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RESUMEN 
  

La hormona estimulante del foliculo (FSH) de diversas especies de animales, 

incluyendo al humano, es producida y secretada en multiples formas moleculares. Las 
variantes o isoformas de la FSH difieren entre si en su abundancia relativa y en sus 

propiedades biolégicas. En el presente estudio se analizé y compardé la actividad 

bioldgica in vitro de diversas isoformas hipofisiarias de FSH humana (hFSH), utilizando 

para elio 2 diferentes bioensayos. La obtencién de las isoformas hipofisiarias de hFSH 
se realiz6 por el método del cromatoenfoque (rango de pH de 7.40 a <3.80): las 
isoformas aisladas fueron analizadas a multiples dosis por 3 inmunoensayos de alta 
especificidad: radioinmunoensayo (RIA), ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y ensayo 
inmunorradiométrico (IRMA); asimismo, se emplearon 2 diferentes bioensayos in vitro, 

el primero de ellos cuantificd la cantidad de estrégenos producidos por células de la 
granulosa de rata en cultivo, en tanto que el segundo determiné la cantidad de AMPc 
producido por una linea celular de rifidn fetal humano (células 293) que expresa al 
receptor recombinante de la HFSH (293-hFSHR). Ademas se realizaron ensayos de 
radiorreceptor con las células de la granulosa de rata, membranas de testiculo de rata 
y con las células 293-hFSHR. La potencia biolégica relativa in vitro de cada isoforma 
d2 hFSH expresada como la razén bioactividad/inmunorreactividad (B/I) para cada uno 
d= los inmunoensayos (B/RIA, B/ELISA y B/IRMA) fue distinta entre las diferentes 
isoformas: sin embargo, independientemente de! bioensayo o inmunoensayo 
enpleado, las isoformas menos acidas presentaron mayor actividad biolégica in vitro 
con respecto a las mas acidas. En cuanto a los ensayos de radiorreceptor, en los 
sistemas en que se utilizaron células de la granulosa de rata y membranas de testiculo 
de rata, las isoformas menos dAcidas presentaron una mayor relacién 
radiorreceptor/inmunorreactividad (RRA/I) que las formas mas acidas; en contraste, en 
las células 293-hFSHR no se obtuvo una correlacién entre el PH de elucién de la 
isoformas y la razén RRA/JI. La disociacién entre la actividad de unién al receptor y la 
respuesta en términos de AMPc, sugiere que en algunos sistemas, como en tas lineas 
celulares en donde sdlo se expresa una variante de receptor, las glicoformas de hFSH 
pueden diferir unas de las otras en su capacidad de inducir cambios en la 
conformacion del receptor y activar vias de sefiales de transduccién particulares. El 
hallazgo de diferencias significativas en la potencia biolégica relativa in vitro entre las 
diversas isoformas intrahipofisiarias de FSH, sugiere fuertemente que ja produccién y 
secrecion de moléculas mas basicas o acidas durante algunas condiciones fisiol6gicas 
(como la pubertad o durante el ciclo menstrual), puede representar un mecanismo 
adicional a través del cual fa hipdfisis anterior regula la funcién gonadal. 

 



SUMMARY 
  

?ituitary gonatotropins of several animal species, including man, are produced and 

secreted in multiple molecular forms, It has been shown that the charge variant of FSH 

differ from each other in their relative abundance and biological properties. In the 

Present study, the relative in vitro biological activity of the various intrapituitary human 

follicle stimulatin hormone (FSH) isoforms was analysed and compared employing two 
different bioassay systems. FSH was fractionated by chromatofocusing (pH range 7.10 
to <3.80) and the several isoforms isolated were quantitated at multiple dose levels by 
three highly specific immunoassay systems: radioimmunoassay (RIA), enzyme- 

immunoassay (ELISA) and immunoradiometric assay (IRMA), as well as by two in vitro 

bioassays, one that measures the amount of oestrogen produced by rat granulosa cells 
i7 culture and the other that determines the amount of cAMP produced by a human 
kidney fetal cell line (293) expressing the recombinant human FSH receptor (293- 
hFSHR). The corresponding receptor binding activities were determined employing rat 
¢iranulosa cells, partially purified cell membranes obtained from testes of rats and 293- 
hiFSHR. The relative in vitro biological activity of each FSH isoform, expressed as the 
tioassay/immunoassay (B/\) activity ratio (B/RIA, B/ELISA and B/IRMA ratios) varied 
with its elution pH values. Regardless of the immunoassay or bioassay method 

employed, less acidic FSH isoforms exhibited higher B/I ratios than their more acidic 

counterparts. In the rat granulosa cell assay system and in the rat cell membranes from 

testes, the less acidic isoforms exhibited higher radioreceptorassay/immunoassay 
(RRA/I) ratios than the more acidic isoforms; in contrast, the RRA/I ratios of the 
isoforms as determined in the 293-hFSHR cells did not correlate with their elution pH 
value. The dissociation between the receptor binding activity and the cAMP responses 
suggest that in some systems, such as in a cell line expressing a unique receptor 
variant, hFSH isoforms might differ from each other in their ability to change receptor 
conformation and induce activation of particular signal transduction pathways. The 
finding of significant diferences in relative in vitro biological potency among the various 
intrapituitary FSH isoforms, strongly suggests that the shifts toward the production and 
secretion of more basic or acidic FSH molecules occurring in certain specific 
physiological conditions (e.g. puberty and menstrual cycle), may represent an important 
mechanism through which the anterior pituitary regulate gonadal function. 

 



INTRODUCCION 
  

La reproduccién de los mamiferos, incluyendo la del humano, abarca multiples eventos 
en el que participan varios sistemas biolégicos del organismo, entre ellos el sistema 
neuroendécrino. Las glandulas endécrinas involucradas directamente en este proceso 
scn la hipofisis y las génadas. La hipéfisis, debido a su interrelacién con el sistema 

nervioso central, reguia el funcionamiento de la génada y sincroniza los eventos del 

proceso reproductivo en respuesta a sefiales del medio externo e interno. E| 
hipotalamo, a través de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), controla la 
sintesis y secrecién de las hormonas hipofisiarias gonadotrépicas: la hormona 
estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH); éstas a su vez regulan 
directamente el funcionamiento de las génadas, las cuales tienen la doble funcién de 
formar y madurar los gametos asi como de sintetizar las hormonas esteroides sexuales 
necesarias para preparar el aparato reproductor tanto en el apareamiento como en ta 
fer:ilizacién, nidacién, crecimiento y nutrici6n adecuada de la progenie. 

Esta tesis esta enfocada al estudio de la FSH, gonadotropina hipofisiaria de naturaleza 
proteinica compuesta por dos subunidades glicosiladas, la subunidad « y la R. Dentro 
de sus funciones principales se encuentran la regulacién de los procesos de 
garnetogénesis, esteroidogénesis y ovulacién. 

La FSH no es una moiécula de estructura Unica, sino que se sintetiza y secreta en 
multiples formas moleculares, similares entre si, pero distintas en la composicién de 
carbohidratos,. La "“microheterogeneidad" de la FSH esta dada por la diferencia 
estructural de la hormona; bioquimicamente cada una de las formas constituye una 
isohiormona, con propiedades fisicoquimicas y biolégicas particulares como carga 
eléctrica, vida media plasmatica, unién al receptor y potencia biolégica. Las isoformas 
de la FSH, han sido detectadas y caracterizadas en diversos compartimentos 
orgéinicos, como la hipofisis anterior, el suero y la orina de diferentes especies de 
animales, incluyendo al humano. La composicién y la distribucién relativa de estas 
isofarmas depende de variables como Ia técnica utilizada en su separacién, el tejido de 
extraccién, la especie de la que se trate y el estado fisioldgico de! donador en el 
momento de la obtencién de la muestra. 

Todavia no es clara la_ importancia fisiolgica de la existencia de la 
microheterogeneidad de la FSH; ia biopotencia neta de las diferentes isoformas en 
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condiciones in vivo depende de la interaccién de multiples factores como son la 

afinidad por el receptor, la sefial de transducci6n inducida y la vida media circulante de 

la isohormona. Muchos estudios han analizado Ia actividad biolégica in vitro de las 

isoformas humanas de la FSH, sin embargo los resultados obtenidos han sido 

diferentes; mientras que algunos de ellos han encontrado que la biopotencia in vitro es 

menor en las isoformas mas acidas con respecto a las menos acidas;2¢), otros estudios 

han demostrado que no hay diferencias entre las isoformas en términos de unién al 

receptor y/o inducci6n de una respuesta bioldgica en la célula blanco. Las 

discrepancias entre los hallazgos encontrados se han atribuido al uso de diferentes 

miatodos para analizar su unién al receptor, asi como de bioensayos e inmunoensayos, 

ceda uno con distinta especificidad y sensibilidad. Estas discrepancias se han 

atribuido también al uso de estandares que tienen composicién molecular variable y al 

empleo de anticuerpos con diferente especificidad por el o los epitopes de la molécula. 

Es. claro que existe una multiplicidad molecular de la FSH y que la calidad del estimulo 

gcnadotrépico, determinado por la capacidad de cada isohormona de inducir una 

respuesta biolégica, podria estar relacionado estrechamente con la estructura 

molecular de la hormona. Asimismo, dado el papel determinante de los carbohidratos 

en la expresion del efecto bioldgico de la FSH, existe la posibilidad de que los cambios 

en la distribucién relativa de las isohormonas que ocurren en ciertas condiciones 

fis olégicas, puedan alterar significativamente el efecto neto de la mezcla de 

ischormonas circulantesyo13). Es por lo tanto factible que las diferentes isoformas 

tengan diversas funciones y que ésto represente un mecanismo regulador a través del 

cual la hipéfisis anterior controla la funcién gonadal. 

El definir con mayor precisi6n la bioactividad de las isoformas o variantes moleculares 

de la FSH, es critico para poder esclarecer la importancia y el significado funcional de 

la axistencia de la microheterogeneidad de esta hormona. Por tanto el objetivo de ja 

presente tesis fue estudiar en mayor detalle la actividad bioldgica in vitro de las 

isoformas hipofisiarias de la FSH humana, empleando para ello sistemas de bioensayo 

y cle radiorreceptor homdlogos y heterdlogos y analizando a la hFSH por distintos 

inmunoensayos de alta afinidad. 

 



ANTECEDENTES 
  

GENERALIDADES SOBRE LA FSH 

En los mamiferos la hipéfisis anterior sintetiza y secreta hormonas glicoprotéicas bajo 
‘a regulacion y el control del hipotalamo. Estas hormonas son la hormona estimulante 
de la tiroides (TSH) y las 2 gonadotropinas hipofisiarias: la hormona estimulante del 

foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH). La TSH es la principal reguladora de la 
actividad de la glandula tiroidea (14), Mientras que la FSH y la LH tienen una funcién 

importante en la reproduccién de los mamiferosis16). Ademas durante la gestacién de 
los primates y de los equinos, se sintetiza en la placenta otra gonadotropina 
indispensable para el mantenimiento del embarazo llamada hormona gonadotropina 
coriénica (CG)47. 

Las gonadotropinas LH, FSH, CG junto a la TSH constituyen una familia conocida 
coro hormonas glicoprotéicas. Estructuralmente estas hormonas son complejas, 
tienzn un peso molecular (PM) entre 28 y 38 KDa y estan formadas por dos 
subunidades de cadenas polipeptidicas (la a y la 8) unidas de manera no covalenteg). 
Ambas cadenas son sometidas a modificaciones post-traduccionales mediante la 
adicion de oligosacaridos, ligados en posicién N- a residuos de asparagina (Asn) para 
la LH, FSH, TSH y CG y en unién O- a residuos de serina (Ser) para la CG, con 
diferentes grados de sulfatacién y Sialidaciénag,. Mientras que la subunidad a es 
idéntica en las 4 glicoproteinas y es codificada por un solo Gena, la cadena R 
proviene de genes diferentes,21, y es la que confiere la especificidad tanto bioldgica 
como inmunolégica de la hormona. La subunidad a humana esta compuesta de 92 
residuos de amino acidos (aa) con una homologia entre las diferentes especies del 80- 
85%. Las subunidades  varian en el tamafio: la FSH, LH, CG y TSH humanas tienen 
111, 114, 145 y 112 residuos de aa respectivamente. Aunque fas subunidades & tienen 
entre si diferencias importantes en especificidad y en composicién de aa, es posible 
encontrar algunas regiones con alta homologiai:g22,.23), las cuales probablemente estén 
involucradas en la interaccién de cada una de ellas con la subunidad a comtn. La 
cadena a tiene 10 residuos de cisteinas y la & 12, las cuales forman puentes disulfuros 
cruziados, lo que contribuye a la estabilizacién de la estructura tridimensional de la 
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prcteina. Estas regiones de cisteinas estan muy conservadas entre las diferentes 
subunidades & y entre las distintas especies, lo que sugiere una estructura 
tridimensional similar entre las hormonas. 

