, se aspird el medio y se
centrifugd. Los sobrenadantes resultantes se aimacenaron a -70°C hasta la determinacion de
los niveles de estradiol (E2) producidos por radioinmunoanalisis (Escobar y col., 1976).
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La sensibilidad del bioensayo fue de 0.04 ng/ml (hFSH-2), y los coeficientes de variacion
intra- e inter-ensayo fueron 15 y 18% respectivamente.

3.1.5 Determinacion de la relacién bioactividad / inmunoactividad

Para determinar la relacion existente entre la bioactividad e inmunoactividad de FSH
expresadas en hFSH-2 y LER 907 respectivamente, se determiné la inmunopotencia del hFSH-
2 en el RIA utilizado y se corrigieron los niveles de bioactividad considerando que 1 ng hFSH-2
equivale a 95 ng LER 907.

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN LECTINAS

El estudio de la estructura de los oligosacaridos unidos a las glicoproteinas presenta
la dificultad de la gran variabilidad en el numero y tipo de residuos sustituyentes de la
cadena nucleo de carbohidratos y la escasa cantidad de material, que en general se
dispone, para obtener especies puras por fraccionamiento.

La cromatografia de afinidad en lectinas constituye un método simple y posee la
resoluciéon necesaria para el fraccionamiento de varias isoformas de una glicoproteina con
diferentes estructuras en sus cadenas carbohidratadas.

Las lectinas son glicoproteinas de origen no inmune que poseen la capacidad de
aglutinar células y precipitar oligosacaridos complejos. Cada lectina se une a una
secuencia especifica de azucares presentes en un oligosacarido unido a la glicoproteina. El
uso de diferentes lectinas inmovilizadas en un soporte inerte con especificidades de uniéon
perfectamente establecidas, permite fraccionar e identificar estructuraimente las diferentes
isoformas o variantes de glicosilacién de una glicoproteina.

En el presente estudio se utilizaron las lectinas Concanavalina A (Con-A), Aglutinina de
Gemmen de Trigo (WGA) y Lectina de Lenteja (LcH) en forma seriada, con el objeto de
caracterizar las cadenas carbohidratadas intemas al acido sidlico terminal de los analogos de
carga | a V de las variantes glicosiladas de FSH humana, aislados de acuerdo a sus puntos

isoeléctricos.
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3.1.6 Cromatografia en Concanavalina A

La Concanavalina A ha sido ampliamente usada para la separacion de isoformas de
diversas proteinas, entre las que se encuentran FSH (Chappel, 1981; Ulloa-Aguirre y
Chappel, 1982; Foulds y Robertson, 1983; Papandreou y col., 1993), hCG (Blithe, 1990),
LH (Dufau y col.,, 1972) y la proteina ligadora de esteroides sexuales (SHBG) (Danzo y
Black, 1990).

Esta lectina posee alta afinidad de unién a residuos manosa o glucosa terminales, o
a residuos glucosa o manosa intemos sustituidos unicamente en la posicién C-2 por otro
azucar (Ogata y col., 1975).

Teniendo en cuenta la especificidad de unién de esta lectina se pueden separar tres
tipos de estructuras siguiendo el esquema de elucion propuesto por Narasimhan y
colaboradores (1979):

o las que no son retenidas por la lectina (NR), que corresponden a polipéptidos con
cadenas de carbohidratos muy ramificadas y cadenas biantenarias complejas con un
residuo NAcGIlc bisectado;

e las que son débilmente retenidas por la lectina (DR), que corresponden a variantes
glicosiladas con cadenas biantenarias completas y truncadas con residuos galactosa
unidos a NAcGlc.

o las que son fuertemente retenidas por la lectina (FR), que corresponden a isoformas

con cadenas con alto contenido en manosa o cadenas del tipo hibrido.

Los analogos de carga | a V de la FSH obtenidos luego del cromatoenfoque fueron
sometidos a cromatografia de afinidad en Con-A, separandose de esta manera tres grupos de
isoformas con diferentes estructuras en sus cadenas carbohidratadas. Se muestran las
diferentes estructuras de oligosacaridos mencionadas previamente en el esquema de diseio
experimental de la pagina 51-54.

La cromatografia en Concanavalina A se realizé de acuerdo al método descripto por
Cheng y colaboradores (1984) y Danzo y Black (1990).

Todo el procedimiento se llevd a cabo a 4°C. Se utilizaron columnas de 0.6 cm de
diametro por 15 cm de alto conteniendo 2.5 ml de gel de lectina inmovilizada. La columna fue
equilibrada con buffer de equilibrio (Tris-HCI 50 mM, NaCl 0.5 M, MgCk 1 mM, CaCk 1 mM,
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MnClz 1 mM, pH 7.4).

Entre 0.3 y 10 ug de FSH (hFSH-2), provenientes de los analogos de carga | a V
aislados en el cromatoenfoque, fueron sembrados en Concanavalina A. Se dejé ingresar el
maternial a la columna. Se afadié 1 ml de buffer de equilibrio y luego de que el mismo entrara a
la columna se interrumpié el fiujo durante una hora para permitir la interaccion de la muestra con
la lectina. Luego de este periodo de incubacién, se agregaron a la columna 10 mi de buffer de
equilibrio y se recogieron las isoformas no retenidas (NR).

Se anadi6 luego 1 ml de buffer de equilibrio conteniendo metil oD-glucopiranésido 10
mM (glucésido) y se interrumpid el flujo por una hora. Se agregaron 10 ml del mismo buffer y se
recogieron las isoformas débilmente retenidas (DR).

Finalmente, se anadié 1 mi de buffer de equilibrio conteniendo metil oD-manopiranésido
100 mM (mandsido) y se dejé interactuar por una hora. Se agregaron 10 mi adicionales de
manésido y se recogieron las isoformas de FSH fuertemente retenidas por la lectina (FR). Se
comprobd que no era necesario utilizar una mayor concentraciéon de azucar en el buffer de
equilibrio pues toda la I-FSH habia sido eluida. El flujo de la columna se mantuvo en 14 mlh. La
recuperacion vario entre 75-90%.

3.1.7 Tratamiento del material obtenido por cromatografia en Con-A

Los eluidos cromatograficos conteniendo las isoformas de FSH no retenidas, débilmente
retenidas y fuertemente retenidas por la lectina provenientes de los analogos de cargala V se
concentraron hasta un volumen inferior a 1 ml utilizando membranas Centriprep. Estos
concentrados se diluyeron hasta 6 ml con solucion fisiolégica y se concentraron nuevamente.
Este procedimiento, que fue repetido 2 veces, tuvo como objetivo disminuir la concentracion de
sales y azucares de la muestra. Todo el procedimiento fue realizado a 4°C. Los concentrados
se almacenaron a -70°C hasta que se realiz6 la detemminacion del contenido de FSH
inmunolégica y biolégica y el aislamiento de isoformas por cromatografia en las sucesivas
lectinas.

3.1.8 Cromatografia en Aglutinina de Germen de Trigo

La cromatografia en Aglutinina de Gemmen de Trigo ha sido utilizada en forma

seriada con la cromatografia en Concanavalina A para el analisis de variantes glicosiladas
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que han sido fuertemente retenidas en Con-A (Cummings y Komfeld, 1982). La Aglutinina
de Germen de Trigo reconoce las cadenas de oligosacaridos que poseen residuos NAcGlc
unidos a la manosa p del pentasacarido nucleo (Yamamoto y col., 1981). En consecuencia,
posibilita la separacion de isoformas con cadenas de oligosacaridos de alto contenido en
manosa, que no son retenidas por la lectina (NR) de las isoformas con cadenas de
oligosacaridos de tipo hibrido con residuos NAcGlc expuestos que quedan retenidas en WGA
(R). Los requerimientos estructurales para la unién de los oligosacaridos a esta lectina no
permiten la separaciéon de las isoformas que constituyen el grupo no retenido en Con-A, con
cadenas de oligosacaridos triantenarias y bisectadas, o de las isoformas débilmente retenidas
en Con-A, con cadenas de oligosacaridos biantenarias y truncadas (Yamamoto y col. , 1981).
Por estos motivos solamente se procesaron en esta lectina las isoformas fuertemente retenidas
en Con-A, provenientes de las isoformas de FSH contenidas en los andlogos de carga ll a V,
con cadenas de oligosacaridos con estructuras de tipo hibrido y de alto contenido en manosa.
La baja cantidad de FSH contenida en los eluidos de Con-A del grupo | de analogos de carga,
no pemitié su analisis en esta segunda cromatografia.

Se muestran las diferentes estructuras de oligosacaridos mencionadas en el esquema
de disefio experimental en la pagina 52.

La cromatografia en WGA se realizé siguiendo el método descripto por Yamamoto y
colaboradores (1981).

Todo el procedimiento se llevéd a cabo a 4°C. Se utilizaron columnas de 0.6 cm de
diametro por 15.0 cm de alto conteniendo un volumen de gel de 2.5 ml. La columna fue
equilibrada con buffer fosfato salino (PBS; fosfato de sodio 0.05 M, NaCl 0.150 M, pH 7.4). Se
sembraron entre 0.5 y 1 ug de I-FSH (hFSH-2) y se dej6 ingresar el material en fa columna. Se
anadi6 1 mi de PBS y luego de que el mismo entrara a la columna, se interrumpié el flujo
durante una hora para permitir la interacciéon de la muestra con la lectina. Luego de este periodo
de incubacién, se agregaron a la columna 7 ml de PBS y se recogieron las isoformas no
retenidas (NR).

Se anadié luego 1 ml de PBS conteniendo NAcGIic 200 mM y se interrumpid el flujo de
la columna por una hora. Se agregaron 7 mi del mismo buffer con NAcGIc y se recogieron las
isoformas retenidas (R). No fue necesario utilizar una mayor concentracién de azucar en el
buffer PBS para eluir el material de la columna. El flujo de la columna se mantuvo en 5 mih. La

recuperacion varié entre 70-80%.
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3.1.9 Tratamiento del material obtenido por cromatografia en WGA

Los eluidos conteniendo las isoformas de FSH no retenidas y retenidas por la lectina se
concentraron como se describié en 3.1.7. Los concentrados se almacenaron a -70°C hasta la
posterior determinacién de FSH inmuno y bioactiva.

3.1.10 Cromatografia en Lectina de Lenteja

La cromatografia de afinidad en Lectina de Lenteja ha sido utilizada para el
fraccionamiento de isoformas séricas de hCG, ya sea en forma independiente de otras
lectinas (Skarulis y col., 1992), o luego de una cromatografia en Concanavalina A (Blithe,
1990). Esta lectina permite la separacion de glicoproteinas conteniendo un residuo fucosa
en su cadena carbohidratada (R), de aquellas proteinas que no lo poseen (NR) (Cummings
y Komfeld, 1982). La especificidad de unién a esta lectina ha sido descripta por Komfeld y
colaboradores (1981), quienes sostienen que la presencia de un residuo fucosa unido al
azucar NAcGlc mas intemo de la cadena carbohidratada, préximo al aminoacido
asparagina, es esencial para que exista alta afinidad de unién.

Ademas de la fucosa, para una unién con alta afinidad a la LcH, se requiere la
presencia de dos residuos manosa. Si uno de estos residuos se encontrara sustituido por
otros azucares en sus carbonos 2 y 4, no seria posible la unién a la lectina. En cambio, si la
sustitucion fuera en los carbonos 2 y 6 de la manosa, la interaccion de la estructura
carbohidratada con la lectina no se encontraria impedida. Es decir, en un grupo de
isoformas previamente separado por la cromatografia en Concanavalina A que no hubiera
sido retenido, cuya estructura de cadena carbohidratada fuese triantenaria, no seria posible
dilucidar con certeza si la falta de union a la LcH se deberia a la ausencia del residuo
fucosa en los oligosacaridos o a dicha estructura triantenaria particular que impediria la
unién con la lectina.

Las isoformas contenidas en los analogos de carga |l a V que fueron débiimente y
fuertemente retenidos en la cromatografia en Con-A fueron sometidos a cromatografia de
afinidad en Lectina de Lenteja. El bajo contenido de FSH presente en los eluidos de Con-A del
grupo | de analogos de carga, no permitio su andlisis en LcH. Se muestran las diferentes
estructuras de oligosacaridos mencionadas en el esquema de disefio experimental en la

pagina 52.
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La técnica utilizada para la cromatografia en LcH fue descripta por Komfeld y col.
(1981).

Todo el procedimiento se llevd a cabo a 4°C. Se utilizaron columnas de 0.6 cm de
diametro por 15.0 cm_de alto conteniendo un volumen de gel de 2.5 ml. La columna fue
equilibrada con buffer Tris 50 mM, conteniendo 0.5 M NaCl, 1 mM CaClz, 1 mM MgClk, 1 mM
MnCl,, pH 7.0 (Buffer de equilibrio).

Se sembraron entre 0.5 y 1 ng de FSH inmunoactiva (hFSH-2). Se dejé ingresar el
material a la columna. Se anadié 1 mi de buffer de equilibrio y luego de que el mismo entrara a
la columna, se interrumpid el flujo durante una hora para permitir la interaccién de la muestra
con la lectina. Luego de este periodo de incubacion, se agregaron a la columna 7 mi de buffer
de equilibrio y se recogieron las isoformas no retenidas (NR).

Se anadi6é luego 1 ml de buffer de equilibrio conteniendo metil gD-manopiranosa 100
mM (manosido) y se interrumpio6 el flujo por una hora. Se agregaron 7 ml del mismo buffer y se
recogieron las isoformas retenidas (R). No fue necesario utilizar una concentracion de azicar
mayor en el buffer de equilibrio para eluir el material de la columna. El flujo de la columna se
mantuvo en 12 mbh. La recuperacion varié entre el 70-75%.

3.1.11 Tratamiento del material obtenido por cromatografia en LcH

Los eluidos conteniendo las isoformas de FSH no retenidas y retenidas por la lectina se
concentraron como se describié en 3.1.7. Los concentrados se almacenaron a -70°C hasta la
posterior determinaciéon de FSH inmuno y bioactiva.

3.2 CARACTERIZACION DE ISOFORMAS DE FSH CIRCULANTES EN LA
POSTMENOPAUSIA Y EN LA FASE FOLICULAR DE CICLOS MENSTRUALES
NORMALES

3.2.1 Tratamiento de los sueros

Los sueros a analizar por cromatografia de afinidad en Con-A fueron dializados con el
objeto de eliminar los esteroides endégenos y disminuir la fuerza iénica. La didlisis se llevo a
cabo a 4°C, durante toda la noche contra buffer fosfato 10 mM, pH 7.4, en una relacién de
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volumenes de 1 ml de suero/ 300 mi de buffer.

3.2.2 Cromatografia en Concanavalina A

Se sembraron aproximadamente 0.35 mi de suero dializado conteniendo un maximo de
21 mg de proteina total. La técnica utilizada fue idéntica a la descripta en 3.1.6, con la Unica
diferencia de que en esta ocasion se recogieron fracciones individuales de los eluidos de la
cromatografia. De esta manera se obtuvieron 10 fracciones de 1 ml, constituyendo las
isoformas no retenidas, 10 fracciones de 1 ml, constituyendo las isoformas débilmente retenidas
y 10 fracciones de 1 ml, constituyendo las isoformas fuertemente retenidas. En cada una de las
fracciones se determinaron proteinas totales.

Los niveles altos de I-FSH que contenian los sueros provenientes de mujeres
postmenopausicas pemmitieron la determinacion de FSH inmunolégica en las fracciones
individuales eluidas de la cromatografia en Con-A. Por otro lado, dado que los niveles de FSH
en los sueros de mujeres en fase folicular son bajos, fue necesario sembrar alicuotas idénticas
de suero, individuales o combinados, en cuatro columnas que se comieron en forma paralela
para obtener una cantidad suficiente de FSH en cada grupo de isoformas. Para este fin, las
fracciones NR, DR y FR provenientes de las cuatro columnas fueron combinadas y se
concentraron como se describié en 3.1.7.

Los concentrados fueron aimacenados a -70°C hasta la posterior determinaciéon de FSH

inmuno y bioactiva.

3.2.3 Determinacién de proteinas

La determinacion de proteinas sobre los sueros y sobre las fracciones cromatograficas
de Con-A se realiz6 siguiendo el método descripto por Lowry y colaboradores (1951) utilizando

albumina bovina como estandar.

3.2.4 Determinacion de inmunoactividad de FSH

La actividad inmunolégica de FSH presente en los sueros, en las fracciones de
cromatografia en Con-A y en los concentrados obtenidos posteriormente fue determinada por
radioinmunoanalisis utilizando un ensayo de preparacion comercial de doble anticuerpo. El
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estandar utilizado fue el W.H.O., 2™ Intemational Reference Preparation, IRP 78/549. La
sensibilidad de este ensayo fue 0.7 UM y los coeficientes de variacion intra- e inter-ensayo

fueron menores que el 10%.
3.2.5 Determinacion de bioactividad de FSH in vitro

La actividad biolégica de FSH presente en los sueros de mujeres y en los concentrados
obtenidos luego de la cromatografia en Con-A fue determinada como se describié en 3.1.4.

3.2.6 Determinacion de la relacién bioactividad / inmunoactividad

Para determinar la relacion existente entre la bioactividad e inmunoactividad de FSH
expresadas en hFSH-2 y 2™|RP 78/549 respectivamente, se determiné la inmunopotencia del
hFSH-2 en el RIA utilizado y se comigieron los niveles de bioactividad considerando que 1 ng de
hFSH-2 equivale a 2 mUI del 2™ IRP 78/549.

3.2.7 Determinacion de esteroides en suero

Los niveles de estradiol y progesterona en los sueros de las mujeres en fase folicular y
mujeres postmenopausicas fueron determinados por radioinmunoandlisis, previa extraccion con
eter etilico, segun los métodos descriptos por Escobar y colaboradores (1976) y Rey y
colaboradores (1995), respectivamente.

3.3 CARACTERIZACION DE ISOFORMAS DE FSH CIRCULANTES EN DISTINTOS
ESTADIOS DEL DESARROLLO PUBERAL DEL VARON

3.3.1 Tratamiento de los sueros

Los sueros a analizar por isoelectroenfoque preparativo fueron dializados para reducir la
fuerza ionica de estas muestras y adecuarla al isoelectroenfoque. La didlisis se llevo a cabo a
4°C durante 2 hs. 30 minutos en una relacion de volimenes de 1 mi de suero/250 mi de NaCl
10 mM, realizando dos cambios de la solucién salina en el transcurso de la misma, para
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acelerar el proceso.

3.3.2 Isoelectroenfoque preparativo

El aislamiento de los analogos de carga de FSH (moléculas con distinto punto
isoeléctrico) presentes en los sueros de los ninos en distintos estadios del desarrollo puberal se
realiz6 mediante la utilizacion de isoelectroenfoque preparativo.

El isoelectroenfoque se llevd a cabo en una celda preparativa que pemmite el
procesamiento de muestras con un elevado contenido proteico, pudiéndose en este caso
utilizar hasta un volumen maximo de 10 ml de suero. La celda de isoelectroenfoque posee una
camara de enfoque de forma cilindrica con una varilla ceramica de refrigeracién ubicada en
forma longitudinal en el centro de la celda. La camara de enfoque esta dividida en
compartimientos determinados por membranas de poliester de 6 ym de espesor ubicadas en
forma paralela, transversal al eje de la celda. Estas membranas determinan 20
compartimientos, cada uno de los cuales coresponde a una fraccién con un pH determinado.
La separacion de la muestra ocurre dentro del espacio que se establece entre la camara y la
varilla ceramica. El disefio de esta celda permite realizar todo el procedimiento de separacion de
isoformas en fase liquida, conservando de esta manera la actividad biolégica en la muestra
analizada.

Antes de efectuar el enfoque, se realizé un pre-enfoque para establecer el gradiente de
pH, con una combinacién de anfolitos Iso-Lyte al 3.5% con un rango de pH 3-10 y Pharmmalyte al
0.5% con un rango de pH 4.0-6.5 con el objeto de reforzar este ultimo rango en el gradiente de
pH donde enfoca la FSH. Para el enfoque, la concentracién total de anfolitos utilizada fue
entonces de 4%, con 1% de detergente no iénico CHAPSO. Se sembraron en la celda de
isoelectroenfoque entre 3 y 10 ml de suero y el enfoque se llevd a cabo durante 4 hs. a potencia
constante de 12 W, manteniendo refrigerada la celda. Luego de realizado el enfoque, el
contenido de cada compartimiento fue aspirado mediante un sistema de recoleccion
simultanea. Se recogieron 20 fracciones de 2 ml cada una.

Se separaron diferentes alicuotas de las fracciones recogidas para la determinacion del
pH y del contenido de proteinas totales.
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3.3.3 Tratamiento de las fracciones obtenidas por isoelectroenfoque

Luego de determinar el pH, las fracciones se dializaron exhaustivamente en forma
individual para eliminar los anfolitos y el detergente. La didlisis se llevo a cabo durante 36 hs. a
4°C en una relacion de volumenes de 2 ml de muestrall de soluciéon de NaCl 1 M. Se realizaron
cambios de la solucién salina cada 8 hs. durante un periodo de 24 hs. y posteriormente, se
realizaron cambios cada 3 hs. con solucién fisiolégica hasta completar un total de 36 hs. de
dialisis. Este procedimiento fue necesario para lograr la total eliminaciéon de los restos de
anfolitos y detergente en las muestras, ya que tanto los anfolitos como el detergente interfieren
en forma significativa en el radioinmunoensayo. En una alicuota adecuada de las muestras asi
tratadas se determiné el contenido de FSH inmunolégica por RIA y el resto del material se
almacené a -70°C hasta su posterior analisis.

