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RESUMEN 

La hormona estimulante del folículo es sintetizada y secretada por la hipófisis anterior 
en multiples formas moleculares. En el presente estudio, analizamos la posibilidad de 
que algunas de estas isoformas por carga de FSH pudiesen ejercer efectos 
diferenciales sobre su célula blanco. Siete isoformas de FSH fueron aisladas de 
extractos de hipófisis anterior por cromatoenfoque de alta resolución, seguido de 
cromatografía de afinidad para remover cerca del 90% de la LH que coeluye con las 
isoformas de FSH durante el cromatoenfoque. Las isoformas así aisladas [isoforma 1, 
pH> 7.10; 11, rango de pH 6.60-6.20; 111 pH 5.47-5.10; IV pH 5.06-4.60; V pH 4.76-4.12; 
VI pH 4.05-3.82 y VII pH< 3.8) fueron probadas en su capacidad para inducir la 
producción de AMPc, la aromatización de andrógenos y la actividad enzimática de 
activado, de plasminógeno tipo tisular (tPA) así como de la producción del ARNm de 
P450 aromatasa, tPA y subunidad alfa de inhibina (INH-u) por células de la granulosa 
de rata en cullivo. La producción tanto de AMPc como de estradiol (E) se determinó por 
radioinmunoensayo, la actividad enzimática de tPA por electroforesis en geles de SOS-

' poliacrilamida y zimografía y todos los ARNm por análisis de hibridación por Northern 
blots y RT-PCR cuantitativa. Todas las isotermas, con la excepción de la isoforma 1, 
fueron capaces de inducir la slntesis y producción de AMPc y E así como la actividad 
enzimática de tPA de manera dosis dependiente; la potencia de las isoformas menos 
ácidas (pH 6.60 a 4.60) fueron mayores que las exhibidas por los análogos más 
ácidos/sializados (pH 4.76 a <3.80) (potencia relativa: l>ll>lll>IV>VsNll>VI). Los efectos 
de las isotermas menos ácidas sobre la actividad enzimática de tPA fueron más 
pronunciadas que sobre la producción de E. Una tendencia similar se observó en 
términos de la producción de los ARNm de P450 aromatasa y tPA. Por el contrario, 
cuando fué analizada la producción de a.-lNH inducida por FSH, las isoformas V a VII 
fueron más potentes (dos a tres veces) que sus contrapartes menos ácidas/sializadas 
(11 a IV). En contraste de las isoformas II a VII (que se comportaron como agonistas de 
la FSH recombinante humana), la isoforma 1 (pH de elución> 7.10) bloqueo 
completamente todos los efectos inducidos por la preparación recombinante, incluyendo 
la producción de los ARNm de P450 aromatasa y tPA. Estos resultados sugieren 
fuertemente que las isoformas de FSH, con la excepción de la variante menos ácida 
difieren solamente en su potencia para inducir el mismo efecto final. Sin embargo, su 
potencia relativa para inducir diferentes efectos puede ser dispar cuando se comparan 
las isoformas menos ácidas (pH> 4.5) con las más ácidas (pH<4.5). 
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ABSTRACT 

Regulation by follicle-stimulating hormona isoforms of the products of synthesis and 
secretion of granulosa cells 

Follicle-stimulating hormona is synthesized and secretad by the anterior pttuitary gland 
in several molecular forms. The pattern of release of the isoforms varíes depending on 
the endocrina status of the donar at the time of the sample collection. In the present 
study, we analizad the possibility that the severa! charge isoforms may exert differential 
effects at the target cell level. Seven intrapituitary FSH isoforms were isolated from the 
anterior pituitary glycoprotein extracts by high resolution chromatofocusing, followed by 
affinity chromatography to remove nearly 90% of the LH material that coeluted with the 
FSH isoforms during the chromatofocusing procedure. The isoforms so isolated [isoform 
1, pH> 7.10; 11, pH range 6.60-6.20; 111 pH 5.47-5.10; IV pH 5.06-4.60; V pH 4.76-4.12; VI 
pH 4.05-3.82 and VII pH< 3.8] were then tested far their capacity to induce cAMP 
production, androgen aromatization and tissue-type plasminogen activator (tPA) enzyme 
activity as well as P450 aromatase, tPA and inhibin n-subunit (INH-a) mRNA production 
by rat granulosa cells in culture. cAMP and estradiol (E) production were measured by 
radioimmunoassay, tPA enzyme activity by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and 
zymography and all mRNAs by Northern Blot hybridization analysis and quantitative RT
PCR. Ali isoforms, with the exception of the isoform 1, were able to induce synthesis and 
production of cAMP and E as well as tPA enzyme activity in a dose-dependent manner; 
the potency of the less acidic isoforms (pH 6.60 to 4.60) was higher than that exhibited 
by the more acidic/sialylated analogs (pH 4.76 to <3.80) (potency: l>ll>lll>IV>V~Vll>VI). 
The effects of the less acidic isoforms on tPA enzyme activity were more pronounced 
than on E production. A similar trend was observad in terms of P450 aromatase and tPA 
mRNA production. On the contrary, when the FSH-induced production on INH-a mRNA 
was analyzed isoforms V to VII were significantly more potent (two to three-fold) !han 
their less acidic/sialylated counterparts (11 to IV). In contras! to isoforms 11-VII (wich 
behaved as agonists of recombinan! human FSH), isoform 1 (elution pH> 7.10) 
completely blocked all effects inducible by the recombinan! preparation, including P450 
aromatase and tPA mRNA production. Our results demonstrate that this antagonistic 
isoforms may exert its effect at post-receptor level. These results strongly suggest that 
the FSH isoforms, with the exception of their most basic variant, differ only in their 
potency to induce the same final effect. However, the relativa potency to induce difieren! 
effects could be disparate when compare less acidic isoforms (pH> 4.5) with more acidic 
isoforms (pH<4.5). 

4 



l. INTRODUCCIÓN 

La hormona estimulante del folículo 

La hormona estimulante del folículo (FSH) y la hormona luteinizante (LH) son 

producidas y secretadas por los gonadotropos en la hipófisis anterior en respuesta a 

estlmulos hormonales provenientes del cerebro y de las gónadas (Chappel et al., 

1983a). En conjunto se denominan gonadotropinas, y sirven de intermediarios entre el 

sistema neuroendócrino y el sistema reproductivo. Estas gonadotropinas pertenecen a 

una familia de glicoprotelnas estrechamente relacionadas, compuestas por FSH, LH, 

gonadotropina coriónica humana (hCG) y la hormona estimulante de la tiroides (TSH) 

(Bousfield et al., 1996). Todas estas glicoproteínas son heterodímeros compuestos por 

dos subunidades no unidas covalentemente denominadas a. y p. Para una especie 

animal dada, la subunidad a. de las cuatro glicoproteínas es codificada por el mismo 

gene y por lo tanto su secuencia de aminoácidos es idéntica, mientras que las 

subunidades p, que son codificadas por genes distintos, son las que le otorgan la 

especificidad biológica a cada miembro de la familia. (Pierce and Parsons, 1981; 

Godine et al., 1982; Fiddes and Talmadge, 1984; Gordon et al., 1988; Gharib et al., 

1990b). La actividad biológica de las glicoproteínas hipofisiarias solo se obtiene si 

ambas subunidades se encuentran unidas (Tsatsoulis et al., 1991). Cada subunidad p 

se puede combinar con la subunidad a. común (Pierce et al., 1981), lo que sugiere que 

algunas porciones de la estructura tridimensional de las subunidades p de las distintas 

glicoproteínas deben ser muy similares. Las regiones que no lo son probablemente 

sean las que le otorgan la especificidad inmunológica y biológica a la hormona. 

EstIUctura de la FSH 

El gene de la subunidad a. común de las glicoproteínas hipofisiarias (Boothby ,et 

al., 1981) es capaz de expresarse coordinadamente con los genes de las distintas 

subunidades p, a pesar de que su control hormonal varía en los distintos tipos celulares 

(Kay and Jameson, 1992; Schoderbeck et al., 1992, 1993; Pennathur et al., 1993; Kim 
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et al .• 1994; Ben-Menahem et al., 1995). Por el contrario, los genes de la subunidad p 

se expresan en un solo tipo celular y exhiben una regulación hormonal más limitada y 

especifica (Papavasiliou et al.. 1986; Dalkin et al.. 1989; Nakamura y Nakao, 1993; 

Steger et al., 1993; Steinfelder and Wondisford, 1997). 

La subunidad a común 

El gene que codifica para la subunidad a consiste en 4 exones separados por 3 

intrones (Gharib et al., 1990). En el humano, este gene está localizado en el 

cromosoma 6 (Naylor et al., 1983). 

6.4kb 1.7kb 0.4kb 

---
-24 +92 Subunidad a 

1.4kb 

-19 +111 Subunidad j3 

Figura 1: Estructura de los genes de las subunidades u y p de la hormona estimulante del folículo 
humana. Regiones traducidas D : regiones no traducidas ■ ; péptido sel'lal ~ ; región 5' extendida no 
traducida 1 ; posición de los intrones ,l.,; elementos reguladores dependientes de AMPc ___. . 

A pesar del alto grado de conservación en la posición de los intrones y la 

homología en las secuencias de nucleótidos que se observa entre distintas especies, 

particularmente entre mamíferos, el tamaño del gene presenta considerable variación 

en tamaño atribuible fundamentalmente a la longitud del primer intrón (Gharib et al., 

1990). 

En general, el ARNm de la subunidad a tiene un tamaño que varia entre 730 y 

800 nucleótidos. Este codifica una secuencia llder de 24 aminoácidos seguida de una 

proteína madura de 92 ó 96 aminoácidos (Gharib et al., 1990) (Figura 1). En el humano. 

la ausencia de 4 aminoácidos, correspondientes a los residuos 6 a 9 en otras especies 
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de mamíferos tales como roedores y equinos, produce un "hueco" cuando se compara 

las secuencias proteicas alineando las cisteinas de las sub unidades a (Chin et al., 

1983). Sin embargo, este hueco no altera la extensión de ningún puente disulfuro 

(Bousfield et al., 1994). 

Los puentes disulfuro de FSHa producen una estructura tridimensional 

estrechamente plegada que es esencial para mantener la actividad biológica del di mero 

a!P (Fujiki et al., 1980). La FSHa contiene 10 residuos de cisteina que forman 5 puentes 

disulfuro intracatenarios (Lapthorn et al., 1994). La posición de estas cisteinas esta muy 

conservada entre las subunidades a de todos los mamíferos estudiados, lo que sugiere 

que su estructura terciaria es muy similar (Bousfield et al., 1994), sin embargo se han 

detectado diferencias sutiles en esta estructura dependiendo de la subunidad p que se 

encuentra unida a ella (Dighe et al., 1990). 

hFSHa. 
.-·-·-·-·-·-·-·-·-·-, 
-24 -1 1 

yly y AIIIFJLJyJyJL VIFIL ylL !A V 

20 ., 

F F G 1 •L C G C ClfJS y LIR 

00 'feo! 1 
1C y VlTJV GJGIF V T e e JlClyiy 
1 

hFSHjl 
PtptidoSeflal 

r-·-·-·-·-·-·-·-, 
-18 -1 1 - 'f 

C L T l lflf A 1 

., 7 
lT C e R LlV AlR T C F LlV 

11:0 1 100 

LV 

" 

e CIT 

'f 
V 

COOH 

20 
CIR F CI 1 

,.r 

= 
T C 

'f 
1 T 

yIRIVIPIG C H 

YlTXY yIAIT C CIG C Y.::Y51y cTylVlRTGlLIG yIC'"1Fi'GlE E COOH 

Figura 2: Secuencia de la subunidad a común (hFSHa., panel superior) y hFSHP (panel inferior). Las 
![neas sólidas indican la posición de los puentes disulfuro (de acuerdo con Pierce y Parsons, 1981; Ryan 
et al., 1987; Bousfield et al., 1994; Lapthom et al., 1994). Las estructuras en forma de ramas indican la 
posición de los sitios de N-glicosilación (Esquema obtenido de Ulloa-Aguirre y Timossi, 1998). 

Los puentes disulfuro que unen las cisteinas en posición a10-60, a28-82 y a32-84 

(Figura 2) están involucrados en el llamado "nudo" de cisteínas (Lapthorn et al., 1994). 

La presencia de este "nudo" ha sido confirmada en hCG y presumiblemente se presente 

en otras hormonas glicoproteicas. Su estructura esta compuesta por dos puentes 
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disulfuro formando un anillo, mientras que el tercero los atraviesa (Me Donald and 

Hendrickson, 1993; Lapthorn et al., 1994). La integridad de los otros dos puentes. 

disulfuro en posición a7-31 y u59-87 es esencial para correcta formación del 

heterodimero LHcx!p, sin embargo, su ruptura no afecta la formación de los dímeros de 

FSH ni de hCG (Furuhashi el al., 1996) (Figura 2). Esta observación sugiere que, como 

se mencionó anteriormente, ciertas regiones de la subunidad a puedan adquirir una 

estructura terciaria sensiblemente diferente dependiendo de la subunidad p que se 

encuentre unida a ella. 

Los oligosacáridos ligados a asparagina (N-ligados) de la subunidad a tienen un 

papel importante en el plegamiento de los diferentes dominios funcionales de la misma. 

Estos influyen sobre la flexibilidad de la molécula, lo cual es critico para el ensamblaje y 

la formación de sus puentes disulfuro (Matzuk and Boime, 1988a; 1989a). La 

glicosilación de la subunidad a comienza en el retículo endoplasmático rugoso (RER), 

con la transferencia co-traduccional de Glc3Man9GlcNAc2 ligado a dolicol a un sitio de 

consenso de glicosilación (Asn-X-Ser/Thr) (Baenzinger and Green, 1988). Este 

oligosacárido es modificado por las exoglucosidasas (exoglucosidasas I y 11) y por la 

manosidasa, ambas generan un "núcleo" común compuesto por dos N

acetilglucosaminas unidas a tres manosas (Baenzinger and Green, 1988) (Figura 3). 

Posteriormente, la adición de otros carbohidratos, principalmente ácido siálico (N-Acetil

Neuramínico), por glicosiltransferasas, genera las diversas variantes de oligosacáridos, 

que le confiere la gran heterogeneidad por carga a estas moléculas (Baenzinger and 

Green, 1988; Stockell and Renwich, 1992; Ulloa-Aguirre el al., 1995a). 

La FSH tiene una gran proporción de oligosacáridos ricos en ácido siálico y 

galactosa en estructuras mono, di o triantenarias, que le otorgan una carga negativa 

neta a esta molécula (Ulloa-Aguirre et al., 1995). Cuando se encuentra unida a FSHp, la 

FSHa contiene dos oligosacáridos, en posición 52 y 78. Sin embargo, la subunidad a 

libre posee uno adicional unido a la Thr,.,., (Parsons el al., 1983). Aunque este último 

oligosacárido impide que la subunidad a se una a las subunidades p libres (Parsons 

and Pierce, 1984) no interfiere con la secreción regulada de FSHu por el gonadotropo 

(Boime et al., 1982). 
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sp. sp. sp. sp. 

}·-Común 

Asn Asn Aim Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn 
Figura 3: Estructuras representativas de los oligosacáridos unidos a FSH. Asn, asparagina; SO4 sulfato; 
o GlcNAc; I> fucosa; O manosa; • galactosa; A écido siálico. 

El mecanismo mejor caracterizado de activación transcripcional del gene de la 

subunidad ex es a través de la via de la cinasa de proteína A (PKA) (Jameson el al., 

1986a). En el humano, el promotor de la subunidad ex contiene varias secuencias de 

elementos de respuesta a AMPc/ PKA (CRE) colocadas en tándem, localizadas entre 

las posiciones -146 a -111 respecto al sitio de iniciación de la transcripción (Jameson et 

al., 1986a). Estos CRE consisten en secuencias palindrómicas TGACGTCA, altamente 

conservadas en muchos genes activados por AMPc. A estas secuencias se unen las 

proteínas denominadas CREB, las cuales son modificadas por el AMPc/PKA de forma 

que activan la transcripción de este gene (Deutsch el al., 1988a,b) .. La cinasa de 

proteína C y las cinasas de proteínas ligadas a calcio-calmodulina también tienen la 

capacidad de modificar a los CREB (Deutsch et al., 1988a,b). Por otro lado, los 

estrógenos inhiben la transcripción del gene de FSHa por un mecanismo independiente 

de su receptor (Keri et al., 1991 ). 

La subunidad p 

En el humano, la subunidad p es codificada por un solo gene, localizado en el 

cromosoma 11 (Watkins et al., 1987). El gene de la FSHp contiene tres exones y dos 

intrones (Kim et al., 1988; Gharib et al., 1989). El primer intrón esta localizado 6 pares 

de bases corriente arriba del sitio de iniciación de la transcripción (Jameson et al., 1988) 

(Figura 1). El primer exón contiene la región 5' no traducida mientras que el segundo y 

tercer exón contienen toda la secuencia codificante de la proteína. El segundo intrón 

está localizado entre la secuencia codificante para el aminoácido 35 y 36, esta posición 

se encuentra muy conservada entre todas las subunidades p de las glicoproteínas 
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(Jameson et al., 1988) (Figura 1). El gene de FSHp difiere del de las otras hormonas 

glicoproteicas en que posee un extremo 3' terminal muy largo, codificado por el tercer 

exón (Jameson et al, 1988, Kim el al., 1988). Aunque el significado fisiológico de esta 

larga región 3' no traducida es incierto, en otras proteínas como la p-globina ésta 

secuencia desestabiliza al ARNm, lo que incrementa su recambio (Shaw y Kammen, 

1986; Weiss et al, 1995). FSHP expresa al menos 4 ARNm en células hipofisiarias 

normales y dos transcriptos en células neoplásicas (Jameson et al., 1986b; 1988). La 

secuencia de nucleótidos de FSHP predice un péptido señal de 18 aminoácidos 

(Jameson et al., 1988), seguido de la proteína madura de 111 aminoácidos (Figura 2). 

