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Estudio de la pulsatilidad y bioactividad de la hormona luteinizante en
el varén fértil e infertit

RESUMEN

La oligoastenozoospermia idiopédtica es una de las causas de infertilidad masculina més
frecuente y de etiopatogenia menos conocida. A fin de obtener informacion sobre la
participacién de algunos factores endocrinos en Ia etiologia de este tipo de enfermedad,
informacidn que no se obtiene facilmente mediante la ufilizacion de méiodos
tradicionales, se decidio aplicar algoritmos recientemente propuestos para analizar con
mayor exactitud los pulsos de secrecién de la hormona luteinizante (LH) y su relacién
con la produccion de testosterona. Para ello, se tomaron muestras de suero sanguineo,
cada diez minutos durante 12 horas continuas, de 15 varones euspérmicos fértiles y de 14
varones infértiles con diagnédstico clinico de oligoastenozoospermia idiopatica, siendo
analizados los perfiles de concentracién sérica de LH asi como su actividad bioldgica.
Con la finalidad de evaluar la reserva hipofisiaria de LH, después de 8 horas de andlisis
de la secrecién espontinea se administraron 2 pulsos intravenosos {con 2 horas de
diferencia entre ellos) de un andlogo de GnRH y se continué el muestreo en la forma
descrita. La pulsatilidad hormonal fue evaluada mediante anélisis de grupo de dafos y
método de desconvolucion de parametros miliiples, asi como con autoregresién lineal y
series de tiempo. En los varones infértiles se encontré una disminucién de la amplitud,
intervalo entre pulsos y de la velocidad de secrecion de los pulsos de LH bioactiva
comparado con los euspérmicos, sin embargo la vida media y la masa secretada por pulso
de la LH fueron significativamente mayores en los infértiles que en el grupo control; de
igual forma se presenté una tendencia 2 ser mayor la concentracién media circulante de
LH en el grupo de varones infértiles que en los fértiles. El incremento en la vida media y
la concentracion media circulante de LH en el grupo infértil sugiere la secrecién de una
isoforma més dcida de esta hormona en el grupo infértil. E! andlisis del cociente
bioactividad:inmunoactividad de la LH reflejé que en todos los parametros estudiados, la
actividad biolégica de la concentracién circulante de LH fite mayor con respecto a la
determinacion inmunoldgica, tanto en e} grupo de varones normales come en el grupo de
infértiles. En el estudio de LH y su relacién con la testosterona mediante analisis de
series de tiempo se encontraron niveles circulantes mas altos de LH y mas bajos de
testosterona en el grupo de hombres infértiles, lo cual hace posible pensar que en los
infértiles se presente un proceso de produccién compensatoria de LH, y como respuesta
un intento de aumentar la produccidén de testosterona sin que se logre alcanzar la
necesaria para un desempeiioc normal. Un hecho que no permitié encontrar diferencias
sustanciales en lo que respecta a la hipétesis inicial fue que durante el desarrolie del
analisis de datos hubo individuos fértiles que, a pesar de contar con los requisitos en los
criterios de inclusion para el estudio, sus patrones de secrecion de LH bicactiva y por
ende de testosterona no se comportaron como la mayoria de los individuos en su grupo,
sino que parecian mas sujetos del grupo de infértiles, aun asi, las diferencias observadas
en ¢l patrén de secrecidn de LH bioactiva en los pacientes infértiles reflejan alteraciones
en el funcionamiento del eje hipotalamo-hipéfisis-testiculo que pueden influir en la
deficiencia de la produccién de espermatozoides, caracteristica en este tipo de patologia.



INTRODUCCION

Numerosos estudios han demostrado que la gametogénesis estd regulada por factores
neuroendocrinos (69,83). Mientras que en la mujer las fallas en la ovogénesis estan
vinculadas frecuentemente a trastornos en la regulacién de este proceso, en la mayoria de
los varones aparentemente sanos con alteraciones en la espermatogénesis no se¢ encuentran
anomalias en el funcionamiento del eje hipotdlamo - hipéfisis - testiculo, estableciéndose el
diagndstico de infertilidad idiopatica. Asi pues, la oligoastenozoospermia de esta

naturaleza es la causa mas frecuente de infertilidad masculina (13,15,18).

51 bien las técnicas inmunométricas (R1A, IRMA ELISA, TFMA) han permitido identificar
caracteristicas cuaniificables de la secrecién de las hormonas glucoproteicas
inmunorreactivas en diferentes condiciones fisioldgicas, el desarrollo de bioensayos in
vitro de gran especificidad, sensibilidad y precision para la medicion de las
concentraciones circulantes de hormonas glucoproteicas bioactivas, asi como la
implementacién de procedimientos matemdticos para analizar y emular las caracteristicas
de dicha secrecion hormonal, han permitido reconocer discrepancias entre los resultados de
la inmunoactividad y la bioactividad de las hormonas, asi como, modificaciones en los

cventos secretorios que inducen alteraciones en la respuesta fisiolégica esperada

(82.83,84).

La utilizacién del algoritmo de desconvolucién de parametros multiples de hormonas
glucoproteicas permite calcular las velocidades de eliminacidn enddgena de las hormonas

mediante un modelo en el que interactia valores de secrecion y depuraci6n, por lo tanto es



posible obtener constantes de la velocidad de eliminaci6n para cada individuo. Con esto se
evita el error experimental que se presenta al determinar la vida media de una hormona
partiendo de determinaciones de concentracién simples y espaciadas en la sangre
periférica. Mediante este procedimiento se puede calcular la localizacion temporal de cada
pulso secretor, asi como el intervalo entre pulsos, lo cual facilita la comparacidon con las
caracteristicas de secrecion con otras hormonas en un tiempo dado. Al combinar este
método con el anlisis de grupo de datos (cluster analysis) se logra evaluar con eficiencia
grandes cantidades de muestras obtenidas en tiempos cortos, con lo cual se aumenta el

valor diagndstico (79,118).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Adn persiste cierto desconocimiento sobre muchos de los mecanismos endocrinos que
regulan la fisiologia reproductiva en el hombre. Con relacién a esto, se puede asegurar que
en la actualidad se carece de informacion fundamental sobre:

1. La participacion de los mecanismos de regulacién neuroendocrinoldgica del eje
hipotdlamo - hipdfisis - testiculo en los procesos de espermatocitogénesis,
espermiogénesis y maduracidn epididimaria del espermatozoide.

2. La concertacién de los eventos endocrinos, paracrinos y autocrinos que regulan la
interaccion fisiolégica entre las células de Leydig, las células de Sertoli y las células
peritubulares.

Actualmente ¢! tratamiento y las posibilidades de pmﬁéstico de la infertilidad masculina

debida al llamado factor masculino son limitados, ya que en muchos de los pacientes que

presentan alteraciones en el nimero, morfologia, movilidad, metabolismo energético y

capacidad fertilizante de los espermatozoides no se identifican consistentemente anomalias



en el gje hipotalamo - hipéfisis - testiculo a través del protocolo para su estudio integral
(13,61), por lo que estos pacientes son identificados como de causa desconocida o
idiopatica.

La oligoastenozoospermia idiop#tica constituye una de las causas mas frecuentes de
infertilidad masculina. La naturaleza del defecto en el eje hipotalamo - hipbfisis - testiculo
que incide en la ctiopatogenia de dicho trastorno es desconocida. Varios trabajos han
sefialado la presencia de disfuncién de las células de Leydig, tales como la reduccidn en la
produccion y secrecién de testosterona, mientras que otros se inclinan a apoyar la teoria de
que la oligozoospermia en el hombre se debe fundamentalmente a desdrdenes en la
mancuerna hipotdlamo — hipéfisis (18,24).

Se ha sefialado que en este tipo de pacientes infértiles es a veces posible incrementar el
niunero de espermatozoides en el eyaculado mediante la aplicacion de gonadotrofinas. Sin
embargo, el hecho de que este tratamiento produce resultados impredecibles (18,23), hace
imposible relacionar directamente el aumento en la actividad biologica de Ilas
gonadotrofinas séricas con la normalizacién de la espermatogénesis en estos pacientes, y
por 1o tanto, hace dudar de una relacién directa entre los niveles séricos de FSHy LH v la
presencia de oligoastenozoospermia. Este hecho es confirmado por numerosos estudios en
los que se ha utilizado RIA para la determinacion de las concentraciones hormonales
totales presentes en la sangre periférica de este tipo de pacientes, v no se ha podido
identificar consistentemente diferencias significativas con respecto a las concentraciones
hormonales de los varones euspérmicos fértiles (13,15,61).

Sin embargo, debido a que la LH presenta microheterogeneidad (46,77,78) que puede

afectar su actividad bioldgica, es posible que aunque los varones oligoastenozoospérmicos



no presenten alteraciones en las concentraciones de Lﬁ inmunorreactivas, si tengan una
secrecion de LH con diferente actividad biologica a [a de los varones normales, ¢ bien
patrones de secrecion modificados.

Basado en lo anterior, y bajo la perspectiva de cenirar la atencién en la regulacién
neuroendocrinoldgica del eje hipotilamo - hipdfisis - testiculo, fueron analizadas las
caracteristicas de la secrecion pulsatil de LH en varones euspérmicos fértiles y varones
oligoastenozoospérmicos infértiles con concentraciones normales de LH inmunorreactiva,
con el objeto de determinar comparativamente las caracteristicas cuantitativas de Ia
secrecion espontinea ¢ inducida de LH biolégicamente activa, v determinar la relacidn de
esta hormona con la produccion de testosterona.

El presente trabajo se baso en la hipotesis general de que la pulsatilidad de Ia secrecion de
LH inmuno y bioactiva es diferente en sus caracteristicas cuantitativas entre los varones
euspérmicos fértiles y los varones infértiles diagnosticados con oligoastenozoospermia
idiopatica, y puede estar asociada con una diferencia significativa en la proporcién de LH

bio/inmunoactiva circulante.



REVISION DE LA LITERATURA

ASPECTOS RELACIONADOS CON LA INFERTILIDAD MASCULINA

Estudios realizados por la Organizacién Mundial de )a Salud (144) han revelado gue en el
ser humano la frecuencia de infertilidad en a poblacion mundial general oscila entre €1 10 -
30 %. La incidencia de las patologias que afectan la salud reproductiva de la mujer ¥ €l
varon varfan de acuerdo a factores geograficos, ambientales y socioeconomicos (15,144).
Por otra parte, el resultado de un estudio prospectivo efectuado entre 1978 y 1985 en 7,250
parejas infértiles ubicadas en hospitales de diversas regiones del mundo, empleando como
instrumento de evaluacién el protocolo para el estudio integral de la pareja propuesto por la
OM.S,, sefiala que en el 45 % de estas parejas la infertilidad era atribuible al factor
masculino (I18). En ese sentido, se define como varén normal o euspérmico fértil a todo
aquel individuo aparentemente sano que haya procreado un hijo en los tres afios previos a
su estudio, y en el que los resultados de 2 espermatobioscopias directas realizadas con 2
semanas de diferencia y después de 3 dias de abstinencia sexual, se encueniren dentro de
los limites considerados como normales por ta Organizacion Mundial de la Salud (143).
Este y otros estudios de evaluacién diagnéstica (11) han permitido clasificar los factores
causales de la infertilidad masculina en 7 grupos: (25)

. Factores Pretesticulares: Padecimientos del eje hipotdlamo - hipéfisis- testiculo (pan-hipo-
pituitarismo, sindrome de Kallman, eunucoidismo, hiperplasia adrenal congénita, tumores
en sistema nervioso central) y algunas endocrinopatias (prolactinomas, sindrome de

insensibilidad a los andrdgenos, feminizacion testicular).



2. Factores Testiculares: Comprenden todos las causas que modifican de manera importante
la espermatogénesis: Criptorquidismo, varicocele, traumatismo testicular y algunos factores
ambientales, dependientes frecuentemente de la ocupacion de los sujetos, por ejemplo el
calor y ruido excesivos. Se ha demostrado que la hipertermia testicular conduce a la
inhibicién de la espermatogénesis (53), la cual cesa completamente en el caso de
criptorquidismo (70), asi como en grado variable en casos de varicocele (33). Asimismo,
ha sido posible relacionar algunos casos de oligozoospermia con la utilizacién prolongada
de calzoncilios muy ajustados o de suspensorios, que mantienen a los testiculos en contacto
prolongado con la superficie inguinal (10), o en sujetos cuyo trabajo implica la
permnanencia prolongada en ambientes con altas temperaturas. Por supuesto, debe ‘
considerarse siempre dentro de estas causas la azoospermia inducida por radiacion, tanto de
origen accidental, como la requerida para el tratamiento de algunas enfermedades (96).