La asociacion entre la subunidad a y la & es indispensable para la expresion de la 
act.vidad biolégica de las hormonas glicoprotéicas, ya que cuando se encuentran 
separadas no presentan ninguna actividad biolégica detectable;22 23). 

Funciones de la FSH 

De manera general la funcién primaria de la FSH es la regulacién del crecimiento y 
maduracion folicular en las hembras y la espermatogénesis en los machos. 

- Fuinciones en el ovario 

En la hembra la FSH esta involucrada en varios procesos como la maduracién 
folicular, la prevencién de ta atresia folicular, la aromatizacién de los andrdégenos, la 
produccién de inhibina y activina (hormonas ambas de estructura peptidica que 
suprimen o estimulan, respectivamente, la secrecién de la FSH), la proliferacién de las 
células de ia granulosa y la induccién de la sintesis de receptores de la LH entre 
Otro 5:24.26). 

La principal accién de la FSH es promover la proliferacién y diferenciacién de las 
células de la granulosa, lo cual conlleva al desarrollo del foliculo ovarico y la sintesis 
de estr6genos; asimismo, incrementa la produccién y acumulacién del liquido folicular 
y aumenta el numero de receptores de LH7. La LH potencia el efecto de la FSH en la 
promocién del desarrollo de los foliculos, particularmente durante sus estadios finales. 
La FSH induce la expresién dei gen que codifica para la enzima P450,rom, |o cual da 
com) resultado la sintesis de estrégenos a partir de los andrégenos producidos en las 
células de la teca interna bajo el estimulo de la LH, por lo que conforme el foliculo 
madura, se produce una cantidad cada vez mayor de estrégenos. Ambos, la FSH y el 
estradiol, ejercen una accién mitogénica estimulando aun mas la proliferacién de las 
células de la granulosa y promoviendo el incremento del numero de receptores de FSH 
por unidad celular7. Es necesaria la presencia de estradiol y de FSH para el 
crecimiento folicular, asi como para la maduracién del ovocito. En el humano, 
unicamente un foliculo llegara a ser preovulatorio, en tanto que los demas sufriran un 
proceso que se conoce como atresiaye27. Mientras que el estradiol ejerce una 
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influencia estimuladora en la accién de la FSH dentro del foliculo maduro, tiene un 

efecto de retroalimentaci6n negativa a nivel hipotdlamo-hipofisiario, lo que ocasiona 

una disminuci6n de las gonadotropinas y por consiguiente el retiro del soporte 

goriadotrépico a los foliculos menos desarrollados. Sin embargo, el foliculo dominante 

pernanece dependiente de la FSH y debe completar su desarrollo antes de que ocurra 

la cwulacion. Para ello, cuenta con un mayor contenido de receptores de FSH, lo que 

le permite mantener la sintesis de estrégenos. En esta etapa, la FSH induce el 

desarrollo de receptores para LH en las células de la granulosa del foliculo antral. A la 

mitad del ciclo, durante la fase folicular tardia, ocurre un aumento agudo de la 

secrecién de LH y de FSH, esencial para completar la maduracién del ovocito e inducir 

la ruptura del foliculo y la ovulaciénye 27,28). Posteriormente, las células de la granulosa 

y de la teca se diferencian en células luteinicas, jas cuales constituiran el cuerpo Ititeo 

oO amarillo. Durante esta fase, llamada fase IUtea, las concentraciones de 

gonadotropinas disminuyen debido a la retroalimentacién negativa que ejercen tanto el 

estradiol como la progesterona a nivel del la unidad hipotalamo-hipofisaria. De no 
ocu’tir la fertilizacién del 6vulo se presenta la lutedlisis unos dias después, con la 

subsecuente disminucién de la sintesis de estrégenos, progesterona e inhibina, el 
aumento en la secrecién hipofisaria de la FSH y la reanudacién de un nuevo ciclo. 

- Funciones en el testiculo 

En los testiculos se lleva a cabo la sintesis de andrégenos y la produccién de gametos 

(espermatozoides). Estructuralmente ambas funciones se realizan de manera 

separada en dos compartimentos, el intersticial que contiene las células de Leydig 6 
intersticiales y el tubular que contiene dos tipos celulares diferentes, las células de 

Sertoli y las células germinales en diferentes estadios de maduracion. Las células de 
Leydig llevan a cabo la biosinteis de andrégenos, principalmente testosterona, bajo la 
acci5n de la LH. En los tubulos seminiferos las células de Sertoli actuan como 

células “nutrientes" que aportan una gran variedad de factores necesarios para la 

adecuada maduracién de jos gametosi2). También regulan el movimiento de las 
célu as germinales en los tubulos seminiferos y la liberacién de los espermatozoides 
maduros. La FSH actda principalmente en la maduracién de los tubulos seminiferos y 
en la iniciacién y contro! de la espermatogénesis; ejerce sus funciones gonadotrdépicas 
a través de las células de Sertoli, las cuales al ser estimuladas producen compuestos 
necesarios para la maduracién espermaticaj7. La FSH es necesaria para iniciar la 
espermatogénesis, sin embargo, para la maduracién total de los espermatozoides se 
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reqiiere no sdlo de! efecto de la FSH, sino también el de la testosterona. Al unirse la 

FSH a los receptores especificos de las células de Sertoli, estimula la produccién de la 
proteina fijadora de andrégenos; de hecho, una de las principales acciones de la FSH 

en la espermatogénesis es a través de la estimulacién de la produccién de /a proteina 
fijaclora de andrégenos, que se une a la testosterona y provee una reserva alta de 
andrégenos intratubular, Util y necesaria para el desarrollo de las células 
gerininales7). 

También en testiculo se sintetizan dos tipos de inhibina, A y B; ambas inhiben de modo 
selectivo la liberaci6n de la FSH a partir de la hipofisis, sin afectar la liberacién de la 
LH. La FSH estimula de manera directa a las células de Sertoli para secretar inhibina. 
La inhibina, junto con los esteroides gonadales, actua como un regulador fisiol6gico de 
la secrecién hipofisiaria de la FSH;3022). 

MICROHETEROGENEIDAD DE LA FSH 

La FSH existe en multiples formas moleculares, debido a la diversidad de 

oligosacaridos que tiene unidos a la proteina base, los cuales juegan un papel 
determinante en la definicién de las caracteristicas fisicoquimicas y las propiedades 
bioligicas de la hormonagss39. La FSH esta formada por dos subunidades 
glicosiladas (a y &); la subunidad « tiene entre 92 a 96 residuos de aa con dos sitios 
pare N-glicosilaci6n localizados en la posicién Asn 52 (6 56) y Asn 78 (6 82), mientras 
que la subunidad & esta compuesta por 111-112 aa e incluye 2 sitios de N- 
glicesilacién en la Asn 6,7 6 13 y Asn 23, 24 6 30 (40-46)- 

La ¢licosilacion se inicia en el reticulo endoplasmico rugoso y continua a través del 
Aparato de Golgi, una vez que la hormona madura es transportada a grdanulos 
secratorios (33. La estructura de los carbohidratos en ta FSH es altamente variable, la 
mayoria de sus cadenas oligosacaridicas son estructuras bifurcadas, con grupos 
cargados negativamente en las terminaciones de ambas ramas (GalINAcSO, o Gal- 
Acido sidlico), o bien, con una rama que termina con un residuo cargado 
negztivamente y la otra en un carbohidrato neutro como la manosa (33,34,47). También 
existan en menor proporcién diferentes grupos terminales asi como otros tipos de 
ramificaciones tales como estructuras tri- y tetrantenarias. Ademas hay una 
variabilidad en la distribucién de estos carbohidratos dependiendo de la especie de la 
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que se trate, por ejempio, la FSH de hipdfisis humana tiene oligosacaridos 
precominantemente sializados (83%), mientras que la FSH ovina contiene sdlo el 28% 
de éstos(47), el porcentaje de estructuras de oligosacaridos neutros es mucho mayor en 
la FSH bovina y ovina (32% del total) que en la FSH humana (10%) (33,47). 

Figura 1. Principales estructuras de los oligosacaridos unidos a la FSHaz). 
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Las variaciones en la estructura y distribucién de ‘os carbohidratos internos y 

terminales, asi como de la concentracién de acido sidlico y de grupos sulfatos, 

constituye la principal base quimica de las diferencias de las isoformas de FSH, 

particularmente de la extensa heterogeneidad por carga que muestra esta 

gonadotropina hipofisiariay, 4.51. Las isoformas hipofisiarias de FSH humana y de rata, 

con el mismo punto isoeléctrico (pl) o carga, pero que provienen de donadores con 

diferentes condiciones endécrinas, pueden tener distinta actividad biolégica in 

vitrC\49.52). Estas observaciones sugieren fuertemente que la hipéfisis anterior sintetiza 

una gran cantidad de isoformas de FSH, que a pesar de tener la misma carga 

presientan variabilidad en la composicién de sus oligosacaridosy9,49); as moléculas con 

carcia distinta podrian tener diferentes proporciones de sidlicos/sulfatos en diversas’ 

posiciones de la proteina, o inclusive contener estructuras ramificadas en sus 

cartohidratos internos. 

La heterogeneidad de la FSH no se puede atribuir totalmente a la variabilidad de los 

cart ohidratos en la molécula, ya que se han encontrado diferencias en la composicién 

de la cadena peptidica «6354. Este aspecto aun no es muy claro, ya que la disparidad 

encontrada en la secuencia de aminodcidos de la hormona podria deberse a los 

métodos de extraccién y purificacién empleados para su aislamiento. 

El espectro de la heterogeneidad por carga de la FSH incluye desde isoformas con un 

PH basico hasta formas con un pH fuertemente Acido; sin embargo la mayor proporcién 

de isoformas tienen un pH menor a 5.5. La incubacién de FSH con la enzima 

neuraminidasa, disminuye progresivamente las formas mas acidas mientras que a la 

par incrementa la proporcién de las menos acidas, dando isoformas con un pH de 

elucién de 6.4 0 MayOriss.sa, estas observaciones indican que en gran medida la 

acidez de la hormona esta determinada por la cantidad de acido sialico presente en la 
molécula. 

Actividad bioldgica 

Como consecuencia de la variabilidad estructural de la FSH es posible detectar 
diferencias en la unién a los receptores membranales, asi como en la vida media 

plasrnatica de las isoformas, lo que da lugar a distintas respuestas bioldégicas finales 
tanto en condiciones in vitro como in VIVO? 3,59). 
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- Actividad bioldégica in vitro. 

Para el analisis de la potencia bioldgica de las formas moleculares de la FSH se han 

empleado diversos tipos de bioensayos in vitro, los mas utilizados son aquellos que 

valoran la capacidad de la FSH para inducir la aromatizacién de estrégenos, ya sea en 

células de granulosa de ratas inmaduras pretratadas con dietil etil bestrolie28, 0 en 

células de Sertoli de raténg7. Recientemente se han realizado ensayos en los que se 

cuantifica la produccién de AMPc en células que expresan el receptor recombinante 

humano de la FSH). Para evaluar la potencia biolégica in vitro de las isoformas de 

FSH, se considera habitualmente su actividad biolégica, su unién al receptor y su 

inm snorreactividad, de cuyos valores se obtiene los cocientes 

biozictividad/inmunorreactividad (B/l) y unién al receptor/inmunorreactividad (RRAII). 

Sin embargo los resultados obtenidos a través del uso de estos cocientes deben de 

ser tomados con cautela. A pesar de que las mediciones de la bioactividad e 

inmunorreactividad de las isoformas de FSH han servido para esclarecer diferencias 

entre aspectos sutiles en su estructura molecular, es necesario probar para cada 

método que dichas diferencias no se deben al tipo particular de reconocimiento del 

anticuerpo 6 al sistema especifico del bioensayo empleado. Por lo tanto, para una 
ade:suada interpretaci6én de estas mediciones se deben de considerar cuidadosamente 

la fuente y pureza del receptor o preparado celular, el estandar utilizado para su 
cuantificacién, la especificidad del antisuero, el punto final de la cuantificacién (en el 
cas« de los bioensayos) y la presencia de paralelismo entre el estandar y la muestra 

desconocidae;.gq) . 