3.3.4 Determinacién de proteinas

El contenido de proteinas totales en las fracciones del isoelectroenfoque preparativo fue
determinado midiendo la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 280 nm. Los
valores de absorbancia fueron interpolados en una curva estandar realizada con albumina

sérica bovina.

3.3.5 Determinacion de I-FSH por radioinmunoensayo

La determinacién del contenido de FSH inmunolégica sobre los concentrados de las
fracciones del isoelectroenfoque preparativo se realizdé mediante el empleo del
radioinmunoensayo descripto en 3.1.3. Con el objeto de obtener niveles adecuados de FSH
para su posterior andlisis en Concanavalina A, las fracciones conteniendo actividad
inmunolégica de FSH fueron combinadas y concentradas en membranas Centriprep y fueron
almacenadas a -70°C hasta la detemminacion de actividad biolégica y su andlisis en

cromatografia en Concanavalina A.

3.3.6 Determinacion de bioactividad de FSH in vitro

La actividad biolégica de FSH presente en los concentrados provenientes del
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isoelectroenfoque fue determinada como se describi6é en 3.1.4.

3.3.7 Determinacioén de la relacién bioactividad / inmunoactividad

Para determinar la relacion existente entre la bioactividad e inmunoactividad de FSH se
procedié como se describié en 3.1.5.

3.3.8 Cromatografia en Concanavalina A

Se reunieron los concentrados provenientes de las fracciones del isoelectroenfoque
preparativo que contenian FSH. Esta preparacioén, la cual reunié todos los analogos de
carga, fue concentrada, y este ultimo material fue sembrado en una columna de Con-A. La
técnica utilizada para realizar la cromatografia fue descripta en 3.1.6. Se recogieron los
eluidos correspondientes a las fracciones que contenian las isoformas no retenidas,

débilmente retenidas y fuertemente retenidas por la lectina.

3.3.9 Tratamiento del material obtenido por cromatografia en Con-A

Los eluidos cromatograficos conteniendo las isoformas de FSH NR, DR y FR
provenientes de la cromatografia en Con-A fueron concentrados hasta un volumen menor
que 1 ml utilizando membranas Centriprep. Estos concentrados se diluyeron hasta 6 ml con
soluciéon fisiologica y se concentraron nuevamente. Con el objeto de disminuir la
concentracion de sales y azucares de la muestra este procedimiento fue repetido 2 veces.
Todo el procedimiento fue realizado a 4°C. Los concentrados se almacenaron a -70°C
hasta la determinacién del contenido de FSH inmunoloégica (descripto en 3.3.5).

3.3.10 Determinacion de los niveles de gonadotrofinas séricas, FSH y LH, en

sueros de niflos

El contenido de FSH y LH inmunolégicas en las muestras séricas obtenidas en
condiciones basales y 20, 30 y 60 minutos posteriores a la administracion de GnRH fue
determinado por radioinmunoanalisis de doble anticuerpo utilizando los estandares W.H.O.,
FSH 1IRP 69/104 y LH 1*IRP 68/40. La técnica utilizada fue descripta en 3.1.3.
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3.3.11 Determinacion de esteroides en suero

Los niveles de testosterona sérica de los nifos en distintos estadios puberales fueron
determinados por radioinmunoandlisis siguiendo el método descripto por Rey y colaboradores
(19995).

4. ANALISIS ESTADISTICO

La sensibilidad de los radioinmunoensayos descriptos en 3.3.10 no permitid detectar los
niveles de gonadotrofinas en nifos en pubertad temprana. Por este motivo, para realizar el
andlisis estadistico de los datos se utilizé la tabla de numeros aleatorios de Linder (1969). El
limite inferior del rango de numeros considerado fue el valor mas frecuente de gonadotrofinas
séricas en ninos entre 7 y 13 afos de edad, determinados por un inmunoensayo fluorométrico
de mayor sensibilidad desarrollado recientemente en este Centro. Se tomaron numeros al azar
mayores de 0.3 y menores de 1.

Para el analisis estadistico de resultados expresados en porcentaje se utilizé la
transformacion arcsen(p)m, siendo p la proporcion (0<p<1). Las restantes variables a analizar
fueron transformadas a logaritmo decimal.

Las diferencias estadisticas entre las medias se analizaron utilizando la prueba t de
Student no apareada cuando se compararon dos grupos. Para las comparaciones multiples se
realizd andlisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de la prueba de Tukey-Kramer. Los
coeficientes de comelacion entre dos variables fueron determinados mediante el analisis de
correlacién lineal de Pearson.

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa de computacién InStat, version 2.02
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

5. DISENO EXPERIMENTAL (Esquemas, pags. 51-54)
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Caracterizacion de FSH hipofisaria (ll)
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1. CARACTERIZACION DE ISOFORMAS DE FSH HIPOFISARIA HUMANA

1.1 Distribucién de FSH inmuno y bioactiva proveniente de extractos hipofisarios
humanos de acuerdo a sus puntos isoeléctricos: cromatoenfoque de extractos
hipofisarios

Con el propésito de aislar los analogos de carga de FSH hipofisaria humana con distinto
contenido de acido sidlico en sus cadenas carbohidratadas, se utiliz6 una columna de
cromatoenfoque que permite la separacion de proteinas de acuerdo a sus puntos isoeléctricos.

La Figura 9 muestra un perfil representativo de la FSH inmunoreactiva obtenida en el
cromatoenfoque a lo largo del gradiente de pH. Numerosos picos de inmunoreactividad de FSH
fueron hallados en el rango de pH 7.4-4.0, asi como también un pico adicional recuperado
luego del agregado de NaCl 1M a la columna de cromatoenfoque (pico de sal). Se separaron
cinco grupos de analogos de carga, | a V, correspondientes a los siguientes rangos de pH: I:
pH:7.4-6.6; ll: pH:6.2-5.5; Ill: pH: 5.3-5.0; IV: pH: 4.74.0; V: pico de sal.

La Tabla 1 muestra los niveles de |I-FSH encontrados en los distintos intervalos de pH
considerados, y los mismos resultados expresados como porcentaje del total de I-FSH que
eluy6é de la columna para cada grupo. Los resultados fueron obtenidos procesando cuatro
columnas de cromatoenfoque bajo idénticas condiciones.

TABLA 1: DISTRIBUCION DE FSH INMUNOLOGICA LUEGO DEL CROMATOENFOQUE DE
EXTRACTOS HIPOFISARIOS EN GRADIENTE DE pH 7.4-4.0.

Analogos
9 i ! 1] v Vv
de carga
pH 7466 6.2-5.5 5.3-5.0 4740 pico de sal
I-FSH 1.0101 3.9t13 6.5+1.9 31.945.9 37.243.5
(u9)
%I-FSH 14102 6.0£2.4 9.413.6 38.4£10.7 447+16.2

Los resultados se expresan en ug de hFSH-2 como media + DE (n=4 cromatoenfoques) de los niveles de
I-FSH en los anéalogos de cargal a V.
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En la Tabla 2 se muestran los niveles de FSH bioactiva en los distintos analogos de
carga | a V: las proporciones de FSH bioactiva corespondientes a cada uno de los grupos
respecto del total recuperado en el cromatoenfoque, asi como también la relacion de bio a
inmunoactividad (B/). Los resultados fueron obtenidos procesando cuatro columnas de

cromatoenfoque bajo idénticas condiciones.

TABLA 2: DISTRIBUCION DE FSH BIOLOGICA LUEGO DEL CROMATOENFOQUE DE EXTRACTOS
HIPOFISARIOS. B/l: RELACION DE BIO A INMUNOACTIVIDAD.

Analogos
9 | ] m v Vv
de carga
pH 7466 6.2-55 5.3-5.0 4740 pico de sal
B-FSH 3.8+1.3 242458 20.116.4 73.4113.8 69.5¢17.9
(n9)
%B-FSH 2.0+0.5 11.814.1 10.613.9 38.8+12.4 36.7118.7
BA 4.0+09 6.3104 3.110.3 2.310.2 1.9140.5

Los resultados se expresan en ug de hFSH-2 como media x DE (n=4 cromatoenfoques) de los niveles de
B-FSH en los analogos de cargala V.
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Los resultados presentados en las Tablas 1 y 2 se retnen en la Figura 10. Puede
observarse que mas del 80% de los analogos de carga presentes en extractos hipofisarios
corresponden a los grupos IV y V que representan isoformas acidicas, con puntos isoeléctricos
menores de 4.7. En ambos grupos de analogos de carga se observé una baja actividad
biolégica expresada como la relacion B/l: IV: 2.330.2; V: 1.940.5. La relacién B/l mas alta
hallada en estos extractos hipofisarios comrespondid a isoformas basicas con puntos
isoeléctricos entre 7.4 y 5.5. Cuando se relacioné el punto isoeléctrico de los analogos de carga
con la relacién B/l se encontré6 que esta relacion aumenta a medida que aumenta el punto
isoeléctrico. El coeficiente de correlacion obtenido considerando todos los grupos de analogos
de carga fue r = 0.8268 (p<0.0001).

80 - | I 1 \Y v
g 60 B/I: 1.940.5
® B/I: 2.3:0.2
g
= |
(8]

o
20| | ]
T
e
= B/I: 6.310.4
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nw
R 20 + By 4.0:0.9
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FIGURA 10: Proporcion de I-FSH (barras llenas) y B-FSH (barras sombreadas) en los analogos de carga |
a V aislados en los cromatoenfoques de extractos hipofisarios humanos. B/l: Relacién de bio a

inmunoactividad.
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1.2 Distribucion de los analogos de carga de acuerdo a la estructura intema de
sus cadenas carbohidratadas: Cromatografia de afinidad en lectinas

Luego de la separacién de grupos de analogos de carga de FSH hipofisaria de acuerdo
a su punto isoeléctrico se determind, en cada uno de estos grupos, la estructura molecular de
las cadenas carbohidratadas intemas al azucar terminal, acido sialico. Con este propésito se
realizaron cromatografias de afinidad en lectinas, utilizando Concanavalina A, Aglutinina de
Germen de Trigo y Lectina de Lenteja, las cuales poseen afinidades especificas de unién a las
diferentes estructuras de cadenas carbohidratadas (Esquemas de Disefio experimental, pags.
51y 52).

En todos los casos en la separacion de isoformas las cromatografias se repitieron tres

veces en idénticas condiciones.

1.21 CROMATOGRAFIA EN CONCANAVALINA A

Cromatografia en Con-A de analogos de carga de FSH con puntos isoeléctricos
entre 7.4y 6.6 (Grupo |)

El grupo | de anélogos de carga representa la menor proporcion de FSH encontrada en
los extractos hipofisarios (1.440.2%). Como se mostré en la Figura 10, la relacion de bio a
inmunoactividad hallada en este grupo fue 4.010.9.

Los resultados obtenidos en el andlisis de los analogos de carga del grupo | en
Concanavalina A se muestran en la Tabla 3.
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TABLA 3: DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD INMUNOLOGICA Y BIOLOGICA DE LOS ANALOGOS
DE CARGA DE FSH HIPOFISARIA PERTENECIENTES AL GRUPO | DE CROMATOENFOQUE (pH
7.4-6.6) LUEGO DE CROMATOGRAFIA EN CON-A.

Isoformas NR DR FR
I-FSH 7.5£3.0 49.416.8 137.6+18.5
(ng)
B;:;“ 16.415.6 190.9133.7 671.5¢42.3

Los resultados se expresan en ng de hFSH-2 como media + DE de los valores obtenidos en
tres corridas cromatograficas independientes.

En la Figura 11 puede observarse el porcentaje de |-FSH recuperado en cada uno de

los grupos de isoformas aislados en la cromatografia de acuerdo a la estructura de la cadena

carbohidratada intema al acido sidlico terminal y la relacién de bioactividad a inmunoactividad

(BN) encontrada. El 75% de la FSH total recuperada en la columna correspondi6 a la fraccion

fuertemente retenida que contiene isoformas con cadenas carbohidratadas incompletas de tipo

hibrido y de alto contenido en manosa. Asimismo se recuperd una proporcién importante de

isoformas débilmente retenidas con cadenas de oligosacaridos biantenarias completas y

truncadas (20%), siendo notable la escasa proporcién de isoformas con cadenas complejas, de

alto grado de ramificacién contenidas en este grupo de analogos de carga. Las isoformas

débilmente y fuertemente retenidas por la lectina fueron las que presentaron mayor bioactividad

(51+ 10y 45+ 0.4 vs 1.9 +0.4; p<0.01)
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FIGURA 11: Distribucion de los analogos de carga pertenecientes al grupo | del cromatoenfoque (pH 7.4-
6.6) luego de la cromatografia en Con-A. NR: isoformas no retenidas por la lectina; DR: isoformas
débilmente retenidas por la lectina; FR: isoformas fuertemente retenidas por la lectina. Los resultados se
expresan como media + DE de los valores obtenidos en tres cromatografias realizadas. Distintas letras
indican diferencias estadisticamente significativas de la relacién de la bioactividad a inmunoactividad entre
las isoformas de FSH; p<0.01.

Cromatografia en Con-A de analogos de carga de FSH con puntos isoeléctricos
entre 6.2 y 5.5 (Grupo ll)

La FSH contenida en estos analogos de carga representa, al igual que lo observado con
el grupo ), una baja proporcion de la hormona total contenida en la hipéfisis humana. Como se
mostré en la Figura 10, la relacién B/l en estos analogos de carga fue 6.3+ 0.4. Los resultados
obtenidos en el analisis del grupo |l de analogos de carga en la cromatografia en Con-A se

muestran en la Tabla 4.
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TABLA 4: DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD INMUNOLOGICA Y BIOLOGICA DE LOS ANALOGOS
DE CARGA DE FSH HIPOFISARIA PERTENECIENTES AL GRUPO |l DE CROMATOENFOQUE (pH
6.2-5.5) LUEGO DE CROMATOGRAFIA EN CON-A.

Isoformas NR DR FR
I-FSH 94 6+16.0 267.1137.5 467.2154 1
(ng)
B-FSH 226.1+39.8 1478.21514.5 1789.41233.7
(ng)

Los resultados se expresan en ng de FSH-2 como media + DE de los valores obtenidos en
tres corridas cromatograficas independientes.

La distribucién de analogos de carga en Con-A fue similar a la obtenida en el grupo

anterior ya que se mantuvo el predominio de isoformas con cadenas carbohidratadas de tipo

hibrido y de alto contenido en manosa (56%). Las isoformas con cadenas de carbohidratos

biantenarias completas y truncadas fueron halladas en considerable proporcion (33%). Sin

embargo, las isoformas de cadenas carbohidratadas con alto grado de ramificacion, casi

ausentes en el grupo | de analogos de carga, representaron el 11% del total en este caso

(Figura 12).

La mayor bioactividad dentro de este grupo de analogos de carga estuvo asociada a las

isoformas con cadenas carbohidratadas biantenanas completas y truncadas con una relacion

B/ = 5.311.6, aunque este valor se diferencié estadisticamente sélo con el corespondiente BA

de las isoformas con cadenas carbohidratadas triantenarias y bisectadas (p<0.01).
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FIGURA 12: Distribucion de los analogos de carga pertenecientes al grupo Il de cromatoenfoque (pH 6.2-
5.5) luego de la cromatografia en Con-A. NR: isoformas no retenidas por la lectina; DR: isoformas
débilmente retenidas por la lectina; FR: isoformas fuertemente retenidas por la lectina. Los resultados se
expresan como media + DE de los valores obtenidos en tres cromatografias realizadas. Distintas letras
indican diferencias estadisticamente significativas de la relacion de la bioactividad a inmunoactividad de
las isoformas de FSH; p<0.01.

Cromatografia en Con-A de analogos de carga de FSH con puntos isoeléctricos
entre 5.3 y 5.0 (Grupo lll)

La cantidad de FSH inmunoreactiva contenida en este grupo de analogos de carga
representa el 9.4+3.6% de la FSH total recuperada en el cromatoenfoque. Como se mostro en
la Figura 10, las isoformas halladas en este grupo poseen una relacién B/l mas baja que la del
grupo anterior (B/l: 3.11£0.3 vs 6.310.4).

Los resultados obtenidos en el analisis del grupo Il de analogos de carga en la

cromatografia en Con-A se muestran en la Tabla 5.
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TABLA 5: DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD INMUNOLOGICA Y BIOLOGICA DE LOS ANALOGOS
DE CARGA DE FSH HIPOFISARIA PERTENECIENTES AL GRUPO |Il DE CROMATOENFOQUE (pH
5.3-5.0) LUEGO DE CROMATOGRAFIA EN CON-A.

Isoformas NR DR FR
'-(';3)” 207.6426.3 487.4+20.7 603.2423.9
B(-:;H 349.3+12.0 1763.3193.5 1608.3+74.2

Los resultados se expresan en ng de hFSH-2 como media + DE de los valores obtenidos en
tres comidas cromatograficas independientes.

El perfil de distribucién de los analogos de carga en Con-A mostré que la mayor
proporcién de isoformas presentes en este grupo corresponde a aquellas que poseen cadenas
carbohidratadas incompletas, de tipo hibrido y de alto contenido en manosa (FR; 47%) aunque
esta proporciéon es menor a la observada en los grupos 1 y |ll. Ademas, se observé un aumento
en la proporcion de isoformas con cadenas mas ramificadas (NR; 16%) y de tipo biantenario
(DR; 37%) respecto de los grupos anteriores (Figura 13).

Las isoformas que poseen cadenas de carbohidratos biantenarias completas y
truncadas mostraron la relacion B/l mas alta (3.510.3 vs 2.740.1 y 1.740.2; p<0.05).
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FIGURA 13: Distribucion de los analogos de carga pertenecientes al grupo |l de cromatoenfoque (pH 5.3-
5.0) luego de la cromatografia en Con-A. NR: isoformas no retenidas por la lectina; DR: isoformas
débilmente retenidas por la lectina; FR: isoformas fuertemente retenidas por la lectina.Los resultados se
expresan como media + DE de los valores obtenidos en tres cromatografias realizadas. Distintas letras
indican diferencias estadisticamente significativas de la relacion de la bioactividad a inmunoactividad de
las isoformas de FSH; p<0.05.

Cromatografia en Con-A de analogos de carga de FSH con puntos isoeléctricos
entre 4.7 y 4.0 (Grupo IV)

El grupo IV de analogos de carga contiene el 38.4% de la cantidad total de FSH
inmunoreactiva recuperada en el cromatoenfoque.

La actividad biolégica de este grupo de andlogos de carga fue mas baja que la de los
grupos | y Il descriptos anteriormente (B/I: 2.340.2. vs 4.0£0.9 y 6.3+0.4)

Los resultados obtenidos en el andlisis del grupo IV de andlogos de carga en

cromatografia en Con-A se muestran en la Tabla 6.
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TABLA 6: DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD INMUNOLOGICA Y BIOLOGICA DE LOS ANALOGOS
DE CARGA DE FSH HIPOFISARIA PERTENECIENTES AL GRUPO IV DE CROMATOENFOQUE (pH
4.7-4.0) LUEGO DE CROMATOGRAFIA EN CON-A.

Isoformas NR DR FR
'-(':\:;" 358.3144.9 749.3+106.1 520.9+14.1
B(-:;H 527.9460.2 1462.8+165.2 541.8+£159.7

Los resultados se expresan en ng de hFSH-2 como media + DE de los valores obtenidos en
tres comidas cromatograficas independientes.

El perfil de distribucion de isoformas de FSH contenidas en el grupo IV de analogos de

carga después de la cromatografia en Con-A fue diferente al observado en los grupos |, Il y Ili.

La diferencia mas importante es que predominan en este grupo las isoformas de FSH con

cadenas biantenarias completas o truncadas (DR, 46%), mientras que las isoformas

fuertemente retenidas en la lectina conteniendo cadenas de carbohidratos de tipo hibrido y de

alto contenido en manosa (FR), disminuyen significativamente su proporcion (Figura 14).

La mayor bioactividad estuvo asociada a las isoformas con cadenas de oligosacaridos

biantenarias y truncadas con una relacion BA = 1.94+0.2, aunque este valor se diferencio

estadisticamente s6lo con el comespondiente B/l de las isoformas con cadenas carbohidratadas

hibridas y de alto contenido en manosa (p<0.01).
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FIGURA 14: Distribucion de los analogos de carga pertenecientes al grupo IV del cromatoenfoque (pH 4.7-
4.0) luego de la cromatografia en Con-A. NR: isoformas no retenidas por la lectina; DR: isoformas
débilmente retenidas por la lectina; FR: isoformas fuertemente retenidas por la lectina. Los resultados se
expresan como media + DE de los valores obtenidos en tres cromatografias realizadas. Distintas letras
indican diferencias estadisticamente significativas de la relacién de la bioactividad a inmunoactividad entre
las isoformas de FSH; p<0.05.

Cromatografia en Con-A de analogos de carga de FSH pertenecientes al grupo V

(pico de sal)

La proporcion de FSH inmunoreactiva contenida en este grupo de analogos de carga
representa el 44.7% del material total recuperado luego del cromatoenfoque. Los analogos de
carga eluidos con una alta concentracion salina (NaCl 1 M), serian aquellos con puntos
isoeléctricos menores de 4.0 que no fueron previamente eluidos de la columna de
cromatoenfoque.

La bioactividad de este grupo de analogos de carga fue baja (B/l: 1.9+0.5) y similar a la
correspondiente al grupo |V (2.310.2).

Los resultados obtenidos en el andlisis del grupo V de andlogos de carga en

cromatografia en Con-A se muestran en la Tabla 7.
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TABLA 7: DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD INMUNOLOGICA Y BIOLOGICA DE LOS ANALOGOS
DE CARGA DE FSH HIPOFISARIA PERTENECIENTES AL GRUPO V DE CROMATOENFOQUE (PICO
DE SAL) LUEGO DE CROMATOGRAFIA EN CON-A.