3. Factores Postesticulares: Aqui pueden incluirse los padecimientos que afectan el transporte
de los espermatozoides a través de los conductos sexuales masculinos y algunos
padecimientos que modifican la conducta sexual (impotencia, incompetencia eyaculatoria),
Las malformaciones o padecimientos obstructivos de los conductos deferentes o glindulas
accesorias pueden provocar azoospermia u oligozoospermia (hipospadias, ausencia u
obstruccion de alguna porcidn del epididimo, ausencia o estenosis uni- o bilateral de los
conductos deferentes, y como causa especial, la vasectomia).

4. Padecimientos Infecciosos del aparato genito - urinario. Dentro de estas causa se podria
incluir la orquitis como secuela de paperas pospuberales, padecimicnto que conlleva a
grave atrofia testicular. La existencia de enfermedades sistémicas severas acompafiadas de

episodios de hipertermia, produce frecuentemente un dafic en la espermatogénesis,



habiéndose observado que 2-3 semanas después del pericdo febril se puede diagnosticar la
presencia de oligozoospermia, la cual puede prolongarse durante 2 o mas meses (11,53).
Las enfermedades de transmisién sexual, especialmente si han sido recurrentes y/o no han
recibido tratamiento médico adecuado, producen alteraciones en los conductos
epididimarios, deferentes y excretores, asi como en los constituyentes del plasma seminal,
alterando la movilidad espermatica.

. Factores Generales: Sindrome de Klinenfelter, sindrome de Down, anorquidismo, aplasia
de células germinativas, sindrome de c€lulas de Sertoli, y las alteraciones inmunolégicas,
incluyendo la orquitis autoinmune, que pueden afectar la espermatogénesis, el transporte y
la maduracién de los espermatozoides. En esta categoria puede incluirse también estrés
fisico o mental, al ejercicio extenuante, la pérdida subita de peso y el ayuno prolongado.

. Factores Farmacolégicos o Toéxicos: Se sabe que algunos medicamentos, como las
sulfasalacinas (103), la cimetidina (110), {a colchicina (75), los nitrofuranos (88) v los
antineoplasicos (55), asi como algunas drogas de uso comiin como la cafeina y la nicotina
(87,99), el alcohol y la mariguana (55,62,95), pueden tener efectos gonadotéxicos v
provocar oligo-, asteno-, 0 teratozoospermia. Debe mencionarse también el uso exdgeno de
esteroides anabdlicos, que contrariamente a lo que generalmente se piensa pueden actuar
come un efectivo medic anticonceptive, deprimiendo la sintesis de gonadotrofinas e
interfiriendo con el desarrollo normal de la espermatogénesis (11). Asimismeo, la
exposicitn a sustancias téxicas en forma crénica en la nifiez, adolescencia o edad adulta
reduce la produccion de espermatozoides al dafiar el epitelio germinal.

. Factores de Etiologia Desconocida: Es frecuente localizar sujetos infértiles en los que es

imposible precisar la existencia de alguna causa que justifique el padecimiento, de manera



que se incluye en la categoria de Infertilidad Idiopatica, entendiendo por ello a aquel vardn
que manteniendo relaciones sexuales regulares y sin proteccion anticonceptiva con una
misma pareja fértil no haya procreado un hijo en los tres afios previos al estudio y, en el
que, sin patologia aparente que comprometa ¢l gje hipotalamo - hipdfisis - testiculo, los
resultados de 2 espermatobioscopias directas, realizadas con 2 semanas de diferencia y
después de 3 dias de abstinencia sexual, reporten una concentracién espenmnatica menor a
20 millones por mililitro y una movilidad celular menor al 40 % (143). Son estos casos en
donde las herramientas de estudio deben ser ampliadas para poder llegar a un diagnéstice,

prondstico y tratamiento adecuado.

CARACTERISTICAS DE LA HORMONA LUTEINIZANTE

La LH es unz hormona glicoproteica secretada en forma pulsati]l por las células
gonadotréficas de la hipofisis bajo influencia de la hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH). El GnRH es producido por neuronas hipotaldmicas que lo depositan en la
eminencia media para ser transferido a la hipofisis a través de los capilares del sistema
porta hipotalamo-hipofisiario. E1 GnRH es secretade en forma de pulsos, cuya frecuencia
puede ser modificada por factores internos y factores ambientales. Cada pulso de GnRH es
seguido por un puiso de LH secretada hacia la circulacion periférica. El testiculo es el
organo blanco de la LH, la cual se Ioéaliza en altas concentraciones en el intersticio

alrededor de las células de Leydig (16.68,139).

La hormona luteinizante estimula la produccidén de andrégenos, principalmente
testosterona, por parte de las células de Leydig in vivo e in vitro (91). Muchos autores

coinciden en el hecho de que la LH tiene muy poca influencia sobre los tibulos seminiferos
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aislados en forma experimental (2,8,9,70,91), sin embargo, la testosterona producida por
influencia de ia LH si afecta la funcién de las células de Sertoli y las células germinativas,
por lo que la LH tiene efectos indirectos sobre estas células (41,83,113). En las células de
Leydig existen receptores que se unen tanto a la LH como a la gonadotrofina coriénica
humana ~ hCG (72,83,90). Esta poblacion de receptores se reduce después de la
hipofisectomia (91), © después de un tratamiento con hCG (90). Aunque esta
autorregulacion negativa de receptores puede ser debida a una disminucion en la respuesta
de las células de Leydig aisladas in vilro, esto es siempre precedido por un increrento en el
niimero de receptores, y su significancia in vivo ain permanece incierta, particularmente
por el hecho de que se necesitan altas dosis de kCG para producir dicho efecto (49,89).
También debe sefialarse que el tratamiento de ratas enteras con pequefias dosis repetidas de

hCG incrementa la respuesta testicular in vivo a pesar de la pérdida de receptores (92).

La bioactividad de la LH varia en forma sustancial al presentarse eventos fisiologicos y
patologicos diversos, tanto en humanos como en animales. En un hombre normal, el
contenido de LH bioldgicamente activa en la sangre se incrementa de manera significativa
al comenzar el proceso de la pubertad (34,139). Es posible modificar el patrén de
bioactividad de la LH mediante la administracién de diversos tratarnientos. Asi, la
aplicacién de 5-o dihidrotestosterona en hombres normales proveca una reduccion en los
niveles de LH biocactiva circulante (31), mientras que la administracion de bloqueadores
para los receptores de testosterona resulta en un aumento en los niveles de inmunoactividad
y bioactividad de la LH en varones jévenes (106). Este iltimo incremento se presenta
acompafiado por un incremento en la cantidad total de LH secretada, sin detectarse

variaciones en la duracién de los pulsos de LH, evidenciando con esto que existe en el






mensaje regulatorio, no solo el componente de la frecuencia de la sefial, sino también la
cantidad de hormona biologicamente activa que se secrete. A pesar de que se conoce que
los andrégenos y estrégenos modifican la cantidad, calidad y actividad biolégica de la LH
circulante, todavia existen dudas acerca de la influencia directa del hipotalamao, la hipdfisis,

o ambos, en la fisiologia normal de la regulacién de las hormonas esteroidales sexuales en

el hombre (83).

REGULACION NEUROENDOCRINOLOGICA DEL EJE HIPOTALAMO-
HIPOFISIS-GONADA EN EL VARON

La dependencia hormonal de la espermatogénesis estd bien establecida, sin embargo,
todavia persiste ciertc desconocimiento acerca de los mecanismos endocrinos
fundamentales que tegulan la actividad reproductora en el hombre, incluyendo los
mecanismos que regulan la funcién del eje hipotilamo - hipdfisis - testiculo, y la

interaccion entre las células de Leydig, Sertoli y peritubulares.

La espermatogénesis involucra una compleja secuencia de eventos intratesticulares,
estrechamente concatenados, desde la division celular y diferenciacion de las
espermatogonias, hasta la produccién en niumero suficiente de espermatozoides estructural
y funcionalmente integros (4.8,12,43,114,135), modulados todos ellos por las hormonas

luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH).

La FSH ejerce su funcién a través de las células de Sertoli, regulando la maduracién de las
células germinativas en sus diferentes etapas. La LH participa también de manera

importante en la espermatogénesis, debido a que promueve la existencia de un

10



microambiente intraceiular donde prevalece una concentracién elevada de tesiosterona

necesatia para el funcionamiento normat del espacio espermatogénico (12,16,114,135).

La participacion de la LH es esencial para la secrecién de testosterona, cuya sintesis es
inducida /n vive minutos después que la LH interacciona con sus receptores en la

membrana plasmatica de la célula de Leydig (9,12,31,90,91,92).

Las hormonas glucoproteicas LH v FSH estén constituidas por subunidades moleculares
diferentes. Ambas gonadotrofinas estan integradas por una subunidad o idéntica y una
subunidad B diferente para cada hormona y que las distingue entre si. En este contexto, la
estructura polipeptidica de la subunidad B difiere tanto entre las hormonas LH y FSH asi
como con otras hormonas glucoproteicas, tales como la tirotrofica (TSH) y la
gonadotrofina coriénica humana (hCG). Los genes para las subunidades B de LH y FSH
son codificados en distintos cromosomas y por lo tanto sometidos a una regulacién
diferente. Un sitio critico en la regulacién de los genes de las gonadotrofinas estd en la
transcripcion inicial , la cual puede ser modificada por GnRH y por las hormonas
esteroides. Desde luego, la transcripcién de las subunidades & y B de Ias hormonas
gonadotréficas es sensible a la frecuencia y a la amplitud de los pulsos de GnRH que llegan
a la hipdfisis anterior (3,16,17,19,21,56,67,71,73,94,135). Estudios realizados tanto in vivo
como in vitro han demostrado la necesidad de una frecuencia y una amplitud éptimas en
los pulsos de GnRI{ para activar la transcripeién genética de las subunidades oy $ de LH y
FSH, y con menor exigencia para la transcripcién del gen o de LH (17,21,47,60,67,71,94).
Por ¢jemplo, en la rata, un pulso de GnRH emitido aproximadamente cada 30-45 minutos

parece ser suficiente para la activacion del gen que transcribe la subunidad p de LH, con el

11



consiguiente aumento en las células gonadotréficas de la concentracion de RNA mensajero
especifico para esa subunidad. En contraste, el gen que codifica para la subunidad B de
FSH es activado mas eficientemente por un pulso de GnRH emitido cada 90-120 minutos.
Por otra parte, un amplio rango de frecuencias en los pulsos de GnRH, o inclusive una
liberacion continua de esta hormona, estimulan la transcripeion del gen que codifica para la
subunidad o (21,60,94). Existe también una dependencia significativa de la sintesis de

gonadotrofinas asociada con ia amplitud de los pulsos de GnRH (74).

Después de la acumulacion de las cantidades adecuadas especificas de RNA mensajero que
codifican para las subunidades § de LH y FSH, asi como para la subunidad o comin, la
sintesis de las hormonas polipeptidicas se Heva a cabo en los ribosomas. La estructura
polipeptidica resultante es transportada al aparato de Golgi dentro de la célula, donde
suceden las modificaciones postraduccién, que consisten en la glicosilacién especifica de
esta estructura, o bien la adicion de 4cido sidlico a las subunidades proteicas o v §, v/o la
suifatacién en el caso de la subunidad B de la LH (31,58,90,92). Las hormonas
gonadotréficas maduras asi modificadas manifiestan diferencias en su carga eléctrica y sus
pesos moleculares. Tal heterogeneidad en las formas moleculares de LH y FSH influye en
la velocidad de su depuracidon metabédlica, en la unidn con el tejido especifico v en la

potencia de activacién de las gonadotrofinas secretadas (31).

En un medio ambiente empobrecido de esteroides que prevalece en los casos de castracién,
o en la falla ovarica funcional (por ejemplo en la menopausia), las isoformas dcidas de LH
y FSH tienden a predominar en la hipofisis anterior, el plasma sanguineo y en la orina.

Estas isoformas 4cidas tiene una actividad biolégica relativamente baja in vitro, en los
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bioensayos con células de Leydig (LH), asi como en los que utilizan las células de la
granulosa y de Sertoli (FSH), pero generalmente presentan una depuracién metabdlica baja,
con una consecuente vida media larga, logrando asi aumentar su actividad biologica in
vivo. Por el contrario, en un ambiente pleno en esteroides, como el que prevalece en las
mujeres jévenes durante la fase folicular media del ciclo menstrual, existe un predominio
de las isoformas bdsicas de LH y FSH en la sangre periférica (22,26,27,31,65). Estas
isoformas basicas son potentes estimuladores de las células gonadales in vitro, sin embargo
in vivo experimentan una depuracion metabélica relativamente rapida y por lo tanto una
vida media corta, por lo que son accesibles por poco tiempo a los sitios receptores

correspondientes.