FSHp está ligada internamente por 6 puentes disulfuro. La posición exacta de 

estos ha sido muy difícil de determinar. En el humano las posiciones mejor establecidas 

son las p87-94, !>20-104, y p17-66 (Pierce and Parsons, 1981; Ryan et al., 1987). Esta 

posiciones se corresponden con aquellas deducidas en la estructura cristalina de hCGp 

(Lapthorn et al.,1994). La posición de los tres restantes puentes disulfuro no se conoce 

exactamente. Los más probables son los que se formarían entre los aminoácidos p3-51, 

p28-82 y !>32-84 como se deduce de la estructura cristalina de hCG y la secuencia 

alineada de FSHP y hCGp a través de sus residuos de cisteinas (Lapthom et a/.,1994). 

Estos tres últimos a su vez formarían un nudo de manera similar a lo que ocurre en 

FSHa. Recientemente, han sido artificialmente introducidos pares de residuos de 

cisteinas en las subunidades a y p de FSH, LH y hCG, en posiciones tales que tengan 

una geometría óptima de formación de puentes disulfuro intercatenarios (Heikoop et al., 

1997). Estos mutantes formaron dichos puentes, lo que provocó un aumento en la 

termoestabilidad del dímero, sin reducción de la actividad biológica o afinidad por su 

receptor, lo que los hace potencialmente útiles como gonadotropinas con alta 

estabilidad farmacológica (Heikoop et al., 1997). 

Los sitios de consenso de glicosilación en FSHp humana se encuentran en las 

asparaginas 7 y 24 (Baenzinger y Green, 1988; Ulloa-Aguirre et al., 1995a). Al igual que 

para FSHa los carbohidratos de FSHP tienen un papel preponderante en el ensamble 

entre ambas subunidades y en la tasa de depuración de la proteína entera (Matzuk y 

Boime, 1988b; Bishop el al., 1995). Como se mencionó anteriormente, las variaciones 
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en la estructura y distribución de los oligosacáridos sializados y en menor medida de los 

sulfatados son la base química principal para la diferencia entre las isoformas de FSH y 

su extensa heterogeneidad por carga. Pero la heterogeneidad no está solamente 

restringida a variaciones en la carga neta de la molécula, sino también a la composición 

de los carbohidratos internos de la FSH (Figura 3) (Wide, 1987; Ulloa-Aguirre et al., 

1988; Papandreou et al., 1993). Más adelante se analizará con mayor detalle el papel 

de cada oligosacarido en ambas subunidades. 

La regulación del gene de FSHP es un mecanismo complejo dirigido tanto por 

proteínas como por esteroides. Se ha encontrado que los principales asteroides 

sexuales (estradiol y testosterona) regulan la producción y secreción de FSH en una 

gran variedad de animales experimentales (Winters et al., 1979; 1992; Winters and 

Troen, 1985; Gharib et al., 1987). Sin embargo, sus efectos específicos sobre la 

producción de ARNm varía dependiendo de la especie animal estudiada o de las 

condiciones experimentales (Rhea et al, 1986; Wierman y Wang, 1990). Por ejemplo, en 

la oveja ovariectomizada, el estradiol disminuye los niveles de ARNm de FSHP (Mercer 

et al., 1989), mientras que en la rata este asteroide no tiene ningún efecto sobre la 

transcripción de FSHP al menos in vitro (Shupnik et al., 1989a). En gonadotropos en 

cultivo, la testosterona incrementa los niveles de FSHP en ausencia de GnRH (Gharib et 

a/., 1990a), mientras que en presencia de este péptido inhibe la síntesis de ambas 

sub unidades (Jakubowiak et al., 1991; Winters et al., 1992). Por el otro lado, tanto la 

síntesis de FSHp como la de su ARNm permanecen inalteradas en ratas macho 

tratadas con testosterona (Gharib et al., 1987; Wierman et al., 1989). El gene de FSHp 

contiene una secuencia que puede operar como un elemento de respuesta a 

estrógenos (GGTCANNNTGACC), sin embargo, esta difiere de la secuencia homóloga 

encontrada en LHP (GGACACCATCTGTCC) (Shupnik et al., 1989b). 

El otro mecanismo de regulación de la transcripción del gene de FSHp está dado 

por dos proteínas diméricas, la inhíbina y la activina y por una monomérica, la 

folistatina. Todas son producidas por las gónadas además de por una amplia variedad 

de tejidos como la hipófisis y el hígado (inhibina,activina y folistatina), la placenta y la 

médula osea (inhibina y activina), la glándula suprarrenal y cerebro (inhibina) (Mason et 

al, 1985; Petraglia et al., 1987; Meunier et al, 1988; Sawcheko et al., 1988; Ying, 1988; 
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Shimasaki et al, 1989). La inhibina es considerada un supresor selectivo de la síntesis y 

secreción de FSH tanto in vivo como in viúo (Rivier et al., 1986); sin embargo, en 

condiciones fisiológicas, los efectos de la inhibina son aparentemente enmascarados 

por la presencia de testosterona (Culler, 1990; Culler y Negro-Vilar, 1990). La activina 

incrementa la síntesis y secreción de FSH, mientras que la folistatina actúa 

indirectamente a través de su unión a la activina y a su bioneutralización (Krummen et 

al., 1993), así como a través de su asociación en cadenas de heparán sulfato de la 

membrana plasmática, favoreciendo la unión de activina a su receptor y eventualmente 

su captación dentro de las células y su degradación por enzimas lisosomales (Sugino el 

al., 1993; Hashimoto et al., 1997). Otro regulador peptidico de FSH~ es la hormona 

liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Ying, 1988; Albanese el al., 1996; Besecke el al., 

1996). Es necesario el estimulo pulsátil de GnRH para inducir la expresión del gene de 

FSHp. El patrón de síntesis y secreción de esta gonadotropina difiere del de la LH, la 

cual también se encuentra bajo el control de GnRH. Mientras que pulsos de frecuencias 

cortas (pulsos rápidos) favorecen la slntesis y secreción de LH, frecuencias largas 

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

1989). Este mecanismo puede ser el responsable de los distintos patrones de secreción 

observadas para estas dos gonadotropinas (Muyan el al., 1994). Estudios recientes han 

sugerido que la acción de GnRH para estimular la expresión del gene de FSH puede 

ejercerse indirectamente a través del cambio en el tono de activina y folistatina 

(Besecke et al., 1996). 

El receptor de FSH, estructura y función 

El evento inicial en la acción de las gonadotropinas es unirse a receptores 

altamente específicos localizados en la membrana de la célula blanco (Reichert et al., 

1991; Ji et al., 1995). El receptor de FSH es una glicoproteína que pertenece a la 

superfamilia de los receptores acoplados a protelnas G (Simoni al al., 1997; Ulloa

Aguirre y Timossi, 1998; Ulloa-Aguirre y Conn, 1998). El receptor de FSH consiste en 

una cadena única de aminoácidos que posee un gran dominio extracelular para la unión 

del ligando, siete regiones transmembranales conectadas entre si por asas intra y 

12 



extracelulares y un dominio intracelular asociado con la activación de una o más 

proteínas transductoras de señal que unen nucleótidos de guanina (proteínas G) 

(Minegíshi et al., 1991; Kelton et al., 1992). En conjunto, las siete regiones 

transmembranales forman una estructura tridimensional semejante a un barril, el cual se 

encuentra orientado perpendicularmente al plano de la membrana celular. El gene del 

receptor de FSH codifica para una proteína de 678-695 aminoácidos (Minegishi et al., 

1991; Kelton et al., 1992). La homología entre la secuencia de nucleótidos del receptor 

humano y el de rata es de aproximadamente 88%, mientras que la homología en la 

secuencia de aminoácidos es de alrededor del 90% (87% en el dominio extracelular, 

96% en el dominio transmembranal y 79% en el extremo carboxilo terminal) (Sprengel 

et ál., 1990; Minegíshi et al., 1991; Heckert et al., 1992; Kelton et al., 1992). Tanto en la 

rata como en el humano, el gene contiene 10 exones separados por 9 intrones. Los 

primeros 9 exones codifican par~ el dominio _extracelular, mientras que el último codifica 

. para las r~iones transmembranales y la porción carboxilo terminal (Minegishi et al., 

1991; Kelton et al., 1992). El dominio extracelular del receptor de FSH presenta entre 

nueve y once regiones ricas en leucina, las cuales favorecen la formación de péptidos 

antipáticos óptimos para la interacción protelna-protelna. Estas regiones están 

involucradas en la unión altamente especifica con FSH. La estructura particular de esta 

región y los cambios que ocurren durante el reconocimiento de FSH permiten, luego de 

un apropiado posicionamiento y orientación de regiones especificas localizadas en 

ambas subunidades del dímero, la estimulación del receptor induciendo su activación a 

través de un cambio conformacional traducido por las regiones transmembranales del 

mismo (Braun et al., 1991; Ji et al., 1995). De acuerdo con este modelo la propagación 

de la traducción de sef\al debe involucrar cambios conformacionales en la región 

transmembranal inducidos por el dlmero de FSH al interactuar con las asas 

extracelulares que conectan las hélices transmembranales. De hecho Jí y Ji (1995) han 

identificado varios aminoácidos localizados en el asa extracelular 1 del receptor de FSH 

que pueden formar una extensión de la a-hélice desde la región transmembranal 2 y 

que están involucrados en la unión de la hormona (hístidina 407) y la activación del 

receptor (aspartato 405, treonína 408 y lisina 409). De esta manera la unión hormona

receptor, la activación de este último y la subsecuente producción de segundos 
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mensajeros, son el resultado final de una serie de interacciones complejas y dinámicas 

entre la honnona y varias regiones del receptor. 

Las proteínas G son heterotrímeros denominados individualmente subunidades 

a, p y r, las dos últimas subunidades están estrechamente unidas unas con otras para 

formar el complejo Pfr (Sprang, 1997). Estas son moléculas transductoras de señales 

reguladas por nucleótidos de guanina que transfieren infonnación recibida por el 

receptor a efectores celulares específicos tales como enzimas o canales íónícos. El 

receptor de FSH está preferentemente acoplado a la proteína Gs la cual activa la 

enzima adenilato ciclasa para estimular la síntesis del segundo mensajero AMPc, el 

cual a su vez activa la cinasa A de protelnas (PKA) (Reíchert y Dattatreyamurty, 1989). 

El receptor de FSH de rata también se encuentra acoplado a la proteína Gq11". asociada 

con la activación de la fosfolipasa cp, que cataliza la hidrólisis del lípido fosfatidilinositol 

4,5 difosfato para fonnar los segundos mensajeros inosttól 1,4,5 trifosfato y 

diacilglicerol. Este último es un activador de la cinasa C de proteínas. Recientemente ha 

sido demostrado que el receptor de FSH es capaz de activar protetnas Gi cuando es 

estimulado con FSH humana con muy bajó contenido de carbohidratos (Arey et al., 

1997). Se ha descrito en el ovino un receptor de FSH idéntico al receptor silvestre, salvo 

por un acortamiento en la región carboxíloterminal producida por un empalme 

alternativo del ARNm, que se comporta como un receptor negativo dominante 

posiblemente acoplado a la proteína Gi (Sairam et al., 1996). 

Estudios empleando péptidos sintéticos correspondientes a la región carboxilo 

terminal de la tercera asa intracelular (lísina 551 • argínina 555) del receptor de FSH de 

rata, han demostrado que esta región es particulannente critica para el acoplamiento de 

protelnas Gs, activación de PKA y estimulacíón de la slntesis de 17P estradiol (Grasso 

et al., 1995 a,b). Esta región del receptor contiene la secuencia de consenso B-X-X-B-B, 

donde B representa un residuo básico y X un residuo no básico. Esta secuencia 

determina la activación de protelnas Gen otros receptores (Wong et al., 1990; Okamoto 

y Nishimoto, 1992). 

En la hembra, el receptor de FSH se localiza unicamente en las células de la 

granulosa del ovario. (Richards, 1994). En respuesta a su estimulo, estas células 

producen una amplia gama de productos de secreción, principalmente estrógenos a 
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partir de precursores androgénicos (Fortune and Armstrong, 1977; Tsang el al., 1980), 

inhibina (Erickson y Hsueh, 1978a; Rivier el al., 1986), activina (Weiss et al., 1995), 

folistatina (ling et al., 1990; Sugino el al., 1993), el factor de crecimiento insulinoide 

(IGF-1) (Adashi et al., 1988; Rappaport et al., 1996), el factor de crecimiento epidérmico 

(EGF) (Hsueh el al., 1989), el activado, de plasminógeno tipo tisular (tPA) (Bicsak el al, 

1989; Tsafriri el al., 1989), la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Oikawa et 

al., 1990), así como receptores para LH (Hsueh el al., 1989), para prolactina (Navickis 

et al., 1982) y para estrógenos (Hsueh el al., 1989). 

Los carbohidratos de FSH como determinantes estructurales para el 

ensamblaje de subunldades, Interacción con su receptor y transducción de 

seliales Intracelulares. 

Se sabe que los oligosacáridos incorporados a las hormonas glicoproteicas son 

importantes en muchos aspectos funcionales de éstas. Estos juegan un papel 

importante en el plegamiento y ensamblaje de subunidades, en la secreción de la 

molécula, además de determinar la tasa de depuración metabólica, así como la correcta 

interacción de la hormona con su receptor (Sairam, 1989; unoa-Aguirre el al., 1995b). 

Existe basta información de que los residuos de ácido siálico y sulfato presentes 

en los oligosacáridos de las gonadotropinas determinan su tasa de depuración 

metabólica y la potencia biológica in vivo de la molécula (Moren et al., 1971; Wide el al., 

1986; Wide y Hobson, 1986; Fiete et al., 1991; Timossi el al., 1998b). Los sulfatos 

terminales, al unirse a un receptor hepático especifico, favorecen la remoción de la 

circulación de las gonadotropinas en su paso a través de las células reticuloendoteliales 

(Fiete et al., 1991); por el contrario, el ácido siálico disminuye la captación y eliminación 

hepática (Moren et al., 1971). Galway y cols. (1990), empleando variantes de FSH 

recombinante carentes de residuos de ácido siálico terminal, corroboraron que éstas. al 

igual que las glicoproteínas deglicosiladas por métodos químicos o enzimáticos 

(Vailukaitis y Ross, 1971; Yang y Papkoff, 1973), son rápidamente depuradas de la 

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

FSH. 
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Más recientemente, Bishop y cols. (1995), demostraron que ambos residuos de 

carbohidratos tiene un papel importante en la determinación de la tasa de depuración y 

la potencia in vitro de esta gonadotropina. Las moléculas mutantes carentes de la 

secuencia de consenso de glicosilación en uno o ambos sitios de la subunidad p 

desaparecieron más rápidamente del plasma que las variantes similares de la 

subunidad u (Bishop et al., 1995). En algunos estudios se han empleado variantes 

parcial o totalmente deglicosiladas por procedimientos qulmicos .o por deleción 

especifica de los sitios de N-glicosilación lo que ha penmitido detenminar el papel de 

cada oligosacárido para la unión con su receptor y la transducción de sel\ales 

intracelulares. Los primeros estudios, usando ácido fluorhldrico, que removía un 70-

90% de todos los carbohidratos sin afectar la estructura primaria de la proteína, 

mostraron que los residuos ligados a la subunidad u jugaban un papel dominante en la 

capacidad de la honmona para activar a su receptor e inducir la transducción de señales 

intracelulares (Sairam y Bhargavi, 1985). En estos estudios la unión de FSH ovina o 

humana a su receptor fue significativamente mayor o bien penmaneció inalterada luego 

de la deglicosilación, pero la transducción de sel\ales, medida como fa capacidad de 

estas variantes para inducir la acumulación de AMPc, fue prácticamente eliminada. 

Por otra parte, la subunidad u deglicosilada retiene su capacidad para unirse con 

la subunidad p intacta, sin embargo el dímero es incapaz de inducir la activación de la 

adenilato ciclasa (Sairam y Bhargavi, 1985; Sairam 1989). Más recientemente, con la 

mutación de los sitios de consenso de glicosilación se corroboró el papel fundamental 

de los carbohidratos de la subunidad u en la transducción de señal, particulanmente ef 

presente en la posición asparagina 52 (Bishop el al., 1994; Flack el al., 1994b; Valove 

et al., 1994). Cuando el consenso de este sitio de glicosilación es mutado se observa 

una reducción en la capacidad de transducir las señales intracelulares al unirse a su 

receptor (Valove et al., 1994). 

El papel de los carbohidratos ligados a la subunidad p humana es contradictorio. 

En un estudio (Flack et al., 1994b) la delación del oligosacárido situado en la 

asparagina 7 resultó en un incremento en la unión al receptor pero una disminución en 

su capacidad de transducir señales intracelulares, mientras que en otro estudio (Bishop 

et al., 1994), la actividad biológica de estas variantes no fue afectada por la delación de 
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este sitio de gücosilación. Estudios posteriores confirmaron la observación de que los 

oligosacáridos de la subunidad p tienen un papel menor tanto en la unión a su receptor 

como en la transducción de la sefial intracelular, y que el oligosacárido de la subunidad 

a sttuado en la posición asparagina 52 es esencial para inducir la respuesta biológica 

en su célula blanco (Valove et al., 1994). 

lsoformas, bioactividad y significado fisiológico del polimorfismo de FSH 

Los residuos terminales de ácido siálico y en menor medida los de sulfato 

determinan la distribución por carga de las isoformas de la FSH (Baenzinger y Green, 

1988; Ulloa-Aguirre et al., 1992; 1995a,b). Se han aislado múltiples isotermas por carga 

en extractos de hipófisis anterior de varias especies animales, incluyendo el hombre 

(Ulloa-Aguirre e_t al., 1988; Chappel, 1995; Ulloa-Aguirre et al., 1995a). Existen 

aproximadamente 20 o más isotermas por carga en estos extractos (Wide, 1989; 

Stanton et al., 1996; Zambrano et al., 1996). Las variantes más ácidas/sializadas 

exhiben una vida media plasmática prolongada y una bioactividad mayor in vivo cuando 

se determina su actividad por el ensayo de aumento de peso ovárico en ratones 

inmaduros (Wide, 1986; Wide y Hobson, 1986). Por el contrario, las isoformas menos 

ácidas exhiben una capacidad de unión al receptor y una actividad biológica in vitro 

mayor que sus contrapartes más ácidas (Ulloa-Aguirre et al., 1995a). Los cambios en la 

actividad biológica de FSH a consecuencia de su glico-heterogeneidad, se expresan 

según la relación o el cociente actividad biológica / actividad inmunológica (B/1). Este 

cociente varía según el estándar utilizado para valorar ambas actividades (Ulloa-Aguirre 

et al., 1995a,b; Zambrano et al., 1995; 1996; Timossi et al., 1998a). 