Isoformas NR DR FR
"(':13;" 41214137 598.8+90.8 200.0+12.6
B(-r':gS)H 763.3£35.1 1173.0£78.8 378.6116.7

Los resultados se expresan en ng de hFSH-2 como media £ DE de los valores obtenidos en
tres cormridas cromatograficas independientes.

Las isoformas de FSH predominantes en este grupo de analogos de carga son las que
poseen cadenas de carbohidratos biantenarias completas o truncadas (DR, 49%). Este grupo,
ademas, contiene una alta proporcién de isoformas con cadenas de carbohidratos con alto
grado de ramificacion (NR, 34%).

La proporcion mas baja de isoformas comesponde a aquellas con cadenas de
carbohidratos mas incompletas, de tipo hibrido y de alto contenido en manosa (FR, 17%).

La relacién de bioactividad a inmunoactividad de los tres grupos de isoformas separados
por Con-A fue baja y no se observaron diferencias significativas al compararias entre si (Figura
15).



Resultados

100

B/I: 1.940.2 B/l 2.0+0.3 B/l 1.8+0.2

% FFSH recuperada

0 b—-

NR DR FR

FIGURA 15: Distribucion de los analogos de carga pertenecientes al grupo V del cromatoenfoque (pico de
sal) luego de la cromatografia en Con-A. NR: isoformas no retenidas por la lectina; DR: isoformas
débilmente retenidas por la lectina; FR: isoformas fuertemente retenidas por la lectina. Los resultados se
expresan como media + DE de los valores obtenidos en tres cromatografias realizadas.

Distribucion relativa de las isoformas de FSH hipofisaria humana luego de la
cromatografia en Con-A de los distintos grupos de analogos de carga aislados en

el cromatoenfoque

En la Tabla 8 se muestran en conjunto las proporciones de isoformas separadas en
Concanavalina A provenientes de los distintos grupos de andlogos de carga. Se incluye el
porcentaje de I-FSH de cada uno de los grupos aislados y la relacién B/l

Se analiz6 la posible relaciéon entre la proporcion de isoformas de FSH inmunolégica
con una determinada estructura de cadena carbohidratada intema al acido sialico y el punto
isoeléctrico. Este mismo analisis se realizd también entre la relacién B/l asociada a una
determinada estructura de oligosacaridos y el punto isoeléctrico.

La proporcion de isoformas con cadenas de oligosacaridos triantenarias y bisectadas
(NR) correlacion6 en forma inversa con el punto isoeléctrico (%I-FSH vs pl: r = - 0.9665,
p<0.0001).

No se observo correlacion entre la relacion B/l de isoformas no retenidas en Con-A y el
punto isoeléctrico.

La proporcion de isoformas con cadenas de carbohidratos biantenarias completas y
truncadas (DR), cormrelacion6 en forma inversa con el punto isoeléctrico (%I-FSH vs pl:
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r=-0.9541; p<0.0001). En cuanto a la variacién de la bioactividad, se observd una correlacion
estadisticamente significativa de la relacién B/l de isoformas débilmente retenidas en Con-A con
el punto isoeléctrico (B/l vs pl: r = 0.8935; p<0.0001).

Las isoformas mas bioactivas aisladas en este estudio fueron isoformas con este tipo de
estructura de cadena de carbohidratos que a su vez pertenecen a los grupos | y |l de analogos
de carga, es decir, comesponden a isoformas con puntos isoeléctricos mas altos.

La proporcion de isoformas con cadenas de carbohidratos mas incompletas, de tipo
hibrido y de alto contenido en manosa (FR) comelacioné en forma directa con el punto
isoeléctrico (%I-FSH vs pl: r = 0.9682; p<0.0001). En cuanto a la bioactividad, estas isoformas
mostraron una correlacién estadisticamente significativa de la relacion B/l con el punto
isoeléctrico (Bl vs pl: r=0.8333; p<0.001).

TABLA 8. PROPORCIONES DE ISOFORMAS INMUNOREACTIVAS DE FSH HIPOFISARIAS LUEGO
DE CROMATOGRAFIA EN CON-A DE LOS ANALOGOS DE CARGA | A V. B/i: RELACION DE BIO A
INMUNOACTIVIDAD.

NR DR FR
Isoformas
%IFSH BA %I-FSH BA %I|-FSH BA
I 442 1.940.4 2514 5.141.0 7143 45104
7.46.6
I 112 2.3:0.4 3215 5.3+1.6 5746 3.840.7
6.2-5.5
n 16+ 2 1.740.2 3742 3.540.3 4742 2.740.1
5.3-5.0
v 2214 1.540.2 4615 1.940.2 3242 1.140.3
47-4.0
v 3441 19402 4913 2.040.3 1742 18402
pico de sal

Los resultados se expresan en ng de hFSH-2 como media + DE de tres comidas cromatograficas
independientes (isoformas no retenidas, NR; isoformas débilmente retenidas, DR; isoformas fuertemente
retenidas, FR).
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En la Figura 16 se muestran en conjunto las proporciones de isoformas aisladas luego
de Con-A en los distintos grupos de analogos de carga | a V. Esta Figura permite visualizar los
cambios de las proporciones de isoformas con distinto tipo de cadena carbohidratada a medida
que varia el punto isoeléctrico del grupo.
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FIGURA 16: Distribucién de isoformas de FSH hipofisaria luego de cromatografia en Con-A de los
analogos de carga | a V del cromatoenfoque. Estructura de las cadenas carbohidratadas correspondientes
a las isoformas no retenidas (NR), débilmente retenidas (DR) y fuertemente retenidas (FR) por la lectina
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1.2.2 CROMATOGRAFIA EN AGLUTININA DE GERMEN DE TRIGO

Cromatografia en WGA de los anélogos de carga de los grupos Ii, lil, IV y V con
cadenas de oligosacéridos de tipo hibrido y de aito contenido en manosa (FR en

Con-A)

Con el objeto de determinar la proporcion de isoformas de FSH con cadenas de
carbohidratos de tipo hibrido y las que poseian oligosacaridos de alto contenido en manosa se
realizé la cromatografia en WGA de las isoformas fuertemente retenidas en Con-A provenientes
de los analogos de carga Il a V. Estos resultados se muestran en la Tabla 9. El grupo | de
analogos de carga no fue incluido en este andlisis por las razones que se explicaron en
Materiales y Métodos (3.1.8).

TABLA 9: CROMATOGRAFIA EN WGA DE LAS ISOFORMAS FUERTEMENTE RETENIDAS EN
CON-A: ACTIVIDAD INMUNOLOGICA Y BIOLOGICA DE LAS ISOFORMAS DE FSH

NR R
Isoformas
I-FSH BFSH I-+FSH B-FSH
(ng) (ng) (ng) (ng)
it
6.2-5.5 4.8+1.2 10.6£2.1 43.0+£3.9 163.4
i
53-5.0 12.5+2.1 246140 258.915.2 404.3196.5
v
4740 3.9+40.5 ND 21.4152 15.813.6
\'/
pico de sal 10.5+1.6 19.5+2.0 63.7£2.0 61.914.1

Isoformas no retenidas (NR) y retenidas (R) por WGA. Los resultados se expresan en ng de hFSH-2
como media + DE de los valores obtenidos en tres comidas cromatograficas independientes. ND: no

detectable
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En la Figura 17 se puede observar que en todos los grupos de analogos de carga
analizados existe un marcado predominio de isoformas con cadenas de carbohidratos de tipo
hibrido (isoformas retenidas por la lectina, R, grupos Il a V, %I-FSH > 80%). Las isoformas con
estructuras carbohidratadas de alto contenido en manosa presentes en estos extractos
hipofisarios estuvieron presentes en muy pequera proporcion.

En las isoformas retenidas por la lectina se encontré una correlacion significativa entre la
relacion B/l y el punto isoeléctrico (r = 0.8411; p<0.001), similar a la hallada entre la relacién B/l
y el punto isoeléctrico de las isoformas fuertemente retenidas en Con-A (FR) de la cual provenia
el material analizado. Por el contrario, no se encontré correlacion alguna entre la relacion B/l y el
punto isoeléctrico de las isoformas no retenidas en WGA (isoformas con cadenas de

oligosacaridos de alto contenido en manosa).
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FIGURA 17: Distribucion de las isoformas de FSH hipofisaria fuertemente retenidas en Con-A
(provenientes de los analogos de carga | a V) luego de cromatografia en WGA. La relacion de bio a
inmunoactividad, B/I, de los grupos de isoformas no retenidas (NR) y retenidas (R) por la lectina se
expresan como media + DE de los valores obtenidos en tres cromatografias independientes.
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1.2.3 CROMATOGRAFIA EN LECTINA DE LENTEJA

Cromatografia en LcH de los analogos de carga de los grupos Ii, lil, IV y V con
cadenas de oligosacaridos biantenarias completas y truncadas (DR en Con-A)

La Tabla 10 muestra los resultados que se obtuvieron al analizar en LcH las isoformas
débilmente retenidas en Con-A provenientes de los analogos de carga de los grupos II, Il IV y
V. El grupo | de analogos de carga y las isoformas no retenidas en Con-A (NR) no fueron
incluidos en este analisis por las razones que se explicaron en Materiales y Métodos (3.1.10).

TABLA 10: CROMATOGRAFIA EN LcH DE LAS ISOFORMAS DEBILMENTE RETENIDAS EN CON-A:
ACTIVIDAD INMUNOLOGICA Y BIOLOGICA DE LAS ISOFORMAS DE FSH

NR R
Isoformas
I-FSH BFSH IFSH B-FSH
(ng) (ng) (ng) (ng)
i
6.2-55 48.3t5.2 220.8423.7 29.618.3 264.01+19.8
[{]]
53-50 78.412.3 160.9+14.8 153.219.8 528.2+50.4
v
4740 193.0£13.8 360.8+23.5 146.7+35.2 169.3+16.0
Vv 218.1%15.1 450.5+12.0 46.412.9 80.1+18.7
pico de sal

Isoformas no retenidas (NR) y retenidas (R) por LcH. Los resultados se expresan en ng de hFSH-2 como
media + DE de los valores obtenidos en tres corridas cromatograficas independientes.
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La proporcion de isoformas conteniendo un residuo fucosa en las cadenas
carbohidratadas biantenarias completas y truncadas fue distinta en cada uno de los grupos de
analogos de carga analizados. En las isoformas provenientes de los grupos de andlogos de
carga ll, IV y V se observé un predominio de isoformas que no contenian el residuo fucosa en
sus cadenas. Por el contrario, en las isoformas provenientes del grupo Il de analogos de carga
se observo una mayor proporcion de isoformas que contenian este residuo (Figura 18).

Tanto en las isoformas retenidas por la lectina como en las isoformas no retenidas se
encontré una correlacion positiva entre la relacion B/l y el punto isoeléctrico (r = 0.9095;
p<0.0001 y r= 0.7891; p<0.05, respectivamente)
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FIGURA 18: Distribucion de las isoformas de FSH hipofisaria débilmente retenidas en Con-A (provenientes
de los andlogos de carga | a V) luego de cromatografia en LcH. La relacion de bio a inmunoactividad, B/1,
de los grupos de isoformas no retenidas (NR) y retenidas (R) por la lectina se expresan como media + DE
de los valores obtenidos en tres cromatografias independientes.
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Cromatografia en LcH de los anédlogos de carga de los grupos I, lil, IV y V con
cadenas de oligosacaridos de tipo hibrido y de alto contenido en manosa (FR en

Con-A)

La Tabla 11 muestra los resultados que se obtuvieron al analizar en LcH las isoformas
fuertemente retenidas en Con-A provenientes de los andlogos de carga de los grupos II, Il IV y
V. El grupo | de analogos de carga no fue incluido en este analisis por las razones que se
explicaron en Materiales y Métodos (3.1.10).

TABLA 11: CROMATOGRAFIA EN LcH DE LAS ISOFORMAS FUERTEMENTE RETENIDAS EN CON-
A: ACTIVIDAD INMUNOLOGICA Y BIOLOGICA DE LAS ISOFORMAS DE FSH

NR R
Isoformas
I-FSH B-FSH I-FSH B-FSH
(ng) (ng) (ng) (ng)
]
6.2-55 209.316.4 213.7161.4 93.41+11.1 351.7+32.1
n
5.3.5.0 90.3+2.3 217.0+29.6 99.4+4 .1 306.6113.6
v
4.7-4.0 67.7+£13.8 53.8+18.0 546+11.3 57.9+4 1
: M 44 447 8 75.718.5 18.3+2.1 26.7+4 .4
pico de sal

Isoformas no retenidas (NR) y retenidas (R) por LcH. Los resultados se expresan en ng de hFSH-2

como media + DE de los valores obtenidos en tres corridas cromatograficas independientes.
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También en este caso, la proporcion de isoformas conteniendo el residuo fucosa en sus
cadenas de oligosacaridos de tipo hibrido y de alto contenido en manosa fue distinta en cada
uno de los grupos de analogos de carga analizados (fraccion FR, proveniente de grupos Il a V)
(Figura 19).

En las isoformas retenidas por la lectina se encontré una correlacion significativa entre la
relacion B/l y el punto isoeléctrico (r = 0.8845; p<0.0001).
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FIGURA 19: Distribucion de las isoformas de FSH hipofisaria fuertemente retenidas en LcH (provenientes
de los anélogos de carga | a V) luego de cromatografia en LcH. La relacién de bio a inmunoactividad, B/I,
de los grupos de isoformas no retenidas (NR) y retenidas (R) por la lectina se expresan como media + DE
de los valores obtenidos en tres cromatografias independientes.
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2. CARACTERIZACION DE ISOFORMAS DE FSH CIRCULANTES EN LA
POSTMENOPAUSIA Y EN LA FASE FOLICULAR DE CICLOS MENSTRUALES
NORMALES

El objetivo de este estudio fue deteminar el polimorfismo de FSH circulante en distintos

entomos endocrinos de la vida reproductiva de la mujer.

2.1 Perfil hormonal sérico de las mujeres estudiadas

Los perfiles hormonales séricos determinados en muestras individuales y combinadas,
se muestran en la Tabla 12. Los niveles elevados de actividad inmunolégica y biolégica de FSH
y los niveles bajos de estradiol y progesterona hallados en las mujeres postmenopausicas son
caracteristicos de este estado endocrino.

Por otro lado, los niveles de estradiol, progesterona y de inmuno y bio FSH hallados en
el suero de mujeres en fase folicular fueron los esperados para este momento del ciclo.

TABLA 12: NIVELES DE FSH INMUNOLOGICA Y BIOLOGICA, ESTRADIOL (E;) Y PROGESTERONA (P)
EN MUESTRAS SERICAS.

I- FSH B-FSH BN E: P
Muestra un) un) (nmol) (nmol)
individual | 410492 | 474299 | 12+03 | 551£103 | 1.1£06
(n=5)
SPM
combinada |  42.0 462 1.1 485 0.9
indvidual | 55,49 | 05+09 | 06+03 |4257+1018| 19405
(n=5)
SFF
combinada 54 37 07 3827 17

Los resultados se expresan como media £+ DE de los valores obtenidos en las determinaciones
individuales. Los niveles de FSH inmuno y bioactiva se expresan en Ul/l de 2™ IRP 78/549.
SPM: suero de postmenopausicas; SFF: Suero de mujeres en fase folicular
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Resultados

2.2 Cromatografia de afinidad en Concanavalina A

Luego de realizada la cromatografia en Concanavalina A se determinaron los niveles de
proteinas en cada fraccion recogida. La Figura 20 muestra el perfil cromatografico obtenido con
los sueros de mujeres postmenopausicas y mujeres en fase folicular. En la Figura 20A se
muestran los resultados obtenidos usando muestras combinadas y en la Figura 20B se
muestran los resultados obtenidos usando muestras procesados en forma individual. Los
perfiles de proteinas totales obtenidos con suero de mujeres postmenopausicas y suero de
mujeres en fase folicular fueron idénticos. Aproximadamente el 72% del total de proteinas
presentes en los sueros analizados no interactuaron con la lectina. Sélo una pequena

proporcion de las mismas fue retenida y eluida con concentraciones crecientes de azucar.
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FIGURA 20: Perfil de proteinas totales determinado en sueros de mujeres postmenopausicas (SPM) y
sueros de mujeres en fase folicular (SFF) luego de la cromatografia en Concanavalina A. Los sueros
fueron analizados en forma combinada (panel A) y en forma individual (panel B). Los resultados del
analisis de muestras individuales se expresan como media + DE (n=5).

2.2.1 Separacion de isoformas de FSH circulantes en mujeres postmenopausicas

de acuerdo a la estructura interna de sus cadenas carbohidratadas

Los altos niveles de FSH circulantes en las mujeres postmenopausicas permitieron

determinar la FSH inmunolégica en cada una de las fracciones recogidas de la columna (Figura
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21). A pesar de que la mayor parte de las proteinas totales eluyeron con el buffer de equilibrio
(ver figura 20 de perfil proteico), no se detecté actividad inmunolégica de FSH en las fracciones
no retenidas por la lectina (NR). Estas fracciones fueron reunidas y se realizé un procedimiento
de concentracion de la muestra (x10). En el concentrado tampoco se detecté FSH
inmunoreactiva, lo que confirmé que en el suero de mujeres postmenopausicas estan ausentes
las isoformas de FSH con cadenas triantenarias y bisectadas.

Luego del agregado de buffer con baja concentracion de azucar, se recuperé un gran
porcentaje (85-95%) de inmuno FSH. Estas isoformas, débilmente retenidas por la lectina (DR),
poseen cadenas de oligosacaridos biantenarias completas y truncadas. Cuando de eluy6 con
buffer conteniendo una alta concentracion de azucar, se recuperd un pequefio porcentaje (5-
15%) de FSH inmunoreactiva correspondiente a isoformas con cadenas de carbohidratos

incompletas, de alto contenido en manosa y de tipo hibrido (FR).
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FIGURA 21: Cromatografia en Con-A de suero de mujeres postmenopausicas (SPM): perfil de actividad
inmunoldgica de FSH determinada en cada una de las fracciones. Los resultados del andlisis de muestras
individuales se expresan como media + DE. Los niveles de I-FSH se expresan en Ul/l de 2" IRP 78/549.
Se muestra la estructura de cadena de oligosacaridos presente en las isoformas de FSH eluidas con buffer
de equilibrio (NR), glucdsido 10 mM (DR) y manésido 100 mM (FR).
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La Figura 22 muestra la distribuciéon de las isoformas de FSH expresada en porcentaje
del total recuperado en la columna, en mujeres postmenopausicas. En el panel superior de la
figura se pueden observar los resultados obtenidos con los sueros combinados mientras que en
el panel inferior se muestran los resultados obtenidos con las muestras analizadas en forma
individual. La mayor proporcion de FSH inmuno (90%) y bioactiva (82%) correspondié a
isoformas débilmente retenidas por la lectina (DR). Estas isoformas poseen cadenas de
carbohidratos biantenarias completas y truncadas. La relacién bio a inmunoactividad, B/l, de las
isoformas con este tipo de estructura de cadena carbohidratada fue 0.9+0.2.

El 10% de la FSH inmunolégica y el 18% de la bioactividad correspondieron a isoformas
fuertemente retenidas por la lectina. Estas isoformas poseen cadenas de oligosacaridos de alto

contenido en manosa y de tipo hibrido. La relaciéon bio a inmunoactividad de las mismas fue

3.3+0.6.
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FIGURA 22: Distribucion de las isoformas de FSH presentes en sueros de mujeres postmenopausicas
(SPM). Los sueros fueron procesados en forma combinada (panel A) o en forma individual (panel B). Los
resultados del andlisis de muestras individuales se expresan como media + DE (n=5).
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2.2.2 Separacion de isoformas de FSH circulantes en mujeres en fase folicular de

acuerdo a la estructura interna de sus cadenas carbohidratadas

Debido a que los niveles circulantes de FSH durante Ia fase folicular de la mujer son
muy bajos, para analizar las caracteristicas de las cadenas carbohidratadas intemas al acido
sidlico de las isoformas de FSH presentes en estos sueros fue necesario cormer
simultaneamente cuatro columnas con idénticas alicuotas de cada muestra. A su vez, los
eluidos cromatograficos comespondientes a cada grupo de isoformas aislado fueron
concentrados para posibilitar una precisa determinacioén de inmuno y bioactividad de FSH.

La Figura 23 muestra la distribucion de isoformas de FSH circulantes presentes en la
fase folicular de ciclos menstruales normales. En el panel superior se pueden observar los
resultados obtenidos en la muestra combinada y en el panel inferior los resultados obtenidos en
las muestras analizadas en forma individual. La FSH se distribuy6é en proporciones semejantes
entre isoformas no retenidas (NR) e isoformas débilmente retenidas (DR) por la lectina. El 47%
de la inmunoactividad y el 44% de la bioactividad de FSH comrespondieron a isoformas con
estructuras de cadenas carbohidratadas triantenarias y bisectadas (NR). La relacién bio a
inmunoactividad, B/, de las mismas fue 0.610.2.

El 53% de la inmunoactividad y el 66% de la bioactividad de FSH correspondieron a
isoformas débilmente retenidas por la lectina (DR), las cuales poseen estructuras de
oligosacaridos biantenarias completas y truncadas. La relacion bio a inmunoactividad, B/, de las
mismas fue 0.810.1.
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FIGURA 23 Distribucion de isoformas de FSH presentes en sueros de mujeres en fase folicular (SFF). Los
sueros fueron procesados en forma combinada (panel A) o en forma individual (panel B). Los resultados

del andlisis de muestras individuales se expresan como media + DE (n=5).
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3. CARACTERIZACION DE ISOFORMAS DE FSH CIRCULANTES EN
DISTINTOS ESTADIOS DEL DESARROLLO PUBERAL EN EL VARON

El objetivo de este estudio fue determinar el polimorfismo de FSH circulante en las
distintas etapas del desarrollo puberal del varén.