Aunque es dificil obtener conclusiones definitivas con respecto a la actividad bioldgica 
de ‘as isoformas de FSH, en términos generales, en condiciones in vitro, la 

bioactividad y la unién al receptor declina conforme el pl de la isohormona es mas 

acid. Estos hallazgos han sido consistentes en varias especies de animales como 
roedores, monos y humanosg5.5,66). Sin embargo los resultados y Ja interpretacién de 
los diferentes bioensayos in vitro depende en gran parte de! sistema utilizado. Los 
ensayos que evaluan la induccién de aromatizacién han obtenido que la maxima 
bioactividad in vitro las tienen aquellas isoformas con pls de 5.9 a 4.1 y la menor las de 
pls menores a 4.067. Las isoformas de la FSH humana con un pH mayor o igual a 7, 

muestran una actividad biolégica intermedia entre las mas acidas y las menos 
Acidasy,5). Esta distribucién en campana en la bioactividad in vitro de las isoformas de 

FSH concuerda con los resultados de estudios que muestran una ausencia de 
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bioactividad en las isoformas con un pH alcalino (pH 10.0-9.94) 6g), las cuales podrian 
ser variantes totalmente desializadas 0 deglicosiladas. 

- Actividad biolégica in vivo. 

La sobrevida de las diferentes isoformas de FSH en la circulacién depende de manera 
importante del contenido de acido sidlico o grupos sulfatos de la molécula. De hecho, 
se ha encontrado una correlacién significativa entre el pH de las isoformas y su 
depuraci6n plasmaticay 4. Tanto para la FSH de rata como para la humana, conforme 
se incrementa el pl de sus isoformas, su vida media circulante disminuye¢o,70).. En 
cortraste a lo encontrado en estas especies, en la FSH ovina) No existen diferencias 
en la depuracién plasmatica entre varias isoformas; ésto puede deberse a que las 
moiéculas acidas de la FSH ovina tienen una gran cantidad de oligosacaridos 
carjados negativamente por la presencia de residuos de grupos sulfatos, los cuales 
facilitan su degradacién hepaticajy,. En general, las isoformas menos dcidas de FSH 
tienen una bioactividad in vivo considerablemente menor que las mas acidas¢g), lo cual 
parece ser consecuencia de su bajo contenido de dcido sidlico y de la rapida 
degradacién circulatoria a la que estan Sujetasys 5g .59). 

En resumen, los bioensayos in vitro indican que las formas menos acidas de FSH son 
mas potentes e inducen una mayor respuesta en la célula blancogss, en tanto que en 
condiciones in vivo las formas menos acidas presentan una menor bioactividad a 
juzgar por su respuesta casi indetectable en los bioensayos clasicos”); esta reducida 
biogctividad es consecuencia de su corta vida media plasmaticag 4 70). 

Métodos de estudio de la microheterogeneidad de la FSH 
Los métodos mas empieados para el fraccionamiento de las isoformas de FSH son 
aquellos que las separan de acuerdo a su carga eléctrica. Un ejemplo es el 
isoelectroenfoque (IEF), el cual separa los diferentes isémeros de Ia proteina por su 
migraci6n a través de un gradiente de pH hasta que la proteina aicanza su pl. Otro 
métcdo es el cromatoenfoque (CF), el cual es una cromatografia de intercambio idnico 
en donde el amortiguador de corrimiento forma un gradiente de pH permitiendo que las 
isoformas eluyan progresivamente al alcanzar su pl correspondientegs,. Un tercer 
método es la electroforesis de zona en suspensién de agarosa4, en esta técnica la 
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movilidad electroforética de la hormona es expresada en relacién a la movilidad de un 

estiandar, habitualmente !a alouminags). 

Distribucién de las isoformas de FSH 

Las isoformas de la FSH, han sido aisladas a partir de extractos de hipdfisis anterior, 

suero y orina de diferentes especies de animales, incluyendo al humano. Su numero y 

cantidad relativa dependen de diversas variables tales como la técnica utilizada en su 
separacion, la muestra de extraccién y el estado fisioldgico del donador al momento de 

la abtencion de la muestrao7;,76). En términos generales las isoformas circulantes son 

mas acidas que las intrahipofisiarias 1077, esta aparente discrepancia entre la carga 

de las isoformas almacenadas y las circulantes se puede atribuir a la mayor vida media 

circ ulatoria de las formas mas acidasg 79). Los estudios en orina se han Ilevado a cabo 

en uestras parcialmente purificadas de mujeres postmenopausicas,4 7579), en estos 

estudios la mayor proporcién de isoformas urinarias se recuperaron en pls menores a 

5.0, mientras que sdlo se detecté una pequefa cantidad entre valores de pH de 5.8 a 
5.0(4,78). Al comparar los perfiles de distribucién de las isoformas de FSH extraidas de 

diferentes muestras de partida, es evidente que la FSH urinaria contiene una menor 
canlidad de formas menos acidas que las hipofisiarias y las séricas. La mayor 
abundancia de isoformas acidas en muestras de orina puede ser el resultado de los 
métodos de purificaci6n empleados y/o al hecho de que la glandula hipofisiaria de 
mujeres postmenopausica secreten formas mas acidas en comparacién con las 
secretadas por mujeres en edad reproductivay 76). 

En el humano ocurren cambios cuantitativos importantes en la FSH durante el 
desarrollo sexual, estos cambios se acompafian de modificaciones en la distribucién 

por carga de las isoformas de la FSH hipofisiaria y circulantege). La carga media de la 
FSH hipofisiaria en los nifios preptiberes es menos negativa que la de los hombres 
adultos; sin embargo esta cargada mas negativamente que la de las nifias de edad 
similar. Por el contrario la carga media de la FSH hipofisiaria es similar entre nifas 
preptiberes y mujeres jvenesge. Con respecto a la FSH circulante, los estudios 
realizados también demuestran que las nifias tienen isoformas menos acidas que los 
nifios de la misma edadgo). La bioactividad de la FSH circulante de las nifas durante la 
pubertad es similar a la que presentan las mujeres durante la fase folicular del ciclo 
menstrual, sin embargo es menos biopotente que tas isoformas de FSH de las mujeres 
durante la fase preovulatoriae,. Esta serie de datos indican que la maduracién sexual 
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se acompafia de cambios en las caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas de la FSH 
almacenada y secretada. 

Cori respecto a la heterageneidad de la FSH durante la edad reproductiva, se ha 
encontrado una mayor proporcién de formas menos acidas en e! suero de mujeres 
durante la fase folicular tardia y el medio Ciclogo~67). Por otro lado, la vida media de Ia 

FSH secretada 2 a 3 dias antes de la ovulacién es considerablemente menor que la de 
la FSH presente en la fase folicular temprana y mediaio.91). Las observaciones de que 
las isoformas de FSH menos sializadas, con vida mas corta son preferencialmente 

secretadas durante el periodo preovulatorio, es compatible con la hipdtesis acerca de 
la existencia de mecanismos reguladores que controlan tanto la intensidad como la 
duraicién de la sefial gonadotrépica durante el crecimiento y la maduracién folicular. 
Aun no es claro si e! aumento relativo de la distripucién de isoformas menos acidas 
durante la fase preovulatoria es el resultado del aumento en la frecuencia de pulsos de 
GnFiH, 0 de las concentraciones de estrogenos, o de la combinacién de ambos. 

Reciulacién endécrina 

La distribucién relativa de las isoformas de la FSH esta modulada por los cambios en 
el ambiente endécrino. Varios estudios tanto in vivo como in vitro en animales de 
experimentaci6n y en humanos han encontrado que la mezcia de las diferentes 
isofcrmas hipofisiarias y circulantes de la FSH es regulada por los esteroides 
gonzidales y la GnRH @.61,67,82-84)- Este tipo de regulacién endécrina puede variar 
dependiendo de la especie estudiada; por ejemplo, el perfil de distribucién de las 
isoformas de FSH hipofisiarias se modifica significativamente durante la pubertad en el 
roedir y en el humanogees.es), Pero casi no se detectan cambios en el bovinog7). 
Los esteroides sexuales, particulamente los estrégenos, estén involucrados en la 
produccién y secrecién de las diferentes isoformas de FSH s,57,86,68). En términos 
generales el 178-estradiol (Ez) favorece la formacién de formas menos acidas de F. SH, 
por ejemplo, en la rata hembra ciclante las formas menos acidas se incrementan 
siginificativamente el dia del proestrouses, en el cual la _concentracién de estrogenos 
es re'ativamente aito. Un incremento similar en estas formas de FSH puede observarse 
en héimsters y monos ovariectomizados (Ovx) tratados con E~657,88). Sin embargo, este 
efecto modulador de fos estrégenos en la distribucién por carga de la FSH 
intrat ipofisiaria varia dependiendo del disefio experimental, la dosis y la duracion de la 
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expiosicion al estradiol. Por ejemplo, en el hamster Ovx, los cambios en fa distribucién 
por carga de las isoformas de FSH son tiempo dependientesyg); una exposicién 
prolongada de estradiol (30h) incrementa la produccién de las formas menos acidas de 

FSH, en tanto que un menor tiempo de exposicién (20h), ocasiona un aumento en la 
sinlesis de formas mas Acidas. 

Alguinos estudios en humanos apoyan la importancia del estradiol en la regulacién de 
la Feterogeneidad de la FSH. En mujeres ovariectomizadas 0 con hipogonadismo, la 
exposicién prolongada a estrégenos sintéticos conduce a un aumento en la proporcién 
de isoformas menos Acidasy; 126789. Después de ia menopausia, estado 
hipcestrogénico natural, es posible observar un incremento de las formas mas Acidas. 

El tratamiento con estrégenos a mujeres postmenopausicas ocasiona cambios en la 
distribuci6én de las isoformas de FSH de formas relativamente mas acidas a 
relalivamente menos Acidasy2 aq). 

A pesar de que los efectos de los estrégenos en el pleomorfismo de la FSH no son 
uniformes para todas las especies, la evidencia en roedores y primates indica que este 
esteroide gonadal altera significativamente la carga de las gonadotropinas 

Con respecto a la influencia de los andrégenos en la heterogeneidad por carga de la 
FSH, las evidencias en roedores y humanos sugieren que estos esteroides favorecen 
la produccién de formas mds acidas; por ejemplo, la FSH hipofisiaria de roedores es 
invariablemente mas acida en los machos que en las hembrasy43,52,86). La 
orquidectomia origina modificaciones en la produccién de las isoformas de FSH, 
aunq Je la direccién de los cambios varia dependiendo de la especie animal estudiada. 
En lz rata y el carnero, la castracién incrementa el contenido de isoformas menos 
Acidasieo.91), Mientras que en el hamster y en el mono macho ocurre lo Opuesto,?.g3). 
Los cambios de la heterogeneidad de la FSH en varones con diferentes alteraciones 
de ia funcidn testicular, son indicadores de un papel regulador importante de los 
andrégenos. Por ejempio la vida media plasmatica de la FSH es mayor en ancianos 
que e1 los jovenes, lo que probablemente implica que las isoformas de aquellos estan 
sializeidas. Por otro lado, la potencia bioldgica neta de la FSH se modifica en paralelo 
a los cambios de las concentraciones de testosteronags os). Con respecto a los 
estudios in vitro se ha observado que la exposicién con testosterona a células 
hipofisiarias en cultivo ocasiona un incremento de la secrecién de formas mas acidas 
de FSlo«). 
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La (3nRH juega un papel importante en la regulacién de la heterogeneidad por carga 

de ja FSH. Durante la pubertad tanto de roedores como de humanos, tiempo durante el 

cual se incrementa la secrecién de la GnRH, hay alteraciones evidentes en e! perfil de 

distribuci6n por carga de las isoformas de FSHyeas7. En términos generales, los 

estudios sugieren que la GnRH tiene un efecto en la secrecién de formas menos 

aciclas, por ejemplo, el inducir la pubertad a ovejas con GnRH exdégena, ocasiona un 

carribio en el incremento de formas menos acidas en la circulaciéngg). 

Algunos estudios in vitro han mostrado que cuando las células hipofisiarias¢s.s2) son 

estinuladas con GnRH, secretan isoformas menos acidas en comparacién con las 

células no estimuladas. Por el contrario, en otros estudios realizados también con 

célclas hipofisiarias de ratagg, y de ovejaies), no se observ6 un efecto modulador de la 

GnFtH en la relativa distripucién de isoformas de FSH secretadas. Las discrepancias 

encontradas entre los diversos estudios puede deberse al estado fisiolégico en el que 

se encuentra el donador. 

Aunque los diferentes hallazgos indican que la GnRH juega un papel importante en la 

determinacién de la heterogeneidad por carga de la FSH, la presencia de las génadas 

en los diferentes modelos experimentales empleados, hace dificil el poder discriminar 

entra los efectos directos de la GnRH y los inducidos por los esteroides sexuales. 