El conocimiento de los niveles circulantes de FSH durante distintos estados 

fisiológicos, se basó en un principio en los datos derivados del radioinmunoanálisis 

(RIA). El RIA o los distintos métodos inmunológicos de medición basados en 

anticuerpos policlonales o monoclonales, detectan las hormonas según sus 

caracterlsticas antigénicas. Sin embargo, estos métodos son incapaces de distinguir 

entre formas más o menos bioactivas de FSH. 
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Los bioensayos de FSH in vivo se basan en el aumento del peso ovárico en ratas 

prepúberes inyectadas con esta hormona. Estos son laboriosos y muy poco sensibles. 

En la actualidad se han desarrollado bioensayos in vitro, que perrntten medir la actividad 

biológica de FSH de manera casi rutinaria. Los bioensayos más usados son los 

basados en la aromatización de un andrógeno precursor ya sea en células de la 

granulosa (GAB) (Erickson y Hsueh, 1978b; Jia y Hsueh, 1986; Dahl et al, 1989) o 

células de Sertoli (Van Damme et al., 1979), ambas en ratas prepúberes. 

Recientemente se han desarrollado ensayos de actividad biológica basados en la 

producción de AMPc por receptores homólogos ligados a proteína G expresados en 

lineas celulares humanas (Albanesa et al, 1994; Guderrnann et al, 1994). Estos 

ensayos miden la producción de AMPc al ser estimulado el receptor de FSH por su 

ligando. La sensibilidad de estos bioensayos es excelente y tienen la gran ventaja de 

que se puede trabajar directamente con muestras de suero. La desventaja de este tipo 

de bioensayos es que solo valoran la unión al receptor y la producción de AMPc. Hasta 

el momento, no se ha desarrollado el bioensayo ideal para determinar la actividad 

biológica de la hormona estimulante del folículo, ya que los bioensayos disponibles solo 

miden uno de los productos de secreción de la célula blanco. Una mejor aproximación a 

la fisiología es el reciente ensayo de productos finales múltiples (Padmanabhan et al., 

1993). Basado en el bioensayo de células de Sertoli, se miden distintos productos de 

secreción de esta célula (AMPc, inhibina y estradiol), a fin de estudiar integralmente la 

actividad biológica (Padmanabhan et al., 1993). 

Se desconoce con precisión el significado fisiológico del polimorfismo de la FSH, 

y para poder otorgárselo es necesario primero demostrar los siguientes criterios: a) Que 

las isoforrnas sean secretadas hacia la circulación, a través de la cual pueden alcanzar 

el tejido blanco; b) Que la producción de las isoforrnas esté regulada horrnonalmente y 

c) Que la potencia neta de la hormona se altere in vivo paralelamente con los cambios 

en la distribución de isoforrnas, o que los isotipos secretados difieran funcionalmente 

entre si. 

Existe suficiente evidencia experimental relacionada con el primer punto. Como 

mencionamos anteriormente, se han aislado múltiples variantes de la FSH a partir de 
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extractos hipof1Siarios en varias especies animales, desde aves (Sakai e lshii, 1980), 

anfibios (Takahashi y Hanaoka, 1981), roedores (Ulloa-Aguirre y Chappel, 1982; 

Robertson et al., 1982), bovinos (Stumpf et al., 1992; Kojima et al., 1995) y equinos 

(Matteri et al., 1987; Matteri y Papkoff, 1988) hasta el humano (Zaidi el al., 1981; 1982; 

Stanton et al., 1992; Simoni et al., 1994). La caracterización de estas variantes 

moleculares ha demostrado que las isoformas almacenadas en los gonadotropos 

hipofisiarios puede ser secretada con muy pocas o ninguna modificación. Sin embargo 

en la circulación periférica, se encuentra una mayor proporción de variantes 

moleculares un poco más ácidas, en comparación con las presentes en la hipófisis en el 

mismo estado fisiológico. Esto se debe a que las glicoformas con mayor contenido de 

ácido siálico son capaces de sobrevivir más tiempo en circulación (Wide, 1986; Ulloa

Aguirre et al., 1992). Tanto en extractos hipofisiarios como en la circulación, se han 

encontrado isoforrnas dentro de un amplio espectro de pH, desde el más básicos al 

extremadamente ácido (Ulloa-Aguirre et al. 1995a); sin embargo, el grueso de las 

isoforrnas posee un pH de alrededor de 5.5. 

El segundo elemento ha sido demostrado hasta el momento en base a 

asociaciones entre los cambios en el perfil de distribución de las isoformas hipofisiarias 

y/o circulantes y el estado endócrino del donador al momento del estudio, y de hecho 

podrlan elaborarse algunas hipótesis basadas en los diferentes perfiles de distribución 

por carga caracteristicos de estas isoforrnas. Por ejemplo, la distribución y secreción de 

isoformas de FSH durante condiciones fisiológicas especificas tales como la pubertad 

(Chappel et al., 1983; Chappel y Ramaley, 1985; Ulloa-Aguirre et al., 1990; 1995a; 

Phillips et al., 1997) indica que el polimorfismo de FSH es un fenómeno regulado 

horrnonalmente. Existen muchas evidencias experimentales que indican que tanto 

estímulos hipotalámicos como gonadales (GnRH y estrógenos) están involucrados no 

sólo en la regulación de la slntesis y secreción de FSH, sino también en la modulación 

de la naturaleza molecular de la hormona, y por tanto de sus atributos biológicos (Wide 

y Naessen, 1994; Ulloa-Aguirre el al., 1995a; Wide et al., 1995). Así, el incremento en la 

abundancia de las isoforrnas básicas durante la mttad ciclo menstrual de ía mujer 

(Padmanabhan et al., 1988; Zambrano et al., 1995) podría estar relacionado con la 

mayor capacidad de estas isoforrnas para potenciar íos efectos de la LH en la ruptura 
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folicular (Timossi et al., 1998b); por el contrario, la mayor abundancia de isoformas más 

ácidas durante la fase folicular temprana y fase lútea (Padmanabhan et al., 1988; Wide 

y Hobson, 1993; Zambrano et al., 1995), podría estar relacionada con fenómenos que 

requieren de un estímulo más prolongado, como la proliferación celular, y menos 

intenso en factores inhibitorios de la síntesis y secreción de la propia FSH. Por el 

contrario, luego de la menopausia, un estado hipoestrogénico natural, se observa un 

predominio de isoformas más ácidas (Wide y Hobson, 1983; Wide, 1989), que se 

revierte con la administración de estrógenos (Wide y Naessen, 1994). A este respecto, 

se ha informado que la actividad de algunas glicosiltransferasas, como las 

sialiltransferasas, N-Acetylgalactosamina transferasa y galactosa-N-acetiltransferasa 

pueden ser moduladas a nivel hipofisiario por estrógenos (Smith y Baenzinger, 1988; 

Dharmesh y Baenziger, 1993; Damián-Matsumura et al., 1998), lo que podrla influir 

sobre el grado de sialización y sulfatación de las diferentes hormonas glicoproteicas. 

Finalmente, el último de los elementos descritos no ha sido satisfecho por 

completo, ya que la medición de los cambios de la actividad biológica de la FSH durante 

diferentes estados fisiológicos (pubertad, ciclo menstrual) ha dado resultados 

contradictorios (Padmanabhan et al., 1988, Ulloa-Aguirre et al., 1995a) . Por otro lado, 

la posibilidad de efectos diferenciales de sus isoformas no ha sido estudiado con los 

análogos naturales de la hormona debido principalmente a la dificultad de aislar y 

purificar en cantidades suficientes las isoformas humanas de FSH. El presente proyecto 

estuvo dirigido a responder este último aspecto. 
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11. OBJETIVO 

El objetivo del presente proyecto fue estudiar la posibilidad de que las isoformas de la 

hormona estimulante del folículo sean capaces de ejercer efectos diferenciales (únicos) 

o dispares (distinta potencia sobre un mismo efecto) en la célula blanco. 

111. HIPÓTESIS 

Teniendo en cuenta que cada isoforma de FSH se une a su receptor en la célula de la 

granulosa del ovario, pudiendo producir una respuesta biológica única, o bien 

cuantitativamente diferente, respecto a otra u otras glicoformas, se espera que la 

potencia biológica relativa de cada isoforma dependerá de su distribución por carga así 

como del producto final estudiado. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

Especímenes 

Se colectaron hipófisis de adultos no seleccionadas por edad ni sexo, 

provenientes de autopsias realizadas luego de muerte accidental. Los cadáveres se 

conservaron a 4 - 8ºC dentro de las 3 - 4 h del fallecimiento. Las hipófisis se extrajeron 

antes de las 24 h de ocurrido el deceso. Las glándulas se conservaron congeladas a -

70ºC hasta la preparación de los extractos. Éstos se prepararon de acuerdo al método 

de Jones et al. (1970). Los extractos se mantuvieron a -70ºC hasta su procesamiento 

por cromatoenfoque. 

Cromatoenfoque preparaüvo y cromatografía por afinidad 

El cromatoenfoque (CF) de los extractos hipofisiarios se realizó siguiendo el 

método descrito por Ulloa-Aguirre y cols. (Ulloa-Aguirre et al., 1992; Ulloa-Aguirre et al., 

1995b). Este método se basa en la producción de un gradiente lineal de pH a través de 

una columna de intercambio iónico. Si el gradiente es usado para separar proteinas con 

diferente carga, éstas eluyen progresivamente de la columna al alcanzar su punto 

isoeléctrico. Para construir el gradiente de pH con limites de 7.4 a 4.0 se utilizaron el 

poliamortiguador 74 (Pharrnacia Fine Chemicals, EUA) y un amortiguador de imidazol 

0.025 M. La resina empleada como fase estacionaria fue la PBE 94 (Pharrnacia). 

A dos lotes diferentes de extractos hipofisiarios, provenientes de cinco hipófisis 

cada uno, se les realizaron 5 cromatoenfoques preparativos en columnas de 90 cm. de 

largo y 1.5 cm. de diámetro (Zambrano et al., 1996), equilibradas con 15 volúmenes de 

imidazol (Sigma, SI Louis, MO, EUA) 0.025 M, pH 7.4. Previo al CF, el solvente de los 

extractos hipofisiarios fue cambiado a poliamortiguador 7 4 por medio de cromatografla 

en Sephadex G-25 (Pharrnacia). Durante el CF se colectaron aproximadamente 550 

fracciones de 2 mi cada una, a una velocidad de 1 mi / 4 min a 4ºC, midiéndose 

simultáneamente el pH de cada fracción. Cuando éste se estabilizó en un pH de 4.0 el 

amortiguador de elución fue reemplazado por una solución 1 M de NaCI (Sigma) para 

recuperar las proteinas retenidas a ese pH (pico de sal). Las fracciones asi obtenidas 

se dividieron en diferentes alícuotas que fueron almacenadas a -20ºC. Después del 
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análisis de su contenido de FSH por radioinmunoensayo, las fracciones fueron 

agrupadas en diferentes pozas de acuerdo a su pH de elución. Cada poza fue dializada 

separadamente contra H2O desionizada durante 24 horas, y posteriormente contra 

NH4CO3H (Sigma) 0.1 M, pH 7.4 y finalmente liofilizadas. Después de su resuspensión, 

cada concentrado fue transferido a columnas de 1 O x 1 cm que contenían anti-LH lgG 

BG7 inmovilizado en Sepharosa 4B (Pharmacia) para remover la LH que hubiera co

eluido con las isoformas de FSH durante el CF. Este procedimiento eliminó más del 

90% de la LH inmunoactiva presente en la muestra original. Las isoformas I y VII se 

sometieron a cromatografía de afinidad dos veces debido a que su alto contenido de LH 

no se pudo remover satisfactoriamente con una sola elución cromatográfica. Las 

muestras con mayor FSH inmunoactiva (pozas o isoformas I a VII), libres de LH, fueron 

nuevamente dializadas, liofilizadas, resuspendidas en medio de cultivo de Me Coy 

(Gibco, Santa Clara, CA, EUA) y mantenidas a -70°C hasta su uso. 

Radioinmunoanálisis de FSH y LH 

FSH y LH humanas purificadas (FSH-I1, LH-I1, NIADDK, Bethesda, MD, EUA), 

se radiomarcaron por el método de la lactoperoxidasa - glucosa oxidasa (Ulloa-Aguirre 

et al., 1992). Las hormonas radiomarcadas fueron separadas del 1251 no incorporado 

mediante cromatografia en Sephadex G-100 (Pharmacia) y posteriormente purificadas 

en Concanavalina-A conjugada a Sepharosa 4B (Pharmacia). Los RIAs se llevaron a 

cabo empleando reactivos donados por el Instituto Nacional de Artritis, Diabetes y 

Enfermedades Renales (NIADDK) de la Unión Americana, utilizando como preparación 

de referencia al LER-907. Este estándar exhibe una heterogeneidad por carga similar a 

los extractos hipofisiarios crudos. Los anticuerpos policlonales empleados fueron el anti

hFSH-I6 y anti-hLH-I6 que tienen una reactividad cruzada nula con la subunidad ex libre 

y menor de 0.1 % con la LH y FSH respectivamente. La dilución final utilizada fue 

1 :250,000 para FSH y 1 :125,000 para LH. Para evitar variaciones interensayo todas las 

muestras de un cromatoenfoque o de un bioensayo fueron procesadas en un mismo 

RIA. La variación intraensayo fue menor del 8% para ambas hormonas y la sensibilidad 

· de 4.0 ng/tubo para FSH y de 0.31 ngltubo para LH (Zambrano et al., 1995; Ulloa

Aguirre et al., 1995b). Las concentraciones de las isoformas, de LER-907 y de FSH 
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recombinante (recFSH) (ORG32489, Organon, Oss, Holanda) utilizada para estimular 

células de la granulosa en algunos bioensayos (Ulloa-Aguirre et al., 1997), se 

encuentran expresadas en términos del estándar FSH-I1 a menos que se indique lo 

contrario. 

Bioensayo de aromatización en células de la granulosa en cultivo 

Este bioensayo se realizó siguiendo el método de Jia y Hsueh (Erikson y Hsueh, 

1978; Jia y Hsueh, 1986; Dahl et al, 1989), empleando células de la granulosa de ratas 

inmaduras tratadas con dietilestilbestrol (DES) (Sigma). Las células fueron dispersadas 

en placas de cultivo de polipropileno de 24 o 6 pozos (Falcon, CA, EUA) conteniendo 

0.5 o 2.2 mi de medio de cultivo de Me Coy (Gibco), suplementado con androstenediona 

(Sigma) 1.5 µM, DES (sigma) 0.125µM, penicilina 1Ullml y estreptomicina (Gibco) 

0.1mglml, a una densidad de 240,000 células totales por mililitro de cultivo (Ulloa

Aguirre el al., 1995b). Después de 24 h de incubación se cambió el medio de cultivo por 

el mismo medio suplementado con un inhibidor de fosfodiesterasa, la metil-isobulil

xantina (MIX) (Sigma) 0.125 mM y se agregaron el estándar e isoformas de FSH a 

distintas dosis, cada una por triplicado. Se incubó a 37ºC en condiciones de 5% CO2-

95% aire. Después del tiempo óptimo de incubación se colectaron los medios de cultivo 

y se almacenaron a -20ºC hasta su procesamiento.La concentración final de FSH en 

cada pozo se determinó por RIA a partir de una dilución concentrada de la cual se 

prepararon las diferentes dosis. Las concentraciones I pozo de FSH referida en las 

figuras se calcularon en 0.5 mi. 

Radioinmunoanálisis de es/radio/ y AMPc 

Estradiol (1,3,5[10]-Estratriene-3, 17beta-diol). Se utilizaron reactivos del programa 

Cuba-México de la Organización Mundial de la Salud (Ulloa-Aguirre et al., 1995b). El 

anticuerpo usado fue provisto por el Primate Research Center, Sukhomi, Georgia, EUA. 

La dilución final fue 1 :210,000. La reactividad cruzada fue menor de 0.02% con cortisol, 

progesterona y testosterona, de 0.8% con estriol y de 22% con estrena. Debido a esto 

último los resultados son expresados en términos de estrógenos totales. El estradiol 

tritiado (Amersham, Reino Unido) fue purificado mediante columnas de Sephadex LH-
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20 (Pharmacia) de 30 cm de altura x 1.5 cm de diametro. Todas las muestras de un 

mismo experimento se analizaron en el mismo lote para evitar variaciones interensayo. 

La variación intraensayo fue <4%. 

AMPc extracelular (3'-5' adenosina monofosfato cíclico). Se utilizaron reactivos 

del National Hormone and Pituitary Program (Bethesda, MD, EUA). El anticuerpo 

utilizado fue el CV-27, el cual se empleó a una dilución final de 1:70,000. El trazador del 

RIA fue 2-O-monosuccinil AMPc tirosil-metil-ester (Sigma) radiomarcado con 1251 por el 

método de la cloramina T. El RIA de AMPc se realizó siguiendo el método previamente 

descrito (Zambrano et al., 1996). El límite de detección del ensayo fue de 3.0 pg/tubo. 

Todas las muestras de un mismo experimento se analizaron en el mismo lote para 

evitar variaciones interensayo. La variación intraensayo fue menor al 6%. 