Después de la estimulacién fisioidgica con GnRH es perceptible un aumento en la
actividad biologica de LH en la sangre periférica en el vardén sano (32,92,126,127),
situacién que sugiere una secrecion rapida de LH biolégicamente activa como respuesta a
la accién de GnRH. Estas consideraciones permiten sefialar la precision y complejidad del
control que ejercen las células gonadotréficas sobre las propiedades bioquimicas de las
hormonas secretadas, con los efectos subsecuenies in vivo, tanto en la depuracidn
metabélica de las hormonas, como en la actividad biologica tisular de las isoformas

secretadas (31,58).
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MECANISMOS DE AUTORREGULACION DEL EJE
HIPOTALAMO-HIPOFISIS-TESTICULO

Las células gonadotréficas de la hipdfisis anterior responden al GnRH secretando LH
y/o FSH para estimular la androgénesis o la espermatogénesis (83,91). Todo producto
intermedio o final de esta cascada retroalimentara a varios niveles en ¢l eje reproductivo
para regular asi la produccién hormonal. Asi pues, si hay una retroalimentacién
deficiente aparece a nivel hipotalémico se presentard una alteracién en la frecuencia de
los pulsos de GnRH, mientras que si la alteracién en la retroalimentacion se da a nivel
hipofisiario, no se afecta la frecuencia de secrecién de las hormonas gonadotroficas,
pero si la magnitud de la respuesta de éstas a cada pulso de GnRH, La influencia directa
de los diferentes mecanismos de regulacion del sistema reproductivo masculino hasta
ahora no ha sido bien dilucidada, sin embargo, es bien sabido que la testosterona y sus
derivados, asi como laz inhibina estdn regulados mayormente por el eje hipotalamo -
hipéfisis (41,83,91).

El GnRH sintético estimula la secrecién tanto de LH como de FSH ix vivo, asi como en
células hipofisiarias in vitro, por lo que este sencillo decapéptido (pyro-Glu-His-Trp-
Ser-Tyr-Leu-Iso-Arg-Pro-Gly NH; ) es el iniciador de la cascada reproductiva (73). Esta
conclusion se basa en el hecho de que con la administracion de GnRH se restaura {a
actividad gonadal en animales de laboratorio con lesiones hipotalamicas (91). En el
hombre, se ha usado la administracién de GaRH para restaurar la secrecién de LH y
FSH en pacientes con deficiencias de GnRH por sindrome de Kallman, sindrome de
Rudd, de Laurence-Moon-Bield, y otras formas de enfermedades hipotaldmicas, como

por ejemplo la anorexia nerviosa (25). El GnRH también restaura la secrecién de
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gonadotrofinas después de la destruccién de hipotalamo o del tallo hipofisiario debido a
la irradiacién (3,7,43). Tante en animales como en el hombre la inmunizacién activa
contra el GnRH provoca un descenso en los niveles circulantes de gonadotrofinas (86).
Este efecto también se produce después de la administracién de antisuero contra GnRI
(37) y después del tratamiento con antagonistas y superagonistas del GnRH (20,56). A
pesar de estos estudios, se mantiene constante e] debate acerca de si el GnRH es e}
principal o el dmico estimulador en ia produccién de FSH (83).

No es posible determinar las concentraciones de GuRH en la circulacidn periférica
debido a la gran dilucién de las pequefiisimas cantidades de la hormona (20-800 pmol),
que se secretan hacia el sistema porta hipotdlamo- hipofisis, asf como a la rapida
degradacion de la hormona en [a circulacién (17). Asimismo, algunos tejidos producen
péptidos idénticos o muy similares al GnRH, los que podrian provecar confusiones al
medir los niveles de GnRH er la circulacién periférica (60). Debido a que las
concentraciones periféricas de GnRH no tienen ninguna relacién con su liberacidon a
nivel hipotaldmico, por lo expresado anteriormente, la cuantificacion del GnRH se hace
impractica y de dudosa utilidad. Existen métodos indirectos para estudiar el modo de
secrecion del GnRH. Estos incluyen modelos in vitro utilizando glandulas o cultivos
hipofisiarios para probar la respuesta a diferentes dosis de infusién de GnRH; respuestas
in vivo de animales lesionados a nivel hipotalamico ante diferentes dosis de GnRH, y
monitoreo de los patrones de secrecién de LH como reflejo de la actividad hipotalamica.
El mecanismo por el cual el GnRH estimula la liberacién de gonadotrofinas se puede
dividir en tres pasos. El primero, es una unién reversible y de alta afinidad (Kd 107

mol/l) entre el GnRH y sus receptores en la membrana plasmdtica de las células
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gonadotrofas; segundo, la microagregacion de receptores; y tercero, la movilizacion de
calcio (19). Todo esto resulta en la preparacion de las células hipofisiarias para la
produccion y secrecion de hormonas gonadotréficas. El GnRH autoregula 2 sus propios
receptores. Las concentraciones fisiolégicas normales de GnRH tienen un efecto de
autorregulacion positiva que aumenta la sensibilidad de la hipéfisis al GnRH, de tal
forma que aumenta la amplitud de la respuestz a cada pulso de GnRH. En contraste, la
presencia continua de altas concentraciones de GnRH proveca una autorregulacion
negativa de los receptores de GnRH en las células gonadotroficas. Ahora bien, esta
desensibilizacion debida a exceso de GnRH, no es producida solamente por la
autorregulacion negativa de los receptores, sino también por la disminucién de la
cantidad de gonadotrofinas y a la presencia de un periodo refractario en los eventos pos-
receptor (41,83).

Al realizar estudios de identificacion directa de la presencia de hormonas gonadotréficas
en las células hipofisiarias se ha demostrado que el 70% de los gonadétrofos contienen
tanto LH como FSH, un 17 % sélo contiene LH y un 13 % sélo FSH (26). En células
hipofisiarias mantenidas en cultivo se encontré que el 57 % contenian tanto LH como
FSH, v este porcentaje aumentd a 74% después de la administracién de GnRH durante
4 horas (27). Esto explica parcialmente las diferencias en la secrecion de FSH y LH en
determinade momento, aunque el mecanismo que regula dicha actividad no ha sido
esclarecido.

La LH y la FSH se acoplan a receptores especificos en el testiculo para regular las
funciones de las células de Leydig y tibulos seminiferos. Aungue existe una compleja

interrelacién entre ambas hormonas gonadotroficas y las mencionadas estructuras
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testiculares (12}, la LH estimula principalmente la sintesis y secrecion de testosterona
por parte de las células de Leydig, mientras que la FSH regula la espermatogénesis.

Al unirse ]a LH a las células de Leydig se estimula la produccién de testosterona y en
menor medida estradiol y otros productos. La mayor parte del estradiol circulante en el
macho proviene de la conversion periférica de testosterona (43). La FSH potencializa
los efectos de la LH sobre la produccidn de testosterona, probablemente incrementando
el mimero de receptores para LH en las células de Leydig. Esta relacién es similar a la
observada también en las células de la teca interna del ovario (41).

La FSH se une a receptores de membrana de las células de Sertoli en el tibulo
seminifero y estimula la espermatogénesis. Este efecto es complementado por la
estimulacion provocada por ia testosterona, la cual difunde hacia el tibulo serninifero
desde las células de Leydig (43).

ANALISIS DE LA PULSATILIDAD Y BIOACTIVIDAD DE LA
HORMONA LUTEINIZANTE

En estudios realizados tanto en el humano como en otras especies de mamifero desde hace
mas de 20 afios, se ha demostrado que las gidndulas endocrinas modulan ia actividad de las
células blanco a través de un patrén de secrecion hormonal de naturaleza pulsatil, mas que
mediante una secrecion continua (39,42,111,128). La importancia fisiolégica de que las
sefiales hormonales sean intermitentes, radica en que con esto se evita la desensibilizacion
de los tejidos blanco que ocurre en presencia de concentraciones hormonales sostenidas y
sin varacién (127). Ademds, la secrecion pulsatii favorece la autorregulacién de los
receptores, ya sea positiva o negativa (57). No obstante, la cinética de estos eventos

secretorios endocrinos es particularmente dificil de elucidar in vivo debido a la compleja
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secretorios endocrinos es particularmente dificil de elucidar in vivo debido a la compleja
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influencia de la eliminacion metabdlica de las hormonas (104,126,127). Ademas, las
mediciones in vivo de la actividad bioldgica de la LH no tiene hasta ahora un valor

predictivo confiable debido a la falta de una técnica adecuada (38).

Aunque los ensayos in vitre para medir la bioactividad de la LH no siempre reflejan la
situacién in vivo, existen buenas evidencias de que tal estimacion esta relacionada con la
produccidén de testosterona in vive (77). Los estudios in vitro de Ia LH, mediante el uso de
técnicas inmunoldgicas son muy sensibles y muy especificos, sin embargo no permiten
medir Ia hormona con suficiente exactitud debido a los factores que influyen en el valor
resultante de la medicion, coro puede ser la tasa de eliminacion metabélica de la hormona
(38}, o alguna modificacitn en las caracteristicas de la molécula. Por ejemplo, Haavisto et
al. (46) en 1995 describieron una variante de LH que no es detectada por inmunoensayos
que utilizan anticuerpos monoclonales, por lo que presenta una inmunorreactividad
aberrante. Esta forma variante de LH es causada por la mutacion de dos codones en el gen
que codifica a la subunidad beta de la LH. Uno de ellos introduce una sefial extra de

glicosilacién a la cadena de 1a subunidad beta (37,46,86).

Las hormonas hipofisiarias LH y FSH, asi como la hCG, son glicoproteinas
heterodiméricas, las cuales conticnen dos diferentes subunidades, la alfa y la beta. La
secuencia peptidica de la subunidad alfa es com(n para todas ellas, en cambio, la
subunidad beta difiere en cada hormona y confiere especificidad inmunoldgica y bioldgica
(77,90,100). Ademis, existen varias formas moleculares de LH (isoformas), por lo que la
LH presente en la hipdfisis, o aquella presente en la sangre o en la orina, estd conformada

por proporciones variables de cada isoforma. Estas isoformas tienen diferentes puntos
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isoeléctricos, tamafio y peso molecular, contenido de carbohidratos y secuencia terminal de
las subunidades alfa y beta. Todas estas diferencias se han reflejade en variaciones
frecuentes en los estudios de bioactividad in vivo e in vitro, y sobre todo han dificultado el

establecer correlaciones con resultados provenientes de estudios inmunolégicos.

Se piensa gue 1a hipéfisis es capaz de regular no solo la cantidad de LH a secretar, sino
también la actividad biolégica, al variar la microheterogeneidad de las moléculas
(7790,100). Actualmente no se conoce a cabalidad la base estructural de esta
microheterogeneidad, sin embargo, se puede inferir que ciertas isoformas de LH estimulan

mas eficientemente la secrecidn de testosterona (77,97).

Al utilizar dos diferentes métodos de andlisis inmunométrico (IRMA ¢ [FMA) ante el
estudio de una misma muestra de LH, pueden presentarse resultados solamente parecidos,
lo que hace pensar que las subunidades beta confieren heterogeneidad a la LH, la cual

juega algiin papel en la antigenicidad ante el inmunocensayo (45,46,86).

Por otra parte, la caracterizacion de la secrecion pulsitil de cualquier hormona requiere de
la obtencién repetida de muestras de sangre periférica de los individuos en estudio, a
intervalos cortos y durante un periodo relativamente largo (120,123). En estas muestras se
cuantifican las hormonas de interés mediante andlisis inmunoradiométricos (IRMA),
analisis radioinmune (RIA) y/o bioensayos, y los datos resultantes se identifican como

series de tiempo de las concentraciones hormonales (44,78,124)

A pesar del avance conceptual y metodoldgico de fa endocrinologia, la cinética pulsatil de

los eventos secretorios es dificil de evalvar adecuadamente in vive debido a la compleja



influencia de procesos simultaneos, incluyendo las diferentes velocidades de secrecidn, su
inactivacion, la fijacién a ofras moléculas, el recambio de ios sitios de fijacidon, la
eliminacién dindmica de las hormonas, etc. Las concentraciones séricas de LH medidas
simultineamente por RIA y por bioensayos, frecuentemente difieren. Uno de estos
hallazgos ha sido la disminucion de la tasa de actividad biolégica/actividad inmunolégica
de la LH durante la produccion de cada pulso secretorio. Esta variacion ha sido atribuida a

diferencias en la proporcion de las distintas isoformas de LH secretadas en diferentes

momentos (14,83,126).

No obstante que las concentraciones hormonales medidas por RIA en el suero de
individuos normales en muchas ocasiones no presentan cambios con relacion a aquellas
muestras de individuos con fallas en la espermatogénesis (13,15,18), los recursos analiticos
con que cuentan actualmente los estudios endocrinolégicos permiten la identificacion de
factores no detectados por los resultados directos que presenta el andlisis. Aunque estd
confirmade por numerosos estudios realizados por RIA, que las concentraciones
hormonales totales en sangre periférica de individuos con oligoastenozoospermia idiépatica
no difieren significativamente de las concentraciones hormonales de varones euspérmicos
fértiles, se debe tener en cuenta la concentracién hormonal determinada por RIA no
siempre tiene relacion con la actividad biolégica evaluada mediante bioensayos especificos

(13,15,61,104,126,127).