Se han realizado pocos estudios relacionados con la influencia de los péptidos 

gonadales en la distribucién del perfil de las isoformas de la FSH; los hallazgos 

encontrados sugieren que los efectos de los péptideos gonadales son menos 

prorunciados que los ocasionados por los esteroides sexuales y por la GnRH. Para 

analizar el efecto de la activina en la heterogeneidad de la FSH se realiz6 un estudio in 

vitroje2) en donde células hipofisiarias de rata fueron incubadas con Activina-A humana 
recombiante, lo cual indujo la sintesis y secreci6n de FSH, pero no aiterd la 

distribucién del perfi! del pl tanto en la FSH intracelular como en la secretada. Sin 

embargo, el hallazgo de que la activina-A modula la secrecién de la GnRH en Ia linea 

neuronal celular GTi-7(190) da la posibilidad de que este factor puede regular 

indirsctamente in vivo la produccién de isoformas de FSH al modular la produccion y/o 

secracién de GnRH. En cuanto a la inhibina, ef hecho de que las concentraciones 

circLlantes de este péptido gonadal se incrementen durante la fase lutea del ciclo 

menstrualiio1102), podria asociarse a la disminucién de formas menos acidas de FSH 

durante esta fase;o.¢97). 
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Para la regulacién endécrina de las isoformas de FSH, hay un efecto tanto a nivel 
hipotalamico como a nivel gonadal que modula la naturaleza molecular de la hormona 
y como consecuencia sus propiedades bioldgicas. Por lo tanto, los cambios en la 
produccién y secrecién de las isoformas de FSH parece ser el resultado de la accién 
concertada de varios factores. 

RECEPTOR DE FSH 

El receptor de la FSH se expresa en la membrana de células gonadales, 
especificamente en las células de la granulosa en el ovario y en las células de Sertoli 
en'3l testiculo, en donde en respuesta a la FSH hipofisiaria estimula la gametogénesis. 
Tarnbién se ha encontrado en baja concentracién en otros tejidos que no son 
gor adales, pero el significado biolégico de esta expresién aun no es Clarayo3-108). 
El receptor de la FSH, junto con el de la LH y el de la TSH, pertenece a los 
receptores de las hormonas glicoprotéicas, los cuales forman un subgrupo en la 
superfamilia de receptores acoplados a proteinas que unen a nucledtidos de guanina, 
también llamadas proteinas G. La proteina G es una estructura heterotrimérica 
formada por 3 subunidades, la a, la @ y la y. En su forma no activa, la subunidad « 
estéi unida al difosfato de guanidina (GDP) 108). El cambio de! GDP por una molécula de 
trifosfato de guanidina (GTP) promueve la disociacién de la subunidad « del complejo 
&-y. La subunidad @ activa (unida al GTP) asi como el complejo R-y, son los 
responsables de la modulacién de la actividad de distintos efectores intracelulares, 
como las adenilato ciclasas, las fosfolipasas y los canales membranales para 
diferentes iones. Los cambios en la actividad de los efectores intracelulares ocasiona 
un cambio idnico y/o metabdlico en la Célulacio7.199. La hidrélisis del GTP por una 
GTFasa provoca la reasociacién de la subunidad « con el complejo R-ya10o) y la 
subsecuente inactivacién de la proteina G. 
Los receptores acoplados a proteinas G se caracterizan por tener una regi6n muy 
extensa extracelular amino terminal, una porcién con 7 dominios transmembranales, y 
una regi6n intracelular carboxilo-terminal. 

La mayoria de los receptores acoplados a proteinas G y que pertenecen a la familia de 
receptores semejantes al de la rodopsina, tienen como caracteristica comin que estan 
codificados por un solo exén y que la regién amino-terminal extracelular es muy 
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peciuefia (entre 30 y 40 aa). Esta es una diferencia importante con respecto a los 
receptores de las hormonas glicoprotéicas, en los cuales este dominio es muy extenso 
(348, 333 y 398 residuos de aa para los receptores de FSH, LH/CG y TSH de humano, 
resectivamente); en estos receptores esta sola regién esta codificada por multiples 
excnes (de 9 a 10 exones) y aproximadamente comprende la mitad del total de la 
proteina. La regién transmembranal y la intracelular, estan codificadas por un solo 
ex6én. 

En los receptores de las hormonas glicoprotéicas, el dominio extracelular es la parte 

responsable de la unién a la hormona (41-113). El receptor de la FSH tiene en esta 
region 4 sitios potenciales de N-glicosilacién y una zona rica en leucinas, similar a las 
encontradas en las proteinas de adhesién celular o en los dominios de interaccién 

entre proteina-proteinay,;, por lo que se cree que esta zona es importante para la 
interaccién de la hormona con su receptorii14116), Un grupo de cisteinas presentes en 
la secci6n amino-terminal, pueden formar puentes disulfuro en esta regidn y con las 
asa3 extracelulares del dominio transmembranal del receptor. Esta parte rica en 
cisteinas esta muy conservada entre los distintos receptores de las glicoproteinasy 14. 
119) © que Sugiere la existencia de puentes disulfuro con una funcién importante en la 
conformacién de la estructura tridimensional del dominio extracelular del receptor. 
La regi6n amino terminal podria funcionar como una antena que une a la hormona, 
mientras que la activacién del receptor y la generacién de la sefial intracelular 
dependeran de elementos estructurales presentes en los dominios transmembranales 
e intracelulares. 

La parte transmembranai esta compuesta de 7 dominios, conectados entre si por tres 
asas intracelulares y tres extracelulares. La regién intracelular es la porcién encargada 
de activar la sefial de transduccién en estos receptores de glicoproteinas(29). Las asas 
intracelulares, en especial la tercera asa y la regién carboxilo-terminal, son tas 
porciones responsables del acoplamiento del receptor con las proteinas Gi19,121), y por 
tanto estan involucradas en la estimulacién de distintas vias de activacién. 
Una proporcién alta de serinas y treoninas, potencialmente fosforilables, se encuentran 
en leis porciones intracelulares. La fosforilacién por cinasas especificas de esta region 
podria jugar un papel muy importante en la desensibilizacién temprana y en la 
reguiaci6én decreciente del receptor(22. Especificamente se ha demostrado que para el 
receptor de la FSH segundos después de la estimulacién hormonal, el receptor es 
fosforilado.123 124). 
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Figura 2. Esquema del receptor de la FSH humana. 

El principal mecanismo de accién de las hormonas glicoprotéicas es a través de la via 
del .AMPc-PKA (cinasa de proteinas A)122,123). Cuando la LH/CG, la FSH y la TSH se 

unen a su receptor especifico se activa la proteina G estimuladora (Gs) con la 
subsecuente activacién de la adenilato ciclasai,49), cada molélcula de ciclasa, cataliza 

la conversién de un numero elevado de moléculas de ATP en AMPc, el cual funciona 
como un efector alostérico que activa a las proteinas cinasas dependientes de AMPc, 
éstas a su vez fosforilan y activan a varias proteinas endégenas Ias cuales regulan 
una gran diversidad de procesos celularesy2s). Como ejemplo de respuesta biolédgica 
para la FSH se encuentra la aromatizacién de andrégenosyi26). 
Los receptores de las hormonas glicoprotéicas también pueden estar acoplados a 
proteinas Gq/11 que activan a la fosfolipasa C-R (PLC-R) 2, enzima que cataliza la 
hidrélisis de polifosfoinositoles a inositol trifosfato y diacilglicerol; @stos son 
mensajeros intracelulares que inducen la activacién de cinasas de proteinas C (PKC), 
la liberaci6n del calcio intracelular y probablemete también la entrada del calcio 
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extracelular, lo que origina la activacién de enzimas cinasas dependientes de calcio. 
También el receptor puede regular directamente los canales de iones, modulando el 
transito de éstos a través de la membrana celular(iog,128). En ef caso de la LH, al unirse 
@ St receptor no solamente activa la estimulacién de la adenilato ciclasa, sino también 
fa via de la PLC-® (108,123,127,129-132) Y fosfolipasa Aaiiaz). Para la FSH, algunos estudios 
recientes comprueban que la activacién del receptor de FSH recombinante de rata 
también origina el incremento de la hidrdélisis de de los fosfoinositoles(124 434). Como 
dichas cascadas de amplificacion necesitan de una regulacién, no es sorprendente 
que las células tengan mecanismos eficientes para la rapida degradacién del AMPc 
por fosfodiesterasas, asi como para inactivar proteinas fosforiladas. 
La unién de la FSH a su receptor ocasiona la activacién de la adenilato ciclasa con la 
subsecuente activacién de la PKAi3s), pero también ocasiona un incremento 
intracelular de calcio, lo cual es un efecto independiente de la PKA (36). 

A la fecha se ha clonado el receptor de FSH de rata, a partir de DNA proveniente de 
testiculogs4 y el receptor de FSH humano de DNA de ovario y de testiculog,,. El 
receptor clonado para hFSH tiene una secuencia de 2,327 nucleétidos en el cDNA que 
coditica para una proteina de 678 residuos de aa con un peso molecular aproximado 
de 75.5 KDa. Ambos receptores clonados, el de rata y el humano, muestran 89% de 
homologia, la parte mas altamente conservada es fa regién transmembranal, la cual 
tiene una similitud del 95%, mientras que la parte extracelular tiene aproximadamente 
un 86% de homologia. 

Comparando el receptor recombinante de la hFSH con el de la hLH/CG, la porcién 
extracelular tiene un 50% de homoiogia; la regién rica en cisteinas localizada en este 
dominio es altamente conservada entre los dos receptores de estas glicoproteinas, fo 
que sugiere un posible papel conformacional de este segmento. La parte extracelular 
tiene 349 residuos de aa, mientras que la regién transmembranal tiene 264. Este 
ultimo dominio es el de mayor homologia (70%) con respecto al de LH/CGR. La region 
intracelular del receptor de FSH tiene 65 residuos de aa; esta region en su parte amino 
terminal tiene una gran similitud entre los tres receptores de glicoproteinas mientras 
que la parte carboxilo terminal es variable en todos los receptores, y puede tener una 
funcian mas especifica para cada uno de ellosa37). La localizacién cromosémica del 
gen del receptor de FSH humano es 2p21-p16, similar a la encontrada para el gen del 
receptor de LH humanoy3e). 
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Apzrentemente los carbohidratos que se encuentran en el dominio extracelular del 

receptor de FSH no son necesarios para la unién de la hormona al receptor, aunque 

no se descarta que estos puedan tener un papel importante en la correcta 

conformacion tridimensional de la proteina(as). 

Se ian encontrado distintos transcritos del RNAm del receptor de FSH. Esta diferencia 

puede tener importantes implicaciones con respecto a la naturaleza de la interaccién 

hormona-receptor y el subsecuente mecanismo de la sefial de transduccidny; 49). 

lsoformas de FSH y su receptor 

Cuzindo la FSH totalmente deglicosilada se une al receptor actua como un antagonista, 

ya que sdlo ocupa el lugar de la hormona glicosilada y no activa a la adenilato 

ciclasag7). Los hallazgos de la importancia que tienen los oligosacaridos de la hormona 

en la unién al receptor se han obtenido de estudios con mutagénesis dirigida en las 

asparaginas correspondientes a los sitios de glicosilaciéngs. La ausencia de fos 

oligasacaridos no impide la unién al receptor, sin embargo, de las 4 cadenas 

olig2sacaridicas, aparentemente la que corresponde a la asparagina 52 de la 

subunidad a, es la mas importante para inducir la activacién del receptorig 139). 

Curosamente, en estudios recientes en que también se utilizé mutagénesis 

diri¢iiday41), Se encontré que tanto la unién al receptor como la sefial de transduccidn, 

son funciones disociables; cada una involucra diferentes sitios en la molécula de FSH 

(un aminodcido especifico RArg35- para el sitio de unién dei receptor y un 

oligosacarido especifico aAsn52- para la sefial de transduccién) . Esto no implica que 

las cadenas de los oligosacaridos de la subunidad & no son importantes, de hecho 

existen estudiosig, en que se demuestra que cuando la FSH carece de cualquiera de 
los sligosacaridos de la subunidad 8, la mayor produccién de estraidol disminuye; 

estos investigadores también encontraron que la FSH sin el oligosacarido de la 
aAsin52- tiene una biopotencia reducida. Por lo tanto, la potencia de la hormona 

depende tanto de la estructura de! ligando como de los cambios en la afinidad 

resultante; la unién hormona-receptor puede producir un espectro de respuestas 

celulares a través de diversas vias de sefiales post-receptor. 
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En apoyo a que las isoformas de la FSH pueden inducir diferentes funciones 

espscificas existen estudios realizados con bioensayos en donde se analizaron 
miul:iples puntos finales después del estimulo con distintas preparaciones de FSH, 
simultaneamente se cuantifico AMPc, estradiol e inhibina en un cultivo de células de 

Seriolij4g). Los resultados del ensayo comparativo de la potencia de FSH ovina (oF SH) 

quirnicamente deglicosilada (DG-oFSH) contra oFSH nativa, demostraron respuestas 
dife-entes de las dos variantes dependiendo del punto final de medicién. Para el 
AMPe, la oFSH nativa indujo un mayor incremento con respecto a la DG-oFSH; en 

términos de produccién de estradiol, también la DG-oFSH fue menos potente que la 
oFSH nativa. Sin embargo al analizar la produccién de inhibina, la DG-oFSH fue mas 
potente que la oFSH nativa. De manera similar, una comparacién preliminar de hFSH 
intacta y un analogo segmentado enzimaticamente en la posicién 838-39, revelé que 
tanto la FSH hendida como la intacta tienen una potencia similar en términos de 
induccién de la aromatasa, pero la molécula hendida fue mas potente en la induccién 
de la produccién de inhibina con respecto a la intactayy). Estas observaciones sugieren 
la posibilidad de que los cambios selectivos de las diferentes isoformas de FSH no 

solamente alteren la potencia real de la hormona, sino que también pueden ocasionar 

un evento unico a nivel de la célula blanco. 