Zimografla 

Se realizó por el método de Granelli-Piperno, modificado por Heussen-Dowdle 

(Granelli-Piperno y Reich, 1978; Heussen y Dowdle, 1980) y optimizado para medio de 

cultivo en nuestro laboratorio (Timossi et al., 1998a). Se colectaron 100 µI de medio de 

cultivo de cada pozo del bioensayo e inmediatamente después se evaporaron hasta 

1110 de su volumen original mediante centrifugación al vacío (Beckman, Speed-Vac). A 

cada muestra se le adicionó amortiguador de carga de Laemmli (2X) y la muestra se 

depositó en un gel de poliacrilamida-SDS al 12% copolimerizado con plasminógeno 

(American Diagnostica, New York, NY, EUA) y gelatina (Sigma). Terminada la 

separación electroforética (4ºC, 25 mA, 90 min), se removió el SDS (Bio-Rad, Hercules, 

CA, EUA) del gel por medio de lavado con Tris HCI (Sigma) 0.5 M pH 8.0-Triton X-100 

(Sigma) 2.5% durante 1 hora. Finalmente, se incubó en amortiguador Tris-HCI 0.5 M pH 

B.O durante 16-18 h a 37 •c. El gel fue revelado, fijado y teñido con azul brillante de 

Coomasie R-250 (Bio-Rad) 0.1% disuelto en 40% metanol-10% acido acético. La 

ausencia de proteólisis inespecifica fue verificada realizando una electroforesis paralela 

en un gel sin plasminógeno. En el primer carril de cada gel se cargó una mezcla de 

activador de plasminógeno tisular (tPA >=70 KD) y urinario (uPA .,50 KD), altamente 

purificados los cuales fueron usados como indicadores. El gel se fotografió y digitalizó 

en un analizador de imágenes (Eagleeye 11, Stratagene, EUA). En este sistema, las 
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áreas liticas son proporcionales a la cantidad de tPA y uPA presentes en la muestra. La 

normalización se realizó dividiendo la absorbancia relativa del área lltica del tPA entre la 

del uPA, cuya producción no es modificada por la FSH. 

Análisis de hibridación por Northem blots 

Se realizaron por técnicas convencionales de biología molecular (Sambrook el 

al., 1989). Aproximadamente 20 µg de ARN total previamente aislado de tres pozos de 

cultivo por el método del isotiocianato de guanidinio/fenol cloroformo (Trizo!™, Gibco) 

(Chomczynskí y Sacchi, 1987) se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 

1 % en condiciones desnaturalizantes · de formaldehldo. Posteriormente el ARN fue 

transferido por capilaridad durante toda la noche a membranas de nylon (Z-probe, Bio

Rad) durante 16-18 h utilizando 10X SSC. Luego de provocar el entrecruzamiento· 

covalente entre la membrana y el ARN por medio de luz ultravioleta (UV crosslinker, 

Stratagene), las membranas se hibridaron con una sonda de cDNA correspondiente al 

tPA (Ny el al., 1988), a la P.50 aromatasa (Hickey et al., 1988), o a la a-lnhibina (donada 

gentilmente por la Dra. V. Padmanabhan, Universidad de Michigan, Ann Harbor, MI, 

EUA) marcadas con 32P por la técnica de Random Primer (Gibco), usando hexameros 

de nucleótidos al azar como iniciadores de la polimerización. Como solución de 

prehibridización e hibridación se utilizó EDTA (Sigma) 1 mM, pH B.O, NaHPO4 (Sigma) 

0.15 M y SDS al 7% a 65ºC por 18-24 h. Finalmente las membranas fueron lavadas con 

SDS al 0.1 % a 65ºC por 30 min y a temperatura ambiente durante otros 30 min. Los 

filtros se expusieron a placas radiográficas (Kodak XAR-5) a -70ºC durante 

aproximadamente 72 h. La normalización de la cantidad de ARN depositada en el gel se 

realizó midiendo la absorbancia del bromuro de etidio incorporado a la fracción 

ribosomal 1 BS del ARN total. 

Transcripción reversa (R1) seguida de reacción en cadena de la polimerasa (PCR)(RT

PCR) 

La transcripción reversa se realizó por técnicas estándar u1ilizando oligo dT y la 

enzima transcriptasa reversa aislada del virus de la leucemia murina (PCR Superscript 

11™, Gibco). Brevemente, 2 µg de ARN total fueron incubados a 42ºC durante 2 h con 
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200 UI de transcriptasa reversa Mul V en un amortiguador Tris-HCI conteniendo una 

mezcla de nucleótidos y aligo dT como iniciador de la transcripción. Posteriormente se 

digirió el ARN con ARNasa H durante 20 mina 37°G. El ADN complementario (cDNA} 

obtenido se sometió a amplificación por PCR utilizando oligonucleótidos específicos 

para P450 aromatasa (Rappaport et al., 1996), tPA (generados con el progrma OLIGO 

4.0, National Biosciences lnc., EUA} o gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (G3PD) 

(Rappaport et al., 1996). Se usaron las siguientes temperaturas y tiempos de 

desnaturalización, alineamiento y extensión durante 30 ciclos: 94°G - 15 seg, 50°G - 30 

seg y 72°G - 45 seg para P •so aromatasa y 94°G - 15 seg, 54°G - 30 seg y 72°G - 45 

seg, para tPA y G3PD. El tiempo de extensión para el último ciclo fué de 7 min para 

ambas amplificaciones. Los productos de PCR obtenidos (584 pb para aromatasa, 539 

para tPA y 515 pb para G3PD), se depositaron en un gel de agarosa al 1% y se 

separaron electroforeticamente durante 30 minutos a 50V. Finalmente, los geles se 

tit\eron con bromuro de etidio y se digitalizaron en un analizador de imágenes (Eagle 

Eye 11, Stratagene). La normalización se realizó dividiendo la absorbancía relativa del 

producto de PCR de la aromatasa o tPA entre la del G3PD. 
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V. RESULTADOS 

La separación de las isoformas de FSH provenientes de los extractos 

hipofisiarios reveló la existencia de múltiples picos de inmunoactividad en todo el rango 

de pH utilizado. En la figura 4 podemos observar el perfil de distribución por carga de la 

FSH intrahipofisiaria. Este contiene aproximadamente 20 picos mayores de FSH 

inmunoactiva en un rango de pH de >7.10 a <3.80. Se detectó así mismo, una elevada 

inmunoactividad de LH en las primeras 170 fracciones del cromatoenfoque y en el pico 

de sal. Como se mencionó, las fracciones fueron agrupadas en diferentes pozas de 

acuerdo a su pH de elución, dializadas y finalmente liofilizadas. Después de su 

resuspensión, cada concentrado fue transferido a columnas de cromatografía de 

afinidad para remover la LH que co-eluyó con las isoformas de FSH durante el CF 

(Figura 4). Como se aprecia en la Tabla 1 el porcentaje de LH luego de la cromatografía 

de afinidad es menor al 2.5% (2.47-0.18) para aquellas fracciones que contenlan poca 

LH antes de la purificación (isoformas 111 a VII), mientras que en las dos primeras 

fracciones se mantuvo un 37.7 y 16% de LH. El porcentaje de reducción de LH antes y 

después de la purificación fue superior al 90% para todas las pozas . 
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Figura 4: Patrón representativo de distribución por pH de FSH y LH presentes en un extracto hipofisiario 
enriquecido en glicoproteínas después de su separación por cromatoenfoque. La flecha indica la adición 
de la solución de NaCI 1M. Los corchetes delimitan a las fracciones mezcladas que constituyeron cada 
poza o isoforma de FSH (1 a VII). 
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Tabla f: Rangos de pH, masas de FSH y LH recuperadas luego de la purificación mediante columnas de 
cromatografla de afinidad usando un anticuerpo monoclonal contra LH. 

Poza# pH FSH (>,glml) LH (µglml) LH/FSH% 

1 > 7.10 17.93 6.76 37.7 

11 6.60-6.20 (6.4) 348.37 55.83 16.00 

w 5.47-5.10(5.3) 1791.00 13.00 0.72 

IV 5.06-4.60 (4.8) 2390.00 12.20 0.51 

V 4.76-4.12 (4.44) 1596.00 6.97 0.43 

VI 4.05-3.82 (3.95) 128.80 3.19 2.47 

VII <3.80 3747.90 6.91 0.18 

Estandarización temporal de los productos finales 

La estandarización se llevó a cabo incubando células de la granulosa de rata 

prepúber durante distintos intervalos de tiempo con 2.8 ng de recFSH que es la dosis 

que produce el 50% de estimulación (ED50) para estradiol (Ulloa-Aguirre et al., 1995b; 

Zambrano et al., 1995). Brevemente, se cultivaron las células durante 24 h con medio 

de Me Coy sin el suplemento de inhibidores de fosfodiesterasas. A las 24 h se sustituyó 

por medio GAB suplementado con metil-isobutil xantina (MIX) y se estimuló con 

recFSH. A distintos tiempos se cosechó el medio y/o se extrajo el ARN total de las 

células de la granulosa. En la figura 5 se observa la evolución temporal de la producción 

de estradiol y en la figura 6 la inducción del ARNm de la P 450 aromatasa. Fue posible 

detectar por primera vez la producción de estrógenos a las 12 h de cultivo y su 

producción aumentó de manera exponencial hasta las 48 h. Luego de este tiempo no se 

observó incremento en su producción . 
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Figura 5: Evolución temporal 
de la producción de 
estrógenos por células de la 
granulosa en cultivo. Las 
células se estimularon con 
2.Bng de recFSH y a las 
horas indicadas en las 
absisas se colectó el medio 
de cultivo y se analizó su 
contenido de estrógenos por 
RIA C= Control, células sin 
estimular. 

Figura 6: Evolución temporal 
de la inducción del ARNm de 
P450 aromatasa por células 
de la granulosa en cultivo. 
Las células se estimularon 
con 2.7ng de recFSH y a las 
horas indicadas en la gráfica 
(absisas) se colectó el ARN 
total y se analizó su 
contenido de ARNm 
especifico de P _.50 aromatasa 
por hidridización en Northern 
Blot. C= Control, células sin 
estimular 
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En base a estos resultados se determinó que el tiempo de estimulación con FSH 

de las células de la granulosa en cultivo para el análisis de estrógenos totales como 

producto final debería ser de 48 h, mientras que para el del ARNm de P,so aromatasa 

de 24 h. 

De forma similar se realizó la estandarización temporal de la producción de 

AMPc (Figura 7). Obteniéndose una producción máxima a las 48 h para luego 

descender a las 60 y 72 h. 
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Figura 7: Estudio temporal 
de la producción de AMPc 
en células de la granulosa en 
cultivo. Se estimularon las 
células con 2.7ng de 
recFSH, y a las horas 
indicadas en la gráfica se 
colectó el medio de cultivo y 
se determinó el contenido de 
AMPc por RIA Se observó 
un máximo a las 48 h, y un 
descenso posterior 
presumiblemente por acción 
de fosfodiesterasas. 

Se realizó así mismo un experimento para determinar la actividad enzimática de 

activador de plasminógeno tisular. Se estimularon células de la granulosa con 

cantidades crecientes de recFSH durante 24, 48 y 72 h a fin de determinar tanto la 

mínima concentración de FSH que producía una actividad enzimática de tPA como el 

tiempo mínimo en la cual ésta se podría detectar. La actividad enzimática de tPA por 

zimografía, fue solo detectable a las 72 h de cultivo (figura 8). La dosis mínima a la que 

se detecta la actividad de tPA fue 1.4 ng._ 
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Figura 8: Inducción de la producción de activador de plasmlnógeno tipo tisular por células de la 
granulosa a las 72 h de cultivo. Se estimularon las células con diferentes dosis de recFSH y a las 72 h se 
cosechó el medio de cultivo, se redujo su volumen por evaporación al vacio y se determinó la actividad de 
tPA por zimografia. Se obseivó que la dosis de 1.4ng produce un area de lisis que es diferente a la del 
control (C= células sin estimular); las dosis mayores producen un aumento del area lisada de forma dosis 
dependiente. 

La estandarización del tiempo de inducción del ARN mensajero de tPA reveló 

que éste posee un primer máximo de actividad a las 12 h y un segundo máximo a las 

60 h posteriores al estímulo (Figura 9). La producción de este ARNm inducida por FSH 

no disminuyó como en el caso del ARNm de P450 aromatasa por lo que se decidió tomar 

como tiempo de cosecha 12 horas después del estimulo. 
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Figura 9: Estanaarización 
temporal de la inducción del 
ARNm de tPA. Las células 
se estimularon con 2.Bng de 
FSH recombinante y se 
colectó el ARN total a las 
horas indicadas. En el panel 
superior se observa la 
inducción del ARNm de tPA. 
El primer máximo ocurrió a 
las 12 h posteriores al 
estímulo con FSH 
recombinante y un segundo 
máximo a las 60 h de cultivo 
En el panel medio podemos 
observar el ARN ribosomal 
185 del mismo gel, con el 
cual se normalizó el northern 
blot. En el panel inferior se 
presenta la densidad óptica 
relativa en la cual se observa 
cuantitativamente este 
fenómeno. 
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En la figura 1 O se observa la evolución temporal de la inducción del ARNm de u

inhibina inducido por recFSH. Al igual que en los experimentos anteriores, se extrajo el 

ARN total, y se analizó la producción del ARNm especifico para u-inhibina inducido por 

recFSH por hibridización por Northern Blot. La máxima producción de este ARNm se 

detecta a las 24 h post-estimulo. 
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Figura 10: Evolución 
temporal de la inducción del 
ARNm de a-inhibina por 
células de la granulosa en 
cultivo. Las células se 
estimularon con 2.7ng de 
recFSH y a las horas 
indicadas en la gráfica se 
aisló el ARN total y se 
analizó su contenido de 
ARNm especifico de a
inhibina por hidrldización en 
Northern Blots. En el panel 
superior se observa la 
inducción del ARNm de a
inhibina. El máximo se 
encuentra a las 24 h 
posteriores al estimulo con 
FSH recombinante. En el 
panel medio podemos 
observar el ARN ribosomal 
18S del mismo gel, con el 
cual se normalizó el northern 
blot de tPA. En el panel 
inferior se presenta la 
densidad óptica relativa en la 
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Estudio de la actividad biológica de las isoformas de FSH 

Estrógenos totales 

Todas las isoformas, con excepción de la más básica (y menos sializada; pH 

>7.10), indujeron la aromatización de andrógenos en células de la granulosa de manera 

dosis-dependiente (figura 11 ). El comportamiento de las isoformas II a VII siguió un 

patrón de actividad biológica en el cual las formas menos ácidas (isoformas II a IV, pH 

6.6 a 4.6) fueron más potentes que sus contrapartes más ácidas (isoformas V a VII, pH 

4.76 a < 3.88) la potencia relativa fue: isoforma 11 > 111 > IV > V > VII > VI. La tabla 2 

muestra la potencia biológica para la inducción de la aromatización de cada isoforma 

expresada como la relación actividad biológica/inmunológica (B:I) de cada una de ellas 

(media ± DE de tres experimentos). Como se observa en la tabla, las isoformas· menos 

ácidas (11-IV) mostraron una potencia -1.8 a 3 veces mayor a la de las más ácidas. 
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Figura 11: la habilidad de producir estrógenos de dosis crecientes de las isoformas purificadas de LH. 
Se estimularon las células con las dosis indicadas de cada isoforma durante 48 h, luego de lo cual se 
colectó el medio de cultivo y se determinó el contenido de estrógenos totales por RIA. Se observa el 
aumento dosis dependiente en tocias, salvo la isoforma 1. 
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Tabla 2: Cociente actividad biológica para la inducción de la aromatización / actividad inmunológica de 
las isoformas I a VII de la FSH 

0.76±0.02 
' Las distintas letras indican diferencias estadísticamente significativas entre grupos (p<0.05, ANOVA y 
prueba de t) 

En virtud de que la isoforma I posee un bajo grado de sialización (a juzgar por su 

pH de elución), se analizó la posibilidad de que pudiera comportarse como un 

antagonista de la acción de FSH sobre su célula blanco. Para ello, se diseñó un 

experimento en el que se incubaron células de la granulosa en presencia de 

concentraciones estimulatorias al 50% (ED50) para aromatización (figura 12b) de 

recFSH o de un estándar altamente purificado de FSH hipofisiaria (FSH-I1) con 

cantidades crecientes de la isoforma 1 (codificada con fines descriptivos como FSHi) 

(figura 12a). Como se muestra en la figura, FSHi inhibió la producción de estrógenos 

inducida por el estándar de FSH hipofisiaria de manera dosis dependiente. Por el 

contrario, la isoforma VII empleada como control positivo en el experimento se comportó 

como un agonista de la FSH (figura 12c). Se observa efecto inhibitorio estadísticamente 

significativo a partir de la dosis de 0.35ng. La dosis inhibitoria al 50% (1050) es de 

aproximadamente 1.4 ng de lsoforma l. 
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Figura 12: Efecto inhibitorio de la isoforma 1 (FSHi) en la producción de estradiol inducida por ED50 de 
FSH-I1. (a): Las células fueron incubadas durante 48 h en presencia de 2.8 ng de FSH-I1 únicamente 
(barra con líneas diagonales), de 2.8 ng de FSH-I1 + concentraciones crecientes de la isofonna 1 (O) o de 
la isoforma I sola(•). Se puede observar un claro efecto inhibitorio de FSHi a partir de la dosis de 0.35 
ng. (b): Curva dosis-respuesta de la producción de estradiol inducida por el estándar FSH-11. (e): Efecto 
agonista de la isoforma VII en la producción de estrógenos inducida por FSH-I1. en condiciones similares 
a las descritas para la isoforma I o FSHi. C= control en ausencia de FSH. 

A la dosis máxima la inhibición alcanzada es superior al 95%. Este hallazgo 

sugirió que la actividad de aromatización de andrógenos previamente detectada con 

preparaciones no purificadas de esta isoforma básica (Ulloa-Aguirre et al., 1992) pudo 

haber sido causada por el elevado contenido de LH presente en la muestra original. De 

hecho, como se muestra en la figura 13, LH altamente purificada fue capaz de inducir la 

producción de estradiol en células de la granulosa en cultivo cuando se incubaron en 

presencia de concentraciones elevadas de este estándar. El efecto de LH sobre la 

aromatización no fue debida a la presencia de trazas de FSH presentes en esta 
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preparación altamente purificada, ya que este efecto fue efectivamente bloqueado con 

la adición de un anticuerpo anti-LH humana a la incubación (Figura 13). 
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Figura 13: Cambios en la concentración de estrógenos secretados al medio de cultivo en el bioensayo de 
células de la granulosa al ser estimuladas con FSH o LH hipofisiarias altamente purificadas. Las células 
fueron cultivadas durante 48 h con cantidades crecientes de FSH-I1 (.&.) o LH-I1{•). Las células 
expuestas a LH fueron también incubadas con anti-LH a diluciones 1:2000 (4>) o 1:1000 (O). 