Existen varios problemas adicionales para la medicién de la LH, por ejemplo, la
sensibilidad del radioinmuncensayo para la medicién de LH en sangre periférica de ratas

frecuentemente es insuficiente; los niveles circulantes normales de LH estdn en los limites
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de sensibilidad de estos ensayos, v si los niveles estan suprimidos, los cambios pueden no
ser detectados. La sensibilidad tipica en los ensayos de LH es de 0.2-0.3 ng/ml, los cuales
se llegan a encontrar en ratas hipofisectomizadas (45). Esto hace pensar gue, ademds de la
variacién propia del ensayo, se pueden presentar modificaciones en los pardmetros a
establecer en el momento de medir la hormona en las diferentes especies animales. Ante
esta situacion se ha hecho necesario utilizar otras técnicas de medicién hormonal, como por
ejemplo el estudio de la bioactividad de la LH, con el fin de obtener una tasa que estime

mas eficientemente los valores bajos de Ia LH.

Normalmente los valores de la LH bioactiva son superiores a los valores de la LH
inmunorreactiva en las mujeres normales, sobre todo durante la fase folicular, no obstante,
durante la fase litea esta diferencia no se puede apreciar aunque, se puede definir que la

concordancia de la pulsatilidad de la LH bicactiva e inmunorreactiva es irregular (38).

El bioensayo para la produccion de testosterona por parte de células intersticiales de
testiculo de rata macho (RICT) tiene una adecuada sensibilidad y precisién que lo hace qtil
para la medicion de esta bioactividad en el suero de hombres normales y mujeres no
gestantes. Los valores de LH bicactiva medidos mediante RICT en varones normales estan
altamente asociados con aguelios valores de LH obtenidos por radioinmunoandlisis, aunque
por lo general, los valores absolutos de LH bioactiva son mayores que los de LH

inmunorreactiva {28,32,49)

La técnica del RICT se basa en la produccién de testosterona por parte de células
intersticiales de rata macho adulta al ser expuestas, por un lado, a la LH del suero de la

muestra en estudio, y por otro lado, a la LH estandarizada, segin la preparacion de
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referencia internacional de hormona luteinizante que produce y distribuye el National
Pituitary Program perteneciente al Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de
América (28,100). Con los valores obtenidos al realizar el ensayo con diferentes
concentraciones de las hormonas estandanzadas se construye una curva estindar, contra la

cual se comparan los valores obtenidos al analizar la muestra problema (9,28,32,33,34,49).

La frecuente observacién en la deteccidn de los pulsos, permite obtener intervalos de
confianza altos para todas aquellas amplitudes consideradas como simultineas. Estudios
recientes demuestran que bajo estas condiciones, la obtencion de muestras sanguineas cada
10 minutos resulta en upa sensibilidad y especificidad por encima del 90% para la
deteccién de los pulsos secretorios de LH, pudiéndose estimar valores confiables de vida

media y tasa de produccién de la hormona (134).

La tasa de LH bio-inmuno ha sido considerada como un indice independiente acerca de la
calidad hormonal, y se ha logrado establecer que existe una variacion implicita en este
factor causada por los diferentes estados o procesos endocrinos. Estos cambios en el
cociente bio-inmuno han side interpretados como reflejo del cambio en el espectro de las
isoformas secretadas de LH. Cuando los datos de LH inmunormreactiva y LH bioactiva son
coraparados, habiendo utilizado una misma preparacion de referencia y los niveles de LH
pudieron ser medidos con buena precision, entonces se puede inferir que las variaciones en
el cociente bio-inmuno son el refiejo de cambios en la combinacion de glicoformas

circulantes de LH (50,77).

Investigaciones que anteceden la propuesta de este trabajo han logrado definir una

metodologia capaz de estudiar el comportamiente de una poblacién celular definida, con el
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fin de conocer su respuesta especifica ante un emisor dado (9,31,32,34,49,63,76), es decir,
se puede influenciar un grupo de células, por ejemplo las de Leydig con LH previamente
estudiada y definida, y conocer la calidad y cantidad de respuesta en la obtencion de

testosterona por parte de dichas células.

Recientermnente, en el hombre se han realizado estudios en relacién con el patrén de
secrecion pulsatil de la LH, FSH, prolactina, testosterona, cortisol, beta-endorfina, y ofras.
(24.39,63,111,122,126,128). A pesar de que estos estudios se han realizado utilizando
protocolos, inmunoensayos y algoritmos diferentes, existe uniformidad en los
conocimientos parciales a que se ha legado con relacion a la frecuencia de estas
secreciones. Asi por ejemplo, el patron de secrecion de LH es el que ha sido mas
ampliamente estudiado y se ha establecido que esta hormona tiene una frecuencia de
secrecitn de un pulso cada 60-90 minutos (20.7i1.8 pulsos/24 h), con una duracién media
de 50+14 minutos por cada pico de concentracién (89,91,97). Por otra parte, la LH
bioactiva se secreta en pulsos con una duracién media de 6.1 minutos a intervalos de 72

minutos {35).

El hecho de que todas las hormonas son secretadas en forma pulsatil u oscilatoria requiere
el uso de métodos especificos capaces de cuantificar dichas variaciones temporales. Toda
secrecion hormonal involucra variaciones temporales, incluyendo las estacionales,
variaciones circadianas y ultradianas y aquellas que pueden presentarse en el orden de
minutos o menos. Se entiende por ultradiano a los limites en las variaciones que se¢
producen en periodos menores al circadiano (20-28 h), refiriéndose a espacios o fracciones

entre una y varias horas al dia. El término circahoral es utilizado para concentrar la
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atencion en periodos de estudio alrededor de la hora (76,101). A tal efecto se han
desarrollado algoritmos para identificar los pulsos en funcion del tiempo (representado en
el perfil hormonal en forma de picos), los cuales son accesibles como programas de
computo. Uno de ellos es el propuesto por Veldhuis y col, denominade desconvolucion de
parametros multiples, el cual permite el cilculo simultineo de la cinética de secrecién

celular de determinada hormona asi como su tasa de eliminacion (119,120).

La desconvolucion es una herramienta matemdtica atil en fisica, ciencias aplicadas y
ciencias naturales para estimar el comportamiento particular de uno o més componentes de
un proceso observado. Por ejemplo, en espectroscopia, la intensidad de una longitud de
onda luminosa estd influenciada por las propiedades de energia de la sefial fluorescente
inicial y la atenuacidn de la sefial emitida durante su trayectoria hasta el punto de
observacién. El método de desconvolucion intenta rescatar el estimado de la intensidad
original de la descarga fluorescente. En términos generales, la desconvolucidén logra
relacionar dos 0 mas procesos mediante la funcién matemaética de la integracién de los

factores a tiempos finitos, la cual se designa como una integral de desconvelucion (119).

Todo fendmeno biologico es el resultado de varios procesos, dependientes o
independientes entre si, que contribuyen a la presentacion del mismo. Tal es el caso del
comportamiento de los metabolitos y las concentraciones hormonales a nivel del sistema
circulatorio a través del tiempo, en el que las variaciones que se presentan en diversas
concentraciones medidas en funcion del tiempo, son el resultado de por lo menos dos
grandes eventos 1) 1a tasa de secrecién del metabolito u hormena y 2) fa magnitud y tipo de

la cinética de eliminacién de los mismos para ser removidos de la circulacién, Un tercer
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componente debe ser el efecto del ruido que se puede presentar tanto ¢n el sistena coino en
el andlisis. La desconvolucion de estos dos eventos permite reconocer la concentracion
estimada como real en un momento determinado (52,59,76,118) Figura 1. Cuando la
cinética de eliminacién de una hormona en estudio es conmocida con suficiente
confiabilidad, Ia tasa de secrecién puede ser obtenida utilizando modelos mateméaticos a fin
de remover los efectos de la distribucién sistémica de la hormona, al igual que su
degradacion. De ipual modo, el método de desconvolucién logra definir con precisidn

aquellos limites temporales y de 4rea de cada pulso (101) Figura 2.

Como se menciond anteriormente, las concentraciones séricas de hormonas, medidas
secuencialmente en el tiempo pueden ser consideradas como la resultante de diversas tasas
de impulsos secretorios de moléculas de hormona hacia el torrente circulatorio, de la
cinética de eliminacién de }a hormona, asi como de cualquier factor de error en el
experimento o variaciones biolégicas no detectadas. La integral de desconvolucion (figura

1) relaciona todos estos factores contribuyentes de la siguiente manera:
c(ti- s(z)e(t-z)dz+e

En donde c(t) es la concentracién de la hormona a un tiempo dado. S(z) denota la funcién
de secrecion, la cual representa la tasa de entrada de las moléculas de interés al muestreo a
través del tiempo, y especifica la masa de substancia desarrollada en el sistema por unidad
de volumen durante el intervalo estudiado. e(t - 2} describe la funcién de eliminacién o la
cinética de remocion de la substancia en el espacio muestreado. € se refiere a la variacién
aleatoria del experimento que contribuye como fa;ctor de confusién en la medicibn

(52,59,118).
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FIGURA 1,
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ustracion que esquematiza el concepto de una integral de convolucion, la cual es utilizada
para especificar ¢l efecto simultineo de dos eventos operativos. En este caso, la funcién
secrecidn (a la izguierda) v la funcidn de eliminacion (en el centro) son integradas y
describen diferentes perfiles de concentracién de hormonas o metabolitos en funcién del
tiempo. Existe una variedad de posibilidades para la presentacion del evento secretorio y de
depuracion, lo cual preduce diversos efectos en el resultado del perfil obtenido en la
integral de convolucién. (Adaptacién con permiso de Veldhuis, J.D. y Johnson, M.L.,
Methods in Enzymology, 20: 542, 1995.}
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FIGURA 2.

ELIMINACION

Disefio de un pulso hormonal con base en un moedelo Gaussiano simétrico, presentando
sus caracteristicas cuantitativas relevantes: Amplitud mdxima, duracion media Ggual a
2.354 D.E. en la posicion de amplitud méxima de la curva), masa secretada (drea bajo la
curva), intervalo entre pulsos (valor entre dos posiciones temporales). Adaptacidén con
permiso de Veldhuis, J.D. y Johnson, M.L., Methods in Enzymology, 20: 549, 1995.
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Este método de desconvolucién puede proveer de infornacién contenida en el
conocimiento de la sefial secretora: a) algunos procesos de secrecién pueden ser
discretamente diferentes en sus pulsos con respecto a la duracién, amplitud, forma y
tiempo. b} El poder analitico del algoritmo puede aumentar cuando es posible remover todo
efecto de confusién tanto en las condiciones del experimento, como en las tasas de
eliminacién metabdlica de las hormonas. c) La cosecrecién de dos o mas hormonas puede
ser analizada a pesar de las diferencias end6genas, alin cuando sean basales. d) Si Ia tasa de
secrecion de una hormona puede ser estimada a través de los datos recolectados, entonces

la tasa de eliminaci6n metabélica puede ser calculada (52,118).