Se agruparon los nifios a estudiar de acuerdo al estadio de desarrolio puberal segun
Tanner en pubertad temprana (PT), pubertad media (PM) y pubertad avanzada (PA), como se
describié en Materiales y Métodos. En la Tabla 13 se muestran los datos obtenidos en el
examen clinico y el perfil hormonal de los nifios en los distintos estadios puberales estudiados.
Los parametros evaluados fueron: la edad cronologica (EC), el volumen testicular derecho e
izquierdo (VTp;VT), el vello pubiano (VP), los niveles de testosterona plasmatica (T) y
gonadotrofinas séricas, FSHy LH.

Los niveles de testosterona en PM y PA fueron significativamente mas elevados que en
PT. No se encontraron diferencias significativas en los niveles séricos de testosterona entre la
pubertad media y avanzada. Los niveles de FSH plasmatica no presentaron diferencias
significativas en los tres grupos estudiados. Los niveles de LH sérica se encontraron
significativamente aumentados en la pubertad avanzada respecto de los niveles encontrados

en la pubertad temprana.

TABLA 13: DATOS CLINICOS Y NIVELES HORMONALES DE LOS NINOS ESTUDIADOS

EC VTo VT, VP T FSH LH
(afios) (ml) (mil) (nmol/l) uiny (uIny
PT | 109417 | 29+1.3 | 27+1.1 | 14405 1.4105, 09103, | 1.2¢0.7,
PM | 13.1%1.1 | 10.3t4.8 | 8.123.0 | 3.1x0.5 10.645.0 p 20118, | 20114,
PA | 15116 | 197442 | 186146 | 4.320.5 15.045.7 p 1.7¢+1.2, | 3.641.5,

Pubertad temprana (PT, n=12, estadios de Tanner I-II), pubertad media (PM, n=9, estadio de Tanner
ill) y pubertad avanzada (PA, n=9, estadios de Tanner IV-V). Los valores se expresan como media +
DE. Los niveles de FSH se expresan en Ul/l de 1°' IRP 69/104 y los de LH en UI/l de 1% IRP 68/40.
Diferentes letras en cada columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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La primera etapa en la caracterizacion de la FSH consistié en aislar los analogos de
carga presentes en cada estadio del desarrollo puberal de acuerdo a sus puntos
isoeléctricos. Posteriormente, se determminé la bioactividad in vitro de estos analogos v,
finalmente, se analiz6 la estructura molecular de las cadenas de carbohidratos internas al
acido sialico.

3.1 PUBERTAD TEMPRANA

3.1.1 Evaluacioén clinica y perfil hormonal sérico

Los nifios entre 7 y 13 afnos de edad fueron clasificados de acuerdo a los estadios de
Tanner | y Il en base al examen clinico (Tabla 14).

TABLA 14: DATOS CLINICOS Y NIVELES HORMONALES DE LOS NINOS EN PUBERTAD
TEMPRANA

Pacientes EC VTo VT VP T FSH LH
(aios) (mi) (ml) (nmolA) i uin

A 113 3 2-3 2 1.9 0.7 1.2
W.N. 1.0 3 3 2 1.6 1.2 3.0
CM. 10.0 2 1-2 1 0.8 1.6 1.9
LM 12.4 4 3 1 0.8 0.8 14
L.D. 10.6 2-3 2-3 1 14 0.5 0.5
AH. 12.0 1-2 2 1 0.7 0.8 1.6
E.P. 12.7 3 3 2 1.8 0.8 1.0
TA. 10.7 6 5 2 1.1 0.5 0.9
GM. 10.7 3 3 1-2 1.5 0.9 0.4
M.L. 13.0 4 4 1 2.2 1.0 0.4
ZN. 7.0 1 1-2 1 1.2 0.7 1.0
1.D. 9.1 2 1 1 1.7 0.8 0.8

Edad cronoldgica (EC), volumen testicular derecho (VTp) e izquierdo (VT), vello pubiano (VP) y niveles
de testosterona (T), FSH y LH. Los niveles de FSH se expresan en Ul/l de 1% IRP 69/104 y los de LH en
UIA de 1% IRP 68/40.
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3.1.2 Determinacion del rango de puntos isoeléctricos de la FSH circulante en la
pubertad temprana por isoelectroenfoque preparativo

El volumen total de suero (21 ml) proveniente de los nifios en pubertad temprana fue
sembrado en tres isoelectroenfoques preparativos en alicuotas de 7 ml por corrida.

En las fracciones individuales de los tres isoelectroenfoques se determinaron las
proteinas totales y el pH. Las fracciones con idéntico pH provenientes de los mismos fueron
combinadas. Estas fracciones combinadas fueron concentradas y en ellas se determiné la FSH
inmunoreactiva presente. En la Figura 24 se muestra un ejemplo representativo del perfil de
proteinas y el gradiente de pH obtenidos en los isoelectroenfoques realizados. En la misma
figura se muestra el contenido de FSH inmunolégica en las preparaciones que resultaron de la

combinacién de fracciones con idéntico pH de los tres isoelectroenfoques.
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FIGURA 24: Pubertad temprana: perfil de FSH inmunolégica obtenido luego de combinar fracciones
con idéntico pH de tres isoelectroenfoques realizados. Perfil de proteinas totales y gradiente de pH
representativos obtenidos en una corrida. Los niveles de FSH inmunolégica estan expresados en ng
de LER 907.

En este estudio se determiné el porcentaje de inmuno FSH recuperada en intervalos de
0.5 unidades de pH (en el rango 3.0-6.0) considerando como 100% el total de la FSH
inmunoreactiva recuperada en el isoelectroenfoque.

En la pubertad temprana, la FSH fue recuperada en el isoelectroenfoque en el rango de
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pH entre 3.0-5.0. La mayor proporcién de la hormona enfocé entre pH 3.0 y 4.0 (66%). No se
detectaron en este estadio puberal analogos de carga entre pH 5.0 y 6.0. (Figura 25).

50/
40-
8 | |
o
. \
o 30+
o
3 [
§ | L
I |
2 20+
~L |
X
10+
|
0 s — Wi i
Q'bb %bp Q'Vf? bbg Q ? brog
Lo} L. ] ™ e © ©

FIGURA 25: Pubertad temprana: porcentaje de FSH inmunoldgica recuperada en intervalos de 0.5
unidades de pH.

3.1.3 Determinacion de bioactividad y distribucion de isoformas de FSH de
acuerdo a la estructura interna de sus cadenas carbohidratadas

Para determinar la biopotencia y analizar la estructura de las cadenas carbohidratadas
de los analogos de carga de FSH se reunieron los concentrados provenientes del rango de pH
3.0-5.0. Esta nueva preparacion, que contenia todos los analogos de carga fue, a su vez,
concentrada nuevamente. Sobre éste Ultimo material se determiné la FSH bio e inmunoactiva y
se realizd la caracterizacion de las cadenas carbohidratadas de la hormona en cromatografia en
Con-A.

La relacién bio a inmunoactividad, B/, hallada en este material fue 0.6.

La distribucion de isoformas de FSH luego de la cromatografia en Con-A se muestra en
la Figura 26. En este estadio del desarrollo puberal se observé un predominio de isoformas de

FSH con cadenas carbohidratadas biantenarias completas y truncadas (44%), siguiendo en
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importancia la proporcién de isoformas con cadenas de oligosacaridos mas incompletas de tipo
hibrido y de alto contenido en manosa (38%). Las isoformas con cadenas triantenarias y

bisectadas estuvieron presentes en una menor proporcion (17%).
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FIGURA 26: Pubertad temprana: distribucion de isoformas de FSH luego de cromatografia en Con-A. Se
muestra el rango de puntos isoeléctricos de los analogos de carga de FSH aislados por isoelectroenfoque;
NR: isoformas no retenidas por la lectina; DR: isoformas débilmente retenidas por la lectina; FR:

isoformas fuertemente retenidas por la lectina.

3.2 PUBERTAD MEDIA

3.2.1 Evaluacion clinica y perfil hormonal sérico

Los nifios entre 11.3 y 14.7 afos de edad fueron clasificados de acuerdo al

estadio de Tanner lll en base al examen clinico (Tabla 15).
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TABLA 15: DATOS CLINICOS Y NIVELES HORMONALES DE LOS NINOS EN PUBERTAD MEDIA

Pacientes EC VTo VT, VP T FSH LH
(afos) (mi) (ml) (nmolA) uin uin

P.F. 12.6 12 6 3 15.2 45 26
K.G. 12.6 10 10 3 19.9 5.7 4.9
R.G. 14.0 10 10 3 13.0 1.2 0.7
B.JM 143 20 12 34 9.6 1.5 0.7
K.M. 14.7 8-10 8 4 9.3 1.3 24
G.G. 13.6 6 5 3 11.7 1.9 2.8
K.J. 12.4 5 5 3 34 11 1.8
A.F. 11.3 15 12 2 7.8 0.6 1.0
G.N. 12.2 6 5 3 5.8 0.6 1.0

Edad cronolégica (EC), volumen testicular derecho (VTp) e izquierdo (VT)), vello pubiano (VP) y
niveles de testosterona (T), FSH y LH. Los niveles de FSH se expresan en Ul/l de 1°* IRP 69/104 y
los de LH en Ul/l de 1% IRP 68/40.

3.2.2 Determinacion del rango de puntos isoeléctricos de la FSH circulante en
la pubertad media por isoelectroenfoque preparativo

El volumen total de suero (14 ml) proveniente de los ninos en pubertad media fue
sembrado en dos isoelectroenfoques preparativos sucesivos en alicuotas de 7 mil por cada
comrida.

En las fracciones individuales de los dos isoelectroenfoques se determinaron las
proteinas totales y el pH. Las fracciones con idéntico pH provenientes de los mismos fueron
combinadas. Estas fracciones combinadas fueron concentradas y en ellas se determin6 la FSH
inmunoreactiva presente. En la Figura 27 se muestra un ejemplo representativo del perfil de
proteinas y el gradiente de pH obtenidos en los isoelectroenfoques realizados. En la misma
figura se muestra el contenido de FSH inmunolégica en las preparaciones que resultaron de la
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combinacion de fracciones con idéntico pH de los dos isoelectroenfoques.
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FIGURA 27: Pubertad media: perfil de FSH inmunoldgica obtenido luego de combinar fracciones con
idéntico pH de dos isoelectroenfoques realizados. Perfil de proteinas totales y gradiente de pH
representativos obtenidos en una corrida. Los niveles de FSH inmunoldgica estan expresados en ng
de LER 907.

La FSH fue recuperada en el isoelectroenfoque en el rango de pH entre 3.5y 5.5.

La mayor proporcion de la hormona enfocé entre pH 3.5y 4.5 (67%) (Figura 28).

% FFSH recuperada

FIGURA 28: Pubertad media: porcentaje de FSH inmunolégica recuperada en intervalos de 0.5 unidades
de pH (en el rango 3.0-6.0) considerando como 100% el total de la FSH inmunoreactiva recuperada en el

isoelectroenfoque.
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3.2.3 Determinacion de bioactividad y distribucién de isoformas de FSH de

acuerdo a la estructura interna de sus cadenas carbohidratadas

Para determinar la biopotencia y analizar la estructura de las cadenas
carbohidratadas de los andlogos de carga de FSH se reunieron los concentrados
provenientes del rango de pH 3.5-5.5. Esta nueva preparaciéon, que contenia todos los
analogos de carga fue, a su vez, concentrada nuevamente. Sobre este Ultimo material se
determin6é la FSH bio e inmunoactiva y se realizé la caracterizacion de las cadenas
carbohidratadas de la hormona en cromatografia en Con-A.

La relacion bio a inmunoactividad, B/I, hallada en este material fue 2.4.

La distribucién de isoformas de FSH luego de cromatografia en Con-A se muestra
en la Figura 29. Las isoformas predominantes en este estadio de la pubertad masculina
poseen cadenas carbohidratadas de tipo hibrido y de alto contenido en manosa (46%). Las
restantes isoformas halladas se distribuyeron en similar proporcion entre isoformas con
cadenas de carbohidratos biantenarias completas y truncadas (29%) e isoformas con

cadenas triantenarias y bisectadas (25%).
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FIGURA 29: Pubertad media: distribucion de isoformas de FSH luego de cromatografia en Con-A. Se
muestra el rango de puntos isoeléctricos de los analogos de carga de FSH aislados por isoelectroenfoque;
NR: isoformas no retenidas por la lectina; DR: isoformas débilmente retenidas por la lectina; FR:
isoformas fuertemente retenidas por la lectina.
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3.3 PUBERTAD AVANZADA

3.3.1 Evaluacioén clinica y perfil hormonal sérico

Los varones entre 13.5 y 18 afios de edad fueron clasificados de acuerdo a los
estadios de Tanner [V y V en base al examen clinico (Tabla 16).

TABLA 16: DATOS CLINICOS Y NIVELES HORMONALES DE LOS VARONES EN PUBERTAD
AVANZADA

Pacientes EC VTo VT VP T FSH LH
(afos) (ml) (ml) (nmol/) ((8]7)] uin
SM. 16.2 15 15 4 16.6 1.0 2.4
GM. 14.4 20 20 4 8.6 1.0 1.8
N.G. 14.3 12 12 4 227 1.0 29
B.G. 15.5 20 15 4 7.5 44 53
CM. 171 20 20 5 10.8 1.4 36
R.J. 18.0 25 25 5 18.1 25 41
B.R. 14.2 25 25 5 22.6 0.5 1.9
H.M. 13.5 20 15 4 16.9 2.7 6.4
K.P. 14.0 20 20 4 11.3 1.0 4.0

Edad cronolégica (EC), volumen testicular derecho (VTp) e izquierdo (VT)), vello pubiano (VP) y
niveles de testosterona (T), FSH y LH. Los niveles de FSH se expresan en Ul/l de 1% IRP 69/104 y
los de LH en Ul/l de 1" IRP 68/40.

3.3.2 Determinacién del rango de puntos isoeléctricos de la FSH circulante en

la pubertad avanzada por isoelectroenfoque preparativo

El volumen total de suero (18 ml) proveniente de los varones en pubertad avanzada

fue sembrado en dos isoelectroenfoques sucesivos en alicuotas de 9 mi por cada corrida.
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En las fracciones individuales de ambos isoelectroenfoques se determinaron las
proteinas totales y el pH. Las fracciones con idéntico pH provenientes de los mismos,
fueron combinadas. Estas fracciones combinadas fueron concentradas y en ellas se
determiné la FSH inmunoreactiva presente. En la Figura 30 se muestra un ejemplo
representativo del perfil de proteinas y el gradiente de pH obtenidos en los
isoelectroenfoques realizados. En la misma figura se muestra el contenido de FSH
inmunolégica en las preparaciones que resultaron de la combinacién de fracciones con

idéntico pH de los dos isoelectroenfoques.
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FIGURA 30: Pubertad avanzada: perfil de FSH inmunolégica obtenido luego de combinar fracciones
con idéntico pH de dos isoelectroenfoques realizados. Perfil de proteinas totales y gradiente de pH
representativos obtenidos en una corrida. Los niveles de FSH inmunolégica estan expresados en ng
de LER 907.

La FSH fue recuperada en el isoelectroenfoque en el rango de pH 3.4-4.4. La mayor

proporcién de la hormona enfocé entre pH 4.0 y 4.5 (56%) (Figura 31).
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FIGURA 31: Pubertad avanzada: porcentaje de FSH inmunolégica recuperada en intervalos de 0.5
unidades de pH (en el rango 3.0-6.0) considerando como 100% el total de la FSH inmunoreactiva
recuperada en el isoelectroenfoque.

3.3.3 Determinacion de bioactividad y distribucion de isoformas de FSH de

acuerdo a la estructura interna de sus cadenas carbohidratadas

Del mismo modo que en los grupos de nifos en pubertad temprana y pubertad
media previamente estudiados, para determinar la biopotencia y analizar la estructura de
las cadenas carbohidratadas de los analogos de carga de FSH se reunieron los
concentrados provenientes del rango de pH 3.4-4.4. Esta nueva preparacion, que contenia
todos los analogos de carga fue, a su vez, concentrada nuevamente. Sobre este ultimo
material se determiné la FSH bio e inmunoactiva y se realizé la caracterizacion de las
cadenas carbohidratadas.

La relacién bio a inmunoactividad, B/l, hallada en este material fue 0.3.

La distribucion de isoformas de FSH luego de la cromatografia en Con-A se muestra

en la Figura 32. En esta etapa del desarrollo puberal se observé un predominio de
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isoformas de FSH con cadenas carbohidratadas triantenarias y bisectadas (43%),
siguiendo en importancia la proporcién de isoformas con cadenas de oligosacaridos
biantenarias completas y truncadas (34%). En menor proporcién se encontraron las
isoformas con cadenas de carbohidratos de tipo hibrido y de alto contenido en manosa
(23%).
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FIGURA 32: Pubertad avanzada: distribucion de isoformas de FSH luego de cromatografia en Con-
A. Se muestra el rango de puntos isoeléctricos de los analogos de carga de FSH aislados por
isoelectroenfoque; NR: isoformas no retenidas por la lectina; DR: isoformas débilmente retenidas por
la lectina; FR: isoformas fuertemente retenidas por la lectina.

3.4 Analisis comparativo de la distribucién de isoformas de FSH de acuerdo a
la estructura interna de sus cadenas carbohidratadas en los distintos estadios

de la pubertad en varones

En la Figura 33 pueden observarse las proporciones de isoformas con distinta
estructura de cadena carbohidratada interna al acido sidlico terminal en los distintos
estadios de la pubertad. Las isoformas con estructura de cadena triantenaria y bisectada
aumentaron su proporcién a medida que avanzé la pubertad en los varones, llegando a ser
las isoformas predominantes en la pubertad avanzada. Las isoformas de FSH con cadenas
carbohidratadas biantenarias completas y truncadas fueron predominantes al comienzo de
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la pubertad, disminuyendo su proporcién en los estadios posteriores. Solamente en la
pubertad media las isoformas con cadenas de carbohidratos de tipo hibrido y de alto

contenido en manosa constituyeron la mayor proporcioén de la FSH recuperada.
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FIGURA 33: Distribucion de isoformas de FSH circulantes durante la pubertad temprana(PT),
pubertad media (PM) y pubertad avanzada (PA) luego de cromatografia en Con-A. Se muestra la
estructura de cadena carbohidratada presente en las isoformas no retenidas (NR), débilmente
retenidas (DR) y fuertemente retenidas (FR) por la lectina.
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4. EFECTO DEL FACTOR LIBERADOR DE GONADOTROFINAS SOBRE
LAS ISOFORMAS DE FSH CIRCULANTES EN DISTINTOS ESTADIOS DEL
DESARROLLO PUBERAL EN EL VARON

El objetivo de este estudio fue evaluar los posibles cambios inducidos por la
administracion de GnRH sobre el polimorfismo de FSH observado en condiciones basales en
los distintos estadios del desarrolio puberal del varon.

Un grupo de los nifios en pubertad temprana, pubertad media y pubertad avanzada de
los incluidos en el estudio de caracterizacién de FSH en condiciones basales fueron estudiados
luego de un estimulo agudo con GnRH.

En la Tabla 17 se pueden observar los niveles séricos de FSH y LH determinados en
condiciones basales y 20, 30 y 60 minutos posteriores al estimulo con GnRH.

TABLA 17: NIVELES DE FSH Y LH EN CONDICIONES BASALES Y LUEGO DEL ESTIMULO CON
GnRH

FSH LH
(V111)) (Ui
Basal 20° 30' 60’ Basal 20' 30 60’
PT (0802 18+1928+21 (25426 |12+09| 11.2+69 | 123+7.7 | 4926
PM (24+16|35+18 | 38+27|46+31|24+15| 19.1+6.2 | 16.8+55 | 13.7+£3.1
PA | 25+16(40+33(39+31(41+31 (44119 250+45 | 250+49 | 224198

Pubertad temprana (PT, n=6), pubertad media (PM, n=6) y pubertad avanzada (PA, n=4) en condiciones
basales y a los 20', 30" y 60' de la administracion de 25 ug de GnRH a niflos en PT y 50 pg de GnRH a
nifios en PM y PA. Los resultados de las determinaciones hormonales se muestran como media + DE.
Los niveles de FSH se expresan en UIN de 1% IRP 69/104 y los de LH en UI/l de 1¥ IRP 68/40
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La caracterizacion de la FSH se realizé 60 minutos posteriores a la administracion del
factor liberador de gonadotrofinas. La primera etapa en la caracterizacion de la FSH consistié
en aislar los analogos de carga presentes en cada estadio del desarrolio puberal de acuerdo a
sus puntos isoeléctricos. Posteriormente, se determiné la bioactividad in vitro de estos analogos
y, finalmente, se analiz6 la estructura molecular de las cadenas de carbohidratos intemas al
acido sidlico.

4.1 PUBERTAD TEMPRANA

4.1.1 Niveles de gonadotrofinas séricas luego del estimulo con GnRH

Los niflos en pubertad temprana fueron estudiados luego de la administracion de una
dosis de 25 ug de GnRH. Los valores individuales de las gonadotrofinas plasmaticas en
respuesta al estimulo agudo con GnRH de cada uno de los niifos incluidos en este estudio se
muestran en la Tabla 18.