Después de la adicién de FSH a la célula blanco, hay un incremento detectable en 
orden de minutos de calcio y de AMPC,136,142,143, an mas, bajo condiciones de 
estimulacion intermitente del receptor, la proteina G activada puede tener vidas medias 
del arden de segundos;143). Esto podria explicar las distintas respuestas originadas de 
la mezcla de isoformas, en donde las isoformas menos acidas de FSH, que tienen una 
depuiraci6n mucho més rapida, dan la potencia necesaria al ovario para el desarrollo 
del foliculo preovulatorio. La liberacién pulsatil de estas isoformas podria inducir de 
una nanera relativamente breve pero constante, una respuesta biolégica completa a 
pesar de la corta exposicién del estimulo. 

Alternativamente, las isoformas de FSH pueden inducir efectos diferentes en las 
célulias blanco a través de diversas variantes de poblaciones de receptores de FSH, ya 
que se han identificado diversos tipos de transcritos de RNAm para el receptor de 
FSH (142,144. La diferencia en la afinidad por el receptor, puede ocasionar cambios en la 
cascada de sefial y culminar en una respuesta celular diferente. La combinacién de 
activaci6n de diversos sistemas de mensajeros intracelulares depende de la 
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interaccién ligando-receptor, lo cual estara dado tanto por la naturaleza de! receptor 
como por la de Ia isoforma. 
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OBJETIVO GENERAL 
  

Realizar un estudio comparativo de la actividad biolégica y de la unién al receptor de 

las diferentes isoformas de la FSH intrahipofisiaria humana empleando distintos 

s stemas in vitro. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 
  

Separar las isoformas de la FSH hipofisiaria humana por el método del 

cromatoenfoque. 

Analizar la potencia bioldgica in vitro de las isohormonas de hFSH por medio del 

bioensayo de aromatizaci6n de la granulosa (GAB), cuantificando 

simultaneamente la acumulacién de AMPc y de estrdgenos. 

Comparar la potencia bioldgica in vitro de las isoformas de hFSH con base en 
su capacidad de inducir la produccién de AMPc en las células 293 

permanentemente transfectadas con el cDNA del receptor recombinante de 

hFSH (293-hFSHR). 

Realizar un estudio comparativo de la unién al receptor de las isoformas de 

hFSH utilizando diferentes tipos celulares. 

Investigar la formacién del inositol trifosfato (IP3) como posible mensajero 

intracelular inducido por el estimulo de la hFSH hipofisiaria en células de la 
granulosa de rata hembra inmadura y en las células 293-hFSHR. 
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HIPOTESIS 

La FSH intrahipofisiaria existe en multiples formas moleculares. Dado que la principal 
diferencia estructural entre las isohormonas es la cantidad de Acido sialico incorporado 
a cada una de ellas, hay una divergencia en la unién al receptor y como consecuencia 
diferencias en la respuesta celular en términos de producci6n de AMPc y de 
estré6genos. Las isohormonas menos acidas producen un incremento mayor en la 
esteroidogénesis ya que se unen con mayor afinidad al receptor y a que 
alternativamente activan otras rutas intracelulares. 
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MATERIAL Y METODOS 

Extractos hipofisiarios 

Se colectaron hipdfisis humanas de autopsias de caddveres de ambos sexos, 
examinados antes de cumplir 72 horas de fallecimiento y que habian sido conservados 
a 8°C a partir de las 3-4 horas posteriores a la muerte. Las hipdfisis se almacenaron a 
-70°C, hasta el momento de preparar los extractos de glicoproteinas totales por el 
método de Jones y cols(145) y su posterior uso en el cromatoenfoque (CF). 

Separaci6n de las isoformas de hFSH de los extractos hipofisiarios 
por cromatoenfoque 

La abtencién de las isoformas hipofisiarias de hFSH se realizé por CF, método que 
separa los diferentes is6meros de la proteina por la interaccién de !a carga superficial 
de lia molécula en una matriz. El CF es una cromatografia de intercambio iénico en 
donde el amortiguador de corrimiento forma un gradiente de pH de tal forma que la 
isoferma eluye cuando alcanza su punto isoeléctrico. En este caso se utilizé como 
intercambiador iénico la resina PBE-94 (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, 

EUA) y el amortiguador de inicio imidazol-HC! 0.025 M, pH 7.4. Para poder incrementar 
la resolucién de la separacién de las isoformas, el tamafio de la columna fue de 90 x 
1.5 cm, estas dimensiones son mayores a las previamente reportadas(3.4 19). La 
muestra, correspondiente a 15-25 mg de FSH inmunorreactiva, fue depositada en la 
suspension de la columna y después se agregé el amortiguador de corrimiento 
Polybuffer-74 (Pharmacia Fine Chemicals), pH 4.0, diluido 1:8 con agua desionizada. 
Se midié el pH de cada fraccién y cuando este alcanz6 un valor <4.0, el amortiguador 
de corrimiento se sustituy6 por una solucién de NaCl 1 M, para recuperar el material 
no eluido dentro del rango de pH 7.4-4.0. Se colectaron entre 550 y 600 fracciones de 
3 ml cada una, a una temperatura de 4°C y a una velocidad de 0.25 mi/min. Las 
fracciones fueron congeladas y almacenadas a -20°C hasta el momento de la 
determinacién de su contenido de hFSH por el método del radioinmunoensayo (RIA). 
De ecuerdo al perfil de distripucién de FSH obtenido del CF, se mezclaron las 
fracciones que contenian mayor concentracién de hFSH distribuidas por areas de pH. 
Los grupos resultantes fueron dializados contra agua bidestilada en bolsas de 
membrana para didlisis con un limite de permeabilidad de 12,000 Mr (Spectrum 
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Medical Industries, Los Angeles, CA, E.U.A.) y posteriormente liofilizados. Se 

realizaron 3 CFs en estas condiciones. 

El contenido inmunorreactivo de hFSH de cada mezcla de isoformas fue cuantificado 

por 3 diferentes métodos: RIA, ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y ensayo 

inmunorradiométrico (IRMA). 

Inmunoensayos de ia hFSH 

- RIA de hFSH 

EI fundamento del RIA para la determinacién de la hFSH se basa en la competencia en 
equilibrio entre la hFSH marcada radiactivamente y la hFSH de la muestra, contra un 
anticuerpo de conejo especifico para la hFSH. 

El RIA de hFSH se llevé a cabo con los reactivos donados por NIADDK (National 
Inst tute of Arthritis, Diabetes, Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD, E.U.A), 
utilizando como esténdar la preparacién hipofisiaria de referencia LER-907; el 
antisuerpo policlonal fue el anti-hFSH-6 y como trazador se empleé hFSH-I-3 

radiomarcado con Nal'* (Amersham International Limited, Reino Unido) por el método 

de Cloramina Ti145. El procedimiento del RIA consistié en agregar 100 pl de 
amcrtiguador PBS 0.05 M, gelatina 0.1%, pH de 7.4 (PBS-Gel), 100 ul de la muestra 
problema o de la dosis de la curva estandar, 100 pl de hFSH-I' (15,000 cpm), 100 ul 
de anti-hFSH a una dilucién de trabajo 1:100,000 (final 1:400,000) preparado en PBS 
0.05 M, EDTA 0.05 M (PBS-EDTA) y suero normal de conejo (SNC) al 2%, PH 7.4. Los 
tubes de reaccién se incubaron a temperatura ambiente de 18 a 24 horas. 

Posieriormente se afadieron a cada tubo 100 HI de 2° anticuerpo (suero de carnero 
inmunizado con gamma globulina de conejo) a una dilucién de 1:10 (con la finalidad de 
precipitar los complejos inmunolégicos) y se incubaron por 24 horas mas a 
temperatura ambiente. La reacciédn se detuvo con 2 mi de agua bidestilada fria y se 
centrifugé a 3,000 rpm por 30 minutos a 4°C. Posteriormente se decantaron tos 
sobrenadantes y se determiné la radiactividad unida al anticuerpo presente en los 
precipitados empleando un contador para radiaciones gamma (Packard Instrument 
Comipany, Il, E.U.A.). 
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- ElISA de hFSH 

El ELISA para la hFSH se realizé con reactivos de la Organizacién Mundial de la Salud 

(Co laborating Centre for Research and Reference Services in the Immunoassay of 
Hormones in Human Reproduction, Londres, Reino Unido) y con el estandar LER-907 

(NIADDK). Este es un ensayo inmunométrico, en el que se utilizan dos anticuerpos 
moriocionales dirigidos contra fa hFSH, el primero es contra la cadena & de la 

molicula y se encuentra adherido al tubo de reaccién, el segundo es contra la cadena 

a, y esta marcado con la enzima fosfatasa alcalina. El procedimiento consistié en 3 

pasos: 

1) Inmunoextraccién. La muestra se incubé con el anti-FSH adherido al tubo 

por 30 minutos a 37°C. La FSH se unié al anticuerpo y los demas componentes se 

removieron por decantacién seguido del primer lavado con amortiguador TRIS/HCI 

0.1M. 

2) Reaccién del anticuerpo marcado. Los tubos se incubaron con anti-FSH 

marcado con fosfatasa alcalina por 2 horas a 37°C, el cual reaccioné con la FSH unida 

al primer anticuerpo. El excedente de anticuerpo marcado se eliminé por decantacién 

seguido de dos pasos de lavados. 

3) Desarrollo colorimétrico. Los tubos se incubaron por 1 h a 37°C con 
monofosfato de fenoftaleina (sustrato para la fosfatasa alcalina), dando una reaccién 

colorida, ya que la presencia de la enzima ocasiona un cambio de color de amarillo a 

rosa. La intensidad del color producido es una medida de la cantidad de FSH unida a 

ambos anticuerpos. La reacci6n se detuvo con 2 mi de amortiguador de glicina, 

pH=10.4 y la densidad dptica se midié con un espectofotémetro (Beckman) a una 
longitud de onda de 550 nm. 

- IRMA de hFSH 

En e' caso del IRMA, se utiliz6 el reactivo comercial I'®-IRMAkit (Immunochem™, ICN 
Biomedicals, Inc, Costa Mesa CA) y el estandar LER-907 (NIADDK). Este 
inmuroensayo también utiliza un anticuerpo monoclonal dirigido contra la subunidad a 

y una mezcla de anticuerpos monoclonal y policlonal contra la subunidad & de la 
hFSH; el primer anticuerpo esta unido al tubo de reaccién, mientras que los segundos 
estar: marcados con |'*. Cuando la FSH esta presente, ésta se une simultaneamente a 
ambes anticuerpos formando un complejo que queda unido a la fase sdlida, mientras 
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que el excedente de anticuerpo marcado (radioisétopo) permanece en solucién yes 
eliminado por decantaci6n. 

La técnica consisti6 en agregar 100 yl de estandar o de muestra en los tubos que 
tienen adherido et primer anticuerpo y 200 pl de diluyente (PBS 0,01 M). Después de la 
agitacién se incubé por 45 minutos a 37°C, para posteriormente desechar por 
deczinteo la fraccién soluble. Se lavaron tos tubos con 1 mi de amortiguador y se agité 
vigorosamente la gradilla por aproximadamente 5 segundos. Los tubos se decantaron 

nuevamente y se incubaron con 300 pl del anti-hFSH-I'* por 45 minutos mas a 37°C. 
Se clecanté el contenido de los tubos y se lavé dos veces con el amortiguador de 
lavado. Se cuantificd la radiactividad de la pastilla en un contador de radiaciones 
gamina (Packard Instrument Company). 

En las tres inmunoensayos (RIA, ELISA e IRMA) se usaron de 6 a 8 dosis diferentes 
de cada grupo de isoformas para analizar el paralelismo con la curva estandar y entre 
cada una de ellas; cada muestra fue analizada por duplicado. Los valores fueron 
expresados en términos del estandar LER-907 (NIADDK). La sensibilidad para los 3 
métodos fue de 4.6 ng/tubo. 

Cadé, uno de los grupos de isoformas de FSH fueron ademas analizados en su 
contenido de LH y PRL con el objeto de descartar posibles interferencias en los 
bioerisayos por la accién de estas dos hormonas. 