Existen algunas limitaciones del método, como son: a) las series de concentracion
hormonal frecuentemente tienen mucha variacién, ruido y sefiales reales desconocidas por
el investigador, tal es el caso de la falta de conocimiento sobre la tasa de eliminacién de las
diversas isoformas contenidas en una hormona. b) Multiples fuentes de varianza
experimental pueden contribuir a distorsionar el resultado de un evento secretorio (52,118)
Figura 3. En resumen, la aplicacién del método de desconvolucién de pardmetros
multiples permite el cdlculo simultineo de la cinética de eliminacién endégena y de las
tasas de secrecién hormonal 2 través del cilculo de 4 pardmetros del pulso de secrecion: 1)
mamero y localizacién en funcién del tiempo, 2) amplitud, 3) duracién media; todos eilos
relacionados con 4) la cinética de eliminacién exponencial endégena especifica para cada
individuo .en estudio (117,120). Estos pulsos de secrecién hormonal se identifican
previamente por un programa de andlisis de grupos (cluster analysis), el cual localiza los
puntos de inflexién significativos en series de datos, tomando en cuenta la varianza entre

las muestras (117) Figura 4.
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FIGURA 3.
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Determinacion del error tipo I y tipo II en una serie de tiempo al analizar un perfil
hormonal. Se pueden definir tanto los falsos positivos (FP) en los pulsos detectados,
causado esto por la varianza aleatoria experimental, asi como picos verdaderos que no se
estiman y se identifican como falsos negativos (FN). Los verdaderos positivos (VP) y los
verdaderos negativos (VMN) son picos y valles respectivamente bien estimados ¢
identificados. (Adaptacién con permiso de Veldhuis, J.D. y Johnson, M.L., Methods in
Enzymology, 240: 387, 1994.)
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FIGURA 4.
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Obtencidon de un perfil hormonal pulsitil mediante modelos mateméticos. En suma, es Ja
resultante de la construccién de una serie de tiempo utilizando la integral de convolucién
involucrando la funcién secretora y la funcién exponencial de eliminacién. Este perfil de
secrecion - eliminacién convolucionado es superpuesto con un perfil de valores basales y
con otro referente al error experimental. La serie de tiempo final es producida por ia adicidén
de cada uno de los componentes. (Adaptacién con permiso de Veldhuis, J.D. y Johnson,
M.L., Methods in Enzvmology, 240: 386, 1994))
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MATERIAL Y METODOS

Para este estudio fueron analizados dos grupos de individuos voluntarios, aparentemente
sanos de acuerdo a examen fisico, historia clinica y estudios de gabinete completos, sin
tratamiento terapéutico y con edades que oscilaban entre 25 y 40 afios. El primer grupo
correspondid a 15 varones euspérmicos fériiles que fueron invitados a participar en el
estudio. Se definié como euspérmico fértil a todo aquel individuo aparentemente sano que
haya procreado un hijo en los ires afios previos al estudio, y en el que los resultados de 2
espermatobioscopias directas realizadas con 2 semanas de diferencia y después de 3 dias
de abstinencia sexual, se encuentren dentro de los limites considerados come normales por
la Organizacién Mundial de fa Salud (143). Un segundo grupo en estudio consistié en 14
varones infértiles, pacientes de los hospitales del Instituto Mexicano del Seguro Social, con
diagnostico de oligoastenozoospermia idiopatica, refiriéndose ésta al varén gue
manteniendo relaciones sexuales regulares y sin proteccidn anticonceptiva con una misma
pareja fértil no haya procreado un hijo en los tres afios previos al estudio y, en el que, sin
patologia aparente que comprometa el eje hipotalamo - hipéfisis - testiculo, los resultados
de 2 espermatobioscopias directas, realizadas con 2 semanas de diferencia y después de 3
dias de abstinencia sexual, reporten una concentracidén espermatica menor a 20 millones
por mililitre y upa movilidad celular menor al 40 % (143). Dichos pacientes aceptaron por

escrito su participacién en el estudio.

Todos los individuos fueron internados durante un periodo comprendido entre las 20:00 del
viemes y las 21:00 del sdbado. Aunque ¢l estudio se realizd el dia sdbado, ingresaron la

noche anterior para su adaptacién al érea fisica.
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A partir de las 8:00 del dia sdbado se obtuvieron muestras de 6 ml de sangré periférica
cada 10 minutos durante 12 horas. Las primeras ocho horas fueron para evaluar los valores
basales de la LH bioactiva ¢ inmunoactiva. En este periodo, los pacientes podian
desplazarse libremente en el 4rea e ingerir sus alimentos. A fin de evaluar la respuesta de la
hip6fisis ante un estimulo hipotalamicoe en cuanto al incremento en ia secrecion de LH, al
término de las primeras 8 horas de obtencion de muestras se administraron a cada paciente
2 dosis endovenosas de 10 pg de GnRH, con un intervalo entre cada dosis de 2 horas,
continuando con el muestreo durante las siguientes 4 horas. La recoleccion de las muestras
finalizé a las 20:00, ¥ en ese momento los pacientes fueron dados de alta, previa valoracion
clinica. La obtencion de sangre se realizé mediante un catéter insertado en una de las venas
cubitales y en cada muestreo se obtuvieron 6 mi, por lo que el volumen total de sangre

obtenido de cada participante fue de 432 ml.

Cada muestra de sangre se dejd coagular a temperatura ambiente, para luego centrifugarla
a 4°C con el objeto de obtener el suero, mismo que se guardé congelado a -70°C en
alicuotas de | ml hasta su analisis cotrespondiente. Todas las muestras de un mismo

paciente se apalizaron en el mismo ensayo a fin de eliminar 2 variacion interensayo.

La concentracion de LH bioactiva se analizé en las muestras de suerc mediante un
bioensayo basado en la estimulacién de la produccion de testosterona por parte de células
de Leydig de rata macho (31,32), cuyo pro;edimiento se describe a continuacién: Se
obtuvieron las células intersticiales a partir de testiculos de ratas de raza Sprage Dawley
de 12 semanas de edad, las cuales se incubaron en medio de cultivo 199 adicionado con 1
mg de colagenasa tipo [V, 10 mM de HEPES y 0.5 % de alblimina sérica bovina (BSA).

Las células dispersadas se resuspendieron en medio Dulbecco (DMEM) con 1 mg/ml de
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B3A, 0.125 mM de metil-isobutil-xantina y 100 Ul/ml de heparina de sodio, con un
volumen total de la dilucidon final de la suspensién celular de 10 ml por testicuto. En
cada ensayo se utilizaron 2 ratas, las cuales proporcionaron material suficiente para
evaluar 24 muestras, controles y curva estindar. La incubacién del bicensayo se
realizo en viales de polietileno a 37° C, con agitacion de 60 ciclos/min., bajo una
atmdsfera con 95 % de 02y 5 % de CO2. Para la obtencién de las concentraciones de la
curva estandar, en cada vial se colocaron 1-1.5 x 10° células intersticiales dispersadas en 2
mi de medio de cuitivo, 0.1 m! de estindar de LH dilvida en medio DMEM-BSA y 0.1
m] de suero sanguineo libre de gonadotrofinas (obtenido de mujeres con terapia
anticonceptiva oral). Cada conceptracion empleada para la curva estandar se incubé por
triplicado. Para el analisis de las muestras de suero, en cada vial se colocaron 1-1.5x 10°
células intersticiales y 0.1 ml del suero sanguineo a evaluar, por triplicado. Cada vez que
se realiz0 el bicensayo se utilizaron como controles 3 sueres con concentraciones alta,
media y baja de LH. El volumen final de incubacion en todos los tubos fue de 2.2 ml,
completindose éste con suero libre de gonadotrofinas. Las muestras de suero obtenidas
después del estimulo con GnRH se analizaron en alicuotas equivalentes a 5 pl, previa
dilucion 1:25 de las muestras con suero libre de gonadotrofinas o BSA at 5 %. Después
de incubar los viales por 3 horas, las suspensiones de células se centrifugaron a 1500 x g,
por 15 min. Los sobrenadantes se almacenaron a -15° C o se diluyeron inmediatamente
1:20 con solucién salina amortiguada con fosfato (PBS) para la determinacién de
testosterona por RIA. La sensibilidad del bicensayo fue de 0.4 mUI/ml y el coeficiente de

variacidn interensayo fue de 15%.

Fueron utilizados los datos correspondientes al valor de la LH inmunorreactiva,

proveniente de los mismos pacientes, y en los mismos lapsos de obtencién de muestras
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séricas del presente trabajo. La metodologia utilizada para la determinaciéon de LH

inmunelégica fue la técnica de analisis radioinmunométrico IRMA (24,124,125).
ANALISIS DE LA LH CON EL METODO DE DESCONVOLUCION

El andlisis de los datos obtenidos se realizé mediante el uso de dos procedimientos
mateméticos converfidos a paquetes computacionales, ambos disefiados por Veldhuis,
Johnson y colaboradores (52,117,119,120,121). En primera instancia los datos
correspondientes a las concentraciones séricas de LH bioactiva obtenidas durapte el tiempo
de muestreo fueron sometidos a un andlisis de grupo (Cluster Analysis), algoritmo que
permite localizar y analizar incrementos y/o decrementos significativos en series de datos,
y diferenciarlos del error expetimental asociado con las réplicas de datos que pudieran

formar los posibles picos y nadires de la serie.

Posteriormente, se aplicd el método de desconvolucién de pardmetros miltiples, que
consiste en resolver una integral de reconvolucién (118) compuesta por los parimetros
obtenidos durante una serie de tiempo, en la cual se aplica una funcion iterativa, seguido
por la estimacion no lineal de cuadrados minimos de la mejor curva de regresién, en la cual
se incluyen simultineamente todas las concentraciones medidas durante un tiempo
prefijado con sus correspondientes varianzas. Las estimaciones obtenidas por este sistema,
incluyendo las medias aritméticas y sus limites de confianza estadisticos, representan las
caracteristicas de los pulsos de secrecion tomando en cuenta las funciones de eliminacion,
cuyo resultado produce las variaciones en las concentraciones hormonales encontradas en
¢l plasma. La integral convolucional que representa estos eventos de secrecion y

eliminacion es la siguiente:
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c® = | S(2) E(t-2)dz Ecuacién |

En donde:

C(t) es la concentracion de la hormona en suero en un tiempo t determinado;

S(z) es la funcién de impulso, o la cantidad de hormona secretada por volumen de

distribucién unitario por unidad de tiempo, evaluada en cada tiempo z;

E(t-z) es la respuesta de la funcién de impulso, es decir, la cantidad de hormona eliminada
durante el intervalo (t-z).

Se asume que la funcién de impulso, la cual representz la velocidad de secrecién en
funcién del tiempo, estd constituida por una serie de pulsos con amplitudes positivas
ocurridas al azar durante el intervalo en que se hace el muestreo. Es posible considerar que
por debajo de estos pulsos exista una secrecidn tonica que constituye una base comun para
los diferentes pulsos producidos. En su forma maés simple, un pulso es definido como
siguiendo una distribucidn al azar de velocidades de secrecion instanténeas que siguen un
patron de tipo gaussiano. De acuerdo a esta concepeién la forma matemdtica de S(z) estara

dada por la férmula:

[] 2

S(2)= & A; e'mCz -Ppi / SD)
=l

Donde:

A, es la amplitud del iésimo impulso secretor (masa de la hormona liberada por unidad de
volumen de distribucién por unidad de tiempo);

Pp; es la posicidn en el tiempo del iésimo tmpulso;
Z es el tiempo expresado en minutos;

i esel nimero del pulso estudiado en una serie dada, y
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SD es la desviacion esténdar de Ia distribucidén gaussiana de las velocidades de secrecion
instantinea que forman un pulso.

La duracion media de un pulse {0 anchura media del pulso) es igual a 2.354 veces esta
desviacion estandar SD.

El término E(t-z) puede ser razonablemente descrito por el modelo siguiente:

E(t-z) = ¢ 0693(t2)/HL]

Donde HL es la vida media de la hormona previamente calculada.

Para minimizar la variacion entre los datos observados y los calculados mediante 1a curva
de reconvolucién, se wutilizé una estimacion no lineal de cuadrados minimos para

determinar la mejor curva posible de estudio.

Para cada serie de datos (una por paciente’hormona) se calcularon los siguientes
parametros: concentracion de la hormona en el tiempo cero; duracién media de los pulsos
de secrecién (duracion del pulso a la mitad de su amplitud méxima); vida media de la
hormona; intervalo interpulsos; frecuencia (nimero de pulsos identificados/8 horas de
muestreo), masa hormonal secretada por pulso; emplitudes (tasas maximas de secrecion de
cada pulso secretorio individual), tasa de produccidn o velocidad de secrecidn, v
concentracidén media circulante. Haciendo uso de los resuitados obtenidos de la LH
inmunorreactiva y bioactiva, se realizé el cdlculo del cociente de bioactividad-
inmunoactividad de la LH en cada uno de los parametros estudiados anteriormente, es
decir vida media de la hormona, intervalo entre pulsos, masa secretada y amplitud por
puises, tasa de produccién, y concentracidn media circulante de LH, tanto para el grupo

fértil como para el grupo de infértiles.
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Ademas se calculd el valor de la masa secretada de LH antes y después de la
administracién exdgena de GnRH (indice Pos-Pre), asi como el valor de la masa secretada

de LH en el primer y segundo pulso inducido por la administracién exégena de GnRH.
ESTUDIO DE LA LH BIOACTIVA SIN PRETRATAMIENTO MATEMATICO

Con la finalidad de convalidar la técnica de andlisis matemédtico propuesta por Veldhuis,
Johnson y colaboradores, se realizd un estudio paralelo en el que los datos originales,
tanto de la masa secretada de LH bioactiva como de la testosterona (obtenidos en un
estudio clinico simultdneo con los mismos pacientes y en el mismo lapse de estudio),
fueron utilizados para ser analizados estadisticamente, esta vez sin el pretratamiento del
andlisis de desconvolucion, de tal forma que se realizaron consecutivamente los siguientes

estudios: pruebas de autoregresion y andlisis de series de tiempo.