TABLA 18: NIVELES DE FSH Y LH EN CONDICIONES BASALES Y LUEGO DE 20, 30' Y 60' DE LA
ADMINISTRACION DE 25 pg DE GnRH A NINOS EN PUBERTAD TEMPRANA.

FSH LH
Pacientes uin uin)

Basal | 20 | 30 | 60' | Basal | 200 | 30 | 60

AJ. 0.7 0.5 1 1.0 1.2 11.7 13.1 6.9
W.N. 1.2 2.2 2.6 2.2 3.0 22.0 26.0 8.1
L.D. 0.5 04 08 0.8 0.5 9.6 9.6 3.7
AH. 0.8 54 6.3 7.7 1.0 9.9 9.5 53
G.M. 0.9 0.7 43 0.9 04 0.6 2.7 06
I.D. 0.8 1.3 1.7 2.1 0.8 13.2 12.7 49

Los niveles de FSH se expresan en UIN de 1% IRP 69/104 y los de LH en UIN de 1% IRP 68/40.
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4.1.2 Efecto del GnRH sobre los analogos de carga de la FSH circulante en la
pubertad temprana

El volumen total de suero (9 ml) obtenido luego de 60 minutos de administrado el GnRH
a los nifios en pubertad temprana fue sembrado en un isoelectroenfoque preparativo.

En las fracciones individuales del isoelectroenfoque se determinaron las proteinas
totales y el pH. La Figura 34 muestra el perfil de proteinas y el gradiente de pH obtenido en el
isoelectroenfoque realizado. En la misma figura se muestra el contenido de FSH inmunolégica

determinada luego de concentrar cada una de las fracciones provenientes del
isoelectroenfoque.
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FIGURA 34: Pubertad temprana: Perfil de proteinas totales y gradiente de pH obtenido luego del
isoelectroenfoque. Perfil de FSH inmunoldgica obtenido luego de concentrar cada una de las fracciones
de la corrida realizada. Los niveles de FSH inmunolégica estan expresados en ng de LER 907.

En este estudio se determiné el porcentaje de inmuno FSH recuperada en intervalos de
0.5 unidades de pH (en el rango 3.0-6.0) considerando como el 100% el total de la FSH
inmunoreactiva recuperada en el isoelectroenfoque.

Luego de la administracion de GnRH en la pubertad temprana, la FSH fue recuperada
en el isoelectroenfoque en el rango de pH entre 3.8 y 5.5. No se detecté FSH inmunoreactiva
en el intervalo de pH 3.0-3.5, que estaba presente en condiciones basales. La proporcion
hallada en el rango de pH 3.5-4.0 fue del 35%. La administracion de GnRH en este estadio del

99

ee~ =




Resultados

desarrollo puberal indujo la aparicién de un 29% de FSH en el intervalo de pH 5.0-5.5 que no

estaba presente en condiciones basales (Figura 35).
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FIGURA 35: Pubertad temprana: efecto del GnRH sobre los analogos de carga de la FSH. Porcentaje de
FSH inmunoldgica recuperada en intervalos de 0.5 unidades de pH tanto en condiciones basales como
luego del estimulo con GnRH.

4.1.3 Efecto del GnRH sobre la bioactividad y la distribucion de isoformas de
FSH de acuerdo a la estructura interna de sus cadenas carbohidratadas

Para determinar la biopotencia y analizar la estructura de las cadenas carbohidratadas
de los anélogos de carga de FSH se reunieron los concentrados provenientes del rango de pH
3.5-5.5. Esta nueva preparacion, que contenia todos los analogos de carga, fue a su vez,
concentrada. Sobre este Ultimo material se determiné la FSH bio e inmunoactiva y se realiz6 la
caracterizacion de las cadenas carbohidratadas de la hormona en cromatografia en Con-A.

La relacion bio a inmunoactividad, B/l, hallada en este material fue 0.6.

La distribucion de isoformas de FSH luego de cromatografia en Con-A se muestra en la
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Figura 36. Luego de la administracion de GnRH, en la pubertad temprana se observdé un
predominio de isoformas de FSH con cadenas carbohidratadas triantenarias y bisectadas
(41%), siguiendo en importancia la proporcion de isoformas con cadenas de oligosacaridos
mas incompletas, de tipo hibrido y de alto contenido en manosa (36%). Las isoformas con
cadenas biantenarias completas y truncadas estuvieron presentes en una menor proporcion
(23%).

pl: 3.8-5.5

40 -

30

20 +

% |-FSH recuperada

10

NR DR FR

FIGURA 36: Pubertad temprana luego del estimulo con GnRH: distribucion de isoformas de FSH en
cromatografia en Con-A. Se muestra el rango de puntos isoeléctricos de los analogos de carga de FSH
aislados por isoelectroenfoque. NR: isoformas no retenidas por la lectina; DR: isoformas débilmente
retenidas por la lectina; FR: isoformas fuertemente retenidas por la lectina.

4.2 PUBERTAD MEDIA
4.2.1 Niveles de gonadotrofinas séricas luego del estimulo con GnRH

Los nifios en pubertad media fueron estudiados luego de la administracién de una dosis
de 50 ng de GnRH. Los valores individuales de las gonadotrofinas plasmaticas en respuesta al

estimulo agudo con GnRH de cada uno de los nifios incluidos en este estudio se muestran en

la Tabla 19.
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TABLA 19: NIVELES DE FSH Y LH EN CONDICIONES BASALES Y LUEGO DE 20', 30' Y 60' DE LA
ADMINISTRACION DE 50 ug DE GnRH A NINOS EN PUBERTAD MEDIA.

FSH LH
Pacientes uin) um
Basal 20 30’ 60’ Basal 20’ 30’ 60’
P.F. 45 6.6 8.9 10.1 2.6 265 | 269 | 170
G.G. 1.9 2.2 25 28 2.8 132 | 135 | 125
R.G. 1.2 22 2.1 3.1 0.7 127 | 129 | 89
KG. 5.7 4.7 46 6.4 49 172 | 19.0 | 17.2
B.J.M. 1.5 25 2.7 3.2 0.7 266 | 157 | 136
KM. 1.3 26 18 1.8 24 186 | 129 | 128

Los niveles de FSH se expresan en Ul de 1% IRP 69/104 y los de LH en Ul de 1% IRP 68/40

4.2.2 Efecto del GnRH sobre los analogos de carga de la FSH circulante en la
pubertad media

El volumen total de suero (6 ml) obtenido luego de 60 minutos de administrado el GnRH
a los niflos en pubertad media fue sembrado en dos isoelectroenfoques preparativos en
alicuotas de 3 ml por corrida.

En las fracciones individuales de ambos isoelectroenfoques se determinaron las
proteinas totales y el pH. Posteriormente, las fracciones con idéntico pH provenientes de los
mismos, fueron combinadas. Estas fracciones combinadas fueron concentradas y en ellas se
determiné la FSH inmunoreactiva presente. En la Figura 37 se muestra un ejemplo
representativo del perfil de proteinas y el gradiente de pH obtenidos en los isoelectroenfoques
realizados. En la misma figura se muestra el contenido de FSH inmunolégica en las
preparaciones que resultaron de la combinacién de fracciones con idéntico pH de los dos
isoelectroenfoques.
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FIGURA 37: Pubertad media: perfil de FSH inmunoldgica obtenido luego de combinar fracciones con
idéntico pH de dos isoelectroenfoques preparativos realizados. Perfil de proteinas totales y gradiente de

pH representativos obtenidos en una corrida. Los niveles de FSH inmunoldgica estan expresados en ng
de LER 907.

La FSH fue recuperada en el isoelectroenfoque en el rango de pH entre 4.4 y 5.8. No se
detectd inmunoactividad de FSH en el rango de pH 3.5-4.0 y aparecieron isoformas en el rango
de pH entre 5.5 y 6.0 que no estaban presentes en los sueros de los nifilos en condiciones
basales. El 51% del total de la FSH recuperada enfocé en el rango de pH 5.0-6.0 (Figura 38)
mientras que en condiciones basales solamente se recuperé en el mismo intervalo de pH el
12% de la FSH.
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FIGURA 38: Pubertad Media: Efecto del GnRH sobre los analogos de carga de la FSH. Porcentaje de
FSH inmunoldgica recuperada en intervalos de 0.5 unidades de pH tanto en condiciones basales como
luego del estimulo con GnRH.
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4.2.3 Efecto del GnRH sobre la bioactividad y la distribucién de isoformas de
FSH de acuerdo a la estructura interna de sus cadenas carbohidratadas

Para determinar la biopotencia y analizar la estructura de las cadenas carbohidratadas
de los andlogos de FSH se reunieron los concentrados provenientes de un rango de pH entre
4.0 y 6.0. Esta nueva preparacion, que contenia todos los analogos de carga, fue a su vez
concentrada nuevamente. Sobre este ultimo material se determiné la FSH bio e inmunoactiva y
se realiz6 la caracterizacion de las cadenas carbohidratadas de la hormona en cromatografia
en Con-A.

La relacién bio a inmunoactividad, B/l, encontrada en este material fue 2.6.

La distribucion de isoformas de FSH luego de la cromatografia en Concanavalina A se
muestra en la Figura 39. Luego de la administracion de GnRH, en la pubertad media se
observo un predominio de isoformas de FSH con cadenas carbohidratadas de tipo hibrido y de
alto contenido en manosa (64%). Las restantes isoformas halladas se distribuyeron en similar
proporcion entre isoformas con cadenas de carbohidratos mas ramificadas, triantenarias y
bisectadas(18%) y biantenarias completas y truncadas (18%). Esta distribucion es muy

semejante a la observada en condiciones basales.
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FIGURA 39: Pubertad media luego del estimulo con GnRH: distribucion de isoformas de FSH en la
cromatografia en Con-A. Se muestra el rango de puntos isoeléctricos de los analogos de carga de FSH
aislados por isoelectroenfoque. NR: isoformas no retenidas por la lectina; DR: isoformas débilmente
retenidas por la lectina; FR: isoformas fuertemente retenidas por la lectina.
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4.3 PUBERTAD AVANZADA

4.3.1 Niveles de gonadotrofinas séricas luego del estimulo con GnRH

Los varones en pubertad avanzada fueron estudiados luego de la administracion de una
dosis de 50 pg de GnRH. Los valores individuales de las gonadotrofinas plasmaticas en
respuesta al estimulo agudo con GnRH de cada uno de los varones incluidos en este estudio
se muestran en la Tabla 20.

TABLA 20: NIVELES DE FSH Y LH EN CONDICIONES BASALES Y LUEGO DE 20', 30' Y 60' DE LA
ADMINISTRACION DE 50 ng DE GnRH A VARONES EN PUBERTAD AVANZADA.

FSH LH
Pacientes um um
Basal 20’ 30' 60’ Basal 20 30 60’
B.R. 0.5 1 1.2 13 1.9 226 21 10.5
H.M. 2.7 2.8 3.1 3.0 6.4 228 223 234
R.J. 25 34 3.0 36 41 22.9 24.9 34.5
B.G. 44 8.7 8.3 8.6 53 31.8 31.9 211

Los niveles de FSH se expresan en U de 1 IRP 69/104 y los de LH en Ui/ de 1% IRP 68/40

4.3.2 Efecto del GnRH sobre los analogos de carga de la FSH circulante en la
pubertad avanzada

El volumen total de suero (4 ml) obtenido luego de 60 minutos de administrado el GnRH
a los varones en pubertad avanzada fue sembrado en un isoelectroenfoque preparativo.

En las fracciones individuales del isoelectroenfoque se determinaron las proteinas
totales y el pH. La Figura 40 muestra el perfil de proteinas y el gradiente de pH obtenido en el
isoelectroenfoque realizado. En la misma figura se muestra el contenido de FSH inmunolégica
determinada luego de concentrar cada una de las fracciones provenientes del

isoelectroenfoque.
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FIGURA 40: Pubertad avanzada Perfil de proteinas y gradiente de pH obtenido luego del
isoelectroenfoque. Perfil de FSH inmunolégica resultante de concentrar cada una de las fracciones de la
corrida realizada. Los niveles de FSH inmunoldgica estan expresados en ng de LER 907.

Luego de la administracion de GnRH en la pubertad avanzada, la FSH fue recuperada

en el isoelectroenfoque en el rango de pH entre 3.5 y 4.6. No se detect6 FSH inmunoreactiva
en el intervalo de pH 3.0-3.5. Entre pH 3.5 y 4.0 enfocd un 34% de la FSH inmunoreactiva. La

administracion de GnRH en este estadio de desarrollo puberal indujo la apariciéon de isoformas

en el intervalo de pH 4.5-5.0 que no estaban presentes en condiciones basales (Figura 41).
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FIGURA 41: Pubertad avanzada: Efecto del GnRH sobre los analogos de carga de la FSH. Porcentaje de
FSH inmunoldgica recuperada en intervalos de 0.5 unidades de pH tanto en condiciones basales como

luego del estimulo con GnRH.
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4.3.3 Efecto del GnRH sobre la bioactividad y la distribucion de isoformas de
FSH de acuerdo a la estructura interna de sus cadenas carbohidratadas

Para determinar la biopotencia y analizar la estructura de las cadenas carbohidratadas
de los analogos de FSH se reunieron los concentrados del rango de pH 3.5-5.0. Esta
preparacion, que contenia todos los analogos de carga, fue a su vez concentrada nuevamente.
Sobre este ultimo material se determiné la FSH bio e inmunoactiva y se realizd la
caracterizacion de las cadenas carbohidratadas de la hormona en cromatografia en Con-A.

La relacién bio a inmunoactividad, B/l, encontrada en este material fue 0.5.

La distribucion de isoformas de FSH luego de la cromatografia en Concanavalina A se
muestra en la Figura 42. Luego del estimulo con GnRH en la pubertad avanzada se observo
que las isoformas de FSH se distribuyeron en proporciones similares entre isoformas con
cadenas de carbohidratos mas ramificadas, triantenarias y bisectadas (39%) y biantenarias
completas y truncadas (38%). Una menor proporcion correspondié a isoformas con cadenas
carbohidratadas de tipo hibrido y de alto contenido en manosa (23%). Esta distribuciéon es
semejante a la observada en condiciones basales.
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FIGURA 42: Pubertad avanzada luego del estimulo con GnRH: distribucion de isofoormas de FSH en
cromatografia en Con-A. Se muestra el rango de puntos isoeléctricos de los analogos de carga de FSH
aislados por isoelectroenfoque. NR: isoformas no retenidas por la lectina; DR: isoformas débilmente
retenidas por la lectina; FR: isoformas fuertemente retenidas por la lectina.
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4.4 Andlisis comparativo de la distribucién de analogos de carga de FSH en los
distintos estadios de la pubertad en varones

En la Figura 43 se muestran los rangos de puntos isoeléctricos de la FSH inmunolégica
recuperada luego del isoelectroenfoque, tanto en condiciones basales como luego de un
estimulo agudo con GnRH administrado a niflos en pubertad temprana, media y avanzada.
Puede observarse que durante la pubertad media se encontraron en condiciones basales
andlogos de carga de FSH mas basicos, con rango de puntos isoeléctricos mas altos que los
comrespondientes a los restantes estadios de |la pubertad.

El estimulo con GnRH produjo en todos los estadios de la pubertad masculina, un
corrimiento en el rango de puntos isoeléctricos observado en condiciones basales, hacia
andlogos de carga mas basicos. En todos los casos, el desplazamiento en los puntos
isoeléctricos observado en los analogos de carga comrespondié a 0.5 unidades de pH.

4.5 Analisis comparativo de la distribucién de isoformas de FSH de acuerdo a la
estructura interna de sus cadenas carbohidratadas en los distintos estadios de la

pubertad en varones

En la Figura 44 (pag. 110) se muestra la distribucién en cromatografia en Con-A de las
isofoormas de FSH circulantes durante la pubertad temprana, media y avanzada, tanto en
condiciones basales como luego de un estimulo agudo con GnRH. Puede observarse que
solamente se produce una modificacién en el perfil de distribucién de las isoformas de acuerdo
a la estructura de su cadena intema cuando se administra GnRH durante la pubertad
temprana. Este cambio consistio6 en la modificacion del perfil encontrado en condiciones
basales en el cual predominaban las isoformas con cadenas de carbohidratos biantenarias y
truncadas y las de tipo hibrido y alto contenido en manosa. Luego de administrar el GnRH se
observé el predominio de isoformas con cadenas de oligosacaridos triantenarias y de tipo
hibrido y alto contenido en manosa.
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FIGURA 43: Separacion de analogos de carga de FSH de acuerdo a su punto isoeléctrico en la
pubertad temprana (A), pubertad media (B) y pubertad avanzada (C), en condiciones basales y luego de
un estimulo agudo con GnRH. Porcentajes de FSH inmunoldgica recuperada en intervalos de 0.5
unidades de pH, considerando como 100% el total de la FSH inmunoldgica recuperada en el

isoelectroenfoque.
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FIGURA 44: Distribucion en cromatografia en Con-A de isoformas de FSH circulantes durante la
pubertad temprana (A), pubertad media (B) y pubertad avanzada (C), en condiciones basales y luego de
un estimulo agudo con GnRH.
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Discusién

La existencia de la FSH como una familia heterogénea de moléculas fue descripta
hace mas de 25 anos ante la necesidad de aislar hormona pura para el desarrollo de
técnicas de radioinmunoensayo. Numerosas especies moleculares de la misma hormona
fueron identificadas en base a su carga o peso molecular, las cuales presentaban
potencias biologicas diferentes (Reichert, 1971). También a mediados de la década del 70
varios investigadores demostraron que esta heterogeneidad molecular era modificada por
el estado endocrino de la especie en estudio (Peckham y col., 1973; Bogdanove y col.,
1974).

Este polimorfismo hormonal es debido a variaciones en la composicién y estructura
de los oligosacaridos unidos a las cadenas polipeptidicas y ha sido observado no sélo en la
FSH sino también en otras hormonas glicoproteicas las cuales se presentan como una
familia heterogénea de isoformas con diferentes propiedades biolégicas y farmacocinéticas
(Ulloa-Aguirre y col., 1992a).

La FSH se sintetiza, circula y se excreta como un continuo de isoformas (Ulloa-
Aguirre y col., 1983; 1992c). Esta caracteristica ha sido observada en diferentes especies
de mamiferos, incluyendo al hombre (Wide, 1982; 1985; Ulloa-Aguirre y col., 1992a).

Las gonadas y el hipotalamo modulan la calidad de la hormona sintetizada y
secretada por el gonadotropo (Ulloa-Aguirre y col., 1992b; Wide y Naessén, 1994, Wide y
Albertsson-Wikland, 1990). Esta regulacién se ejerceria a través de la incorporacion de los
diferentes residuos a los oligosacaridos presentes en las isoformas.

La presencia de carbohidratos en la molécula de las hormonas glicoproteicas es
esencial para la expresion de la actividad biologica (Sairam y Manjunath,1982). Estos
carbohidratos son incorporados en forma co-traduccional al polipéptido. Su procesamiento
no es un proceso biosintético al azar sin significado fisiolégico, sino una sintesis
estrictamente ordenada, en la cual cada oligosacarido condiciona la incorporacién del
siguiente residuo (Schachter, 1986). De esta forma quedan determinadas las
caracteristicas biologicas de la glicoproteina: permanencia de la hormona en circulacion, la
afinidad de la hormona por el receptor especifico y la respuesta biolégica en la célula
blanco (Ulloa-Aguirre y col., 1995).

La mayoria de los estudios realizados sobre el polimorfismo de la FSH se han
basado en las diferencias en el contenido de acido sidlico, su relacién con la permanencia
de la hormona en circulacion y con su bioactividad in vitro. Sin embargo, Green y Baenziger
(1988) han observado que las moléculas de FSH no difieren solamente en el contenido de
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acido sialico sino que también existen moléculas con distinta estructura de carbohidratos
intema al acido sialico. También otros autores (Wide, 1985) observaron que la
heterogeneidad molecular de la FSH se mantiene luego de la eliminacion enzimatica de los
residuos de acido sialico.

En la actualidad se desconoce con precisién cual es el significado fisiolégico de la
existencia de numerosas variantes moleculares de FSH con distinto contenido de acido
sidlico y diferente estructura interna de las cadenas carbohidratadas unidas al polipéptido.

Este estudio fue realizado con el propésito de determinar el polimorfismo de la FSH
humana y relacionarlo con la potencia biolégica in vitro de las distintas isoformas,
analizando ademas, la regulacion que los cambios en el entomo hormonal podrian ejercer
sobre las caracteristicas moleculares y biolégicas de la hormona circulante.

La primera parte de esta Tesis fue orientada a la caracterizacion de la FSH presente
en extractos hipofisarios humanos. Este analisis fue realizado para determinar la relaciéon
que existe entre la biopotencia de la hormona in vitro, el contenido de acido sialico terminat
y la estructura intema de la porcion carbohidratada de la molécula. El objetivo de esta
caracterizacion también consistio en identificar isoformas de FSH con estructuras
carbohidratadas especificas cuya actividad biolégica in vitro fuera modificada por el
contenido de acido sialico presente en las mismas y diferenciarlas de aquellas que
mantuvieran su biopotencia en forma independiente del contenido de este residuo terminal.

Cabe senalar que hasta el presente no existen datos en la literatura que permitieran
demostrar la existencia de esta relacion.

La caracterizacion de la FSH hipofisaria se inici6 con un cromatoenfoque que
permitié aislar analogos de carga de acuerdo a su punto isoeléctrico, el cual esta
determinado principalmente por el contenido de acido sialico.

Posteriormente, la biopotencia de los distintos grupos de analogos de carga fue
analizada en un bioensayo basado en la estimulacion de la actividad aromatasa de células
de Sertoli en cuitivo.