Producción de AMPc 

La figura 14 muestra la producción de AMPc inducida por las diferentes 

isoformas (11 a _VII) de FSH. Aunque todas la isoformas estimularon la acumulación de 

este segundo mensajero de manera dosis-dependiente, las variantes menos ácidas 

fueron más potentes que las más sializadas en este efecto a juzgar por el 

desplazamiento hacia la izquierda de sus curvas dosis-respuesta. La potencia relativa 

para AMPc fue: lsoforma II pH6.4 > 111 pH5.3 > IV pH4.8 > V pH4.44 = VII pH(<3.88) < 

VI pH3.95. 
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Los efectos de la FSHi en la acumulación de AMPc se muestran en la figura 15. 

En presencia de la EDso de FSH-I1, FSHi en bajas dosis (0.09 a 0.36 ng) fue capaz de 

incrementar significativamente la producción de AMPc, mientras que a dosis mayores 

(1.4 a 2.8 ng) la isoterma no presentó efecto alguno sobre la producción de AMPc 

inducida por el estándar FSH-I1 (Figura 15a). Por otro lado, el efecto de la isoterma VII 

sobre la producción de AMPc (figura 15c) siguió un patrón similar al mostrado en la 

figura 12c para la producción de estrógenos. 
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Figura 15: Efecto de FSH-11, FSHi y la isoforma VII sobre la producción de AMPc por las células de la 
granulosa. Las células fueron estimuladas durante 48 h can FSH-I1 en ausencia (barras cruzadas} o 
presencia de cantidades crecientes de FSHi o de la isoforma VII; (a): Efecto de FSHi en la producción de 
AMPc estimulada por FSH-11; (b): Inhibición dosis-dependiente de ta aromatización de andrógenos 
inducida por FSH-I1 en el mismo experimento mostrado en (a); (e): Acumulación de AMPc luego de 
coincubar la isoforma VII con FSH-I1. • p<0.01 vs las dosis menores y mayores de FSHi vs FSH-I1 sola. 
C= control en ausencia de FSH. 

Inducción de la actividad enzimática del activador tisular del plasminógeno (tPA) 

La capacidad de los activadores del plasminógeno [tPA y urokinasa (uPA)] 

producidos por la célula de la granulosa en respuesta a las isoforrnas II a VII se muestra 

en la figura 16. En el panel superior de la figura 16 se puede observar que la actividad 

lítica inducida por la presencia de tPA varió con las distintas isoforrnas mientras que, 

como era de esperarse, la del uPA se·mantuvo prácticamente constante. Las isoforrnas 

11 a IV mostraron una potencia ~2.5 a 4.5 veces mayor a la de sus análogos más ácidos 

(V-VII), tal y como se muestra en la normalización representada en el panel inferior de 

la misma figura. 
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Figura 16: El panel suµerior muestra un zimograma representativo en el cual el área lltlcc:1 superior marcc1, 
la actividad enzimática del IPA y la inferior la del uPA. Las células de la granulosa fueron cultivadas 
durante 72 h en presencia de cada una de las isoformas de FSH. Después de la incubación el medio de 
cultivo fue colectado de cada pozo realizándose posteriormente la zimografla tal y como :Se indica en 
Materiales y Métodos. La actividad litica normalizada (densidad óptica (D.O.) relativa del tPAJ O.O. 
relativa del uPAJ reveló un mayor efecto de las isoformas básicas en comparación con sus análogos más 
acidos (panel inferior). C= incubación control en ausencia de estimulo. los resultados mostrados fueron 
reproducidos en 2 experimentos adicionales. Los geles control (co-polimerizados con gelatina 
únicamente) no mostraron actividad lítica en las zonas correspondientes a pesos moleculares de 70 y 50 
KD. 
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El efecto de FSHi sobre la actividad enzimática de tPA fue analizado incubando 

células de la granulosa en presencia de FSH-I1 + 2.8 ng de FSHi. Como se muestra en 

la figura 17, FSHi (isoforma 1) inhibió completamente la actividad enzimática del tPA 

inducida por FSH-I1. En el carril 3 de la misma figura se puede observar el área lítica 

inducida por 2.2 ng de FSH-I1 y en los carriles 5 y 6 los efectos agonistas de la isoforma 

VII. 
1 2 3 4 5 6 7 

Figura 17: Efecto de FSHi sobre la actividad enzimática de tPA. Carril 1: células sin estimular, carril 2: 1.4 
ng de FSH-11. carril 3: 2.8 ng de FSH 1-1, carril 4: 5.4 ng de FSH-11, carril 5: 1.4 ng FSH-11 + 1.4 ng de 
lsoforma VII, carril 6: 1.4 ng FSH-11 + 2.8 ng de lsoforma VII, carril 7: 2.8 ng FSH-11 + 1.4 ng de l~oforma 

Análisis de la inducción del ARNm de P450 aroma/asa 

En estos experimentos, se estimularon células de la granulosa en cultivo con 2.8 

ng de cada una de las isoformas. Las células de la granulosa se incubaron en ausencia 

de inhibidores de fosfodiesterasa durante 24 h, luego de lo cual se cambio a medio GAB 

con MIX. Después de 24h más de incubación en presencia de cada una de las 

isoformas (11 a Vil) se extrajo el ARN total y se analizó la expresión del gene de la P450 

aromatasa (producción de ARNm especifico) por medio de análisis de hibridación 

(Northern blot) con una sonda específica de cDNA tal como se describe en Material y 

Métodos. La inducción de los tres transcriptos del ARNm de la aromatasa (Hickey et al., 

1988) por la isoformas de FSH fue cualitativamente similar a la de la producción de 

estrógenos, ya que la mayor producción de este mensajero se observó con las 

isoformas menos ácidas y la menor con las más ácidas o sializadas (figura 18). Para 

corroborar los resultados anteriores se realizó RT •PCR de la P450 aromatasa. Como se 

puede observar en la figura 18, la aplicación de esta técnica alternativa confirmó los 

resultados del estudio por hibridación. 
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Figura 18 izquierda: El panel superior muestra un analisis representativo de hibridización por Northern 
8101 del ARNm de citocromo P,50 aromatasa inducido por las lsoformas de FSH II a VII. Cp: Control 
positivo (ARN total extraído de ovarios de rata de 18 dlas de gestación) ; Cn: Control negativo (células de 
la granulosa en ausencia de FSH). Est: estándar de FSH (LER-907, 2.7 ng). El panel inferior muestra la 
relación biológica : inmunológica de las isoformas 11 a VII en términos de producción de estradiol (datos 
obtenidos de la tabla 2). Observese la correlación entre la potencia de las diferentes isoformas de FSH 
para inducir la citocromo P450 aromatasa y la producción de estrógenos Estos resultados son 
representativos de 2 experimentos independientes. Figura 18 derecha: Panel superior RT-PCR del 
ARNm de P450 aromatasa inducido por las diferentes isoformas de FSH (11 a VII). Panel intermedio, el 
mismo análisis pero del ARNm de glicerhaldehido 3-fosfato deshidrogenasa (G3PD, enzima constitutiva 
de la gluconeogénesis). Panel inferior, normalización de la producción del Arnm inducido por las 
isoformas de FSH (densidad optica de P450 aromatasa I densidad optica de G3PD). 

El efecto antagonista de la isoforma I en la producción del ARNm de la P450 

aromatasa inducida por recFSH se pone de manifiesto en la figura 19. La isoforma 1 

inhibió la inducción del ARNm de P450 aromatasa por recFSH (carril 4), y fue incapaz de 

activar la transcripción del mismo ARNm por si sola (carril 5). Además este inhibidor no 

tuvo efectos sobre la síntesis del ARNm de G3PD (carriles 8 y 9) lo que indicó la 

especificidad de la isoforma antagonista sobre la acción de recFSH. 
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Figura 19: RT-PCR del ARNm de la P4so aromatasa inducida por la isoforma l. Las células se cultivaron 
durante 24hs en medio de cultivo libre de inhibidores de fosfodiesterasas: posteriormente se estimularon 
con recFSH 2.7ng (carril 3), recFSH 2.7 ng + lsoforma 1 1.4ng (carril 4), lsoforma l 1.4ng (carril 5). Se 
extrajo el ARN total y se realizó la transcripción reversa seguida de PCR de cada uno de los cDNA 
obtenidos. Del carril 6 al 9 se observa el mismo análisis del ARNm de la glicera!dehido 3-fosfato 
deshidrogenasa (G3PD). Carril 1: Standard de peso molecular. 

Análisis de la inducción del ARNm de tPA 

Como se muestra en la figura 20, todas las isoformas con actividad agonista (11 a 

VII) fueron capaces de estimular la producción de ARNm para tPA. En estos 

experimentos, las isoformas con mayor potencia fueron las 11, 111 y IV. 
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Figura 20: Análisis por 
hibridización por Northern 
Blot del ARNm del tPA 
(panel superior) inducido 
por las isoformas de FSH 
11 a VII en células de la 
granulosa en cultivo. El 
oanel intermedio 
representa el ARNr 18S 
del mismo gel de 
hibridación, en tanto que 
el panel inferior muestra 
la normalización 
correspondiente. Est= 
estándar de FSH 
{recFSH), C= células sin 
estimular. 
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En el caso de la isoforma 1, los resultados fueron semejantes a los observados 

para la P450 aromatasa, encontrandose inhibición del ARNm del tPA inducida por 

recFSH unicamente en las incubaciones realizadas en presencia de la isoforma 1 (FSHi) 

(figura 20). 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

600 pb 

Figura 21: Inhibición de la expresión del ARNm de tPA por la isoforma l. Carriles 1 y 1 O estandar de peso 
molecular, carriles 2 a 5, RT-PCR del tPA [2: células de la granulosa sin estimular: 3: células estimuladas 
con recFSH 2.8 ng: 4:células estimuladas con recFSH 2.8 ng + FSHi 1.4 ng; 5: células estimuladas con 
FSHi 1.4 ng]; carriles 6 a 9, RT-PCR de G3PD con los mismos estímulos que en los carriles 2 a 5 
respectivamente; carril 11. control positivo de tPA, carril 12 control positivo de P-4so aromatasa. 

Análisis de la inducción del ARNm de a.-inhibina (a-lNH) 
La l1.-inhibina es la subunidad común de las diferentes termas de inhibina. Esta 

es una proteína sintetizada por las células de la granulosa en respuesta a la FSH, a 

iravés de la activación de la protelna Gas y la cual tiene actividad inhibitoria sobre la 

síntesis de FSH a nivel hipofisiario. 
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Figura 22: Análisis de 
hibridización por Northern Blot 
del ARNm de o.-lNH inducido por 
las isoformas 11 3 VII de FSH. 
Panel superior: Northern Blol 
representativo; panel intermedio: 
ARN ribosomal 18S; panel 
inferior: normalización {densidad 
óptica relativa del ARNm de et· 

INH / densidad óptica relativa del 
ARNr 18S). las células dela 
granulosa fueron incubadas 24 h 
en ausencia de inhibidores de 
fosfodlesterasa y posteriormente 
durante 24 h adicionales en 
presencia de isotermas de FSH y 
MIX. 
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La detección de la subunidad u de INH o de su ARNm puede ser utilizada por lo tanto 

como marcador de la actividad biológica de FSH en sistemas in vitro. En este estudio 

(figura 22), se encontraron resultados opuestos a los observados para el ARNm de 

P450 aromatasa y tPA (figuras 17 y 20). Las isoformas más ácidas fueron las más 

potentes para inducir la producción del ARNm de u-lNH que sus contrapartes menos 

ácidas/sializadas. 

Estudio del mecanismo de acción de la iso/orma I (FSHi) 

La observación de que FSHi en dosis bajas fue capaz de estimular la 

acumulación de AMPc y de potenciar parcialmente el efecto de la FSH hipofisiaria, y de 

que la exposición a esta isoforma por 24h de células de embrión fetal humano que 

expresan el receptor humano recombinante de la FSH resultara en una acumulación 

significativa de AMPc {resultados preliminares no mostrados), sugirió que el mecanismo. 

de inhibición de esta isoforma en la produ::ción de estr6gencs y del tPA. inducidos por 

FSH hipofislaria podría ser ejercido en niveles posteriores a la formaci0n de este 

segundo mensajero. Para demostrar esta hipótesis, analizamos el efecto de FSHi sobre 

la producción de estradiol y actividad del tPA inducida por el dibutiril-AMPc (OBAMPc: 

un análogo del AMPc que es degradado lentamente por fosfodiesterasas). 
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Figura 23: Efecto de FSHi y de la 
1soforma VII en la producción de 
tPA (panel superior) y cJe 
estrógenos {panel inferior) inducida 
por OBAMPc o recFSH. Células de 
la granulosa fueron incubadas 
durante 72 horas en ausencia (C) o 
presencia de DBAMPc o recFSH, 
solos o coincubados con FSHi o la 
lsoforma VII. La actividad 
enzimática de tPA fue 
posteriormente analizada • por 
zlmografía (panel superior) y la 
producción de estrógenos por RIA 
(panel inferior). • p<0.05 vs 
DBAMPc solo: ** p<0.05 VS recFSH 
sola. Se encontraron resultados 
similares en 2 experimentos 
independientes adicionales. 
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Como muestra la figura 23, la isoforma 1 (FSHi) inhibió tanto la producción de 

estradiol como la de tPA inducida por DBAMPc (carril 3) o recFSH (carril 6), mientras 

que los efectos del análogo fueron potenciados por la isoforma VII (carril 4 y 7 

respectivamente), 

Conociendo que la vía de traducción de señal a través de la cinasa de proteína C 

(PKC) puede bloquear algunas acciones mediadas por FSH sobre la célula de la 

granulosa y de Sertoli (Lambert et ar, 1991; Hong et al,, 1995), investigamos la 

posibilidad de que los efectos antagonistas pudieran estar relacionados con la 

activación de PKC, Para ello se incubaron células de la granulosa con recFSH y de 

FSHi en presencia o ausencia de estaurosporina, un inhibidor muy efectivo de la PKC, 

Los resultados de este experimento se muestran en la figura 24, 
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Figura 24: Efecto del inhibldor de la PKC estaurosporina sobre la producción de estradiol por células de 
la granulosa de rata en cultivo. Las células fueron estimuladas con 2.7 ng de recFSH durante 48hs en 
ausencia o presencia de estaurosporina 0.5 nM, 1.4 ng de FSHi o 1.4 ng de la isofonna VII. Al final del 
periodo de incubación se colectó el medio de cultivo y se analizó su contenido de estrógenos totales por 
RIA. Los datos representan la media ± desviación estándar de incubaciones por triplicado. Los valores 
(media ±DE) para las incubaciones control fueron: 0.4±0.03 ng/pozo (ausencia de hormonas o de 
estaurosporina). 0.5:t0.02 ng/pozo (FSHi sola) y 4.7±0.2 ng/pozo (lsofonna VII). Diferentes letras sobre 
las barras indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre ellas (p<0.05). 
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Como ha sido informado previamente (Lambert et al., 1991; Hong et al., 1995 ), 

la inhibición de la PKC por la estaurosporina indujo un leve pero significativo aumento 

en la aromatización de andrógenos tanto basal como inducida por FSH. La inclusión del 

1nhibidor de esta cinasa no alteró, sin embargo el efecto inhibitorio de FSHi sobre la 

producción de estradiol mediada por recFSH indicando que su efecto antagónico fue 

independiente de la activación de esta vía. 

Para descartar la posibilidad de que la inhibición de los efectos de la FSH por la 

isoforma 1 (FSHi) hubiera ocurrido de forma inespecifica por la acción de un factor 

contaminante presente en la muestra (que pudiera interferir con la viabilidad celular o 

bien inhibir inespecificamente la producción de estradiol y tPA), se íealizaron dos 

experimentos adicionales. En el primero se incubaron células de la granulosa en 

presencia de recFSH, recFSH y FSHi o FSHi sola y después de 48h se analizó la 

viabilidad celular a través de la capacidad de las células para excluir el colorante 

colorante vital azul de tripán. El análisis cualitativo rnostró que no hubo diferencias an 

ios patrones de tinción entre los grupos celulares oue recibieron los diferentes 

trrttamientos mencionados. 
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Figura 25: inmuno
íleutralización de los efectos 
mhibitorios de FSHi sobre la 
actividad del tPA (oanel 
superior) y la producción de 
estrógenos (panel inferior) 
inducida por DBAMPc en 
célu!as de la granulosa. Las 
células se cultivaron con 
OBAMPc 0.5 mM por 48hs 
en ausencia o presencia de 
2.8 ng de FSHi con o sin la 
adición de anti-FSH a una 
dilución 1:10000. *p<0.01 vs. 
DBAMPc solo y DBAMPc + 
anti-FSH, p<0.05 vs control 
(C). •· p<0.01 vs todos tos 
demás grupos. 
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t. 

En el segundo experimento (figura 25) se midió la producción de estrógenos y 

tPA inducida por DBcAMP y por DBcAMP coincubado con FSHi en presencia o 

ausencia de anti-FSH-6 (un anticuerpo policlonal altamente especifico dirigido contra la 

FSH humana) a un titulo suficiente que bloqueara los efectos de cantidades 

equivalentes de recFSH (resultado no mostrado). El anticuerpo anti-FSH revirtió en un 

60% y 80% los efectos inhibitorios de la isoforma I en la producción de estradiol y de 

tPA inducidos por DBAMPc. 
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VI. DISCUSION 

Los oligosacáridos de las hormonas glicoproteicas son indispensables para la 

expresión de su actividad biológica (Ulloa-Aguirre et al., 1995a). Se ha demostrado que 

la remoción parcial de sus oligosacáridos, ya sea por mutagénesis dirigida o por 

tratamientos enzimáticos o químicos disminuye la actividad biológica de estas 

hormonas (Bishop et al., 1994;1995), mientras que la eliminación completa de los 

mismos mediante los procedimientos anteriores produce la pérdida total de la actividad 

biológica, conservándose la capacidad de unión a su receptor y convirtiendo a la 

variante artificial o sintética en un antagonista de la hormona silvestre o natural capaz 

de inhibir su unión al receptor y la generación de segundos mensajeros: (Sairam y 

Bhargavi, 1985; Manjunath y Sairam, 1982). 