Ambos estudios fueron practicados a los datos originales en cada uno de los grupos
experimentales, euspérmicos y oligospérmicos. Debido a que resulta evidente la gran
dependencia que existe entre un dato y todo dato vecino en cualquiera de las hormonas
estudiadas, se hacfa imprescindible tratar de independizar estadisticamente cada uno de los
valores de la secuencia de estudio, motivo por el cual se realizé una prueba de normalidad
por histoprama de frecuencias de los datos obtenidos (48). Como el resultado de ese
proceso fue que en el grupo de los hombres fértiles hubo un 23% de falta de normalidad en
los datos y en el caso de los infértiles del 25%, se procedié a realizar una transformacion
logaritmica natural para los datos de LH bicactiva LN(LHB) y de testosterona LN(T),
tratando de corregir con ello la falta de normatidad, disminuyendo la varianza de los datos

en cada paciente, y con estos nuevos datos correr el siguiente andlisis.
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En el caso de la autoregresion, la prueba consistié en realizar una regresion lineal, siendo
la variable dependiente los datos de la LH y testosterona dados en el tiempo, ¥ como
variable independiente los mismos datos de LH y testosterona respectivamente, pero
desfasados entre uno y hasta ocho lapsos con respecto al original, a decir en el caso de la

testosterona:

LN T={(LN T-I, LN T-2,...LN T-8), ¢ lo que es lo mismo:
INT, =B+ B LNT. +e
LNT; =80+ p1 LN Tix + ...
LNT;=8p+p LNTiz+¢

El objetivo de este procedimiento es obtener por medio de la técnica de minimos
cuadrados, la relacion existente entre cualquier valor de LH vy testosterona y el valor
precedente, ¥ por ende, la porcion de cada valor en determinado tiempo de la secuencia de

estudio que es independiente de todo valor precedido (48,101,138).

Asimismo se corrié una prueba de regresidn lineal en la que la variable dependiente fue la
testosterona (LN T) y las variables independientes fueron los valores desfasados de LH

entre 10 y hasta 80 minutos antes de cada valor de la testosterona, es decir
LN T =1{(LN LHB-], LN LHB-2..LN LHB-8)

Para el estudio de series de tiempo fue necesario aplicar a los datos originales la técnica de

transformacién por promedios méviles con la finalidad de analizar de igual modo que en el
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estudio anteriormente descrito, la porcién independiente de cada dato de ia secuencia, tanto

para la testosterona como para la LH bioactiva, asf como su interaccion.

Se corricron andlisis de promedios méviles de grado 3, 5, 7y 9 para la LH bioactiva y para
la testosterona, en los grupos de fértiles e infértiles, mediante la téenica descrita por Chou

Ya-Lun (145) y que a continuacion se resume utilizando el ejemplo de promedio movil 5.

El estudio de series de tiempo se basa en desintegrar de los datos originales los cuatro
componentes principales de una serie de datos dependientes entre si: La tendencia (T), la

variacion ciclica (C), Ya variacion estacional (5) y la variacion irregular (1),
De la formula de la serie original, denominada:
Y=T-C-§-1 1

Se puede obtener el componente T - C mediante la generacion de los promedios méviles de

grado 5, logrando que, al dividir 1a ecuacion (1) entre T - C resulte
Y=8-1 )

Si a la ecuacion (2) se le extrae una media geométrica y se le divide entre ella (correccidn

por la media} se obtiene al final solamente el componente estacional de la serie original
Y=S§ 3

Debido a que 1a premisa fundamental del uso de los promedios méviles 5 utilizando sélo el
factor estacional radica en presuponer que se deben presentar variaciones en el
comportamiento de determinada hormona dentro det mismo individuo cada 50 minutos (5

lapsos de 10 minutos cada uno), los nuevos valores de la serie de cada uno de los
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individuos en estudio son agrupados y promediados de la siguiente ranera: grupo 1
(promedio del valor de la hormona en el minuto 10, 60, 110, 160, 210, 260, 310, 360, 410),
grupo 2 (promedio del valor de la hormona en el minuto 20, 70, 120, 170, 220, 270, 320,
370, 420), asi hasta el grupo 5. De esta forma se conformaron 5 promedios por cada

individuo los cuales reflejan las variaciones totales de la hormona a lo largo del estudio.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados estdn expresados como promedio aritmético + desviacion estandar y
mediana. Las diferencia de medias entre grupos para cada pardmetro fue analizada
mediante prucba de T de Student de dos colas con varianza distinta y muestreo impar. £n
algunos casos, como por ejemplo los datos de vida media, hubo necesidad de realizar
comparactones utilizando métodos no paramétrico como la prueba de Wilcoxon con suma
de rangos impares. Todo valor de P menor a 0.05 fue considerado como estadisticamente

significativo.

En el estudio de multicolinealidad, utilizando las pruebas de regresion autoregresién de la
transformacién logaritmica de los valores de LHB y testosterona, se midié el coeficiente de
correlacion (R? ajustada) entre los valores.

En el caso de la serie de tiempo, teniendo ya todos los pacientes sus promedios de
variaciones estacionales se realizd un andlisis de varianza multifactorial el cual logrd
evaluar el efecto del tiempo en el que se presentan las variaciones en la concentracién
hormonal, el efecto de grupo de experimentacidn, fértiles e infértiles, v la interaccion entre

ellos.
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RESULTADOS

Antes de presentar los resultados es importante hacer notar que en la mayoria de los
pardmetros medidos, los valores fueron muy dispersos en sus rangos, lo cual incidié en
forma decisiva en la poca significancia del analisis estadistico. Dicha dispersién fue
debida a la variacién biolégica que manifestaron los participantes en el experimento, ain
cuando la inclusién de cada uno en el estudio se realizd bajo criterios estrictos de

uniformidad de 12 muestra.

El estudio de Ia actividad bioldgica de la LH en su etapa de secrecidn espontinea, mostrd
que aquellos pacientes con oligoastenozoospermia presentaron uvna vida media de la
hormona significativamente maés larga que los individuos normales (cuadro 1). En términos
generales, la LH tuvo una vida media en los varones fértiles de 93 minutos, y en los

infértiles de 131 minutos.

El intervalo entre pulso no difirié entre los individuos normales y los oligospérmicos, tanto
en sus valores basales, como en aquellos después de la administracién de la hormona
GnRH. En el caso del cociente bio-inmuno de la hormona luteinizante antes de administrar
la hormona GnRH, no presentd diferencias entre los grupos estudiados, siendo en ambos,

la relacion casi igual a la unidad (cuadro 2).

En el andlisis de la frecuencia o cantidad de pulsos detectados durante las primeras ocho
horas de muestreo con secrecién espontinea de LH, se localizaron la misma cantidad de

picos en ambos grupos y el cociente de bioactividad:Inmunoactividad no varié entre

frtiles e infértiles (cuadro 3).

41



En el estudio de la masa secretada de LH bioactiva se encontrd un aumento significativo en
todos los individuos después de la administracién de GuRH con respecto a sus valores
basales, sin embargo no existieron diferencias entre grupos antes ni después del GnRH. La
misma situacién se presentd en los resultados del estudio del cociente bio-inmuno de la
‘masa secretada de LH por pulso (cuadro 4), en el que se detectd que existen diferencias
estadisticas de los promedios entre los individuos, antes y después de la administracion de

GnRI, pero no entre los grupos.

En el andlisis de la amplitud por pulso se encontrd que una vez aplicada las dosis de
GnRH, todos los varones manifestaban incrementos significativos en los valores absolutos
de cada parimetro con respecto a sus valores iniciales, pero en ninglin momento se
encontraron diferencias entre los individuos fértiles e infértiles. En el estudio del cociente
bicactividad-inmuncactividad de la amplitud de los picos de LH se presenté una variacion
biolégica en los datos, 1a cual produjo una desviacién estindar elevada, causando con esto
una diferencia no detectada estadisticamente (cuadro 5), sin embargo, la tendencia refleja
que, tanto en los valores basales como en los valores estimulados por el GnRH, los varones
fértiles presentaron mayor cociente de amplitud en cada pico de LH que los varones con

oligoastenozoospermia.

En el estudio de la velocidad de secrecion de la LH tampoco se logrd detectar alguna
diferencia entre grupos, de igual forma ocurrié en el analisis del cociente bio-inmuno, cabe
resaltar que en este rubro la expresidn de la bioactividad de la LH fue casi 5 veces supetior

a l2 inmunoactividad {(cuadro 6).
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Antes de la administracién de GnRH la concentracion media circulante de LH bioactiva se
manifesté en cantidades simitares en ambos grupos, sin embargo después del GnRH la
concentracion media circulante se detecté en mayor cantidad en los varones infértiles
(69.33 +32.07 UI'L) con relacién a los varones fértiles (50.08 + 14.66 UI/L) con P> 0.05.
Esta diferencia no fue detectada en el analisis de la inmunoactividad de la LH. No se
encontraron diferencias significativas entre cocientes en ¢l estudio de la concentracion
mexdia circulante de LH, pero estd bien definida la relacion de 5:1 entre la bioactividad y la

inmunoactividad (cuadro 7).

El andlisis estadistico de los estudios de autoregresion del LN LHB = f (LN LHB-1)
demostré que tanto la R* ajustada del grupo de los individuos fértiles como de los infértiles
fue suficientemente baja como para proseguir con el estudio de la comparacion de los
residuales proveniente de cada suma de cuadrados del andlisis de varianza correspondiente
a cada individuo, tomando en cuenta desfases de LHB de -2, hasta -8, como se planted en
un inicio (cuadro B). De igual forma, la autoregresion realizada sobre el LN T = £ (LN T-1)
presenté una pobre correlacidn en relacion con lo esperado, en ambos grupos y sin

diferencia significativa entre ellos (cuadro 9).

El realizar la regresion LN T = f (LN LHB, LN LHB-1, LN LHB-2... LN LHB-8), se
encontrd que en practicamente todos los casos, el coeficiente §, , correspondiente al valor
de la pendiente que debe presentar cada modelo de curva de regresion ajustada, era un
valor con nula significancia estadistica debido a que el dato de su propia desviacién
estandar lo superaba en valor absoluto, por lo que no se pudo inferir algo importante

mediante este proceso. Este mismo resultado se presentd en la regresion lineal utilizando el
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desfase desde LN LHB-2 hasta LN LHB-8, motivo por ¢l que no se colocan en el cuadro

10.

En el estudio de series de tiempo de ]a LH v testosterona durante el lapso de secrecion
espontdnea de las hormonas, se detectaron inferencias estadisticas al efectuar los
promedios mdviles de grada 5, 7 y 9; en los tres promedios méviles, los valores absolutos
de Ja LHB y la T resultantes fueron similares, asi como la significancia de la diferencia
estadistica entre grupos. Bajo esta perspectiva se pudo constatar que en el caso de la
concentracion media circulante de LH bioactiva, hubo una diferencia altamente
significativa entre los grupos, en donde los individuos normales secretaron menos LH que
los individuos infértiles (esta diferencia no se logrd detectar en el estudio del mismo
parametro al utilizar el método de desconvolucion, descrito en el cuadro 7), mientras que
en la produccién de testosterona circulante, medida por RIA, los resultados fueron al
contrario, los varones fértiles secretaron en forma aitamente significativa mayor cantidad
de hormona que los varones astenospérnicos. Por otro lado, a] analizar la influencia de la
induccién con GoRH sobre fa produccién de LH y testosterona se encontré que si bien la
LH no tuvo variantes entre grupos (tampoco se detectd esto en ¢l cuadro 7), la testosterona
secretada por los varones euspérmicos fue estadisticamente mayor que la de los varones

oligospérmicos (cuadros 11 ¥ 12).
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CUADRO 1

VALOR DE LA VIDA MEDIA DE LA LH EN SECRECION ESPONTANEA
DURANTE 8 HORAS.