RIA de LH 

El RIA de hLH se lievé a cabo con reactivos donados por NIADDK, utilizando como 
estandar a la preparacién hipofisiaria LER-907. El anticuerpo empleado fue el anti- 
hLH-2. Como trazador se utilizé hLH-I-3 radiomarcado con Nal’ por el método de ta 
Cloramina T. El Procedimiento consistié en agregar 100 pl del amortiguador de trabajo 
PBS 11.01 M, EDTA 0.05M, 0.1% ASB, 100 Hl de la muestra problema o de estandar, 
100 yl de hLH-I'* a una concentracién de 15,000 cpm y 100 ul de anticuerpo 
especifico a una dilucién de trabajo 1:50,000 (final 1:200,000). Los tubos de reaccién 
se incubaron a temperatura ambiente durante 18-24 horas. Posteriormente se 
afiadizron 100 yl de 2° anticuerpo a una dilucién de 1:10, incubandose con éste por 24 
horas a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo con 1 mi de agua bidestilada fria 
y se centrifugé a 3,000 rpm por 30 minutos a 4°C. Posteriormente se decantaron los 
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sob’enadantes y a partir de jos inmunoprecipitados se determinéd el contenido de 

radiactividad unida al anticuerpo en un contador para radiaciones gamma (Packard 

Insttument Company). Cada muestra fue analizada por duplicado y la sensibilidad del 

ensayo fue de 0.31 ng/tubo expresados en términos del estandar LER-907 (NIADDK). 

RIA. de Prolactina 

EI RIA se realiz6 con reactivos donados por NIADDK. El Procedimiento consistié en 

agregar 100 jl de amortiguador de fosfatos 0.1 M-ASB al 0.1%, 100 pl de la muestra 

problema o de estdndar, 100 yl de PRL-I'% (radiomarcada por el método de Ia 

Cloramina T) a una concentracién de 15,000 cpm y 100 pl de anticuerpo especifico 

anti-hAPRL a una dilucién de trabajo 1:100,000 (final de 1:400,000). Los tubos de 

reaccion se incubaron a temperatura ambiente de 18 a 24 horas. Posteriormente se 

afadieron 100 yl de 2° anticuerpo (anticuerpo anti-gamma globulina de conejo 

generado en carnero) a una dilucién de 1:20, incubandose con éste por 2 horas mas a 

temperatura ambiente. La reaccién se detuvo con 1 ml de agua bidestilada fria y se 

centrifug6 a 3,000 rpm por 30 minutos a 4°C. Posteriormente se decantaron los 

sobrenadantes y de los inmunoprecipitados se determiné la radiactividad unida al 

anticuerpo en un contador para radiaciones gamma (Packard Instrument Company). 

Cada muestra fue analizada por duplicado y la sensibilidad del RIA fue de 0.156 
ng/tubo. 

Bioensayos in vitro 

La actividad bioldgica in vitro de las isoformas de hFSH hipofisiarias, se determin por 
medio del bioensayo de aromatizacién en células de la granulosa de rata (GAB) 
descrito por Jia y Hsueh y con la cuantificaci6én del AMPc en células fetales 
humanas de rifién (células 293) permanentemente transfectadas con ei receptor 
recoinbinante para hFSH (293-hFSHR). 

- Bioensayo de aromatizacién en células de la granulosa (GAB) 

Se wilizaron ratas hembras Wistar, de 21 a 22 dias de edad, a las que se les implanté 
en 21 dorso una capsula subcutanea de silastic (10x2_ mm) _ conteniendo 

aproximadamente 10 mg de dietil-estil-bestrol (DES) (Sigma Chemicals Co, St Louis, 
MO, E.U.A.). Tres dias después, los animales fueron sacrificados por dislocacién 
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cervical y se obtuvieron los ovarios, los cuales fueron disecados y decapsulados; los 
foliculos fueron puncionados para obtener las células de la granulosa, que fueron 
lavadas con medio de cultivo. Se realizé un conteo del numero total de células y se 
dilyeron en medio de cultivo McCoy 5a sin suero fetal (Gibco Laboratories, Grand 

Islend, NY, E.U.A.) a una concentracién de 100,000 células en 100 pl de medio. Las 

células fueron cultivadas en medio McCoy 5a complementado con 4 mM de L- 
glutamina (Sigma Chemicals Co.), 100 U/ml de penicilina G sédica, 100 pg/ml de 
sullato de estreptomicina (Gibco Laboratories), 1.125 uM de androstendiona (Sigma 
Chemicals Co.), 0.125 uM de DES (Sigma Chemicals Co.), 1 Lg de insulina bovina (Eli 
Lilly y Cia de México, México, D.F.), 0.157 de uM metil isobutil xantina (MIX) (Sigma 
Chemicals Co.), a un pH de 7.4. Los andrégenos actuan como sustrato de las 
aromatasas, en tanto que los estroégenos (DES) amplifican el efecto de la FSH sobre 
las aromatasas. A altas dosis de insulina se incrementa la estimulacién de la FSH 
sobre la produccién de estrégenos en las células de la granulosa, mientras que el MIX 
inhibe la accion de la fosfodiesterasa, enzima que hidroliza el AMPc. 
A cada pozo de cultivo se le agregaron 300 ul de medio de cultivo, 100 ul de células y 
100 pl de la muestra de hFSH desconocida, quedando un volumen final de incubacién 
de £00 ul por pozo de cultivo en placas con 24 pozos de 16 mm (Gibco Laboratories). 
Los cultivos se llevaron a cabo a diferentes tiempos: 24, 48 y 72 horas. Los medios de 
cultivo obtenidos de! bioensayo fueron centrifugados y almacenados a -20°C hasta el 
momento de cuantificar por RIA los estrogenos y el AMPc producidos in vitro. 
Los resultados fueron expresados en ng totales de estr6genos y pmol de AMPc 
proclucidos por pozo de cultivo. 

- Produccién de AMPc en células humanas renales fetales (293) 
trarisfectadas con el receptor recombinante para hFSH (293-hFSHR). 
La linea celular 293 transfectada con el receptor recombinante para hFSH (293- 
hFS4AR) fue donada por e/] Dr. Aaron J.W. Hsueh, Standford University, CA, EUA. Las 
céluias fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) bajo en 
gluciosa (Gibco, BRL) que contenia 5% de suero de ternera (Gibco, BRL), 2 mM de L- 
glutamina (Sigma Chemicals Co.), 100 mg/mi de geneticina (Gibco, BRL), 100 U/ml de 
penicilina y 100 mg/mi estreptomicina (Gibco, BRL), a un pH de 7.2-7.3. 
Para la cuantificaci6n del AMPc producido por las células en respuesta al estimulo con 
FSH, se cultivaron las células en placas de 24 pozos de 16 mm (Gibco BRL). A cada 
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pozo de cultivo se le agregaron 300 ul de medio de cultivo con 0.125 mM de MIX 
(Sigma Chemicals Co.), 150,000 células en 100 pl de medio y 100 ul de ia dosis 
estandar o de la muestra desconocida de hFSH. Después de 24 horas de incubacion, 
el medio y las células fueron aspirados. El producto obtenido fue calentado a ebullicién 
por 3 minutos y posteriormente almacenado a -20°C hasta el momento de la 
cuantificaci6n del contenido de AMPc por el método de RIA. 

En ambos bioensayos se utiliz6 como estandar la preparacién de LER-907 y para cada 
iso‘orma hipofisiaria se utilizaron de 8 a 10 dosis diferentes en incubaciones por 
duplicado. Los cultivos se llevaron a cabo a 37°C, en un incubador huimedo con una 
atmiésfera de 95% de aire y 5% de CO, La actividad biolégica relativa in vitro se 
calculé considerando cada dosis analizada en 3 a 4 bioensayos separados, y fue 
expresada como la razén bioactividad/inmunorreactividad (B/)), en términos de cada 
unc: de los 3 inmunoensayos: RIA (B/RIA), ELISA (B/ELISA) e IRMA (B/IRMA). 

- RIA de 17-f-estradiol 

Las concentraciones de estradiol provenientes de! GAB se determinaron por el método 
de RIA, empieando como trazador estradiol tritiado (Amersham International Limited, 
Reino Unide) y como curva estandar y anticuerpo los reactivos donados por el 
Programa Especial de Investigacién en Reproduccién de la Organizacién Mundial de la 
Salud (Cuba-México). El amortiguador de trabajo fue PBS 0.01 M, gelatina 0.1%, 
timerozal 0.01%. El método consistié en agregar 500 pl de muestra o de curva 
esténdar, 100 pl de anticuerpo especifico y 100 il del trazador. Se agit6 e incubéd por 1 
hora a 40°C y 1 hora a 4°C. Al término de este tiempo se afladieron 200 pl de carbén- 
dextran, y se incubé por 20 minutos mas a 4°C. Posteriormente se centrifugé por 15 
minutos a 4°C y se decants, al sobrenadante se le agreg6é 5 ml de liquido de centelleo. 
La radiactividad presente en cada muestra se cuantificd empleando un contador de 
centelleo de radiaciones & (Packard Instrument Company). La sensibilidad del ensayo 
fue de 6.4 pg/tubo. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado 

- Ri4i de AMPc 

Las concentraciones de AMPc provenientes de ambos bioensayos (GAB y 293- 
hFSHR) se determinaron por el método de RIA en el que se utiliz6 como curva 
estandar la sal sédica del 3,5'monofosfato ciclico de adenosina (Sigma Chemicals Co.) 
y como trazador al tirosilmetiléster 2-O-monosuccinyl 3'5'-adenosin ciclico (TME- 
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SAMPc) (Sigma Chemicals Co.) radiomarcado con |' por el método de la cloramina T. 
El antisuero fue el CV-27 AMPc (NIADDK). Tanto la curva estandar como las muestras 
prodlema fueron previamente acetiladas con 25 ul de trietilamina-anhidrido acético 
(1:2) y diluidas en acetato de sodio 5 mM, pH 4.7. El método consistiéd en agregar 100 
pl de muestra o dosis estdndar, 100 ul de trazador (15,000 cpm) y 100 ul de anticuerpo 
diluido 1:50,000 con acetato de sodio 50 mM, ASB al 0.1%, pH 6.1 (dilucién final de 
1:10,000); la mezcla se incubé por 24 horas a 4°C. La reaccién fue detenida con 2 ml 
de etanoi frio y los tubos se centrifugaron a 3,000 rpm por 30 minutos a 4°C. 
Posteriormente se decantaron los sobrenadantes y a partir de los inmunoprecipitados 
se determind la radiactividad unida al anticuerpo empleando un contador para 
radiaciones gamma (Packard Instrument Company). Todas las muestras fueron 
analizadas por duplicado y la sensibilidad del ensayo fue de 4.0 fmol/tubo. 

Ensiayos de uni6n al receptor 

Con el objeto de analizar la capacidad de union de las diferentes isoformas 
hipo‘isiarias de NFSH al receptor, se realizé un ensayo por competencia de unidén al 
receptor (RRA), en el cual la hormona radiomarcada compiti6 con la hormona 
radicinerte (isoformas) por la unién a un receptor. Con este propdsito se emplearon 3 
diferentes tipos celulares: células de la granulosa de rata inmadura pretratada con 
DES, membranas de testiculo de rata macho adulta y células 293-hFSHR. 

Para el ensayo de unién al receptor se utilizé un amortiguador de fosfatos 0.01 M con 
MgCl. 5 mM, 100 mM de sacarosa y BSA al 0.1%, a un pH de 7.5 (amortiguador de 
RRA; y como trazador 30,000 cpm de hFSH-I-3 (NIADDK) radiomarcada con 1'25 por el 
método de glucosa oxidasa-lactoperoxidasay 47). La capacidad de unién al receptor de 
cada isoforma fue analizada en los 3 diferentes modelos mencionados anteriormente. 

En los 3 modelos se utilizaron 30,000 cpm de trazador/100 yl, 200,000 células o 
memtiranas de testiculo, en un volumen de 100 ul y 100 ul de muestra de hFSH 
conteniendo diferentes concentraciones de las isoformas. El ensayo se incubé de 18 a 
24 horas, a temperatura ambiente con agitacion constante. La reaccién se detuvo con 
2 mi clel amortiguador de RRA a 4°C. Se agit6 cada tubo y se centrifugé a 3000 rpm 
por 30 minutos a 4°C. Posteriormente se decanté el sobrenadante y el precipitado 
resultante fue analizado en su contenido de radiactividad empleando un contador para 
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radiaciones gamma (Packard Instrument Company). Como estandar se utiliz6 el 

preparado hFSH-I-SIAFP(1)-B (NIADDK). Cada ensayo de unién incluyé de 6 a 8 dosis 

diferentes de cada grupo de isoformas. Las muestras desconocidas fueron analizadas 

por duplicado. La capacidad de unién al receptor se calculé considerando cada dosis 

analizada en 3 a 4 radiorreceptores separados y fue expresada como la razén 

radiorreceptor/inmunorreactividad (RRA). 