En el presente estudio, analizamos en detalle la actividad biológica in vitro de 

siete variantes por carga de la FSH hipofisiaria a las cuales se les extrajo por 

cromatografía de afinidad la LH que habitualmente co-eluye con ellas en el CF. Los 

puntos isoeléctricos de las isohormonas aisladas variaron desde > 7 .1 para la isoforma 1 

hasta < 3.8 para la obtenida en el pico de sal (isoforma VII), demostrándose la gran 

heterogeneidad por carga, y por lo tanto la alta variabilidad en contenido de ácido 

siálico presente en la FSH de origen natural (hipoftsiaria). Todas las isoformas, fueron 

capaces de inducir la síntesis <lel segundo mensajero (AMPc) generado por la 

activación de la vía dependiente de la proteína Gas, y con la excepción de la más 

básica (isoforma 1) la secreción de al menos dos productos finales (estrógenos y tPA), 

así como la expresión de sus genes respectivos medida a través de la síntesis de sus 

ARN mensajeros. La isoforma I o FSHi, la cual mostró una baja actividad agonista en 

términos de producción de AMPc, posee presumiblemente una mayor proporción de 

oligosacáridos relativamente ricos en manosa y de estructura híbrida (Creus et al., 

1996) que de aquellos de estructura compleja que terminan en ácido siálico (Ulloa

Aguirre et al., 1984). A este respecto, esta isoforma natural es estructuralmente similar 

a la FSH recombinante producida en baculovirus, la cual está pobremente glicosilada 

(Jarvis y Finn, 1995), pero diferente a los análogos sintéticos con actividad antagonista, 

los cuales están completamente deglicosilados (Sairam, 1989). 
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La inducción de la síntesis de los diferentes productos finales, asi como de sus 

ARNm no fue sin embargo uniforme para las isoformas que presentaron actividad 

agonista (11 a VII). Las variantes de la FSH menos ácidas (isoformas II a IV, con un 

contenido relativamente bajo de ácido siálico y posiblemente con oligosacáridos de baja 

y mediana complejidad) mostraron una mayor actividad biológica a nivel de la célula 

blanco que sus contrapartes ricamente sializadas 01 a VII), y al menos entre estas 

variantes no encontramos efectos diferenciales o únicos en cuanto a su capacidad de 

inducir la producción de estradiol .y tPA, pero si una actividad biológica dispar. La 

potencia relativa de las isoformas menos ácidas versus las más ácidas para inducir la 

actividad enzimática de tPA fue mayor que aquella para producir estrógenos (2.5 a 4.5 

veces vs 1.8 a 3 veces, respectivamente). El potente efecto sobre la producción de tPA 

preseriiada por las isoformas menos ácidas podría estar relacionado con el fenómeno 

de la ovulación, ya que se tia demostrado que la secreción de estas variantes se 

incrementa significativamente e~ eÍ periodo preovulatorio del ciclo menstrual de la mujer 

· (Zanibrario et al, 1995; Padínanabhan et al., 1988). Tal parecería, por lo tanto, que las 

diferencias en actividad biológica intrínseca (presente estudio) y vida media circulante 

(Ben-Rafael et al., 1995) entre las diferentes isoformas de la FSH se correlacionan con 

los cambios · en el patrón de secreción de las mismas durante el ciclo menstrual; 

aparentemente, la predominancia de isoforrnas circulantes fuertemente ácidas y de 

desaparición plasmática lenta (Ben-Rafael et al., 1995; Timossi et al, 1998b) durante la 

fase folicular estaría relacionada con la necesidad de un estímulo gonadotrópico 

moderado pero sostenido que regule procesos fisiológicos tales como el crecimiento y 

la maduración foliculares, en tanto que el aumento en la secreción de isoformas menos 

ácidas de corta acción (poco sializadas) que se observa en la fase folicular tardla y la 

preovulatoria respondería a la necesidad de un estímulo potente y breve que conlleve a 

la ruptura del folículo y la ovulación sin sobrestimular otras funciones del aparato 

folicular o a los folículos en desarrollo destinados a madurar en los ciclos subsiguientes. 

Otro efecto dispar encontrado en este estudio fue sobre la producción del ARNm 

de cx-inhibina, la cual fue significativamente mayor en respuesta al estímulo de las 

isoformas más ácidaslsializadas que a sus contrapartes con menor grado de sialización. 

Este efecto, no descrito previamente para las isoformas naturales de esta 
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gonadotropina, podría ser debido a las siguientes razones: 1- Ha sido recientemente 

descrito el efecto inhibitorio de los estrógenos producidos en respuesta al estimulo 

gonadotrópico sobre la transcripción del gene de la a-inhibina en células de la 

granulosa de rata en cultivo (Tate et al., 1996; Tekmal et al., 1996). Dado que la 

producción de estrógenos es mayor para las isoformas menos ácidas (tabla 2) y menor 

para las variantes más sializadas, se esperaría que a mayor producción de estrógenos 

menor producción del a-inhibina. Este efecto parácrino o autócrino, está mediado por 

mecanismos de transducción de señal hasta ahora desconocidos y podría explicar, al 

menos en parte, la regulación negativa de los estrógenos sobre la producción de 

inhibina luego del pico gonadotropico preovulatorio (Tekmal et al., 1996). 2- Como se 

discutió previamente, el · receptor · de FSH envía señales intracelulares 

fundamentalmente a través de · vías dependientes de AMPc, · es decir induce la 

transcripción de factores activadores o represores tales como el CREB y el CREM 

respectivamente. Así, el segundo mecanismo podría llevarse a cabo á través de la 

supresión de la transcripción del' gene de la a-inhibina desencadenada ·por un represor 

inducible temprano de AMPc (ICER} producido en respuesta a la estimulación de la 

célula de la granulosa por ·FSH (Mukherjee et al., 1998). El ARNm del. ICER se 

transcribe desde un promotor intrónico del CREM (Malina et al .. 1993) y codifica para 

una protelna que contiene los dominios de unión· al ADN y de dimerización pero que 

carece de los dominios de transactivación y los de cinasa-inducible, por lo que actua 

como un potente represor. El promotor intrónico del ICER es en si mismo inducido por 

AMPc, por lo cual su expresión esta autorregulada. 3- Ha sido recientemente sugerido 

que la estimulación de la expresión del gene de la a-inhibina mediada por FSH requiere 

obligadamente de la activación de cinasas de tirosina endógenas a través de la 

activación del receptor de factor de crecimiento semejante a insulina (IGF-I) (U et al., 

1998). Además, la FSH es capaz de regular en forma decreciente la producción de las 

protelnas ligadoras del factor de crecimiento semejante a insulina (IGFBP's} en la célula 

de la granulosa (Barreca et al., 1996; lwashita et al., 1994). Por ello, otro mecanismo 

podría relacionarse con la capacidad de cada isoforma para inducir en forma diferencial 

la síntesis de IGFBP's, regulando de esta manera la concentración de IGF-I libre. En 

esta última eventualidad se tendría que asumir que las isoformas menos ácidas son 

51 



menos potentes que las más ácidas para inducir la producción de estas proteínas 

unidoras de IGF-1. 

Solo una isoforma de entre todas las isoformas naturales de la FSH hipofisiaria 

fue capaz de inducir un efecto diferencial. La isoforma 1 (FSHi) inhibió la acción de FSH 

en la aromatización de andrógenos y la inducción de tPA por células de la granulosa en 

cultivo. Este efecto no pudo ser detectado en estudios previos debido al alto contenido 

de LH presente en la preparación original (Zambrano et al., 1996) y/o al empleo de 

columnas de cromatoenfoque de menor resolución (Ulloa-Aguirre et al., 1992) lo cual no 

permite separar adecuadamente las isoformas básicas con actividad antagonista de 

aquellas con actividad agonista (observaciones inéditas). Más aún, los efectos 

antagonistas de FSHi no fueron debidos a contaminación de la preparación libre de LH 

con factores que podrían potencialmente interferir con algunas de las. acciones 

mediadas por FSH (Villanueva et al., -1996, Orly et al., 1994), ya·que la adición de un 

. anticuerpo,.contra la FSH humana al medio de incubación neutralizó efectivamente la 

actividad inhibitoria de FSHi_. Además, esta isoforma · antagonista inhibió 

especlficamente los ARNm de P450 aromatasa y tPA pero no el de la G3PD. La 

observación de que el procedimiento .de inmunoneutralización de los efectos de FSHi 

sobre la acción de FSH no pudo revertir en forma completa los efectos bloqueadores, 

pudo haberse debido a una discreta sobrestimación de la cantidad de FSHi presente en 

la muestra por el inmunoensayo empleado en el presente estudio (Zambrano et al., 

1996). De manera opuesta a lo observado con FSHi, los efectos agonistas de la 

variante altamente sializada empleada como control positivo (isoforma VII) no se 

afectaron por la remoción de LH a pesar de que, como se mencionó anteriormente, fue 

sometida a cromatografía de afinidad dos veces. 

El o los mecanismos a través de los cuales este inhibido, natural afecta la 

producción de tPA y la aromatización de andrógenos inducidas por FSH-I1 y recFSH 

son inciertos. Los resultados de este estudio demostraron que la inhibición no fue 

debida [al menos como mecanismo único, tal y como sucede con los análogos 

sintéticos (Manjunathm y Sairam, 1982)] a desplazamiento competitivo a nivel del 

receptor, ya que a dosis bajas el inhibidor fue capaz de activar al receptor e inducir la 

generación de un segundo mensajero. Esta última observación, aunado al hallazgo de 

52 



que la isoforma antagonista induce de manera dosis-dependiente la síntesis de AMPc 

en células humanas que expresan el receptor recombinante humano de FSH 

(Zambrano et al., 1996), indicaría que los efectos inhibitorios de FSHi fueron ejercidos a 

nivel de la vía AMPc-PKA o de vías independientes a ésta; la observación de que los 

efectos de FSHi fueron insensibles a la estaurosporina sugieren que el bloqueo no fue 

mediado por la activación simultánea de la vla mediada por la cinasa de proteína C 

(PKC), la cual es uno de los mecanismos por los cuales el receptor de FSH es 

desensibilizado (Lambert et al., 1991; Hong et al., 1995; Ascoli et al., 1994). Parecería 

ser, por lo tanto, que FSHi actúa a través de vías alternas para inhibir los efectos de 

FSH. A este respecto se podrían proponer varios mecanismos que· pudieran interferir 

con la expresión génica inducida por FSH, incluyendo la activaciónccruzada ('cross-talk') 

de receptores para hormonas con actividad antagonista de FSH, como sería el .caso de 

la prolactina, la cual se ha encontrado que suprime la acción estimulatdria ·de FSH en 

células de la granulosa (Villanueva et al., 1996).ó a la inhibición de- la· activación.de la 

cinasa de tirosina independiente de receptor, efecto que eventualmente bloquearla la 

acumulación del ARNm de la P•so aromatasa (Orly et al., 1996; Costrici et al., 1995). 

Otra alternativa es que FSHi pueda ejercer su efecto antagónico ·incrementando las 

concentraciones intracelulares de inhibidores de la PKA, los cuales si bien no han sido· 

aún aislados de células de la granulosa, existen en una amplia variedad de tejidos, 

incluyendo a las células de Sertoli (Tash et al., 1981). Finalmente, es bien conocido que 

las protelnas ligadoras del factor semejante a la insulina (IGFBPs), cuya slntesis y 

secreción es regulada por la FSH en las células de la granulosa (Barreca et al., 1996; 

lwashita et al., 1994), son capaces de bloquear la acción de las gonadotropinas 

incluyendo la producción de estradiol e inducción de tPA (Yoshimura et al., 1996); es 

posible, por lo tanto, que FSHi antagonice las acciones estimulatorias de FSH a través 

del incremento en la producción de estas protelnas ligadoras (Masan et al., 1998). 

Recientemente se ha informado que células de insecto transfectadas con el gene 

de la FSH humana producen variantes incompletamente glicosiladas (Jarvin y Finn, 

1995), las cuales pueden ejercer efectos antagonistas o agonistas de FSH dependiendo 

del grado de ocupación del receptor y de la activación del trasmisor de la seflal 

intracelular (Arey et al., 1997). Aunque la activación simultánea de varias subclases de 
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proteínas G (G, y miembros de G,0 ) o el desacoplamiento entre el receptor y su señal 

estimulatoria dependiente de proteínas G pudieran explicar los efectos duales inducidos 

por estos análogos expresados en baculovirus, en el presente estudio se encontró que 

la isoforma I bloqueó eficientemente los efectos estimulatorios del DBAMPc, por lo que 

es poco probable que su efecto inhibitorio haya sido mediado a través de la activación 

de proteínas G,o-

Aunque el significado fisiológico de la existencia de FSHi es en este momento 

incierta, es tentador el especular que en algunas condiciones fisiológicas, como por 

ejemplo la fase preovulatoria del ciclo menstrual, esta antihormona natural pueda 

funcionar como un regulador fino de la intensidad de la señal gonadotrópica para evitar 

la sobrestimulación del folículo en sus etapas finales de maduración. De hecho, varios 

estudios han encontrado que la secreción basal. de esta variante particular de FSH se 

incrementa durante la fase folicular tardía del ciclo menstrual (Zambrano et al., 1995). 

Por el contrario, las concentraciones anormalmente elevadas de este-inhibido, podrían 

contrarrestar excesivamente el estímulo fisiológico de la FSH llevando eventualmente a 

un estado de hipogonadotropismo. La presencia de este inhibido, natural en cantidades 

excesivas podría explicar la causa del hipogonadismo hipergonadotrópico en el caso 

recientemente informado (Dumestic et al., 1993) de una mujer joven infértil, con 

cocientes B1I disminuidos y cuya FSH en suero contenía variantes básicas de FSH 

anormalmente altas (65% del total) en contraste con lo generalmente encontrado en 

mujeres normales (Zambrano el al., 1995, Padmanabhan et.al., 1988). La posibilidad de 

que FSHi pueda ser producida y secretada por la hipófisis en ciertas condiciones está 

apoyada adicionalmente en la observación de que ciertas mujeres hipogonádicas 

tratadas con antagonistas de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) 

pueden exhibir formas circulantes de la FSH sin actividad biológica pero con la 

capacidad de bloquear la acción de la FSH a nivel de la célula blanco (Dahl et al., 

1988). 
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VII. CONCLUSIONES 

En resumen. en este estudio se encontró que la hipófisis anterior es capaz de 

producir diferentes isoformas de la hormona estimulante del folículo que pueden actuar 

como agonistas o antagonistas de la acción de FSH, y que los primeros pueden ejercer 

efectos dispares a nivel de su célula blanco. Los hallazgos indican en conjunto que el 

sistema receptor - transductor que activa o inhibe senales intracelulares en respuesta 

a FSH, posee una versatilidad suficiente para responder de una manera diferente a 

estímulos de naturaleza diversa, como los representados por las isoformas de la 

hormona y/o. alguno de sus productos finales (v.gr. estrógenos, IGFBPs). La 

caracterización de la estructura química de estas glico-variantes podría ser 

potencialmente útil para definir de una manera más precisa la relación estructura

actividad de la FSH así como para el diseno de análogos que pudieran ser empleados 

en el control exógeno de la maduración folicular o en anticoncepción .. 
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A Naturally Occurring Basically 
Charged Human Follicle-Stimulating 
Hormone (FSH) Variant lnhibits 
FSH-lnduced Androgen Aromatization 
and Tissue-Type Plasminogen 
Activator Enzyme Activity in vitro 

Abstract 
lt is well known that deglycosylation of gonadotropins by enzymatic or chemical proccdures 
or by del et ion of si tes for N-Jinked glycosylation produces antagonistic analop which are able 
to interact strongly with the receptor and to inhibit binding ofthe wild-type bormone. In the 
present study, we analyzed the antagonistic properties of a naturally occurring basic follicle
stimulating honnone (FSH) charge isofonn obtained after high-rcsolution chromatofocusing 
ofhuman anterior pituitary glycoprotein e:\tracts. Coincubation of increasing amounts ofthis 
isofonn with a highly purified human pituitary FSH preparation orwith recombinant human 
FSH al doses equivalent to their corresponding EDso for estradiol and tissue-type plasmin~ 
gen activator (tPA) production, inhibited FSH-induced estrogen productioo and tPA cnzyme 
activity by cultured rat granulosa cells in a dose-depeodcnt manner. These inhibitory effects 
were apparent!y exerted at steps following 3',5'.cyclic adeoosine monophosphatc (cAMP) 
formation and did not in vol ve activation of the protein kinase C pathway since: (a) al low 
doses, this basic FSH isoform moderately increased fSH.induced cAMP production by cul
tured rat granulosa cells: (b) coincubation of the antagonist isoform with dibutyryl cAMP 
comp!ctely inbibited thc effects ofthis cAMP analogon estrogeo and tPA production; (c) thc 
isoform was ablc to stimulatc production of cAMP in a human fetal ce11 line cxpressing the 
recombinan! human FSH receptor, and (d) the inhibitory effects of the isoform wcre not 
affected by staurosporine, a protein kinasc C inhibitor. Theeffectsofthis isofonn upan dibu
tyryl cAMP-induccd estrogen and tPA production were blocked by the addition of a bighly 
specific antibody directed against human FSH, further demOflstrating tbat the antagonistic 
effects observed were dueto FSH-like molecules. In contrast to the inhibitory effects exhfü. 
ited by this basic FSH isofonn, a more acidic FSH charge variant consistent1y acted as an 
agonist ofpituitary and rccombinant FSH on both estrogen production and induction oftPA 
enzyme activity. Thesc results indicate that the anterior pituitary gland normally produces 
FSH isoforms which actas either agonists or antagonists ofFSH al the target cell level. 