VARONES FERTILES
(n=15)
Bicactiva Inmunoactiva

Bioactiva

VARONES INFERTILES
{(n=14)
Inmunoactiva

Promedio (minutos)

52.82 a 80.03 b

13142 a 100.66 b

Desviacion estandar

34.38 9.25

53.22 19.28

Mediana

89.31 79

Valores compartiendo literal son diferentes con P<0.005

CUADRO 2

131.11 97.5

VALORES DEL INTERVALO ENTRE PULSOS DE LA LH
Y DE SU COCIENTE DE BIOACTIVIDAD:INMUNOACTIVIDAD

VARONES FERTILES VARONES INFERTILES |
(n=15) (n=14)

Durante secrecion espontinea | Bioactiva Inmunoactiva {Bicactiva  Inmunocactiva “
Promedio (minutos) 101.22 80.97 109.92 103.19
Desviacion estandar 19.69 15.72 24.07 22.68
Mediana 103 82.41 108 102
Después del GnRH
Promedio (minutos) 112.2 87.16 123,35 110.36
Desviacién estdndar 3.2 6.59 14.34 12.82
Mediana 111 88.8 914 86
Cociente Bio/Inmuno 1.25 1.06

Las diferencias entre grupos no son significativas
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CUADRO 3

VALORES DE LA FRECUENCIA DE LOS PULSOS DE LA LH Y DE SU
COCIENTE DE BIOACTIVIDAD:INMUNOACTIVIDAD
(Cantidad de pulsos en 8 horas de muestreo)

VARONES FERTILES | VARONES INFERTILES
(n=15) (n=14)

Bioactiva Inmunoactiva | Bioactiva Inmunoactiv:

p—

Promedio 4.2 4.1 3.9 3.7
Desviacion estindar 0.9 1 0.85 0.76
Mediana 4 4 4 3.6
Cociente Bio/Inmuno 104 _ .01

Las diferencias entre grupos no son significativas

CUADRO 4

VALORES DE LA MASA DE LH SECRETADA Y DE SU COCIENTE DE
BIOACTIVIDAD:INMUNOACTIVIDAD

T VARONES FERTILES

VARONES INFERTILES

(n=15) (n=14)
Durante secrecion espontdnea | Bloactiva Inmunoactiva | Bioactiva Inmunoactiv.
Promedio (UI/L) 11.95 a 1.96 ¢ 13.12 b 2.85 ¢
Desviacidn estandar 7.23 0.78 6.8 1.42
Mediana 11.5 1.7 12.45 3.05
Cociente Bio/Inmuno 6.04 d 529 e
Después del GnRH
Promedio (UL'L) 59.97 a 13.92 f 6034 b 19.61 f
Desviacidn estdndar 32.99 5.1 35.21 8.8
Mediana 52.9 14 45.7 18
Cociente Bio/Inmuno | 421 d 3.1 e

Valores compartiendo literales iguales {a, ¢ y f) son diferentes con P<0.05
Valores compartiendo literales iguales (b, d y €} son diferentes con P< 0.001
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CUADRO 5

VALORES DE LA AMPLITUD DEL PULSO DE LA LH Y DE SU COCIENTE DE

| BIOACTIVIDAD:INMUNOACTIVIDAD l

————

VARONES FERTILES

(n=15)

VARONES INFERTILES I
(n=14)

Durante secrecion espontdnea

Bioactiva Inmunoactiva

Bioactiva Inmunoactiv:

254 a 0.16

1.93 b 0.51

2.31 0.07

1.45 0.55

15 0.14

1.45 0.32

15.85

37

14.68 a 1.27

2.23

17.60 0.45

2.37

79 1.2

1.715.85

Cociente Bio/ITnmuno

11.51

Valores compartiendo literal a son diferentes con P<0.01
Valores compartiendo literal b son diferentes con P< 0.001

CUADRO 6

VALORES DE LA TASA DE PRODUCCION O VELOCIDAD DE SECRECION
DE LA LH Y DE SU COCIENTE DE BIOACTIVIDAD:INMUNOACTIVIDAD

VARONES FERTILES

3.85

VARONES INFERTILES

(n=15) (n=14)
Durante secrecion espontdnea | Bioactiva  Inmunoactiv Bioactiva Inmunoactiva
Promedio (UVL) 46.53 9.81 44.32 11.09
Desviacién estdndar 20.97 3.61 19.22 6.39
Mediana 52 10.2 47 10.2
Cociente Bio/Inmuno 8 horas 4.97 4.82

Valores compartiendo literales iguales son diferentes con P< 0.001
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CUADRO 7
VALORES DEL CALCULO DE LA CONCENTRACION MEDIA CIRCULANTE
DE LA LH Y DE SU COCIENTE DE BIOACTIVIDAD:INMUNOACTIVIDAD
| VARONES FERTILES | VARONES INFERTILES
(0=15) (n=14)

Durante secrecién esponitGnea | Bioactiva  Inmunoactiva |Bioactiva  Inmunoactiv
Promedio (UI/L) 15.51 a 2.75 1793 b 3.03
Desviacion estandar 5.56 0.77 6.14 1.02
Mediana 16.6 2.5 18.4 3.1
Cociente Bio/Inmuno 5.94 ‘ 5.87

Después del GnRH
Promedio (ULL) 5238 ac 10.18 6933 be 13.68
Desviacion estandar 16.73 3.0 32.07 598
Mediana 44.9 13 66.3 13
Cociente Bio/Tnmuno 5.77 5.12

Valores compartiendo literales iguales son diferentes con P< 0.05

48



CUADRO 8

VALORES DEL COEFICIENTE DE CORRELACION AJUSTADA PARA LA
REGRESION LN LHB = f{LLN LHB-1) EXPRESADG EN PORCENTAJE

R* VARONES FERTILES | R* VARONES INFERTILES
(n=15) (n=14)

56.67 22.31
47.55 53.83
30.28 11.91
7.76 46.31
41.12 71.68
56.97 0.75
15.76 43.99
56.02 32.93
40.39 44 .61
24.38 81.82
49.51 6.81
16.62 56.11
67.12 48.46
23.32 52.18
56.67
PROMEDIO 43.03 PROMEDIO 40.97
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VALORES DEL COEFICIENTE DE CORRELACION AJUSTADA PARA LA

CUADRO 9

REGRESION LN T = §(LN T-1) EXPRESADO EN PORCENTAJE

VARONES FERTILES R?

VARONES INFERTILES R?

(@=15) {n=14)
26.63 56.99
421 50.56
122 10.73 |
1.8 6.4
73.84 32.11
47 89 4268
68.01 12.77
43.84 3.53
33.18 57.75
17.56 75.51
60.83 51.72
21.06 19.95
'; 32.53 64.12
44.09 62.24

26.62
PROMEDIO 29.70

PROMEDIO 37.79 I
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CUADRO 10

VALORES DEL COEFICIENTE B, Y ERROR ESTANDAR PARA LA

REGRESION LINEAL LN T = f(LN LHB, LN LHB-1)

| VARONES FERTILES

VARONES INFERTILES

.

EE. g LHB EE. |[BLHB-1| EE.
00144 | 00049 | 00072 | 0.0027 | 0.007
0.023 0006 | 0.0088 | -4E-4 | 0.0086 |
0.0421 | 00093 | 00109 | -0.003 | 0.0106
00288 § 00074 | 01322 | -0D.038 | 01332
0.0233 | -0018 | 0014 | -0002 | 0.0141
0.0968 3E-4 | 0.0277 | 0.0597 | 0.0278
00152 | -0012 | 00306 | -0.022 | 0.0308
0.0352 | 0.0357 | 00209 | 0.002 | 0.0216
0.0134 | 0.0008 | 00172 | -0.004 | 0.0172
0.0378 | 0.1283 | 0.0853 | 0.0869 | 0.0867 |
0.0145 | 0.0302 | 0.0255 | -0.015 | 0.0258 |
0.0237 0005 | 00104 | -0002 [ 0.0107
0.028¢ | -0.031 | 0.0242 | -0.026 | 0.024
0.0176 | 0.0034 | 0.01 -0.011 0.01
0.0144
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VALORES DEL CALCULO DE LA CONCENTRACION MEDIA CIRCULANTE
DE LH BIOACTIVA UTILIZANDO EL METODO DE ANALISIS DE SERIES DE

CUADRO 11

TIEMPO

VARONES FERTILES

VARONES INFERTILES

{n=13) {n=14)
Durante secrecién espontdinea
Promedio (U/L) 1563 a ¢ 1853 b e
Desviacion estdndar 545 5.54
Mediana 16.6 18.4
Después del GnRH
Promedio (UVL) 3317ad 6950 b d
Desviacion estandar 17.82 34.16
Mediana 45.23 67.44

e r—

——

Valores compartiendo literales iguales (a, b, ¢ y d) son diferentes con P< 0.001

CUADRO 12

VALORES DE LA MASA SECRETADA DE TESTOSTERONA CIRCULANTE
UTILIZANDO EL. METODO DE ANALISIS DE SERIES DE TIEMPO

rere—

VARONES FERTILES | VARONES INFERTILES
{n=135) (n=14)
Durante secrecion espontdnea
Promedio (UI/L) 434 a 3.59a
Desviacion estandar 0.76 048
Mediana 43 3.55
Después del GnRH
Promedio (UL/L) 4.53 b 3.74b |
Desviacién estdndar 0.72 0.28
Mediana 4.5 365

Valores compartiendo literales iguales son diferentes con P< 0.001
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DISCUSION

s

En un intento de caracterizar mas detalladamente el funcionamiento del eje hipotalamo-
hipéfisis-testiculo se evaluaron el patron de secrecion y la actividad bioldgica de la LH
circulante antes y después de la administracién de GnRH en varones fértiles y en
individuos con oligoastenozoospermia idiopatica, utilizando 1las técnicas de
desconvolucion de parimetros miltiples y andlisis de grupos para comparar las

caracteristicas sutiles de la secrecion de LH en ambos grupos.

En el presente estudio se observd que en el grupo de hombres infértiles, la LH bioactiva e
inmunoactiva tuvieron una vida media mas prolongada que _la del grupo de varones
fértiles. Asi mismo, fueron comparados los valores obtenidos de la LH bioactiva con los
valores de LH inmunoactiva de los mismos pacientes en igualdad de condiciones de
estudio. El cocientc de la LH bio-inmuno se utiliza para medir la diferencia en la
manifestacion del comportamiento entre los valores de la LHbioactiva y la LH
inmunorreactiva, esta diferencia es mas marcada en ¢l momento del pico ondulatorio que
en ¢l nadir. Normalmente los valores de 1a LH bioactiva son superiores a los valores de la
LH inmunorreactiva (38). Un aumento en la tasa bio-inmuno de la LH estd relacionada
con una secrecidn de mejor calidad de dicha hormona proveniente de una reserva
hipofisiaria especial (45,46,77,78,82,84). En este sentido, la comparacién indica que el
cociente bio-inmuno de la amplitud de los pulsos de la LH producida fue .

significativamente menor en los pacientes infértiles que en el grupo testigo.

Debido a esta diferencia, y a pesar de la prolongada vida media del grupo infértil, el menor

cociente bio-inmuno sugiere que la biopotencialidad de la LH secretada es menor en el
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grupo de hombres infértiles que en el grupe de individuos con actividad reproductiva
normal, es decir, que probablemente en el hombre nommal se presente una mayor tasa de
secrecién de LH con respecto al hombre infértil. Estas diferencias pueden reflejar la
liberacitn de una isoforma de LH relativamente mas 4icida, con mayor vida media y con
menor bioactividad en pacientes con sindrome de oligoastenozoospermia idiopatica (83).
Estas isoformas édcidas de la hormona luteinizante parecen predominar en la hipéfisis,
plasma sanguineo y orina cuando las concentraciones circulantes de hormonas esteroides
estin disminuidas (57,139), pero su identificacién en este tipo de pacientes varones

requiere de mas estudio.

Existen diversas isoformas de LH, mismas que poseen propiedades distintas unas de otras.
Informes recientes proponen que las isoformas basicas de la LH estin asociadas con una
gran actividad bioldgica y corta vida media in vive (38,46,139). Mitchell y col. (77)
informaron que en hombres recibiendo tratamientos de hemodidlisis se presentd una
proporcién mayor de formas acidas de LH (inferido por la prolongacion de la vida media
de la hormona) con respecto al grupo testigo, particularmente en los valores mas altos en el

cociente bio-inmuno con relacidn a la masa secretada, los cuales oscilaban entre 5.5 — 6,25,

Una posible explicacion de la variacion en la respuesta bioactiva de la LH con respecto a la
respuesta inmunoactiva es la diferencia de afinidad del receptor de LH de la rata macho a
las diversas isoformas presentes en la LH de la sangre periférica del humano, Se tiene bien
establecido que las moléculas de LH de diferentes especies difieren en sus afinidades con
relacion a los receptores de LH de una especie determinada. A pesar de estas diferencias,

se ha logrado determinar una correlacién entre los resultados de LH circulante proveniente
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de ensayos bioldgicos y ensayos inmunoradiométricos e inmunofluorométricos por encima

del 93% (435,78)

Tsatsoulis y col. (104} encontraron una fuerie correlacién negativa entre los niveles de
testosterona circulante y el cociente bio-inmuno de la LH, y propusieron que la
retroalimentacién negativa de la testosterona reduce no solo la cantidad de LH secretada,
sino también su actividad bioldgica. Este haflazgo concuerda con valores inferidos de la
determinacion de LH bioactiva en hombres tratados con flutamida, un antagonista de los
receptores androgénicos, utilizando un bioensayo de secrecion de testosterona a partir de
células intersticiales de rata macho, en los que de forma contundente se presentd una

retroalimentacién negativa mediada por andrégenos (38,134).