Para establecer la estructura intema de las cadenas carbohidratadas presentes en
los distintos grupos de analogos de carga aislados, éstos fueron analizados en
cromatografia seriada en diferentes lectinas. Se determin6 luego la biopotencia in vitro de
las isoformas con diferentes estructuras de oligosacaridos aisladas.

En los extractos hipofisarios estudiados, la mayor proporcion de FSH aislada

correspondio a isoformas acidicas, con alto contenido de acido sialico (grupos IV y V).
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El grupo V de analogos de carga fue obtenido eluyendo ia columna con alta
concentracion salina. Este grupo de isoformas fue caracterizado previamente por Chappel
y colaboradores (1984) en hipdfisis de primates. Estos autores realizaron una desialilacion
enzimatica de las isoformas contenidas en el eluido con alta concentraciéon de NaCl; y
analizandolos en un cromatoenfoque posterior pudieron aislar analogos de carga con
puntos isoeléctricos mayores de 4.0. Estos resultados indicarian que el grupo V esta
constituido por un grupo heterogéneo de analogos de carga que quedod retenido en la
columna en forma inespecifica. Sin embargo, cuando se realizé una cromatografia de
intercambio idnico del material contenido en el pico de sal, se observé que este material
contenia analogos con carga fuertemente negativa, que corresponderia a hormona con alto
contenido de acido sialico.

Coincidiendo con estas ultimas observaciones, Blum y colaboradores (1985)
utilizando un cromatoenfoque con un rango de pH cuyo extremo inferior era 3.0, pudieron
recuperar numerosos picos de FSH inmunoreactiva con puntos isoeléctricos entre 3.0 y 4.0.

Si bien en el presente trabajo no se realizé un andlisis del contenido de acido sialico
de los analogos presentes en el pico de sal, los resultados obtenidos al aislar los analogos
de carga de acuerdo a la estructura intema de la cadena de carbohidratos que seran
descriptos mas adelante, muestran un predominio de isoformas con estructuras de cadena
de tipo complejo que permiten el agregado de numerosos residuos de acido sialico
terminal. Estos resultados coincidirian con la hipétesis de que el pico de sal estaria
constituido por analogos de carga fuertemente negativa que no pudieron eluir del
cromatoenfoque debido a que el extremo inferior del rango de pH utilizado no incluyé
valores menores de 4.0.

Cuando se analiz6 el perfil de distribucién de los analogos de carga contenidos en
los extractos hipofisarios se pudo observar que las proporciones disminuyeron
marcadamente a medida que la columna fue eluida en la zona de pH superior a 5.0. Sélo
una pequena proporcion de isoformas presentd puntos isoeléctricos superiores a 5.0 (pl
5.0-5.3: 9.4%; pl 5.5-6.2: 6.0%; pl 6.6-7.4: 1.4%). La distribucion de andlogos de carga de
FSH hipofisaria humana observada en estos extractos es similar a los perfiles obtenidos en
modelos experimentales, donde también fueron aislados en mayor proporcion los analogos
de carga con alto contenido de acido sialico.

Estudios realizados en ratas macho aduitas mostraron que el 94.4% de la FSH
hipofisaria analizada correspondia a analogos de carga con puntos isoeléctricos menores
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de 4.7 y esta proporcion era algo menor (82.7%) si la FSH provenia de ratas hembra
(Foulds y Robertson, 1983).

También los estudios realizados por Chappel y colaboradores (1984) en hipdfisis de
monas adultas ovariectomizadas confirmaron la preponderancia de analogos de carga con
puntos isoeléctricos menores de 5.0 en la FSH almacenada en la hip&fisis.

Teniendo en cuenta las evidencias obtenidas en el presente estudio y los trabajos
mencionados anteriormente, es posible concluir que la glandula hipdfisis almacena
preferentemente analogos de carga de FSH con un alto contenido de residuos de acido
sidlico en sus cadenas de oligosacaridos.

Cuando se determiné en los distintos grupos de andlogos de carga aislados, la
capacidad de estimular la actividad aromatasa en un sistema in vitro, se encontré que la
relacion entre el contenido de acido sialico en los analogos de carga y la capacidad de
estimular la actividad aromatasa en células de Sertoli en cultivo era inversa. Los analogos
de carga de FSH con un alto contenido de acido sialico presentaron una menor capacidad
de estimular la produccion de estrogenos en las células blanco, existiendo una correlacion
negativa altamente significativa entre el pl de los analogos de carga y la relacién B/l de las
mismas. La biopotencia de los analogos de carga con puntos isoeléctricos en el rango 5.5-
6.2 fue 3 veces mayor que la biopotencia de los analogos con puntos isoeléctricos menores
de 4.7.

Una relaciéon semejante entre el contenido de acido sidlico de los analogos de carga
aislados y la biopotencia in vitro fue hallada por Padmanabhan y colaboradores (1988a)
quienes analizaron la FSH secretada por un tumor hipofisario humano. En este estudio,
utilizando también células de Sertoli en cultivo como sistema bioldgico, se observé que los
analogos de carga con menor contenido de acido sidlico presentaban mayor biopotencia.

También se obtuvieron resultados semejantes en los trabajos realizados por Ulloa-
Aguirre y colaboradores (1992a) en los cuales se determind la biopotencia de analogos de
carga de FSH hipofisaria humana con un bioensayo basado en la estimulacion de la
actividad aromatasa en células de la granulosa en cultivo.

Los resultados obtenidos en estudios que utilizan un ensayo de radioreceptor, el
cual analiza la capacidad de union que poseen las variantes moleculares de FSH por el
receptor especifico de membrana, han demostrado que la menor capacidad para estimular
la produccion de estradiol en células blanco en cultivo de los analogos de carga altamente
siallados se debe a una disminucion de su afinidad por el receptor (Ulloa-Aguirre y
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Chappel, 1982; Chappel y col., 1984, Ulloa-Aguirre y col., 1992a).

Si bien el acido sidlico disminuye la bioactividad de la FSH in vitro, su presencia
prolonga la permanencia de la hormona en circulacion.

Ulloa-Aguirre y colaboradores (1992a) observaron que el tiempo de vida media de
los analogos de carga hipofisarios humanos con menor contenido de acido sialico (pl: 5.9-
5.3) era mucho menor que el de los analogos mas sialilados (pl: 3.9-3.8). Estos tiempos de
vida media, fueron respectivamente 35.4 y 69.1 minutos. Resultados similares fueron
obtenidos por Wide y Wide (1984) quienes inyectaron en ratones los extractos hipofisarios
provenientes de mujeres jovenes y mayores de 70 aifios de edad. Estos autores observaron
que el tiempo de vida media de la FSH de las mujeres mayores de 70 aiios se duplicaba
(t1=: 15.8 vs 30.8), y concluyeron que ésto era debido al mayor contenido de acido sialico
que presentaban los analogos de carga aislados en estos ultimos extractos (Wide y
Hobson, 1982).

Considerando que la mayor proporcion de FSH aislada en los extractos hipofisarios
humanos correspondié a analogos de carga altamente sialilados, se puede concluir que la
hormona almacenada en |a hip6éfisis humana, en su mayor proporcion, posee baja actividad
biolégica in vitro pero alta biopotencia in vivo. La relacion directa entre el contenido de
acido sialico y la permanencia de una glicoproteina en circulacién fue descripta por Morell y
colaboradores (1971). La presencia de receptores hepaticos especificos para residuos
galactosa terminales presentes en las cadenas de carbohidratos demostrada por Ashwell y
Harford (1982) explicaria la causa de una rapida depuracion plasmatica de las
asialoglicoproteinas y una mayor permanencia en circulacién de las vanantes moleculares
con alto contenido en &cido sialico.

La heterogeneidad de la FSH no se limita solamente a la variacion en el contenido
de acido sidlico sino que, como ya se mencionara, la estructura intema de la cadena de
carbohidratos también participa en la determinacién del polimorfismo.

En cada grupo de analogos de carga de un determinado rango de pH, fue posible
encontrar moléculas de gonadotrofina con diferentes estructuras en su cadena intema de
carbohidratos. Para determinar estas caracteristicas se utiliz6 la cromatografia en lectinas,
la cual permite separar variantes moleculares que no pueden ser discriminadas en el
aislamiento por punto isoeléctrico.

La Concanavalina A separa tres grupos de isoformas: las no retenidas, con cadenas
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de oligosacaridos complejos, triantenarias y bisectadas, las débilmente retenidas, con
cadenas de carbohidratos complejos, biantenarias y truncadas, y las fuertemente retenidas
por la lectina, las cuales poseen cadenas de carbohidratos incompletas, de tipo hibrido y
alto contenido en manosa. Las isoformas que poseen cadenas carbohidratadas complejas
han completado el procesamiento de sus oligosacaridos en las cistemas cis, media y trans
del aparato de Golgi; mientras que las isoformas de FSH con cadenas de oligosacaridos
mas incompletas, no han finalizado la incorporaciéon de residuos de azucar durante su
biosintesis.

Cuando se analiz6 la estructura de la cadena carbohidratada intema al acido sialico
terminal en los distintos grupos de analogos de carga se observé que aquellos analogos
con mayor contenido de acido sialico (grupos IV y V) poseian predominantemente
estructuras de oligosacaridos de tipo complejo (Tabla 8; isofoormas NR + DR). El alto
contenido en sialico en este tipo de estructura de oligosacaridos no es sorprendente, ya
que estas estructuras de cadenas carbohidratadas contienen numerosos residuos de
galactosa terminal los cuales posibilitan la incorporaciéon del acido sidlico a la cadena
(Komfeld y Komfeld, 1985).

Por el contrario, en aquellos andlogos cuyos puntos isoeléctricos fueron mas altos
(grupos | y ll) predominaron las isoformas con cadenas de oligosacaridos incompletas. En
estas isoformas, el contenido de acido sidlico terminal es menor ya que la ausencia de
galactosa en estas cadenas no hace posible 1a incorporacién de este azucar.

Las isoformas con cadenas de oligosacaridos incompletas pueden contener dos
tipos de estructuras (ver esquemas pags. 51-52, fraccion FR de Con-A). las que han
interrumpido la incorporacién de azucares en la primera cistema del aparato de Golgi (alto
contenido en manosa) y aquellas que han incorporado un numero variable de residuos
NAcGIc en la cisterna media (hibridos). Para determinar en qué proporcién se encontraban
cada una de ellas se utiliz6 una cromatografia de afinidad en Aglutinina de Germen de
Trigo, la cual une con alta afinidad los residuos NAcGIc expuestos presentes en las
cadenas de carbohidratos.

El analisis de los grupos I, lil, IV y V en Aglutinina de Germen de Trigo mostré en
todos los casos que la mayor proporcion de estas isoformas con cadenas incompletas
correspondia a aquellas que poseian al menos un residuo de NAcGIlc (Figura 17), pues
entre el 80 y 90% de la FSH analizada se unidé fuertemente a la lectina.

En consecuencia, se puede concluir que la hipéfisis almacena muy pequeia
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proporcioén de isoformas con cadenas incompletas que han interrumpido el procesamiento
de sus oligosacaridos en la primera cistemna del Golgi. La mayor proporcion de estas
isoformas con cadenas incompletas de tipo hibrido, han incorporado al menos un residuo
NAcGIc por accién de la N-acetilglucosaminil transferasa |, que esta localizada en el

compartimiento medio del aparato de Golgi.

Como se mencioné anteriormente, la relacion que existe entre la estructura de la
cadena carbohidratada intema al acido sidlico terminal y la potencia biologica in vitro de las
isoformas no habia sido estudiada previamente. Tampoco se conocia si las variaciones en
la actividad biolégica de las distintas isoformas se debian exclusivamente a las diferencias
en el contenido de acido sialico o si la estructura intema de la cadena carbohidratada
estaba también involucrada en la regulacion de la biopotencia.

En el presente estudio se demuestra que los analogos de carga con cadenas de
carbohidratos muy ramificadas (isoformas NR en Con-A, triantenarias y bisectadas) no
cambian significativamente su bioactividad al modificarse el contenido de acido sidlico en
sus cadenas (B/I: 1.5-2.3 vs pl: 4.0-6.2). Por el contrario, la biopotencia de los analogos de
carga con cadenas carbohidratadas que fueron débil y fuertemente retenidas en Con-A
(biantenarias, truncadas, hibridos y alto contenido en manosa) se modifica marcadamente
al aumentar el contenido de acido sialico (B/l: 1.1-5.3). Tanto las isoformas DR como FR
mostraron una clara tendencia a aumentar su biopotencia a medida que disminuye el
contenido de acido sialico en las mismas.

La mayor bioactividad en todos los grupos de analogos de carga analizados estuvo
siempre asociada a isoformas con estructura de oligosacaridos biantenarias y truncadas.

Considerando los resultados obtenidos en este estudio se puede postular que las
isoformas con cadenas de carbohidratos altamente ramificadas ejercen una accion
biolégica asociada esencialmente a una estructura molecular especifica de sus
oligosacaridos. Las varaciones en el contenido de acido sialico en estas isoformas sélo
regularian el tempo de permanencia de las mismas en circulacion.

Otros tipos de isoformas, en particular las que poseen cadenas biantenarias y
truncadas, pueden llegar a ser altamente bioactivas si disminuyen su contenido en acido
sidlico. Aunque la proporcion de estas isoformas almacenada en la hipéfisis humana es
pequeia, estas variantes moleculares podrian estar relacionadas con eventos fisiolégicos
dinamicos en el 6rgano blanco.
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La utilizacién de la cromatografia de afinidad en Lectina de Lenteja permitié aislar
isoformas de FSH conteniendo residuos fucosa en sus oligosacaridos. En los distintos
grupos de analogos de carga, la proporcion de isoformas fucosiladas fue distinta y no
guardd ninguna relaciéon con el contenido de acido sidlico presente en las mismas (Figuras
18y 19).

Cuando se determiné la bioactividad de las isoformas DR y FR en Concanavalina A
que contenian un residuo fucosa en sus cadenas, no se observaron cambios en la
actividad biolégica de estas isoformas que pudieran asociarse a la ausencia o presencia de
este azucar, ni modificaciones en la relacion entre el B/l y los puntos isoeléctricos que fue
hallada previamente a la separacion en lectina de lenteja. En consecuencia, la presencia
del residuo fucosa en las cadenas carbohidratadas de la FSH no seria un factor
determinante de la biopotencia de la hormona. A pesar de ello, como se mencion6
anteriormente, la mayor bioactividad encontrada en los extractos hipofisarios estuvo
asociada a isoformas biantenarias y truncadas con bajo contenido de acido sialico en las
cuales estaba presente el residuo fucosa.

No existen datos en la literatura que relacionen el contenido de residuos fucosa en
las cadenas carbohidratadas de la FSH y la biopotencia de la misma. Sin embargo, se han
descripto situaciones fisiolégicas y patolégicas en las cuales los cambios en el entomo
hormonal se acompaiian de variaciones del contenido de fucosa en otras hormonas
glicoproteicas. El contenido de fucosa de la subunidad alfa libre de la hCG aumenta
significativamente a lo largo del embarazo normal, aunque se desconoce el posible
significado fisiolégico de estos cambios (Skarulis y col., 1992). También se ha descripto
que el factor liberador de tirotrofina (TRH) produce en sujetos normales, un aumento de la
proporcion de isoformas de TSH circulantes fucosiladas. Sin embargo, este efecto
pareceria estar condicionado a niveles séricos normales de hormonas tiroideas pues en
pacientes con hipotiroidismo subclinico no se observa ningun cambio en el contenido de
fucosa de la TSH secretada luego del estimulo con TRH (Schaaf y col., 1995).

Hasta el presente el polimorfismo de la FSH habia sido asociado principalmente a
las diferencias en el contenido de acido sialico de la hormona. A su vez, se postulaba que
las variaciones en este contenido eran las que regulaban su biopotencia in vivo e in vitro.

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican claramente que la
bioactividad in vitro de ia FSH no depende exclusivamente del contenido de acido sialico de
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la hormona sino que la estructura intema de la cadena carbohidratada también confiere

caracteristicas biolégicas particulares.

La influencia de los cambios en el entomo hormonal sobre el polimorfismo de la
FSH circulante en la mujer fue determinada en dos condiciones fisiologicas diferentes: en
el momento del ciclo menstrual en el cual la FSH y los factores gonadales promueven el
desarrollo del foliculo hasta el estadio preovulatorio (fase folicular) y cuando la funcion
ovarica ha cesado determinando la finalizacion del periodo férti de la mujer (la
postmenopausia).

En este estudio se determiné el perfil de distribucion de las isoformas de FSH de
acuerdo a la estructura de la cadena carbohidratada intema al residuo terminal de acido
sidlico, analizandose la potencia biolégica in vitro en los grupos de isoformas aisladas.

Los resultados obtenidos demostraron que el polimorfismo de la FSH circulante
durante la fase folicular de ciclos menstruales espontaneos es diferente al observado en
sueros de mujeres postmenopausicas.

La FSH que circula durante la fase folicular de los ciclos menstruales espontaneos
esta constituida por isoformas que han completado la incorporacion de residuos en todas
las cisternas del aparato de Golgi: proporciones similares de isoformas con cadenas
carbohidratadas de aito grado de ramificacion (triantenarias y bisectadas) e isoformas con
cadenas biantenarias y truncadas. No se detectaron en circulacion las isoformas con
cadenas de tipo hibrido o de alto contenido en manosa.

Por el contrario, en la postmenopausia estan ausentes las isoformas de FSH con
oligosacaridos de alto grado de ramificacién; si bien, predominan las isoformas con
cadenas biantenarias y truncadas, que han incorporado azucares en todas las cistemas del
aparato de Golgi, aparece en circulacién una pequena proporcién de isoformas con
cadenas de tipo hibrido o de alto contenido en manosa, que indicarian una modificaciéon en
la actividad relativa de las enzimas presentes en la cistemma media del aparato de Golgi
como posible consecuencia del cambio en el entomo hormonal.

En base a evidencias obtenidas en modelos experimentales y en humanos, se ha
propuesto que los esteroides gonadales regulan la actividad de las enzimas responsables
del procesamiento de los oligosacaridos presentes en las hormonas glicoproteicas.

En hamster y ratas hembra, se ha observado que tanto la administracién de
estrogenos a animales ovariectomizados (Galle y col., 1983), como los cambios del entomo

119



Discusién

hormonal caracteristicos de los ciclos estrales normales (Ulloa-Aguirre y col., 1988) y del
desarrollo sexual del animal (Chappel y col., 1983), se acompanan de un aumento en la
proporcion relativa de isoformas de FSH con menor contenido de acido sialico en sus
cadenas carbohidratadas.

En la mujer, se ha observado que existe una relacidén directa entre el nivel sérico de
estrogenos y el contenido de acido sidlico de la FSH circulante. Padmanabhan y
colaboradores (1988a) han demostrado que la administracion de estrégenos a pacientes
con disgenesia gonadal produce un aumento significativo de la proporcion de FSH con
puntos isoeléctricos 5.2-5.6 y una disminucion concomitante de la hormona con puntos
isoeléctricos entre 4.4y 5.2.

Wide y Naessén (1994) también han observado cambios similares en mujeres
postmenopausicas a las cuales se les ha administrado una terapia de reemplazo con
estrogenos. En estas mujeres, los estrogenos reestablecen las caracteristicas de la FSH
circulante en la fase folicular de ciclos menstruales normales, en las cuales las variantes
glicosiladas poseen un contenido de acido sialico menor al observado durante la
postmenopausia (Wide, 1982).

De acuerdo a las evidencias obtenidas por Dharmesh y Baenziger (1993) en las
cadenas carbohidratadas de la LH, los estrégenos ejercen un efecto modulatorio sobre las
enzimas N-acetilgalactosaminil transferasa y sulfotransferasa encargadas de la
incorporacion de residuos NAcGal y sulfato.

Todos los estudios realizados hasta el momento sélo han descripto la regulacion
hormonal de las enzimas que participan en la incorporacion de los azucares terminales de
las cadenas carbohidratadas de las hormonas glicoproteicas. La desaparicién de isoformas
con oligosacaridos altamente ramificados asociada con la disminucion de la funcion ovarica
que se caracteriza por niveles bajos de esteroides circulantes, sugiere que las enzimas
responsables de la incorporacion de azucares en la estructura intema de la porcién
carbohidratada de las moléculas de FSH también esta regulada por el entormo hormonai.

Schachter y colaboradores (1983; 1986; 1991) han descripto los factores que
condicionan la formacion de oligosacaridos complejos en la biosintesis de glicoproteinas.
Estudios realizados sobre las enzimas N-acetilglucosaminil transferasas involucradas en la
sintesis de oligosacaridos con alto grado de ramificacion permitieron definir los siguientes
factores condicionantes:

a) diferencias en la actividad relativa de las enzimas, con la consiguiente competencia
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entre dos 0 mas de ellas por un sustrato comun.

b) la incorporacion de un azucar especifico al oligosacarido en formacion que favorezca o
impida la accion de enzimas involucradas en etapas posteriores en la biosintesis de
carbohidratos complejos.

¢) la disponibilidad de sustratos y cofactores y la compartamentalizaciéon de las enzimas en
las distintas cistemnas.

El primer factor condicionante mencionado anteriormente ha sido demostrado
experimentalimente por Allen y colaboradores (1984). En estos estudios se observé que las
diferencias en la actividad relativa de las enzimas a-manosidasa Il y N-acetilglucosaminil
transferasa Il condicionan la sintesis de oligosacaridos complejos o hibridos,
respectivamente, a partir de un precursor comun en la cistemna media del aparato de Golgi.