Follicle-stimulating hormone (FSH) is produced and 
secreted in multiple molecular forms by the anterior pitu
itary gland [lJ. Toe number and relative abundance of 

each isoform depend on the so urce of tbe sample and the 
physiological status of the donar at the time of tissue or 
sample collection [1-5], Since FSH isoforms have been 
separated principally on the basis of electrical charge, it is 
thought that they differ from each other in their posttrans• 
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Fig. l.• The pattem ofpH distribution 
ofintrapituilary FSH and LH aftcr chroma• 
tofocusing of an anterior pituitary glycopro
lcin extracl. Toe bold arrow indicates the 
addition of I M NaCI to the chromatofocus.. 
ing columns. Fractions containing the high
est conccntrations of immunoactivc FSH re
covered outside the limits ofthc pH window 
(FSHi and FSH-5: fi!'lt and last FSH pcaks, 
rcspectivcly) were íurther submiued 10 im
munoaffmity chromatography to rcmove 
LH (arrows). FSH and LH concentrations 
are expressed in terms ofthe LER-907 stan
dard. b Changcs in conccntrations of E sc
crctcd into the culture medium of granulosa 
cc!Js. Rat granulosa cells wcrc culturcd for . 
48 h in thc prcscnce oí incrcasing conccntra
tions ofbighly purified pituitary FSH (FSH
ll; A) or LH (LH-II; e). Cells cxposed to 
LH were also incubatcd in thc presencc of 
antiLH at 1:2,000 (◊) or 1:1,000 (O) dilu
tion.s. 
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lationally modified carbohydrate composition, mainly 
sialic acid content {4, 6]. Toe different FSH glycoforms 
differ in their ability to bind to target cell receptors, sur
vive in the circulation and induce a biological response in 
vivo and in vitro [l, 7]. More acidic FSH isoforms (i.e. 
those possessing greater sialic acid content) have longer 
plasma half-lives but lower receptor-bindinf/immunoac-
tivity relationsbips than their less acidic/sialylated coun
te,¡,arts [7], 

Utilizing high~resolution chromatofocusing (CF) as the 
separation technique, we recently characterized some of 
the biological features exhibited by the multiple FSH vari
ants present in unpurified human anterior pituitary glyco
protein extracts [8]. Employing two different in vitro 
assay systems (rat granulosa cells in culture and human 
embryonic kidney cells expressing the recombinant hu
man FSH receptor), we found that isoforms wilh elution 
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'ng FSH or LH 

pH values 6.60-4.60 were more biologically potent in 
vitro than isoforms with pH values <4.5, whereas the 
more basic variant (pH > 7 .1 O) exhibited different re
sponses depending on the assay system employed. In the 
rat assay, the in vitro biopotencyofthis isoform was inter
mediate between those ofthe less and more acidic analogs 
whereas in the human assay it exhibited the highest in 
vitro biopotency [8]. The present study was conductcd to 
further characterize the biological properties of this par
ticular isoform which has becn detected in abnormally 
high concentrations in sorne hypogonadal women [9, 10] 
and whose rclative abundance in the circulation changes 
throughout thc normal menstrual cycle {3, 11]. Since this 
isoform coelutcs with cxtremely high quantitics oflutein
iz.ing hormone (LH) in the CF procedure cmployed to 
fractionate the different FSH isoforms (fig. I a), LH was 
removed by affinity chromatography and thc in vitro bio-
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logical activity of the partially purified FSH variant was 
then retested employing rat granulosa cells in culture. Toe 
results showed that this basic naturally occurring FSH 
variant was unable to induce either estrogen (E} produc
tion or tissue-type plasminogen activator (tPA} enzyme 
activity but rather exhibited unique and previously unre
ported effects behaving as an antagonist of FSH action in 
this particular in vitro system. 

Materials and Methods 

Reagenu 
PolybufTer exchangc resin (PBE-94), Polybuffer 74, Sephadex G-

25, Sepharose 4B and concanavalin A-Sepharose 4B were purchased 
from Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, N.J. McCoy's 5A 
(modified culture medium) (without serum), L-glutamine, penicillin 
and streptomycin sulfate were from Gibco BRL (Gaithersburg, Md., 
USA). Diethylstilbcstrol, l-methyl-3-isobutyl-nnthine (MIX), 4 an
drostene-3,17 dione (androstenedione), 2-0-monosuccinyl cAMP ty
rosylmethyl ester, N6-2'-ü-dibutyryladenosine 3',S'-cyc!ic mono
phosphate (DBcAMP), staurosporine, purified recombinant tPA and 
urokinasc:-type plasminogen activator were obtained from Sigma 
Chemical Co. (St. Louis, Mo., USA). All electrophoresis reagents 
were purchased from Bio-Rad (Hercules Caiif., USA). Human plas
minogen was obta.ined from American Diagnostics (New York, 
N.Y.). Highly purified (iodination grade) human pituitary LH-11, 
antihuman LH-2, all human FSH radioimmunoassay (RIA) reagents 
and standards and the CV-27 cAMP antiserum were kindly provided 
by the National lnstitute oí Diabetes and Digestive and Kidney Dis
eases (NIDDK, Bet.hesda, Md., USA); recombinant human FSH 
(recFSH) cxpressed in Chinesc hamster ovary cclls (0CB32489) was 
graciously provided by Organon Intemational BY (Oss, The Nether
lands). The antisera to estradiol-17~ and to human LH (monocbnal 
anti-LH-B07) wcre generously provided by the Cuba•Mcxico World 
Health Organization RIA Reagents Program (Me,;ico). 

Pituüary Extracts 
Adult human pituitaries, not selected by !ICX or age, werecollccted 

at autopsics peñonned aner accidental deaths. Toe bodies were 
exam.ined no later than 24 h postmortem and were kept at s • C with• 
in 3-4 h after death. The pituitary glands were stored frozen at 
- 70"C until cxtracts were prcpared. Tbe anterior pituitary total gly
coprotein extra.CU were obta.ined following the method of Joncs et al. 
[12}. Extracts were kept ac - 70 •e until the day of chromatofocusing. 
Toe study was approved by the human and animal research ethical 
committees ofthe Institute at which the work was conducted. 

Chromar.ofocusing of Pituilary Gf}v:oprotein Extracts 
Chromatofocusing oí FSH contained in two difTerent batches of 

pituitary glycoprotein cxtracts was peñonned according to a pre
viously described procedure [8]. Brieíly, to increasc: the resolution of 
the chromatofocusing separation, co\umns of PBE-94 with \arger 
dimensions (90 x 1.5 cm) than those previous!y uscd [7] were con
structed and equilibrated wit.h 15 bed volumes starting buffer 
(0.025 M imidazolc-H□, pH 7.4). Subsequently, a highly concen
trated pituitary glycoprotein extract (15-25 mg of immunoreactive 
FSH) which bad been prcviously equilibrated with the eluent buffer 

Naturally Occurring FSH Antagonists 

(1:8 di!ution of Po!ybuffer-74 in deionizcd water, pH 4.0) by chroma
tography in Sephadcx G-25 was added to t.he top of the column. 
Eluent buffer(5 mi) was run beforesample application to avoid e,;po
sure of the sample proteins to pH e,;tremes. Between 550 and 600 
fractions (3 mi each) were collected at a flow rate of I ml/4 min al 
4 •c. Toe pH of each fraction was measured and when the pH ofthe 
co\umn eluent stabilized at its lowest value, the eluent buffer was 
then changed to a solution of I M NaO to recover those proteins 
bound at tbe lower limiting pH (salt peak). Each fraction was divided 
in severa! aliquots whicb were stored frozen at - 20 • C until measure
meot of FSH content by RIA. Recoveries of FSH by this method 
were 79 ± 4% oft.he total amount applied to the column. 

After RIA detenninatioD of the amount of FSH and LH con
tained in 5-15 µl aliquots of each fraction collected from three chro
matofocusing separations, fractions containing the greatest concen• 
tration ofimmunorcactive FSH recovered at each cnd ofthe pH win
dow (elution pH values > 7.10 and<3.8; first and last peaks. ofFSH 
immunoactivity shown in fig. la) werc scparately pooled, transferrcd 
to dialysis mcmbrane tubings (molecular weight cut off 12.000), dia
lyzcd al 4 •c far 24 h against deionized water and thereafter against 
0.01 M ammonium carbonate (pH 7 .5) and frceze..dried. Powders 
containing the basic and the acidic FSH isoforms (coded as FSHi and 
FSH-5, respectively) were then redissolved in 0.1 M ammonium 
bicarbonate pH 7.4, and transferred to I x 10 cm columns oí mono
clonal antiLH-lgG (antiLH-BG7) immobilized in Sepharose 48 to 
remove the LH tbat coeluted with these isoforms during the CF sepa
ration (fig. la); this procedure removed >90% of immunoactive LH 
present in each original concentrate. Eluates coniaining the highest 
FSH conccntrations free ofimmunoactive LH were pooled, dialyzed 
as deseribed above, lyophiliz.cd, redissolved in McCoy's 5A modified 
(serum-free) medium and kept frozen at - 1o•c until used. 

Cel/ Cultures 
Ral Granulosa Cefl Culture. Granulosa cclls werc collected by fol

licular puncture ofovaries from 21-day-old Wistar rats implanted far 
4 days with diethylstilbestrol-containing silastic capsules and cul
tured in 16-mm24-wellplatesatadensityof5-7.5 x IO"viablecells 
in 0.5 m1 ofMcCoy's 5a medium supplemented with 2 mM L-gluta
mine, 100 U/mi penicillin and 100 µglml smptomycin sulfate. After 
a 24-hour incubation perlad in a humidified atmosphere at 5% COi 
at 37 •e, the cells were washed twice with unsupplemented McCoy's 
medium and then incubated during 48 additional houn in the pres
ence or absence ofthe various human FSH preparations (FSH-l l or 
recFSH and FSHi or FSH-5) or otber treatments added to 500 µl 
fresh McCoy's medium containing L-glutamine, antibiotics, 
0.125 mM MIX and IQ-6 M androstenedione (aromatization sub
strate). At the end oíthe treatment period, media were collected and 
either stored frozen unti1 quantitation ofE and/or cAMP or dried by 
vacuum centrifugation and immediatcly processed for tPA cnzyme 
activity dctermination. 

Human. Fetal Ct/1.s Expressing the FSH Rtcrpto,. The human 
embryonic kidney-derived (HEK) 293-cell Iine transfected with the 
human FSH receptor cDNA was a generous gift of Dr. Aaron J.W. 
Hsueh, Stanford University (Stanford, Caiif.). Thc origin, handling, 
ligand specificity and biochemical properties of tbe recombinan! 
human FSH receptor expressed by this cell line bave been described 
elsewhere(l 3]. Transfected HEKcells(2 x 10' ce\ls/culturcdish)werc 
cxposed to increasing doses ofFSHi or FSH-5 isofonn concentrates in 
the presence of0.125 mM MIX for 24 h al 37•c. After incubation, 
total (intra- and e,;traccllular) cAMP lcvels were dctennined by RIA. 
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Radiofmmunoa.uays 
Highly purified human pituitary FSH (human FSH-11, NIDDK) 

was iodinated by the lactoperoxidasc-glucose 011:idase method [14]. 
Following separation of protein-bound and free 125¡ by Scpbade11: G-
100 column chromatography, m1-labcllcd FSH was further purified 
by concanavalin A chromatography as described by Dufau et al. l 15j; 
lhe specific activity of m1-labelled FSH was 75-85 µCilµg protein. 
The FSH RIA was performed using reagents provided by the 
NlDDK; the reference preparation LER-907 was employed to con
struct tbe standard curve. This standard exhibits a degree oí eharge 
heterogeneity similar 10 crude pituitary ex:tracls as disc!Med by chr0-
matofocusing [16] and has an immunological potency of - 0.03 the 
potency exhibited by the purified FSH-13 preparation. The polyclon
al antihuman FSH-6 ata final dilution of 1:250,000 was used as anti
scrum; this antiserum exhibits <0.1 % cross-reactivity with highly 
purified human LH and undetectable rcac1ivity with free a-subunit. 
Conccntrations of FSH-11, recFSH, FSHi and FSH-5 are e11:pressed 
in terms of the FSH-11 standard unless specified. The LH RlA was 
peñormed employing (1251).labelled LH-11 as the tracer (specific 
activity, 70-90 µCi/µg protein}, 1he LER-907 referencc preparation 
as standard and the antihuman LH-2 as antiscrum. For both assays 
the in ter- and iotra-assa.y coefficients of variation were < 13 and 
<8%, fl:Sl)Cctively. 

The amount of E produccd in vitro by 1he rat granulosa cells was 
determined by RIA using an antiserum against estradiol-1711 [8]. 
Because of the significan! cross-reactivity oí this antiserum with 
estrone (- 22%), results are expressed as 1otal E produced by the 
granulosa cells in culture. The scnsitivity oí the assay was 6.3 pg/ 
tube. The RIA of cAMP was petformed employing 2-0-monosucci
nyl cAMP lyrosylmethyl ester iodinated by the chloramine T method 
as 1he labeling ligand and the CV-27 cAMP antiserum al a final dilu
tion of 1:150,000. Afier incubation at 4 • C for 24 h, antibody-bound 
and freecAMP were separated byethanolic precipitation followed by 
ccntrifugation at 1,200g at 4ºC. Tbe sensitivity of the assay was 
4 fmoVtube. Ali samp!es from a smgle experiment were analyzed for 
estradiol and/orcAMPcontent in the same batch. For both assays the 
intra-assay coefficient ofvariation was <6%. 

Receptor Binding A.uay 
Tbe receptor binding assay for FSHi and FSH-5 was perfonned 

using ral granulosa cclls collected from diethylstilbestrol-primed 21-
day-old Wistar ratsas described above. Cells were washed twicc witb 
unsupplemented McCoy's medium, redissolved in 10 mM phos
pbate buffer, pH7.5, 5mM Mg02, lOOm.M sucrose and 0.1% 
bovine SC1"llm albumin (binding buffer) and incubated ata density of 
2 x !OS per tube for 18 b at room temperature in the presence of 
15,000 cpm m¡.Jabelled FSH {speciítc activity - 35 µCi/µg pro1ein) 
and in~ing amounts of FSHi, FSH-5 or highly purified human 
FSH-1-SIAFP- I {NIDDK). At the end ofthe incubation period, 2 ml 
icc-cold binding buffer were added to each tube and bound and free 
ligand was separa.ted by centrifugation at 2,200 g for 30 min at 4 ºC. 
Radioactivity in the ccll pellets was measured in a y-counter (Pa
ckard Crystal Plus). Nonspecific binding was assessed by adding a 
1,000-fold excess of highly puriíted urinary FSH {Fertinonn HP, 
Serono de México S.A.). Specific binding of IHJ.Jabelled FSH to 
granulosa cells was 14% ofthe total radioactivity added. 

Detection of tPA Enzyme Activity 
Detection of tPA enzyme activity was assessed by zymography 

using the method ofGranelly-Pipemo and Reich [17) as modified by 
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Heu~n and Dowdle {18]. Briefly, ali vacuum-dried samples were 
individually redissolved in the same volume of ¡ x Laemmli s.ample 
buffer and electrophoresed in l2% sodium dodecylsulfate polyacryl
amide (SDS-PAGE) slab mini gels at 4ºCfor 1.5 h. Each SDS-PAGE 
involved two gels, the fint contained 0.1 % ge!atin 10 detecl non plas
minogen-dependent proteases and the second contained both gelatin 
and purified human plasminogen to detect plasminogen-dcpendent 
proteases. Purified recombinant tPA (M, - 70,000) and urokinase
type plasminogen activator (M, - 50,000) were also applied to each 
gel. Aftcr electrophoresis, gels were treated for 1 h with 2.5% Tri ton 
X-100 in 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, at room temperature, washed 3 
times for I h with the same Tris-HCI so!ution, and then incubated 
for 16 h at 37•c, fixed, stained with 0.1 % Coomassie brilliant blue 
R-250 aod photographed. 

Statisrical Analysi.s 
One-way analysis of variance (ANOVA) was employed to deter

mine difTerences betwecn groups. When di!Tercnces existed, t tests 
were used to detennine which means were difTerent. Probabilities of 
<0.05 were considered statistically significan!. 

Results 

Separation of pituitary glycoprotein cxtracts through 
high-resolution chromatofocusing columns disclosed the 
presence of many ( - 20) distinct peaks of FSH immu
noactivity with pH values ranging from >7.10 to <3.80 
(fig. la). Fractions comprising the first FSH peak (FSHi), 
which appeared in eluates containing those proteins that 
flew to the column unrestricted (pH value > 7. 10), were 
processed as described in 'Material and Methods' and 
tested for in vitro bioactivity. FSH•5, a highly acidic iso
fonn detected within the salt peak (pH <3.8), which 
behaves as a potent FSH agonist in the rat granulosa cell 
system [8], was processed in the same manner as FSHi 
and included in all experiments as a positive control (ago
nist of FSH activity). As shown in figure 2, both FSH iso
forms displaced IHf.Iabelled FSH from the granulosa cells 
in a dose-dependent manner andina similar fashion tban 
the highly purified human FSH-I~SIAFP-1 standard. 

Incubation of rat granulosa cells in culture with in• 
creasing doses of FSHi failed to induce signilicant E pro
duction; similar results were found when induction of tPA 
enzyrne activity was measured as cnd point {not shown). 
These findings strongly suggested that the increase in 
androgen aromatization previously detected with this iso
form [8} -was probably triggered by the extremely bigh 
amounts of LH present in the original sample. In fact, 
highly purified LH was able to induce significant E pro
duction when added in high concentrations to cultured 
granulosa cells, an effect which was efficiently blocked by 
adding the antihuman LH-2 antibody (fig. lb) but not 
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Fig. 2, Competitivc displacemenl curves 
of 12lJ.Jabcllcd FSH by FSHi, FSH-5 and 
FSH-1-SIAFP•l in the receptor binding as
say. The dose is cxpresscd in terms ofhuman 
FSH-13 as mea su red by RIA. Data pointsarc 
the mean of triplicate incubations. Similar 
results wcrc found in two additional assays. 

Fig, 3. Changes in conccntrations ofE released into the culture medium of granulosa cel!s 
culturcd in the prcscncc ofFSHi, FSH-5, FSH-11 and FSH-11 plus FSHi and FSH-11 plus 
FSH-5. • Cultured rat granulosa cclls wcrc incubated during 48 h wilh human FSH-11 
{2.7 ng/we\l; shaded bar) in thc abscnce or prcsence of increasing conetntrations of FSHi (O) 
and the amount of cstradio\ accumulated in the culture media was quantita\ed by RIA. 
C!osed dn;\es: thc ability of FSHi to induce E production. D Changes in concentrations of E 
rcleased into the culture mcdium of granulosa ce!ls incubated in the presencc of increasmg 
amounts of FSH-11. e Thc effcct of FSH-5 alone (solid bar) and FSH-11 alone (2.7 ng/well; 
shaded bar) or coincubated with increasing doses of FSH-5 (O) on total E production. Data 
points are thc mean ± SD oftriplicate incubations. Similar results were found in two addi
tional cxperimcnts; C = control incubations in thc abscnce of hormones. To convert to 
nmol/1. multiply by 1.34. 

antihuman FSH-6 (not shown). In contrast, when graded 
amounts of FSHi were coincubated with the EDjo of eith
er FSH-11 or recFSH it behaved as an antagonist, inhib
iting the FSH-mediated E production in a dose-depen
dent manner (fig. 3a). Similar cfTects were observed when 
the induction of tPA enzyme activity was measured as 
the biological endpoint (fig. 4). In contrast to FSHi, the 
FSH-5 variant behaved as an agonist when added eithcr 
alone (fig. 3c for E production; not shown for tPA enzyme 
activity) or in the prcsence ofthe EDso ofhighly purified 
FSH (fig. 3c, 4); the agonist activity of this more acidic 
isoform was, however, more apparent for estradiol pro
duction than for induction of tPA enzyme activity. 