En el estudio de la testosterona v la LH por medio del analisis de series de tiempo, se
encontraron niveles circulantes significativamente més altos en el caso de la hormona
luteinizante y mas bajos de testosterona en el grupo de hombres infértiles, lo cual hace
posible pensar que en los‘ individuos infértiles se presente un proceso de sobreproduccion
compensatoria de hormona luteinizante, y como respuesta, tratar de secretar cantidades
adecuadas de testosterona sin lograr alcanzar la necesaria para un desempeiio acorde a los
requisitos de una espematogénesis normal. Se ha demostrado que la congentracién de la
LH bioactiva estd regulada por hormonas esteroides, y que la disminucién en la
concentracion de tesmlsterona produce un aumento en la concentracién de estas moléculas
glucoproteicas (83,128). En este estudio se pudo constatar que la concentracién de
testosterona en los varones infértiles tendi6 a ser menor gue en el grupo control, lo cual
ademas de interferir con el desarrollo de la espermatopénesis también puede afectar la

movilidad espermadtica, ya que esta propiedad se obtiene durante el trayecto epididimario,
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lugar donde se produce el proceso de maduracion, dependiente de la testosterona. Este
hecho permite inferir que la mayor cantidad de LH bioactiva encontrada en el grupo de
pacientes infértiles, medida ésta por la masa secretada (cuadro 6) y por la concentracién
media circulante de LH (cuadro 14), se debe a que la concentracién media de testosterona
€s menor que en los varones euspérmicos fértiles (23). Se requieren mas estudios para
explorar los mecanismos de esta regulacion ya que actualmente no se sabe hasta que punto
se lleva a cabo a través de la modulacion pulsatil de GnRH y/0 por una accién directa de

los andrdgenos en las células gonadotéficas.

Estudios anteriotes han demostrado que entre un 15-18% de los pulsos de LH analizada
inmunoldgicamente pueden ser discordantes de los pulsos de LH bioactiva. También se ha
demostrado que el promedio de la amplitud del pico de LH bipactiva en hombres fértiles es
2.6 veces mas grande que la amplitud de la LH sérica medida inmunolégicamente,
mientras que el intervalo entre pulsos y la duracion del pulso son similares (77,78). En otra
investigacion se logrd detectar que al utilizar dos diferentes métodos de andlisis
inmunométrico (IRMA e IFMA), se presentaron resultados solamente parecidos, lo que
hace pensar que las subunidades beta confieren heterogeneidad a la LH, la cual
juega algin papel en la antigenicidad ante el inmunocensayo (38). Haavisto y col. (46)
encontraron una forma inmunoldgicamente andmala de LH, la cual no es detectada por
inmunoensayos que utilizan anticuerpos monoclonales, por lo que se presenta una
inmunorreactividad aberrante. Esta forma variante de LH es causada por la mutacion de
dos codones en el gen que codifica a la subunidad beta de la LH. Uno de ellos introduce

una sefial extra de glicosilacién a la cadena de la subunidad beta.
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Otras investigaciones han demostrado que los andlisis inmunolégicos, IRMA y RIA,
tienden a sobrestimar, desestimar, o aiin, hasta imposibilitan la estimacién de los valores
reales de la LH sérica en algunos pacientes, por lo que concluyen que las determinaciones

de 1a LH inmunolégica pueden ser engaiiosas en algunos casos clinicos (30,77,125,134).

Se ha sugerido que las mediciones de la LH biocactiva proveen mas informacion de
caracter cualitativo que los ensayos inmumoldgicos en muchos casos clinicos, como por
ejemplo, la impotencia y el sindrome de ovario poliquistico, asi como durante los

tratamientos con hormona liberadora de gonadotrofinas (30).

En general, el incremento en el cdlculo del cociente bio-inmuno en cada pulso de LH
puede deberse a factores técnicos, como por ejemplo una subestimacion de los niveles de
LH inmunoactiva, o pueden indicar que en hombres normales cada pulso se enriquece con
una forma mas biopotente por parte de la molécula. Adicionalmente, la amplificacién de la
sefial del pulso detectado de LH por medio del bioensayo de células intersticiales de rata
macho puede resultar en una sensibilidad v especificidad desigual en comparacién con la
deteccién del pico de LH por inmunoandlisis. Las discrepancias entre la LH bioactiva y Ia
inmunoactiva en este estudio pueden contribuir a entender el significado de las diferencias
presentadas ¢n diversas investigaciones anteriores en las que reportan intervalos
interpulsos menores en hombres infértiles (136), mientras que otros demuestran lo
contrario (6). Los resultados presentes indicaron que no hubo diferencia significativa entre
grupos en ¢l caso del pardmetro intervalo entre pulsos, motivo que permite inferir que la
posible patologia en los individuos infértiles reside a nivel del testiculo y no en el €je

hipotalamo-hipdfisis.
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Es probable que las alteraciones encontradas en la secrecién pulsétil de LH en la sangre
periférica de los pacientes infértiles se deban a una disminucién en la velocidad de
activacion del generador hipotalamico de pulsos de GnRH, lo que incrementa la cantidad
de LH secretable en cada evento (83,124). Las caracteristicas cualitativas de la hormona
también son diferentes en estos pacientes, ya que como se menciond es posible que se trate
de una isoforma mds 4cida, puesto que su vida media es mayor. No se conocen ain las
bases de la reduccién observada en el evento secretorio, pero alteraciones semejantes se

han observado en casos de hipogonadisme asociado con falla renal cronica (124).

Después de la administracion parenteral de GnRH, la masa secretada de LH aumento
significativamente en ambos grupos estudiados, lo que podria atribuirse a la mayor
amplitud de los pulsos (tasa maxima de secrecién de LH); sin embargo, estos efectos
fueron mucho mas evidentes en el grupo de hombres infértiles. Este hallazgo podria sugerir
la existencia de alguna deficiencia en las células de Leydig, ya que es probable la presencia
de una disminucién en la retroalimentacién negativa por testosterona en estos pacientes,

que podria traducirse en un aumento en las reservas intrahipofisiarias de LH.

Es interesante mencionar que Ia masa de LH secretada fue significativamente menor en €l
segundo pulso de GnRH exdgeno comparado con el primero, lo que sugiere a)
desensibilizacion de la hipdfisis con la administracién parenteral de dos dosis consecutivas
de GoRH; b) agotamiento de las reservas secretables de LH, o ¢) disminucién de la sintesis

de LH después de 1a apiicacion de 1a segunda dosis.
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Todo trabajo de investigacion debe tener unas condiciones éptimas en la coleccion de
datos, no solo para maximizar la sensibilidad y especificidad de la prueba, sino para

asegurar la confiabilidad y validez de cada estimaci6n.

Cualquier variabilidad biologica de un muestreo in vive o in vitro a través del tiempo debe
ser tomada en cuenta. En efecto, toda estimacién de la confiabilidad intrinseca de un
estudio sistémico variard dependiendo de las caracteristicas de los parametros a observar.
Un ejemplo de ello lo constituye el hecho de que los vatores de la concentracion media
circulante de la LH sérica se mantuvieron relativamente estables durante ¢l estudio, sin
embargo se presentaron amplias diferencias cuando se analizaron las frecuencias y

amplitudes de los mismos pulsos secretores, aun en los mismos individuos.

Otro detalle a considerar es que durante el desarrollo del andlisis de los datos, hubo
individuos fértiles en los que, a pesar de contar con los requisitos en los criterios de
inclusidn para el estudio, sus patrones de secrecién de LH bioactiva ¢ inmunorreactiva y
por ende de testosterona no se comportaron come la mayoria de tos individuos en su grupo,

sin0 que parecian mds sujetos del grupo de infértiles.

Ahora bien, es importante recalcar que el desartollo de estas técnicas para la optimizacion
del analisis hormonal permite abrir nuevos campos de investigacién en la endocrinologia
reproductiva veterinaria, ya que define con més precision las alteraciones cuantitativas y
cualitativas en las concentraciones hormonales que deriven de modificaciones en el estado
fisiologico o patolégico de un individuo y que con la metodologia utilizada actualmente se
hace mas complicada su estimacién, o anterior s¢ debe a que por la naturaleza dindmica de

los mecanismos neuroendocrinologicos que modulan la secrecién de LH y FSH, Jos
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resultados de una sola muestra de sangre periférica tomada al azar pueden ser muy dificiles
de interpretar. Por ejemplo, en virtud del patrén pulsatil de la secrecion de LH en los
individuos sanos, el estudio de una sola muestra sangre proporciona un caleulo inexacto de
la media de Ias concentraciones diarias de LH en suero (85,106,109,114,115,116,135). Por
lo tanto, mna determinacion més precisa de este valor promedio, requiere del estudio de
muestras de sangre obtenidas por un periodo de cuando menos 6 horas seguidas, lo que
proporciona un resultado con una precision de + 20%. A pesar de que los niveles de LH y
testosterona en suero sanguineo presentan variaciones importantes en un periodo de 24
horas {125,128), la media de las concentraciones de FSH en la sangre periférica varia en
una proporcién menor durante el transcurso del dia o la noche (125). De este modo, las
varigciones circadianas de las concentraciones séricas de FSH no afectan

significativamente la valoracion de la LH.

Las concentraciones totales de testosterona en el suero sanguineo de individuos jévenes
sanos, varian cuando menos 35% entre las horas de la mafiana ¥ de la noche (128). Sin
embargo, la magnitud de esta variacion en la concentracion de testosteronz en 24 horas
puede disminuir significativamente durante el envejecimiento (102). Con la finalidad de
estandarizar el muestreo de sangre para la determinacién ocasional de testosterona, éste
debe efectuarse temprano por la mafiana, ya que la mayorfa de los valores normales
reportados se han derivado de muestras de sangre obtenidas en este momento del dia.
Ademas debido & que diferentes condiciones clinicas, incluyendo entre otras la obesidad y
el envejecimiento, pueden alterar significativamente la concentracién de la globulina
transportadora de las hormonas sexuales en el suvero sanguineo (40,102,135), se¢ ha

recomendado que las valoraciones de testosterona libre se realicen mediante dialisis de
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equilibrio, 0 sea la determinacion de la concentracién biodisponible de esta hormona
esteroide en el suero (indice de testosterona libre-testosterona unida laxamente a la
albiimina o a otras proteinas de baja afinidad del suero). De hecho, cambios discretos en la
concentracion de testosterona total en el suero pueden estar acompatiados por variaciones
més evidentes en el componente libre o biodisponible de la hormona (40,102,112,114,133),
Mas aln, para una interpretacion adecuada de las concentraciones de LH, la evaluacién
tanto de LH como de testosterona libre deben efectuarse en la misma muestra sanguinea,
obtenida preferentemente por la mafiana. Bajo estas circunstancias, un aumento en la
proporcién LH/testosterona indica una evidencia indirecta de falla de las células de Leydig,
que puede ser parcial, moderada o completa. Por otra parte, si las concentraciones de
testosterona en suero disminuyen debido a un defecto en la regulacion hipotalamica o
hipofisiaria del eje gonadotréfico, el producto de las concentraciones de LH y testosterona
libre es bajo.

La medicién absoluta de LH por medio de ensayos inmunolégicos no siempre puede
distinguir las concentraciones bajas de esta hormona de las concentraciones normales
(31,105,106,109,135}. Por lo tanto los valores de LH en suero sanguineo que no
sobrepasan el rango de concentracion del adulto joven, en presencia de concentraciones
bajas de testosterona, son indicativas de dafio en la unidad hipotdlamo-hipofisiaria. Este es
un principio importante en la endocrinologia reproductiva, ya que permite la identificacion
de una variedad de condiciones fisiopatolégicas de hipogonadotropismo, de las cuales

algunas son reversibles.

Al poner en préctica esta tecnologia de andlisis cuantitativo de los pulsos de las hormonas

glicoproteicas s¢ puede lograr un avance conceptual en el conocimiento del
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funcionamiento normal del eje hipotdlamo — hipofisis — festiculo de las diversas especies
animales, con la finalidad de constituir un panorama referencial ante cualquier desorden

reproductivo que un individuo o poblacidén animal presente.

Estos resultados obligan a proseguir con el reto que ha representado el esclarecer la
etiologia de Ia oligoastenozoospermia ididpatica; adema4s, se confirma la necesidad de una
mejor comprension de los mecanismos de regulacién paracrina y autocrina de la
espermatogénesis humana, como consecuencia de la interaccidon de las hormonas
gonadotréficas con la testosterona y con las células sométicas de la génada masculina, para

hacer preciso el diagndstico y prondstico de estos pacientes.

Aunque los resultados no son suficientemente concluyentes, es posible proponer que en
este tipo de infertilidad, la sensibilidad del sistema neurcendocrino que modula la
pulsatilidad gonadotréfica por medio de la retroalimentacidn via androgenos se comporta
de manera discordante, siendo de suma importancia explorar aiin mas los mecanismos de
dicha regulacién, ya que actualmente se desconoce hasta gue puntio se leva a cabo la
regulacién a través de la sefial pulsatil por parte del GnRH y/o por una accion directa de la

testosterona sobre las células gonadotréficas.
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