Estudios realizados en el oviducto de pollo han mostrado la mayor actividad de la
enzima N-acetilglucosaminil transferasa |ll respecto de la a-manosidasa |l en este tejido
(Narasimhan y col, 1981a y b). Esta particular actividad relativa de ambas enzimas
favorece la sintesis de glicoproteinas con cadenas de oligosacaridos incompletas de tipo
hibrido, como por ejemplo, la ovoalbumina (Tai y col., 1977). Al incorporarse un residuo
bisectado por accion de la transferasa Ill a la cadena de oligosacaridos se impide la
remocién de dos residuos manosas por la accion de la manosidasa (Harpaz y Schachter,
1980).

Por otro lado, Nelson y colaboradores (1975) han demostrado que la actividad de
las N-acetilglucosaminiltransferasas y la galactosiltransferasa presentes en endometrio de
ratas ovariectomizadas aumenta luego de la administracion de estradiol. Este efecto
estimulatoriuo no se observa en las mismas enzimas presentes en higado.

Teniendo en cuenta las evidencias antes mencionadas, se podria postular que en la
fase folicular confluyen en el gonadotropo los factores condicionantes para la biosintesis de
carbohidratos complejos. El entomo hormonal caracteristico de esta fase del ciclo
menstrual podria regular la actividad de las enzimas a-manosidasa Il y las N-
acetilglucosaminil transferasas IV y V, para favorecer la sintesis de isoformas con cadenas
carbohidratadas complejas, particularmente las que poseen alto grado de ramificacion.

Por el contrario, en la postmenopausia podria producirse una disminucién de la
actividad relativa de las enzimas N-acetilglucosaminil transferasas IV y V, y aumentaria la
actividad de la N-acetilglucosaminil transferasa Ill en el compartimiento medio del aparato
de Golgi. De esta forma se explicaria la desaparicién de las isoformas de FSH con alto
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grado de ramificacién en sus oligosacaridos y la aparicién de una pequeia proporcion de
isoformas de FSH con oligosacaridos de tipo hibrido y de alto contenido de manosa. Una
alta actividad de las N-acetilglucosaminil transferasas | y Il aseguraria la sintesis de
isoformas con estructuras carbohidratadas biantenarias y truncadas que constituyen la
mayor proporcion de FSH circulante en la postmenopausia.

Se podria postular que la pequena proporcién de isoformas de FSH con cadenas de
carbohidratos de tipo hibrido en circulacion en la postmenopausia no posee residuos
galactosa terminales en los oligosacaridos, pues de esta forma la hormona seria
rapidamente depurada. Es probable que estas isoformas de FSH no hayan incorporado
galactosa y siadlico a sus cadenas y permanezcan en circulacibn por poseer residuos
NAcGlc expuestos. Esta hipbtesis se basa en resultados obtenidos por Thotakura y
colaboradores (1994). Trabajos realizados con tirotrofina recombinante humana
determinaron la funcion especifica de cada uno de los componentes de las estructuras
carbohidratadas presentes en esta hormona. Mediante la remocién y adicién de los dos
Gltimos azucares presentes en las cadenas (galactosa y acido sialico) se pudo demostrar
que las variantes moleculares de tirotrofina que no poseen ninguno de estos dos residuos

son depurados mas lentamente que las que exponen los residuos galactosa.

La actividad biolégica in vitro de la FSH presente en los sueros provenientes de las
mujeres postmenopausicas fue mayor que la biopotencia determinada en los sueros de las
mujeres en fase folicular del ciclo menstrual. Estos resultados coinciden con los descriptos
previamente por Padmanabhan y colaboradores (1987).

La determinacion de la actividad biolégica de la FSH luego de la separacion de
isoformas en cromatografia en Concanavalina A permitidé explicar las diferencias
encontradas en la bioactividad de los sueros enteros. La actividad biologica observada
durante la fase folicular refleja la similar y baja biopotencia de los dos grupos de isoformas
de FSH maduras circulantes en este momento del ciclo. La mayor bioactividad observada
en los sueros de las mujeres postmenopausicas seria debida a la contribucién de las
isoformas con cadenas de oligosacaridos incompletas que aunque se encontraron en
circulacion en pequedia proporcién, poseen una actividad biolégica in vitro muy aita.

Los resultados obtenidos en el presente estudio han demostrado que durante el
periodo reproductivo de la mujer, la FSH circulante esta constituida por isoformas maduras,
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en las cuales se ha completado el procesamiento de sus oligosacaridos. Estos hallazgos
sugieren que durante la fase folicular factores de origen gonadal, esteroideos y/o
peptidicos, estarian modulando en forma directa sobre la hipéfisis 0 en forma indirecta a
nivel del hipotdlamo la actividad y abundancia relativa de las glicosiltransferasas del
gonadotropo que favorecen la sintesis de isoformas con cadenas complejas y de alto grado
de ramificacion.

La presencia de proporciones similares de isoformas de FSH con oligosacaridos
complejos, altamente ramificados y biantenarios/truncados, en circulacién podria reflejar la
necesidad de inducir respuestas biologicas diferenciales en situaciones fisioldgicas
especificas. Asi, el crecimiento y desarrollo del foliculo preovulatorio requeriria un estimulo
hormonal sostenido y de baja intensidad, constituido por variantes moleculares
tnantenarias, bisectadas, biantenarias completas y truncadas.

Las diferencias encontradas en el polimorfismo de la FSH circulante en la
postmenopausia y en fase folicular abren un interrogante sobre el efecto de los preparados
comerciales de gonadotrofinas usados para distintas terapias de reemplazo o para
induccion de owulacion, particularmente aquellos que utilizan orina de mujeres
postmenopausicas para su aislamiento y purificacion (Human Menopausal Gonadotrophin,
HMG). Elevadas dosis de HMG administradas en pacientes incluidos en protocolos de
induccion de ovulacién y fertilizacién in vitro han sido asociadas con bajo numero de
embarazos exitosos (Stadmauer y col., 1994). También la ovulacién multiple ha sido una
complicacion casi constante de la induccién de ovulacién con preparados comerciales de
gonadotrofinas. Si bien no se ha demostrado cual es la razén de todos estos efectos no
deseados, la marcada diferencia en el polimorfismo de los preparados comerciales
conteniendo FSH proveniente de orina de postmenopausica respecto del que
fisiolégicamente es sintetizado durante la fase folicular de un ciclo menstrual normal, podria
ser uno de los factores que contribuiria a la obtenciéon de respuestas muy variables y no
satisfactorias en las pacientes que reciben estas terapias sustitutivas.

Considerando los cambios que se producen en el polimorfismo de la FSH circulante
durante el ciclo menstrual normal, una terapia de inducciéon de owvulacién que imite las
condiciones fisiolégicas requeriria disponer, en primer lugar, de preparados que no sean
obtenidos a partir de orina de postmenopausicas; y en segundo lugar, la gonadotrofina
deberia contener isoformas con estructuras de oligosacaridos semejantes a las

encontradas in vivo.
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Para lograr estas condiciones deberia ser posible disponer de preparados
comerciales de FSH conteniendo isoformas con determinada estructura intema en sus
cadenas de carbohidratos para utilizarlos en forma selectiva con el objeto de inducir
respuestas de la gonada especificas que contribuirian a mejorar el resultado final del

tratamiento administrado.

El objetivo de la tercera parte de este trabajo fue establecer las caracteristicas
moleculares y biolégicas de la FSH circulante en distintos estadios del desarrollo puberal
del varén y determinar los posibles cambios producidos en el polimorfismo de la hormona
luego de la administracion de GnRH. Este estudio se realizd en tres momentos del
desarrollo sexual: pubertad temprana, media y avanzada.

Cuando se inici6 este estudio se observd que la determinacién de actividad
biolégica de FSH en suero entero de los nifios seleccionados no arrojaban resultados
consistentes, particularmente en los ninos de menor edad.

En consecuencia, el estudio de las caracteristicas moleculares de la FSH se inici6
con un isoelectroenfoque preparativo. Esta metodologia permitié procesar un volumen
considerable de suero, concentrar los bajos niveles de gonadotrofina circulantes,
especialmente en la pubertad temprana y aislar los analogos de carga de acuerdo a su
punto isoeléctrico. La potencia biolégica in vitro fue determinada posteriormente sobre un
concentrado de todos los analogos de carga combinados con el objeto de lograr una
adecuada estimulacion de la actividad aromatasa en las células de Sertoli en cultivo.

Por ultimo, a partir de la preparacion combinada de analogos de carga se analizd la
distribucion de las variantes moleculares de acuerdo a la estructura intemna de sus cadenas
carbohidratadas utilizando cromatografia en Concanavalina A.

Si bien no se observaron cambios estadisticamente significativos en los niveles
inmunologicos de la FSH sérica en la pubertad temprana, media y avanzada, las
variaciones en el polimorfismo durante el desarrollo puberal fueron las siguientes:

e cambios en el grado de heterogeneidad y en el rango de puntos isoeléctricos de la
hormona (PT: 3.0-5.0; PM: 3.5-5.5; PA: 3.4-4.4)

e cambios en su biopotencia in vitro

e cambios en las proporciones de las variantes moleculares circulantes aisladas de

acuerdo a la estructura intema de las cadenas carbohidratadas.
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La FSH circulante en la pubertad temprana se caracterizdé por poseer alto contenido
de acido sialico ya que el 66% de la hormona enfoc6 a un pH menor de 4.0.

La relacién inversa entre el contenido de acido siélico de la FSH y la biopotencia in
vitro descripta en la literatura por varios autores y observada en este mismo estudio
durante la caracterizacion de extractos hipofisarios humanos, también fue observada en la
pubertad temprana pues esta hormona altamente sialilada, presenté baja bioactividad.

En consecuencia las caracteristicas mas sobresalientes de la FSH circulante en la
pubertad temprana serian una prolongada permanencia en circulacién, determinada por la
importante proporcion de isoformas acidicas que la componen, y una baja biopotencia.

En cuanto a la distribucion de las variantes moleculares de acuerdo a la estructura
intema de las cadenas carbohidratadas se observé un perfil de distribucién caracterizado
por el predominio de isoformas con cadenas biantenarias y truncadas, y con cadenas
incompletas, de tipo hibrido y de alto contenido en manosa. La menor proporciéon
correspondié a isoformas con oligosacaridos altamente ramificados.

Durante este estadio del desarrollo puberal el aumento del volumen testicular
precede a la aparicion de los caracteres sexuales secundarios. Este aumento se produce
como consecuencia de haberse completado las dos etapas iniciales de la
espermatogénesis: el incremento de la poblacion de espermatogonias y la aparicion de los
primeros espermatocitos meiéticos. Las caracteristicas moleculares y biolégicas de la FSH
descriptas anteriormente podrian contribuir a la induccion de estos cambios observados en
el testiculo.

Sin embargo, los cambios en la gonada no se limitan al compartimiento tubular sino
que también incluyen al intersticio donde la reactivacion de los precursores de células de
Leydig produce una elevacion significativa de la concentracion intratesticular de
testosterona. Algunos autores sostienen que la reactivacion del intersticio es también uno
de los factores desencadenantes del inicio de la maduracion del epitelio seminifero
(Chemes y col., 1985). Este aumento del nivel de andrégenos intratesticular no se refleja a
nivel periférico ya que l0s niveles circulantes se mantienen por debajo de los 70 ng/dl. Este
entomo hormonal y un hipotadlamo que ha reiniciado su actividad secretoria, determinaria
de esta manera el polimorfismo de FSH antes descripto.

En la pubertad media la FSH circulante presentd caracteristicas diferentes a las
observadas en la pubertad temprana. En este estadio del desarrollo puberal se observé un
marcado cambio en el contenido de acido sialico de la hormona circulante evidenciado por
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un pronunciado desplazamiento del rango de puntos isoeléctricos de la hormona hacia
valores mas altos. Aparecieron en circulacién nuevas isoformas (pl: 5.0-5.5), que no se
observaron en la pubertad temprana, y al mismo tiempo desaparecieron las isoformas
aisladas en el extremo inferior del rango de pH utilizado (pl: 3.0-3.5), que estaban
presentes en el estadio del desarrolio puberal previo.

La relacion inversa que existe entre el contenido de acido sidlico y la biopotencia
también esta presente en este estadio del desarrollo puberal pues la disminucién en el
contenido de acido sidlico de las isoformas de FSH circulante se acomparié con un
importante aumento de la bioactividad de la hormona in vitro.

También se modificé en el perfil de variantes moleculares aisladas de acuerdo a la
estructura intema de sus oligosacaridos. Este estadio del desarrollo puberal se caracterizé
por el predominio de isoformas de FSH circulantes con cadenas carbohidratadas
incompletas, de tipo hibrido y alto contenido en manosa, con una concomitante disminucion
de las isoformas con cadenas biantenarias y truncadas, respecto de las que circulaban en
la pubertad temprana. La proporcion de isoformas con alto grado de ramificacion fue mayor
que la observada en el estadio puberal descripto anteriormente.

El predominio de isoformas con cadenas carbohidratadas incompletas, que no
permiten la incorporacion de Aacido sidlico terminal explicaria el cambio del punto
isoeléctrico de la hormona, acompainado por una alta bioactividad in vitro.

Durante la pubertad media el entomo hormmonal cambia notablemente pues los
niveles de testosterona alcanzan valores similares a los observados en el aduito. Este
aumento en los niveles de andrégenos circulantes coincide con un nuevo incremento del
volumen testicular. En este momento del desarrollo puberal se desencadena la primera
division meibtica, indicando que se han producido importantes cambios madurativos en la
célula de Sertoli. Las células de Sertoli se diferencian adquiriendo una organizacion celular
compleja, con un desarrollo citoplasmatico elaborado y la formaciéon de uniones
intercelulares especializadas que daran lugar posteriormente a la denominada barrera
hematotesticular (Gondos y Kogan, 1990).

La FSH necesaria para inducir estos cambios madurativos en el epitelio seminifero
durante la pubertad media requeriria las caracteristicas cualitativas particulares descriptas:
alta bioactividad y corta permanencia en circulacion.

Estas caracteristicas de la gonadotrofina circulante en la pubertad media no se
mantuvieron durante la pubertad avanzada. La hormona volvié a adquirir algunas de las
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caracteristicas observadas en la pubertad temprana, particularmente aquellas relacionadas
con el contenido de acido sidlico. Se observé la aparicion de variantes moleculares en los
intervalos de puntos isoeléctricos mas bajos: 3.0-3.5, desapareciendo simuitaneamente
aquellas variantes mas basicas con puntos isoeléctricos 4.5-5.5 observadas unicamente en
la pubertad media. La proporcion de analogos de carga con alto contenido de acido sidlico
(pl: 3.0 y 4.0) fue la mas alta observada en todos los estadios del desarrollo puberal
estudiados: 81%. También se observdé una disminucion del grado de heterogeneidad
reflejado en un intervalo de pH menor en el cual se aislé la hormona (PA: 3.0-4.5 vs PT:
3.0-5.0 y PM: 3.5-5.5).

Como era de esperar, el aumento del contenido de acido sialico de la hormona se
acompandé con una disminucién de la bioactividad in vitro.

El perfil de distribucion de variantes moleculares de acuerdo a la estructura intema
de los oligosacaridos, se caracterizé por el evidente predominio de isoformas biantenarias y
truncadas, acompaiiadas de la mas alta proporcién de isoformas con cadenas de alto
grado de ramificacion observada en todos los estadios del desarrollo puberal estudiados.

Es interesante sefalar que, a diferencia de los resultados descriptos previamente en
suero de mujeres, en todos los estadios puberales del varon se detectan en circulacion los
tres grupos de isoformas que permite aislar la cromatografia en Concanavalina A.

Durante el desarrollo puberal masculino se observaron cambios en el contenido de
acido sialico de la FSH circulante: cuando se completé la pubertad |a hormona presenté un
contenido de acido sidlico mayor que el que poseia en las primeras etapas de la
maduracion sexual. Estos resultados sugeririan que existen variaciones en la actividad de
la sialiltransferasa hipofisaria asociadas con cambios en el entormo hormonal, y coincidirian
con evidencias previas existentes en la literatura que muestran un posible efecto
estimulatorio de los andrégenos sobre la actividad de la sialiltransferasa del gonadotropo.
Kennedy y Chappel (1985) han demostrado que la testosterona aumenta la secrecion de
isoformas acidicas en cultivos de células hipofisarias provenientes de ratas inmaduras.
Este posible efecto estimulatorio de la testosterona sobre la actividad de la sialiltransferasa
también puede explicar los resultados obtenidos por Ulloa-Aguirre y colaboradores (1986)
quienes describen un marcado aumento en el contenido de isoformas acidicas de FSH en
la hip6fisis de ratas macho a través dei desarrolio sexual.

En la pubertad media se observé la desaparicion transitoria de isoformas de FSH
circulantes con alto contenido de acido sidlico. Estos resultados podrian explicarse
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teniendo en cuenta que la actividad relativa de las enzimas glicosilantes que participan en
etapas previas de la biosintesis de los oligosacaridos en este momento del desarrollo
puberal, favorece la formacion de isoformas con cadenas de tipo hibrido y con alto
contenido en manosa en las cuales hay muy pocos residuos galactosa capaces de
incorporar sidlico. Por esta razén, la actividad de la enzima no podria manifestarse. Otra
causa que explicaria los resultados obtenidos seria que, en la pubertad media
exclusivamente, el GnRH ejerciera un efecto regulatorio dominante sobre el polimorfismo
de la FSH y a través de una mayor amplitud y frecuencia de pulsos pudiera controlar dos
procesos simuitaneamente: la inhibicibn de la actividad de la sialiltransferasa y la
estimulacion de las enzimas glicosilantes (especificamente, la N-acetilglucosaminil
transferasa lll) que favorecerian la sintesis de isoformas con oligosacaridos de tipo hibrido
y bajo contenido de acido sialico.

El posible efecto estimulatorio de los andrégenos sobre la actividad de la
sialiitransferasa, se pondria en evidencia en la pubertad avanzada. En este estadio del
desarrollo puberal el aumento del contenido de acido sialico de la hormona circulante seria
consecuencia de la sintesis de una alta proporcion de isoformas cuya estructura
carbohidratada interna permite la incorporacién de acido sialico a las mismas.

No existen evidencias directas en la literatura que demuestren la regulacion
hormonal de la actividad de las diferentes glicosiltransferasas involucradas en la sintesis de
glicoproteinas.

La enzima que ha sido mas estudiada y caracterizada es la sialiitransferasa
hepatica. La clonacion y la organizaciéon del gen de la enzima fue realizada por Wen y
colaboradores (1992) y Svensson y colaboradores (1990). En estos estudios se ha
sugerido que las diferencias en la actividad de esta enzima observada en distintos tejidos
estudiados podrian deberse a la existencia de mecanismos regulatorios de la expresion
génica, especificos para cada tejido.

También se ha obtenido evidencia experimental sobre la regulacion de la actividad y
de la expresion del gen de Ia sialiltransferasa por glucocorticoides y esteroides gonadales.
Utilizando una linea celular hepatica (H35) en cuitivo, Wang y colaboradores (1989) han
descripto que la dexametasona induce la sintesis de RNA mensajero de la enzima en
forma dosis dependiente. En tejido mamario de rata se ha descripto que un aumento de la
actividad de la enzima en esta glandula acompaia el desarrollo de la misma inducida por la
administraciéon diaria de estradiol y progesterona (Ip, 1980)
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En todos los estadios del desarrollo puberal estudiados, la relacion entre el
contenido de acido sialico y la biopotencia in vitro de la FSH circulante fue inversa. En
consecuencia, la disminucién en el contenido de acido sialico de la hormona durante la
pubertad media se acomparié por un marcado incremento de la actividad biolégica.

Estudios previos realizados sobre las caracteristicas de las gonadotrofinas a través
del desarrollo puberal en el varon describieron cambios de la bioactividad de LH que se
produjeron concomitantemente con el aumento de los niveles inmunolégicos de esta
hormona. Ambos parametros se correlacionaron en forma estadisticamente significativa
(r=0.737, p<0.001) (Kletter y col., 1993). Sin embargo, no se observé una correlacion
semejante para la FSH utilizando un bioensayo basado en la estimulacién de la actividad
aromatasa de células de Sertoli en cultivo; la bioactividad de FSH fue determinada
directamente en una pequena alicuota de suero. Es posible que debido a los niveles bajos
de FSH circulantes, particulammente al comienzo de la pubertad, la sensibilidad de estos
métodos directos no haya sido suficiente para detectar cambios en la bioactividad de esta
gonadotrofina en los diferentes estadios puberales estudiados. Estos autores concluyen
que esta concentracion constante de FSH bioactiva es la condicibn necesaria para el
adecuado desarrollo de la gonada y el mantenimiento de la espermatogeénesis.

Beitins y colaboradores (1990) han estudiado las caracteristicas de la FSH
circulante durante la pubertad en nifas y varones. Estos autores observaron que los
niveles de FSH biolégica circulante durante el desarrollo sexual en ambos sexos tenia un
perfil similar. Dado el dimorfismo sexual que existe en los niveles absolutos de FSH
inmunolégica circulante, los cuales son mas altos en las nifias que en los varones, este
estudio concluye que la relacién B/l de la FSH es significativamente mas alta en los
varones que en las niias.