The elTects of FSHi on cAMP accumulation are shown 
in figure 5a. In the prcsencc of thc ED5o of FSH-11, FSHi 
induced a bell-shaped dose response curve; Jow doses 
(0.09-0.36 ng) of this isoform significantly increased the 
effccts ofFSH-11 on cAMP production bycultured granu
losa cells whereas at high doses ( 1.4-2.8 ng) the isoform 
had no cffect on cAMP accumulation induced by the pitu-

Naturally Occurring FSH Antagonists 
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Fig. 4. Dett:etion of tPA cnzymc activity in conditioncd media 
from gra11u!osa cclls cxposed to di!Tercnt FSH preparations. Culturcd 
rat 11,ranulosa cdls wcrc stimulated durina 48 h with FSHi or FSH-5 
alone (rcsu!ls not shown in thc figure) or with FSH-1 l in the abscnce 
(lancs 2-4) or presence of FSH-5 (Janes 5 and 6) or FSHi (Jane 1) at 
the doses (in ngfwell) shown below thc rcprcsentative zymograph. 
Aliquots of media were then declrophoresed in SDS-PAGE contain
ing gclatin and p\asminogen as described in thc tcxt. Thc location of 
tl'A (M, -10.000) and hill,h molecular wciaht (M, - 50,000) uroki• 
nasc-typc plasminogcn activator (uPA) activities are notcd. No pro
teol~tic activity with M, - 70,000 or M, - 50,000was dctectcd whcn 
p\asminogcn was omittcd from the polyacrylamidc gcls (not shown). 
Thc rcsults are rcpresentative ofthrce separa te cxpcriments. 
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Flg. 5. Thc cITccts of FSH-11, FSHi and 
FSH-5 on cAMP production by cultured 
granulosa cells. Culturcd granulosa cclls 
werc stimulatcd for 48 h with FSH-11 in the 
absence (shadcd ba13)or prcscncc of incrcas
in¡ amounts ofFSHi or FSH-5. Al thc cnd of 
lhc incubation period, cAMP and E accumu
lation wcrc qu:mtilatcd by RIA. a Thc eITcct 
ofFSHi (solid bar)and FSH-11 (2.7 ng.lwcll) 
plus incrcasing amounts of FSHi (O) on 
cAMP aceumulation. b cAMP accumulation 
after cell exposurc 10 FSH-5 (solid bar) or 
~H-11 plus gradcd doses of FSH-S (O). 
• p < O.O I vs. thc lowcr and highcr FSHi 
doses and vs. FSH-11 alone; C .. conuol 
incubations in thc abscncc of hormones. 
Similar results were found in 1wo additional 
e11perimcnts. 

100 
0----0 íSHi 

~ •-• l'SH-5 ó • 80 

!+ • '--¡; 60 
E 
8 'º 1·•/· n. .1· :,¡ 
<( 20 /. u 

o 
0.1 1 10 

ng FSH 

8 

6 

4 

Ag. e. Tbc c!Tects oí incrcasing doses of FSHi and FSH-5 on 
cAMP production by HEK cclls. 2 x t05 HEK cells transfected with 
thc cDNA for thc human FSH receptor wcrc stimulatcd during 24 h 
with different doses ofFSHi or FSH-5. Al the cnd ofthe incubation 
pcriod aliquots of media wcre analyzed for cAMP contcnt by RIA. 

itary standard (FSH-11). On the contrary, the effects of 
FSH-5 alone or in the presence ofFSH-11 on cAMP accu
mulation were similar to those elicited on total E produc
tion (fig. 5b). To confirm the capability ofFSHi to induce 
cAMP accumulation, HEK cells expressing an homoge
nous population of the human FSH receptor were incu
bated with increasing doses of FSHi. As figure 6 shows, 

"' Nrurocndoc:rinology 1998;67: 1 H-163 

0.03 0,3 
"Q íSH-$ 

I 
FSH-11 + fSHl 

ng FSHi 

FSHi induced cAMP formation by HEK cells in a dose
dependent manner, further, as previously reported [8}, 
the potency of this isoform to stimulate the human FSH 
receptor was higher than that exhibited by its most acidic 
counterpart (FSH-5). These results stronglysuggestcd that 
FSHi counteracted the efTects of purified FSH at steps fol
lowing cAMP formation. To corroborate this possibility, 
we analyzed the efTects of FSHi on DBcAMP-induced E 
production and tPA enzyme activity. As figure 7b shows, 
FSHi inhibited DBcAMP-induced E production; mean
while, the efTects ofthe cAMP analog were potentiated by 
FSH-5. Similar results were found when tPA enzyme 
activity was analyzed as the end point (fig. 7a). 

To rule out the possibility that the inhibitory effects 
exhibited by FSHi were actually produced by a nonspe
cific contaminant or factor present in the sample, cultured 
granulosa cells were incubated with DBcAMP plus FSHi 
in the presence or absence of antlhuman FSH-6 (at a titer 
sufficient to completely block androgen aromatization 
induced by recFSH} and the effects of the FSHi-contain
ing sample on DBcAMP-induced E production and tPA 
enzyme activity were then analyzed. Addition ofthe FSH 
antibody to the incubation medium had no effect on tPA 
enzyme activity or E accumulation; however, when added 
together with FSHi and DBcAMP it blocked by 60 and 
80% the inhibitory effects ofFSHi on second messenger
induced E and tPA enzyme activity, respectively (fig. 8). 
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Fig, 7. Detection oftPA cnzymc activity and total estrogens in 
conditioned media from granulosa cc!ls cxposcd to recFSH and dibu
tyryl cAMP (DBcAMP) in the prc~nce or absence ofFSHi or FSH-5. 
Culturcd rat granulosa cells were stimulated during 48 h with FSHi 
or FSH-5 alonc {rcsults not sho,.,,n in the figure) or with recFSH 
(5.3 ngfwcll for tPA detection and 2.7 n!Vwell for E production) or 
0.5 mMDBcAMP in the absenceor presencc ofFSHi (2.8 ng for tPA 
detection and 2.1 ng for E production) or FSH-5 ( 1.4 n¡). Aliquots of 
media were processed for quantitation of E by RIA or clcctropho
resed in SDS.PAGEcontaininggelatin and plasminogcn as described 
m the text. The location of tPA (M, - 70,000) and high molecular 
weight (M, - 50,000) urolánasc-typc plasminogcn ac1ivator (uPA) 
aclivitics are nota1. a Representath·c zymograph showing the effect 
ofDBcAMP and recFSH in lhc abscncc (lanes 2 and 5) or presence of 
FSHi (l:mes 3 and 6) or FSH-5 (lancs 4 and 7). b E accumulation in 
the same experiment shown abovc; C (lanc J) = control incubation 
with no hormones or DBcAMP addcd. The results are represenlativc 
of thrce !M!parate experimcnts. • p < O.O! vs. DBcAMP;" p < 0.01 vs. 

Sincc activation of the protein kinase C (PKC) path
way may block sorne FSH-mediated actions in both gran
ulosa [19-21] and Sertoli [22] cclls, wc investigated 
whether the antagonistic eITects of FSHi on FSH-induced 
E production were related to selective activation of the 
PKC pathway. To study this possible relationship, granu
losa cells were incubated with recFSH plus FSHi in the 
presence or absence of staurosJX)rine, a very eITective 
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recFSH in the absence ofFSHi or FSH-5. NS: recFSH plus FSHi vs. 
DBcAMP plus FSHi and recFSH plus FSH-5 vs. DBcAMP plus 
FSH-5. The results are rcprcscntativc of 3 scparatc cxpcrimcnts. 

Fig. 8. lmmunoncutralization ofthc inhibitory effects ofFSHi on 
dibutyiyl cAMP (DBcAMP)-induced tPA enzymc activily and E pro
duction by granulosa cclls. Cultured cells were stimulated with 
0.5 mM DBcAMP for 48 h in !he absence or presence of 2.8 nglwell 
FSHi with or without the addition of an antibody against human 
FSH ata J; 10,000 dilution. ■ Representa ti ve zymograph showing !he 
effectsofantiFSH on the FSHi-depemlent inhibition oftPA enzyme 
activity induced by DBcAMP. b The effect.s of antiFSH on 
DBcAMP-induccd androgen aromatization and FSHi-m1..-diated in
hibition of E production. • p < 0.01 vs. DBcAMP ulone aml 
DBcAMP plusantiFSH; b p < 0.05 vs. control: e p< 0.01 vs. ali other 
¡roups; C " control incubations in the ab~nce of hormones, 
DBcAMP or antiFSH. Tbc rcsults are rcprcscntative of 3 separ:ue 
cxpcrimcnls. 

PKC inhibitor [23]. As previously reported {24], stauro
sporine induced a slight but significant increase in both 
basal and FSH-stimulated granulosa ccll nromatization 
(fig. 9). The presence ofthis PKC inhibitor, however, did 
not alter the inhibitory eITect of FSHi upon recFSH
induced E production. 
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Fig. 9. Thc effects of the PKC inhibitor staurosporine on E pro
duc1ion by rat granulosa cells. Cultured cel\s were stimulated for 48 h 
with FSHi or FSH-5 alone, or with 2. 7 ng/wcll recFSH in che absencc 
or prescnce ofO.S nM staurosporinc, 1.4 ng/well FSHi ar 1.4 ng.lwe!I 
FSH-5. At the end ofthc incubalion pcriod, media were removed and 
analyzcd for E content by RIA. Values(mcan ± SO) forcon1rol incu
bations were 0.4 ± 0.03 nf/wdl (absence of hormones or staurospo
rinc), O.SO ± 0.02 ng/well (FSHi alone) and 4. 7 ± 0.2 ng.lwell 
(FSH-5). OifTercnt lctters abovc cach bar indicate the existente of 
significan! {p < O.OS) differenccs l>:twcen groups. 

Discusaion 

The sugar residues of heterodimeric glycoprotein hor
mones are important for the expression of full biological 
activity [l, 25-27]. Extensive removal of the carbohy
drate moieties from FSH, LH and hCG causes complete 
loss ofbiological activity without a significant loss in their 
ability to bind their corresponding receptor [25, 28-30]. 
Further, deglycosylation ofthese gonadotropin hormones 
either by enzymatic [28} or chemical [25, 30, 311 proce• 
dures or by deletion of sites for N-linked glycosylation 
(32, 331, produces antagonist hormones which are able to 
interact strongly with the receptor and that inhibit both 
the binding of the wild-type honnone and the generation 
of second messenger in a dose-dependent manner. 

In the present study we analyzed the effects of a natu
rally occurring FSH-like molecule, which binds to the 
FSH receptor and pos.ses.ses presumptively a low sialic 
acid content as indicated by its elution pH profile during 
the chromatofocusing separation [ 6]. Although this iso
form was identified in those fractions that ílew from the 

· column unrestricted and thus its exact pH val u e could not 
be determined, previous studies performed on a similar 
less acidic isoform also exhibiting FSH antagonist proper• 
ties but recovered from the serum of GnRH antagonist-
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treated hypogonadal women, have revealed that this par
ticular FSH charge isoform may in fact becomposed by at 
least 3 components with more basic elution pH values 
(9.6-9.4) [9]. Furthermore, recent lectin-binding studies 
have indicated that this FSH isoform bears more high 
mannose- and hybrid-type oligosaccharides thus indicat
ing that, unlike other FSH antagonist isoforms [30, 33], it 
is not a completely deglycosylated isoform but rather an 
underglycosylated variant [34]. 

As previously reported for deglycosylated FSH analogs 
(30, 33], this FSH inhibitor behaved as antagonist ofFSH 
action in cultured granulosa cells isolated from estrogen
primed immature rats. This previously undetected fea
ture was unmasked only after LH removal, thus indicat
ing that the agonistic activity previously reported [7, 8] 
was in fact dueto the extremely high amounts ofLH that 
coeluted with it during the chromatofocusing procedure 
(35]. Further, the blocking effectsofFSHi were not dueto 
contamination with factor(s)which may potentially inter• 
fere with sorne FSH-mediated actions [20), since addition 
of a highly specific antibody to human FSH to the incuba• 
tion medium effectively neutralized the inhibitory activi• 
ty ofthe isoform. Failure to observe complete reversion of 
the blocking effects of FSHi upon FSH action by this 
immunoneutralization procedure may be dueto a slight 
underestimation of the amount of FSHi present in the 
sample by the immunoassay employed in the present 
study [8]. In contrast to FSHi, the agonistic effects ofthe 
more acidic/siaJylated FSH isoform (FSH-5) was unaf• 
fected by LH removal. 

The mechanism(s) subserving the inhibitory effects of 
FSHi on FSH•induced aromatization and tPA enzyme 
activity are uncertain. In contrast to deglycosylated pitu• 
itary and recombinant FSH [30, 33), which are incapable 
to activate the receptor and trigger a signal transduction, 
the antagonist FSH isoform was able to induce adenylate 
cyclase activity in a dose--dependent manner, thus indicat• 
ing that its inhibitory effects were probably exerted at or 
independently of steps downstream of cAMP formation 
and protein kinase A activation; further, the observation 
that the effects of FSHi were insensitive to staurosporine, 
strongly suggests that the FSH blocking effects were not 
mediated by simultaneous activation of the PKC path• 
way, which is one of the main mechanisms by which the 
FSH receptor is desensitized (36]. Thus, it seems that 
FSHi actson altemate pathways to inhibit the stimulatory 
effects of FSH. Severa! mechanisms may be proposed, 
including induction of receptor cross.talk and the subse• 
quent activation of receptors for honnones with FSH 
antagonistic effects, such as prolactin, which has been 
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shown to suppress the stimulatory actions ofFSH [22, 37, 
38). Another possibility is that FSHi may inhibit nonre
ceptor tyrosine kinase activation, an effect that may 
potentially arrest the FSH-induced accumulation of aro
matase cytochrome P450 mRNA in rat granulosa cells 
[39, 40]. Altematively, FSHi may exert its antagonistic 
effects by increasing the intracellular levels of protein 
kinase A inhibitors, which have not been yet isolated from 
ovarian granulosa cells but that may inhibit cAMP-depen
dent pbosphorylation in a variety of tissues, including rat 
Sertoli cells [41-43]. 0n the other band, FSHi may inbibit 
the FSH-stimulated actions indirectly by increasing tbe 
amounts of insulin-like growtb factor binding proteins, 
which have been shown to actas potent inhibitors of some 
specific gonadotropin actions, including induction of E 
production and tPA enzyme activity, in a variety ofani
mal models (44-47]. 

All these possible mechanisms, however, imply that 
FSH isoforms (including FSHi) may be able to elicit dif
ferential or even disparate res¡x:mses at the receptor leve!. 
Support for isofonn-specific induction of unique target 
site events comes from studies showing that, in contrast to 
its native analog, chemically deglycosylated avine FSH 
may induce divergent effects in terms of cAMP accumula
tion and inhibin production in immature rat Sertoli cells 
[l, 48). 0n the other hand, it has been recently reported 
that insect-cell-expressed human FSH, which is incom
pletely glycosylated and sialylated at very low levels [49, 
50], may induce dose-dependent biphasic responses be
baving as agonist or antagonist of human pituitary FSH 
depending on the leve! of rcceptor-transducer activation 
prometed by the FSH stimulus [SI}. Altbough simulta
neous activation of different G protein subtypes (G, and 
members of the G/G0 class) or uncoupling of the receptor 
from the stimulatory (G-dependent) signaling pathway 
may explain the dual efTects provoked by the underglyco
sylated, baculovirus-expressed FSH analog, it is impor
tant to emphasize that FSHi also blocked the stimulatory 
effects ofDBcAMP, suggesting that its inhibitory proper
ties are not mediated through simultaneous activation of 
the G/G0 pathway. Nevertheless, the overall data indi
cates that the FSH receptor-transducer system possesses 
sufficient versatily to respond in a different manner to 
g1ycosylation-dependent diversc FSH signals. 

Although the significance of this finding is at present 
unclear, it is tempting to speculate that in sorne physiolog
ical conditions (e.g. tbe preovulatory phase of the men
strual cycle) this natural antihormone may function as a 
finc-tuning regulator of the intensity of the gonadotropic 
signal to avoid overstimulation ofthe growing follicle. In 
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fact, we and others have found that the basal secretion of 
this particular FSH variant in creases during the late follic
ular phase of the menstrual cycle [3, 11}. Conversely, 
abnonnally elevated levels oftbis FSHi may counteract in 
excess the physiological gonadotropic stimulus and even
tually lead to a hypogonadotropic state; this possibility is 
exemplified by the recen ti y reported case of a young wom
en with normal ovulatory menstrual cycles, infertility and 
low Bfl FSH ratios [lOJ; 65% ofherserum FSH eluted in a 
pH range above 6.0 and, in tenns of estradiol production 
in vitro, had compromised bioactivity. Toe means of this 
abnormal production of basic FSH isoforms in terms of 
FSH-induced in vivo functions and whether it is the cause 
or consequence of this patient's infertility is a matter of 
speculation at this time. Further support for the possibili
ty that this naturally occurring FSH antagonist may be 
produced and secreted by the pituitary gland during cer
tain conditions comes from the finding that hypogonada1 
women treated with GnRH antagonist may exhibit circu
lating immunoreactive FSH ísoforms tbat are devoid of 
bioactivity but are otherwise capable of blocking FSH 
action in ovarian granulosa cells [9]. 

In summary, the anterior pituitary gland synthesizes 
different FSH charge isoforms which may act as either 
agonists or antagonists ofFSH action at the target celt lev
el. Elucidation ofthe chemical structure ofboth the stored 
and released FSH antagonist variants may be useful to 
further define the structure-function relationship of this 
gonadotropin as well as to design antagonist analogs, 
potentially of use in exogenously controlled follicular mat
uration and in contraception. 
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