- Obtencién de las membranas de testiculo 

Se utilizaron ratas macho Wistar de 28-30 dias de edad las cuales fueron sacrificadas 

por dislocaci6n cervical. Posteriormente se extrajeron los testiculos para ser pesados y 

homogenizados con un pistilo de teflén; el tejido obtenido se filtré a través de una 

malla doble. Posteriormente se realiz6 la segunda homogenizacién; el homogenado 

resultante fue filttado nuevamente y resuspendido en el amortiguador de RRA a una 

concentracion de 1 ml por gramo de peso inicial del tejido. 

- Obtencién de las células de la granulosa 

Para la obtencién de las células de la granulosa, se realizé la misma técnica descrita 

para el GAB, con la variante de que las células fueron resuspendidas en medio para 

RRA a una densidad de 200,000 células/100 yl. 

- Obtencién de células 293-hFSHR 

Las células 293-hF SHR fueron cultivadas en placas de polipropileno de 10 mm (Gibco 
Laboratories) en medio de cultivo; a las 48 horas, se resuspendieron y centrifugaron; 

posteriormente se contaron y diluyeron en amortiguador de RRA a una concentracién 

de 200,000 células/100 wl. 

Racliomarcaje de hFSH por el método de la Cloramina T. 

Se hidraté el Sephadex G-100 (Sigma Chemicals Co.) con PBS 0.01 M, posteriormente 
se agrego en una columna de cromatografia de 10 x 1 cm; la columna fue equilibrada 
con °BS-BSA y se lavé con PBS 0.01 M. A 25 19/25 yl de HFSH-I-3 se le agregaron 25 
Hl de PB 0.5M, pH 7.4. Posteriormente se le afadié 1mCi de Nal’ (Amersham 
Interrational), 10 pl de Cloramina-T (N-cloro-p-toluensulfonaminada) (0.25 mg/ml) y se 
incub6 por 50 segundos. Al término de la reaccién se afadieron 50 yl de metabisulfito 
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de sodio (1 mg/ml). La hormona marcada fue separada del Nal’ libre utitizando la 
co umna de Sephadex G-100 y colectando 0.5 mi en tubos que contenian 200 pil de 
PES 0.01 M, pH 7.4 y ASB 0.1%. El amortiguador de elucién fue PBS 0.01 M, pH 7.4. 

Radiomarcaje de hFSH por el método de la lactoperoxidasa. 

Se preparé la columna de Sephadex G-100 al igual que lo realizado para el 
raciomarcaje por el método de la cloramina T. A 25 Hl de hormona (2.5 yg/25 ul) se le 
agregaron 25 il de PB 0.5 M y 20 I de PB 0.1 M. Posteriormente se le adicioné 1 mCi 
de Nal’ (Amersham International) y se cuantificé la radiactividad. La reaccion inicidé 
cori la adici6n de 10 ul de lactoperoxidasa, 5 HI de glucosa-oxidasa y 10 ul de &-D- 
glucosa. Se agit por 5 segundos y se detuvo la reaccién con 100 ul de azida de sodio. 
Posteriormente la mezcla fue depositada a la superficie de la columna, lavando el 
residuo del vial con 100 ul de amortiguador de fosfatos 0.5 M. Se colectaron 30 tubos 
con 0.5 ml a cada uno a los cuales se les adicioné previamente 200 yl de PBS 0.01 M, 
PH 7.4 y ASB 0.1%. 

Radiomarcaje de AMPc por el método de la Cloramina T 
Para el marcaje del AMPc se utiliz6 2.5y19/5ul de sCAMPc-MET al cual se le adilciond 
25 j1| de agua desionizada, 30ul de amortiguador de fosfatos de sodio 0.5 M, pH 7.4 y 
1mCi de Nal”? (Amersham International). Se cuantificé la cantidad de radiactividad 
presente en el tubo y se adicionaron 50 ul de Cloramina T. Se incubé durante un 
minuto y se detuvo la reaccién con 100 Hl de solucién de metabisulfito de sodio y 15 ml 
de agua desionizada. La muestra resultante se deposit6é a la superficie de la columna 
previamente preparada. 

La separacién del AMPc marcado se realizé mediante cromatografia de intercambio 
anidnico. Dos miligramos de la resina DEAE Celulosa (dietilaminoetil celulosa) (Sigma 
Chernical Co.), fueron previamente activados con 100 mi de NaOH 0.25 M; 
ajustandose el pH a 7.0 con HCI concentrado. Después de 30 minutos se filtro y lave 
con 100 ml de agua desionizada y se volvi6 a filtrar ia resina, se resuspendio en 100 
ml de HCI 0.25 M y se dejé reposar por 10 minutos mas; finalmente se filtré y lavé con 
100 rnl de agua desionizada. A la resina de DEAE celulosa previamente activada se le 
agregaron 100 mi de una solucién amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 
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1M, pH 4.4 por 10 minutos. La resina fue lavada con agua desionizada y transferida a 

una columna de 4.0 x 0.5 cm. 

Para formar los gradientes se conectd la columna a una bomba peristaltica (Pharmacia 
Biotech AB, Uppsala, Suiza) y se eluyé la muestra con 20 ml de amortiguador de 

fosfato de potasio dibdsico 5 mM, pH 4.4 y posteriormente con 70 mi de solucién 
amortiguadora de fosfato de potasio dibasico 10 mM, pH 4.4. Se colectaron 1.5 ml por 
tubo que contenian 200 p! de PBS 0.01 M. Finalmente se cuantificé la radiactividad en 

cadia fracci6n recuperada de la columna. 

Determinacién de la produccién de IP 

La ceterminacién de los inositoles de fosfato (IP) en las células de la granulosa de rata 
hembra inmadura y en las células 293-hFSHR en respuesta al estimuio de hFSH, se 
realiz6 con la técnica descrita por Berridge y ColSy4g), !@ cual consistié en el cultivo de 

100,000 células/pozo en medio DMEM/F12 sin inositol y bajo en glucosa (Gibco, BRL), 
a las que se le adicioné por 48 horas 4 uCi/ml de H®-mioinositol a 37°C (Amersham 

International). Posteriormente se removié el medio de cultivo marcado y las células se 
lavaron e incubaron por 15 minutos a 37°C con amortiguador de fosfatos 

suplementado con 10 mM de LiCl, 0.44 mM de CaCh, 3.5 mM de KCI, 0.5 mM de 
MgCl, y 1 g/l de glucosa. Transcurrido este tiempo, el amortiguador se removié y las 
células se incubaron por 1 hora en medio de cultivo que contenia 0.25 mM de MIX yen 
presencia o ausencia de diferentes dosis de hFSH. La reaccién se detuvo con 1 mi de 
acido perclérico al 5%. El medio resultante se centrifugé y el sobrenadante se aplicé a 
una columna de cromatografia de intercambio aniénico Dowex (Sigma Chemicals Co.). 
La resina Dowex se lavé previamente 2-3 veces con agua bidestilada eliminando las 
particulas finas y posteriormente se regenerd con NaOH 1 N, agua bidestilada, formato 
de ainonio 1 M y agua bidestilada. Las columnas se equilibraron con EDTA 0.5 mM, 
Hepes 2.5 mM, pH 7.4. y posteriormente se adicioné la muestra. Para la recuperaci6n 
de los inositoles de fosfato, inositol monofosfato (IP1), inositol difosfato (IP2) e IP3, se 
agreq6 formato de amonio 1 M/acido formico 0.1 M. Las muestras fueron colectadas en 
viales de plastico, a las que se les adicioné liquido de centelleo, Después de su 
agitacién por 1 minuto se cuantificé la radiactividad en un contador de centelleo de 
radiaciones & (Packard Instrument Company). 
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Analisis estadistico 

Se utilizé el método de De Lean ef aly) para el cdlculo del paralelismo de las 
pendientes obtenidas por las diferentes isoformas de hFSH y del estandar (LER-907) 
en los distintos inmunoensayos y bioensayos realizados. 

Se empleo la prueba de analisis de varianza de una via (ANOVA) para determinar las 
diferencias de la actividad bioldgica in vitro aparente entre las diferentes isoformas de 
hFSH y pruebas de “t” pareada con correccién de Bonferroni para definir diferencias 

estadisticamente significativas. 

Para establecer la asociacién entre el pH de elucién de las isoformas de FSH y la 
correspondiente razon B/l 6 RRA/I, se realizé un analisis de regresidn lineal y la 

prueba de correlacién de Spearman. 

Para todas las pruebas estadisticas definidas se consideré e| valor de p<0.05 como 
limite para establecer la presencia de diferencias significativas. 
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RESULTADOS 
  

Aislamiento por CF de las isoformas de hFSH hipofisiarias. 

El a slamiento de las isoformas de hFSH se realizé por el método del CF, con una 
coluinna de dimensiones mayores a lo previamente informado,410), con io que se logré 
una axcelente resolucién y separacién de las isoformas dentro de valores de pH desde 
>7.1) hasta <3.80 (Figura 3). Se efectuaron un total de 3 CFs con una recuperacion 
final de hFSH del 7944.0 % de la concentracién inicial depositada en las columna. Se 
mezclaron las fracciones con un contenido elevado de FSH en la misma region, 
obteniendo 9 diferentes grupos de isoformas. La tabla 1 muestra los rangos y las 
medianas de pH de las isoformas separadas por el CF. 

Tabla 1. Rangos y mediana de pH de cada grupo de isoforma hipofisiaria de hFSH 
separadas por CF. 

  

  

  

lsoforma rango de pH mediana pH 

I >7.10 7.30* 

i 6.60-6.20 6.32 

Ul 6.53-5.59 6.08 

IV 6.14-5.53 5.71 

Vv §.47-5.10 5.26 

Vi §.06-4.60 4.92 

Vil 4.76-4.12 4.43 

VIE 4.05-3.82 3.93 

IX <3.80 3.00*     

*Valcres utilizados para el andlisis estadistico. 
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Fig 3. Patron de distribucién por pH de la FSH intrahipofisiaria después 
de su separacion por CF en columnas de 90 x 1.5 cm.



Cuantificaci6n inmunorreactiva de los concentrados hipofisiarios de 
las isoformas de hFSH. 

El contenido inmunorreactivo de la FSH en cada grupo de isoformas fue cuantificado a 
partir de 8 diferentes dosis y analizado por 3 métodos distintos: RIA, ELISA e IRMA. La 
figu’a 4 muestra las curvas de paralelismo de las isoformas de hFSH hipofisiarias y del 
estéindar LER-907 en los 3 inmunoensayos. Como se puede observar en las gréaficas, 
todzis las isoformas presentaron curvas dosis-respuesta paralelas entre si y con el 
esténdar en los 3 diferentes métodos empleados, a excepcién de las isoformas del 
grupo t (con pH >7.10) el cual al ser analizado por ELISA no mostré paralelismo con 
las demas formas de hFSH, ni con la curva estandar, 

La fgura 5 muestra la relacién entre cada uno de los inmunoensayos para cuantificar 
el contenido de FSH de las isoformas; en términos generales hubo resultados similares 
en la concentracién inmunorreactiva de la hFSH para cualquiera de los métodos 
empleados, sin embargo, pese a la gran similitud de los resultados con los diferentes 
métodos inmunorreactivos, al realizar un andlisis comparativo entre los valores 
obtenidos se encontré que habia una sobrestimacién o subestimacién de la hFSH 
inmunorreactiva dependiendo de! ensayo utilizado (Figura 5). Estas diferencias 
pudieron deberse a los distintos anticuerpos empleados y al reconocimiento particular 
de ciada uno de éstos hacia Ia glicoproteina. 

Bioensayos in vitro 

- GAB 

Los resultados del ensayo de aromatizacién de células de la granulosa de rata se 
muesitran en la figura 6 en donde se observa la formacién de estradiol a las 72 horas 
de cultivo en respuesta al estimuio con diferentes dosis de hHFSH. Como se muestra en 
la grafica, todas las isoformas de hFSH hipofisiarias fueron capaces de inducir la 
produccién de estradiol en forma dosis-dependiente, paralelas entre si y con la curva 
del estandar LER-907. 
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- Bioensayo en las células 293-hFSHR 

La figura 7 muestra la produccién de AMPc por las células 293-hFSHR en respuesta al 
esti nulo con diferentes dosis de isoformas de hFSH a las 24 horas de cultivo. Como 
se observa en la grafica, todas las isoformas hipofisiarias fueron capaces de inducir la 
formacién de AMPc, siendo las curvas paralelas entre ellas y con el estandar LER-907. 