Diferencias en las caracteristicas de carga de la FSH sérica (contenido en acido
sialico) durante el desarrollo puberal de nifias y varones fueron descriptas por Phillips y
colaboradores (1997). Estos autores encuentran una diferencia de carga entre la FSH que
circula en las nifias y la de los varones. La FSH circulante en los varones, a través de todos
los estadios del desarrollo puberal, tendria un mayor contenido de &acido sidlico que la
observada en las nifias. Particularmente en los varones, estos autores encuentran que la
FSH circulante en la prepubertad tiene un contenido de &acido sialico menor que la
circulante en los ultimos estadios del desarrollo puberal.
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En el presente estudio, utilizando condiciones metodolégicas muy diferentes, que
permitieron concentrar las bajas cantidades de FSH presentes en suero antes de
determinar su biopotencia, se observaron cambios en la bioactividad de la FSH circulante
durante los distintos estadios de la pubertad. Ademas de los cambios en la biopotencia en
la pubertad temprana, media y avanzada, a través del desarrollo puberal se observaron
cambios en el perfil de distribucién de las isoformas de FSH con diferente estructura de sus
cadenas carbohidratadas.

Si se analizan en conjunto los cambios observados en el polimorfismo de la FSH
durante los tres estadios del desarrollo puberal estudiados cuando las isoformas son
aisladas de acuerdo a la estructura intema de sus cadenas de oligosacaridos, se puede
observar que en este proceso se produce un paulatino aumento de la proporcién de
isoformas de FSH circulantes con oligosacaridos complejos, con alto grado de ramificacion.

Los cambios que se producen en las proporciones de isoformas de FSH circulantes
durante el desarrollo puberal serian la consecuencia de modificaciones en la actividad
relativa de las glicosiltransferasas involucradas en el procesamiento de los oligosacaridos
unidos al polipéptido.

El aumento progresivo de la proporcién de isoformas circulantes con cadenas de
carbohidratos con alto grado de ramificacién durante el desarrollo puberal sugeriria que se
producen cambios en la actividad relativa de las enzimas N-acetilglucosaminil transferasas
IV y V, y de la a-manosidasa Il, las cuales son responsables de la sintesis de
oligosacaridos de alto grado de ramificacion.

Cabe senalar que utilizando como modelo experimental la rata macho inmadura,
también se ha observado un aumento progresivo de la proporciéon de isoformas de FSH
hipofisaria con cadenas de carbohidratos con alto grado de ramificacion durante la
maduracion sexual del animal (Rulli y col., 1997).

En este mismo modelo experimental se estudi6 el efecto de los androgenos sobre el
polimorfismo de la FSH hipofisaria mediante la castracién y el posterior reemplazo con
androgenos. Los resultados obtenidos mostraron que la ausencia de gonada inducia una
disminucion de la proporcién de isoformas de FSH con oligosacaridos de tipo complejo y
alto grado de ramificaciéon presentes en la hipéfisis, reestableciéndose el perfil de
distribucion observado en el animal intacto luego de la administracion de un andrégeno 5a-
reducido (Rulli y col., 1999).
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Estos resultados sugieren que los andrégenos estarian involucrados en |a
regulacién de la actividad relativa de las enzimas N-acetilglucosaminil transferasas IVy V, y
de la a-manosidasa ||, presentes en la cistema media del aparato de Golgi.

Una alta proporcién de isoformas de FSH con estructuras de oligosacaridos
ramificados pareceria circular en condiciones fisiolégicas en las cuales las gonadas han
alcanzado su madmo grado de maduraciéon y diferenciacién (pubertad avanzada en el
varén). Sin embargo, no solamente los andrégenos estarian involucrados en esta
regulacion sino también los esteroides ovaricos ya que los resultados obtenidos en la
caracterizacion de la FSH sérica durante la fase folicular de ciclos menstruales
espontaneos mostraron que este tipo de isoformas se encuentran en circulacién cuando la
funcion de la gonada es normal, y desaparecen de circulacion cuando la mujer ha
finalizado su periodo fértil.

El predominio de isoformas de FSH circulantes con cadenas de carbohidratos
incompletas caracteristicas de la pubertad media sugiere una fina y temporal regulacion de
la actividad relativa de las enzimas glicosilantes que favorecen la sintesis de este tipo de
oligosacdridos. Si bien la sintesis de isoformas de FSH con cadenas de oligosacaridos de
alto grado de ramificacion estaria favorecida por los andrégenos, los cuales incrementan
sus niveles circulantes significativamente en este periodo del desarrolio puberal, un
estimulo mas potente estaria determinando el predominio de isoformas de FSH circulantes
con cadenas de carbohidratos incompletas. De esta forma, factores regulatorios
desconocidos hasta el momento determinarian una mayor actividad de la enzima N-
acetilglucosaminil transferasa |l respecto de la actividad de la enzima a-manosidasa Ii.

En la rata macho inmadura se ha observado que la capacidad de los andrégenos
para favorecer la sintesis de isoformas complejas de alto grado de ramificacion se ejerce
en presencia y en ausencia de un antagonista de GnRH, indicando que el factor liberador
no estaria involucrado en este mecanismo reguilatorio (Zitta y col., 1998). Podria postularse
entonces que un determinado perfil de secreciéon de GnRH, caracteristico de la pubertad
media, podria estar condicionando el incremento de la actividad de la enzima N-
acetilglucosaminil transferasa lll, resuitando en una aita proporcién de isoformas de FSH
con oligosacaridos incompletos enviados a circulacion.

No se han descripto en la literatura cambios en la actividad de las enzimas
responsables de la sintesis de oligosacaridos de tipo hibrido, inducidos por el entomo
hormonal. Un incremento de la actividad de la N-acetilglucosaminil transferasa lll ha sido
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relacionado con alteraciones funcionales del tejido hepatico de rata y humano, que
preceden o acompainan al desarrollo de un tumor (Narasimhan y col., 1988; Yamashita y
col., 1983).

El desarrollo puberal masculino es un proceso complejo regulado por multiples
factores, entre ellos la FSH. Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que
la hormona tréfica del epitelio seminifero modifica su heterogeneidad a lo largo de este
proceso fisiolégico. Cada etapa de la maduracion del epitelio germinal requeriria un
mensaje hormonal especifico; particularmente durante la pubertad media cuando la FSH
circulante aumenta su bioactividad y presenta caracteristicas moleculares especificas para
este estadio.

A su vez, el mantenimiento de una espermatogénesis completa estaria regulado por
una FSH menos heterogénea, de larga permanencia en circulacién y baja bioactividad que
en su mayor proporcion posee oligosacaridos que han completado su procesamiento en el
aparato de Golgi.

Es interesante sefalar que el polimorfismo de la FSH observado en la pubertad
avanzada se mantiene sin cambios en la edad adulta (Feméandez Vera y col., 1997), y
posiblemente constituya un factor de regulacion importante para mantener un adecuado
funcionamiento de las células de Sertoli que determinen una espermatogénesis normal.

A las interacciones clasicamente descriptas entre los diferentes componentes del
eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal debe agregarse un nuevo componente: el polimorfismo
hormmonal, a través del cual el gonadotropo recibe el mensaje que indica el tipo de
gonadotrofina que debe sintetizar en un momento determinado para inducir en la gonada
un fenémeno biolégico especifico. Esta relaciéon entre calidad de gonadotrofina e induccion
de una determinada accién biolégica es particularmente importante durante el proceso de

induccién y diferenciacion de la gonada masculina.

Teniendo en cuenta los cambios que se producen sobre el polimorfismo de la FSH
circulante cuando se modifica el entomo hormonal, el objetivo de la ultima parte de este
estudio fue determinar si el principal estimulo de la sintesis y liberacién de las
gonadotrofinas, el GnRH, modifica las caracteristicas moleculares y biolégicas de la FSH
secretada.

Este posible efecto del GnRH sobre el polimorfismo de la FSH se estudié luego de
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administrar una dosis unica de factor liberador a nifios normales en pubertad temprana
media y avanzada.

El estimulo agudo con GnRH produjo cambios en el polimorfismo de la FSH
respecto del que habia sido observado en condiciones basales. En todos los estadios del
desarrollo puberal, la administracion de 25 o 50 ug del factor liberador, fue capaz de
producir la liberacién a circulacién de variantes moleculares con menor contenido de acido
sidlico. Este efecto fue independiente del entorno hormonal existente en el momento del
estimulo.

La relacién observada entre la administraciéon de GnRH y los cambios en el punto
isoeléctrico de la hormona liberada, los cuales evidencian modificaciones en el contenido
de acido sidlico de la misma, ya habian sido descriptos en la literatura. Tanto en modelos
experimentales como en humanos en condiciones fisiolégicas y patologicas, el estimulo
con GnRH produce la liberacién de variantes glicosiladas de FSH mas basicas, es decir,
con un menor contenido de acido sialico.

Padmanabhan y colaboradores (1992) realizaron experimentos en los que se induce
la pubertad en ovejas mediante la administracién de GnRH. En este estudio, el estimulo del
factor liberador provocé la liberacién a la circulacién de FSH con menor contenido de acido
sialico. Sin embargo en este modelo experimental, a nivel hipofisario no se encontré ningun
cambio del polimorfismo de FSH. Estos resultados sugeririan que el GnRH facilita la
secrecion de isoformas mas basicas de FSH que ya se encontraban almacenadas en la
hipdfisis.

Por el contrario, Ulloa-Aguirre y colaboradores (1992b) en un cultivo de células de la
hipéfisis anterior de rata tratadas con GnRH, observaron que tanto la FSH secretada al
medio como la hormona presente en las células disminuia su contenido de acido sialico
después de la estimulacién. Miller y colaboradores (1983) obtuvieron resultados similares
utilizando tejido hipofisario de hamster.

Estos ultimos resuitados sugieren que el GnRH no sélo facilitaria la secrecion de
variantes moleculares mas basicas de FSH, sino que también estana modificando el
procesamiento post-traduccional de los oligosacaridos presentes en esta gonadotrofina.

Phillips y Wide (1994) observaron que la administracién de factor liberador a nifas y
varones durante el desarrollo puberal provoca la aparicién de isoformas de FSH en
circulacion con menor contenido de acido sidlico después de 30 minutos de haber sido
administrada una dosis unica de GnRH. Resultados similares han sido obtenidos en el ciclo
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menstrual por Zambrano y colaboradores (1995) y en pacientes con sindrome de Tumer
por Wide y Albertsson-Wikland(1990).

En el presente estudio el efecto de la administraciéon de GnRH sobre la aparicién de
variantes glicosiladas de FSH con menor contenido de acido sialico en sus cadenas de
carbohidratos fue observada en todos los estadios de la pubertad estudiados.

Teniendo en cuenta resultados previos y las evidencias obtenidas en el presente
estudio, se podria postular que el efecto especifico del GnRH sobre el polimorfismo de FSH
es independiente de los niveles de esteroides gonadales y se ejerceria a dos niveles: uno a
nivel de la secrecion, facilitando la liberacién de variantes glicosiladas con un menor
contenido de acido sialico, y otro a nivel post-traduccional en el momento del
procesamiento de los oligosacaridos unidos al polipéptido, inhibiendo la incorporacion del
ultimo residuo a la cadena carbohidratada.

Cuando se evalud la actividad biolégica de la FSH luego de la administracion de
GnRH, determinada en un concentrado de todos los analogos de carga combinados, no se
observaron cambios en los distintos momentos del desarrollo puberal estudiados, de la
relacién B/l respecto de la determinada en condiciones basales. Es decir, que la aparicion
de isoformas con mayor punto isoeléctrico y menor contenido de acido sialico no logré
producir un aumento en la relacién B/l de la hormona total.

Estos resultados podrian explicarse al analizar la proporcion de la hormona total que
permanecié en el mismo rango de puntos isoeléctricos en condiciones basales y luego del
estimulo con GnRH, se observé que en todos los estadios estudiados mas del 50% de la
hormona total no presentaba cambios en el contenido de acido sidlico. De esta manera,
como la determinacion de la bioactividad se realizé sobre la totalidad de los analogos de
carga de FSH combinados, y no sobre los grupos de anédlogos de carga en forma
separada, la posible modificacion de la bioactividad post-GnRH no pudo ponerse en
evidencia.

Padmanabhan y colaboradores (1988b) administraron una dosis muy baja de GnRH
en multiples inyecciones a nifios con hipogonadismo hipogonadotréfico idiopatico. En este
estudio la relacion B/l de la FSH sérica fue determinada a los 20, 40 y 60 minutos después
de la administracion del estimulo. La bioactividad de FSH aument6 significativamente a los
20 y 40 minutos después del estimulo en todos los pacientes estudiados. A los 60 minutos
de suministrado el factor liberador, la bioactividad descendié a los valores observados en
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condiciones basales. Los autores postulan que esta disminuciéon de la relacién B/l podria
deberse a la desaparicion de circulacion de variantes glicosiladas mas basicas, de alta
bioactividad, liberadas por el GnRH.

En el presente estudio, la determinacién del polimorfismo de FSH se realizé a los 60
minutos de suministrado el factor liberador. Este tiempo fue elegido pues es en este
momento cuando se alcanzan los niveles maximos de FSH inmunoldgica circulantes. La
ausencia de cambios en la relacién B/l de la FSH liberada luego del estimulo pudo deberse
también a que a los 60 minutos habian sido eliminadas de circulacién las isoformas mas
basicas y bioactivas, especialmente aquellas con residuos galactosa expuestos, cuya
secrecién estaria favorecida por el GnRH.

El efecto del GnRH sobre la distribucion de las variantes moleculares segun la
estructura intema de las cadenas carbohidratadas al acido sialico terminal, no fue el mismo
en los diferentes estadios del desarrollo puberal estudiados. Se observé una modificacion
de esta distribucién después de la administracion de GnRH solamente en la pubertad
temprana. Este cambio consistié6 en un importante aumento de la proporcion de isoformas
de FSH con cadenas de carbohidratos muy ramificadas (proporcion similar a la observada
en la pubertad avanzada) con una concomitante disminucién de la proporcién de isoformas
con cadenas biantenarias y truncadas respecto de las que circulaban en condiciones
basales. El factor liberador, en presencia de niveles de testosterona prepuberales,
facilitaria la sintesis de isoformas con alto grado de ramificacién, modulando la actividad de
las enzimas N-acetilglucosaminiltransferasas IV y V.

Sin embargo, el factor liberador no fue capaz de alterar el perfil de distribucion de
isoformas aisladas de acuerdo a la estructura intema de las cadenas carbohidratadas en la
pubertad media y en la pubertad avanzada.

En resumen, el efecto mas importante del GnRH sobre el polimorfismo de FSH
estaria dirigido a determinar el tiempo que la hormona permaneceria en circulacién (vida
media-contenido de &cido sialico). Este efecto se manifestaria facilitando la secrecion de
hormona de corta vida media y seria ejercido independientemente de la concentracion de
androégenos circulantes.

Un efecto modulatorio del GnRH sobre las etapas mas tempranas del
procesamiento de los oligosacaridos unidos al polipéptido estaria condicionado a la
presencia de niveles bajos de andrégenos circulantes (pubertad temprana).
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Los resultados obtenidos en esta Tesis indican que:

1-

2-

la mayor proporcién de FSH almacenada en la hipdfisis presenta alto contenido
de acido sialico y baja bioactividad.

el estimulo que recibe la célula blanco puede tener distinta intensidad de
acuerdo a la estructura de cadena carbohidratada de la FSH a la cual se
agregue el Ultimo azucar. La ausencia de acido sidlico confiere mayor
biopotencia a las isoformas con cadenas de carbohidratos de tipo complejo,
biantenarias y truncadas, y particularmente aquellas de tipo hibrido, las cuales al
variar su contenido en acido sialico modifican marcadamente, no sé6lo su tiempo
de permanencia en circulacion, sino también su biopotencia.

las isoformas de FSH que poseen cadenas de alto grado de ramificacion,
triantenarias y bisectadas, no modifican significativamente su biopotencia con el
contenido en acido sialico, este residuo sélo podria regular el tiempo de
permanencia de la hormona en circulacién. La biopotencia de estas isoformas
estaria dada especificamente por la estructura particular de sus oligosacaridos.
las isoformas de FSH aisladas en extractos hipofisarios humanos, son
encontradas también en circulacion.

los cambios en el entomo hormonal no sélo modifican el contenido de acido
sialico sino la proporcion de isoformas con diferentes estructuras de sus
oligosacaridos.

en la mujer durante la etapa reproductiva, factores de origen gonadal regularian
directa o indirectamente en el gonadotropo la sintesis de isoformas de FSH que
han completado su paso por todas las cistemas del aparato de Golgi; esta
hormona se caracteriza por poseer cadenas de oligosacaridos de tipo complejo
y de baja biopotencia.

la ausencia de actividad gonadal, caracteristica de la postmenopausia, se asocia
con la desaparicién de circulaciéon del grupo de isoformas de FSH con
oligosacaridos muy ramificados y con la aparicion de isoformas que no han
completado la incorporacién de azucares en los compartimientos medio y trans
del aparato de Golgi.

en el varén, el perfil de isoformas de FSH circulantes es diferente al de la mujer.
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9- la pubertad masculina se acompana de cambios en el polimorfismo de la FSH
que originan un perfil caracteristico para cada estadio del desarrollo puberal.
Dichos cambios consisten en: modificaciones en el contenido de acido sialico,
en la biopotencia de la hormona y en las proporciones de isoformas con distintas
estructuras intemas de sus cadenas carbohidratadas.

10-la administracion de una dosis unica de GnRH induce cambios sobre el
polimorfismo de la FSH. En forma independiente del entomo hormonal, el GnRH
es capaz de regular la permanencia de la hormona en circulacién. En presencia
de niveles bajos de andrégenos, también modula el procesamiento de los

oligosacaridos en etapas previas al agregado de acido sialico terminal.

En resumen, la biopotencia de la FSH no estd determinada solamente por el
contenido de acido sialico, azucar terminal de las cadenas de carbohidratos unidas al
polipéptido, sino que la estructura intema de la cadena le confiere a la hormona
caracteristicas bioldégicas especificas. El entomo hormonal regula el polimorfismo de esta
hormona a distintos niveles del procesamiento de los oligosacaridos presentes en la

molécula.

Posible significado fisloiégico del polimorfismo de FSH

La FSH es una hormona involucrada en numerosos procesos biolégicos. En el
ovario, estimula el desarrolio de los foliculos ovaricos, previene la atresia folicular, induce la
actividad aromatasa, estimula la proliferacion de las células de la granulosa e induce la
aparicion de los receptores de LH. En el testiculo, la FSH es esencial para la estimulacion
de la proliferacion y la maduracion final de la célula de Sertoli, y en la iniciacién de la
primera onda espermatogénica. En ambas gonadas la FSH estimula la sintesis de
proteinas especificas tales como la proteina ligadora de andrégenos (ABP), el activador de
plasmindégeno y la transferrina, entre otras.

La accién de la FSH en las gonadas se produce a través de la uniéon a un receptor
especifico en las células de la granulosa en el ovario y en las células de Sertoli en el
testiculo. La unién de la FSH con su receptor promueve el acoplamiento del complejo
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hormona-receptor a una proteina G, desencadenando una cascada de eventos que
conducen a la expresién de la respuesta bioldgica en la célula blanco.

Cabe senalar que en la unién de la molécula de FSH al receptor participan
determinantes estructurales presentes en la porcion proteica de la molécula, mientras que
los residuos carbohidratados son fundamentales para el desencadenamiento de la
respuesta biolégica. Estas evidencias surgidas en los (itimos afos, otorgarian un
significado fisiolégico para la existencia de una hormona como una familia de variantes
glicosiladas.

Schaaf y colaboradores (1997) estudiaron la posible relacién entre isoformas de
TSH con diferentes estructuras glicosiladas y la activacion de diferentes sistemas de
segundos mensajeros. La estimulacién de las vias de AMP ciclico, PKA dependiente, y de
la hidrélisis de fosfoinositidos fueron determinadas en células CHO y Cos-7, transfectadas
con ADN copia del receptor de TSH. Utilizando preparaciones estandar de TSH hipofisaria
humana, estos autores aislaron isoformas con distinto contenido en acido sialico, en
residuos fucosa y con diferente estructura de cadena intema. La estimulacién de la via de
la hidrélisis de fosfoinositidos se produjo unicamente en presencia de isoformas de TSH
que poseian un residuo fucosa en sus cadenas. Por el contrario, estas isoformas ejercerian
solamente un efecto potenciador de la via del AMPc, PKA dependiente. Asimismo, cuando
se estudié el efecto que producian las isoformas que poseian cadenas de carbohidratos
incompletas se observé que producian un estimulo mayor sobre la producciéon de AMPc
que aquellas con cadenas de carbohidratos de tipo complejo.

También para la FSH han surgido las primeras evidencias de respuestas biolégicas
diferenciales producidas por determinadas estructuras de cadena glicosilada presentes en
las isoformas. Arey y colaboradores (1997) han demostrado que la FSH recombinante
humana producida por células de insectos, la cual posee estructuras carbohidratadas
incompletas, produce una respuesta bifasica tanto en la produccién de AMP ciclico en
lineas celulares transfectadas con el receptor de FSH humano como en la produccion de
estrégenos en células de la granulosa en cultivo. Estos autores postulan que la respuesta
al estimulo con las isoformas de FSH con cadenas de carbohidratos incompletas se
ejerceria a través de un mecanismo estimulatorio a dosis bajas e inhibitorio a dosis altas,
sugiriendo que el receptor de FSH si bien clasicamente se ha definido como acoplado a
una proteina G estimulatoria (Gs) podria asociarse también a otras proteinas G, tales como
Gi /Go, de tipo inhibitorio, dependiendo de la isoforma de FSH que se haya unido al mismo.
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Debido a las numerosas acciones que posee la FSH en las gonadas, se podria
postular que cada una de las variantes moleculares de esta hormona seria responsable de
la induccion diferencial de una determinada respuesta biologica.

De esta forma, el ovario y el testiculo podrian responder a diferentes sefiales,
enviadas por la hipdfisis y reguladas por el entorno hormonal, que serian interpretadas por
el receptor gonadal, activando mecanismos de transduccién adecuados al evento biolégico

que debe inducir.
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