Cuantificacié6n de hLH y prolactina en los concentrados hipofisiarias 
de las isoformas de hFSH. 
Considerando que cada isoforma contiene cantidades variables de LH y de prolactina 
(hormonas que podrian ejercer un efecto estimulador o inhibidor sobre la produccién 
de estrégenos en el GAB), se analizaron las concentraciones minimas de éstas 
capaces de interferir en el bioensayo mencionado. Para la LH, la concentracén minima 
requerida para inducir aromatizacién fue de 1000 ng/pozo (2 ug/ml) en términos del 
estandar hLH-I-1 (NIADDK) en tanto que la concentracién minima de la prolactina para 
antagonizar los efectos de la FSH fue de 1.25 ng/pozo (2.5 ng/ml). Al cuantificar la 
concentraci6n de LH y de prolactina (por RIA) en las diferentes preparaciones de las 
isofarmas de hFSH hipofisiaria, se encontré que éstas existian en cantidades 
extremadamente bajas para interferir con el GAB (equivalentes a < de 20 ng/mi de LH 
e indetectables de prolactina en el medio condicionado con las diferentes isoformas de 
hFS4). Por lo tanto se concluy6 que no hubo interferencia de estas hormonas 
hipofisarias en el bioensayo. 

Por stro lado, atin cuando las células 293-hFSHR no expresan receptores para la LH, 
se aralizé el efecto de ésta en el sistema de bioensayo. La incubacion de células 293- 
HFSHR con 0.25 ng a 10 yg de LH-I-1, no indujo ninguna respuesta celular en términos 
de p’oduccién de AMPc. 
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Raz6n Bioactividad/inmunorreactividad 

La actividad biolégica in vitro de las isoformas de hFSH hipofisiarias, se obtuvo de los 
resultados de los dos bioensayos (Bioactividad) y de los 3 inmunoensayos 
(Inmunorreactividad) y fue expresada como la raz6n bioactividad/inmunorreactividad 

(Bil), en términos de cada uno de los 3 inmunoensayos: RIA (B/RIA), ELISA (B/ELISA) 
e IRMA (B/IRMA). La tabla 2 muestra la relacién (B/l) de los dos bioensayos 
cuantificando la hFSH por RIA, ELISA e IRMA. La variabilidad en la concentracién de 
las isoformas de FSH obtenidas por los inmunoensayos dio lugar a diferencias en las 
relaciones de B/I entre los 3 métodos (tabla 2). Los valores de la tabla muestran cémo 
la potencia biolégica varid dependiendo del ensayo utilizado. Sin embargo, para 
cualquiera de los 2 sistemas empleados se encontré una correlacién entre el pH de 
eluc 6n de las isoformas de hFSH y la razén B/I, siendo mas potentes las isoformas 
menos acidas con respecto a las acidas (Tabla 2). 

Con fines comparativos se decidié analizar la respuesta biolégica de las isoformas 
dividiéndolas en grupos con un pH mayor a 4.5 y menor a 4.5. El valor de pH de 4.5 
come punto de corte fue establecido con base en las diferencias en actividad biolégica 
in vitro y vida media plasmatica presentadas por las isoformas intrahipofisiarias y 
séricas de trabajos previosg.4). 

Como se muestra en la figura 8, para ambos bioensayos, la bioactividad relativa in vitro 
de las formas menos acidas (pH>4.5) fue mayor que la de las formas mas acidas 
(pH<4.5). 
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Cinética de tiempo de ta produccién de AMPc y E; en el cultivo de las 
células de la granulosa de rata. 

La figura 9 muestra la produccién de AMPc a las 24 y 48 horas de cultivo celular de 

granulosas de rata en respuesta al estimulo de diferentes dosis de cada uno de los 
grupos de isoformas de hFSH. Como se puede observar en la figura 9 la mayor 

produccién de AMPc se alcanza a las 48 horas para casi todas las isoformas (a 

excepcion de las isoformas del grupo VIII). 

La figura 10 muestra la produccién de E, a las 24, 48 y 72 horas de cultivo celular de 

granulosas de rata en respuesta al estimulo de diferentes dosis de cada uno de los 

grupos de isoformas de hFSH. Como se puede observar en la figura 10, la maxima 

prociuccion de E, se alcanzé a las 48 horas o a las 72 horas, dependiendo de ia 

isoforma de hFSH de Ia que se trate. 

Ensayos de uni6n al receptor 

El ensayo de unién al receptor fue un ensayo por competencia con hFSH-I'* y las 

diferentes isoformas hipofisiarias de hFSH en los distintos tipos celulares. Todas las 

isoformas presentaron curvas dosis-respuesta paralelas con la curva del estandar en 

los ires modelos empleados, células de la granulosa de rata, membranas de testiculo 

de rata y células 293-hFSHR. Se calculé la razén radiorreceptor/inmunorreactividad 
(RRAJRIA) para los tres tipos celulares con las diferentes dosis de las isoformas de 
hF SH, lo cual se muestra en las figuras 11,12 y 13. 

Como muestran las graficas la correlacién entre el pH de elucién de las isoformas y la 
relaci6n RRA/I para las células de la granulosa y para la membrana de testiculo fue 
cercana a uno, 0.888 y 0.762 respectivamente, no asi en las céiulas 293-hFSHR 

(r=0.277) en donde no encontramos una correlacién entre la RRA/I y el pl de elucién 
de las isoformas. Es posible observar una mayor afinidad para el grupo de isoformas 
menos acidas con respecto a las mas acidas en los radiorreceptores realizados con las 

células de la granulosa y las membranas de testiculo de macho, ambos proveniente de 
rata. 

Se excluyé de estas graficas y del cAlculo de la correlacién entre la razon RRA/I yel 
PH al grupo de isoformas | (pH>7.1) por presentar un comportamiento muy distinto con 
respecto a las demas isoformas. 
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Figura 11. Razon radiorreceptor/inmunorreactividad (RRA/I) de las isoformas de 
hFSH hipofisiarias en las células de la granulosa de rata y correlacion 

entre el pH de las isofromas y el valor de RRAMI. 
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Figura 12. Razon radiorreceptor/inmunorreactividad (RRA/I) de las isoformas de 
hFSH hipofisiarias en membranas de testiculo de rata y correlaicién entre 
el pH de las isoformas y el valor de RRAIJI. 

$5



  

R
R
A
A
 

  

  
Ul ul IV v vl vil VIN Ix 

isoformas de hFSH 

Figura 13. Razén radiorreceptor/inmunorreactividad (RRA/I) de tas isoformas de 

hFSH hipofisiarias en las células 293-hFSHR y correlacion entre el pH de 

las isoformas y el valor de RRA/JI. 
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Produccién de IP. 

Para la determinacién de los inositoles de fosfato (IP), tanto en las células de la 

granulosa de rata hembra inmadura como en las células 293-hFSHR, se obtuvo una 

respuesta minima en términos de produccién de IP con diferentes dosis del estandar 

(LEF:-907) de FSH (datos no mostrados), por lo que no se realizé la prueba para las 

diferentes isoformas de FSH. 
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DISCUSION 

Le. presente tesis examind las diferencias entre las isoformas hipofisiarias de la FSH 

er su union al receptor asi como en su capacidad para inducir la transduccién de senal 

aralizada a través de la generacién de AMPc y de una respuesta tardia como es la 

activacién de la aromatasa. Los resultados mostraron que todas las isoformas de FSH 

obtenidas por diferencia de carga, fueron capaces de inducir una respuesta dosis 

dependiente en los dos bioensayos empleados. El primero de ellos se realiz6 con 

células de la granulosa y consistié en analizar la capacidad de la FSH para inducir la 

formacion de AMPe, asi como la aromatizacién de andrdégenos en el cultivo celular; las 

células fueron obtenidas de ratas inmaduras pretratadas con DES y la hormona 

es‘udiada fue de naturaleza humana, por lo que el sistema fue heterdlogo. El segundo 

bicensayo, fue homélogo y consistié en la cuantificiacién del AMPc producido después 

de la estimulacién con las isoformas de FSH en las células 293-hFSHR. Para 

descartar las posibles interferencias en el analisis de los resultados como 

consecuencia de los diferentes reconocimientos de anticuerpos a la especificiad del 

ep tope, la concentracién de las isoformas de FSH fue analizada por tres diferentes 

inmunoensayos, los cuales utilizaron distintos tipos de anticuerpos monoclonales y 

policlonales. La raz6n B/t se establecié como el indice de la relativa actividad biolégica 

in vitro de cada isoforma, expresada en términos de cada uno de los inmunoensayos. 

La isoforma menos acida (con un valor de pH >7.1), aunque si presenté una curva de 

desplazamiento dosis-dependiente paralela a la curva estandar y a las demas 
isoformas en los métodos de IRMA y RIA y por lo tanto pudo ser cuantificada por 
ambos inmunoensayos, fue detectada pobremente por el método de ELISA (figura 4). 
Co1 respecto a este grupo de isoformas con pH mas basicos, se sabe por estudios de 

union a diferentes lectinas que ademas de contener una baja cantidad de acido sidlico, 
tienen una mayor proporcién de manosas y oligosacaridos de cadena hibrida, mientras 
que las formas mas acidas contienen oligosacaridos de estructura complejaso, El 
halazgo de que la isoforma menos acida no haya podido ser reconocida 
adecuadamente por el ELISA, podria deberse a una disminucién en la 
intr unogenicidad de la molécula hacia los anticuerpos monoclonales de! sistema, dada 

su particular glicosilacién. De hecho, se acepta en la actualidad que los oligosacaridos 

incorporades en ias moléculas de estructura compleja, juegan un papel importante 
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como epitopes para anticuerpos de esta especificidad, como lo son los de tipo 

monoclonal. 

A pesar de que todas las isoformas (a excepcién de ia isoforma |) mostraron curvas 

dosis-respuesta, paralelas entre si y con la del estandar en los tres inmunoensayos, 

hubo variaciones significativas en la raz6n B/RIA, B/ELISA y B/IRMA dentro de ja 

misma isoforma, lo que implica que los distintos inmunoensayos reconocieron en 

meiyor © menor grado algunas de las isoformas. Sin embargo, a pesar de estas 

diferencias en la cuantificacion inmunolégica de las isoformas, fue claro que para 

arrbos bioensayos (tanto el GAB, como el realizado con las células 293-hFSHR) la 

mayor actividad bioldgica in vitro la presentaron las isoformas menos Acidas y la menor 

las mas acidas, independientemente del inmunoensayo empleado para analizarlas. 

Esios resultados concuerdan con lo informado para otras especies tales como el mono 

y algunos roedoresy4g.¢65,66,85,151). Difieren, sin embargo, con los obtenidos por otros 

investigadores quienes afirman que no existe una correlacién entre la potencia 

biolégica in vitro , la unién al receptor y la carga relativa de las isoformase9). Las 
disrepancias entre estos estudios pudiera deberse a algunas variables en las 

me:odologias empleadas como por ejemplo la técnica de fraccionamiento por carga de 
la FSH@, © el método para calcular la potencia relativa de las isoformasg. Es 
importante mencionar que a pesar de que existe controversia con respecto a si hay o 

no correlacion entre la actividad biolégica de las isoformas de FSH y su carga relativa, 
unc: de los objetivos de esta tesis fue precisamente analizar la respuesta de las 
isoformas de FSH en diferentes modelos bioldgicos, considerando varios parametros 

de respuesta (unién al receptor, generacién de AMPc, aromatizacién) y correlacionar 

estas respuestas con la inmunogenicidad de las mismas para poder de esta forma 
descartar posibles interferencias en la interpretacién de los resultados dados por 

diferencias en la especificidad de los anticuerpos empleados en su cuantificacion. 

A pasar de que en los dos tipos de bioensayos realizados se establecié que a una 
mayor acidez de las isoformas de FSH habia una menor actividad biolégica in vitro, se 
lograron observar algunas diferencias aparentes entre los resultados generados por 
los dos sistemas celulares. En el caso del ensayo con las células humanas, fa razén 
B/I abtenida por cada grupo de isoformas fue mayor (2 a3 veces) que las dadas por el 
método de la células de rata, lo cual podria ser explicado por la mayor homologia entre 
el ligando y el receptorys2). Por otro lado, la isoforma mas basica (!) mostré una mayor 
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razon B/l en ei ensayo humano que en el GAB. Este grupo de isoformas, pobremente 

sializadas, tienen una estructura de oligosacdridos marcadamente diferente a las 

formas mas acidasegas), por lo que esta variacién en la composicién de oligosacaridos 

podria ocasionar diferencias en la afinidad de las isoformas por los 2 receptores o 

conferirle ciertas particularidades en su capacidad para activar diversas sefales de 

trarsduccidnyss, 39,139). 

Los resultados obtenidos en los dos bioensayos, en donde se observa una tendencia 

clara entre el pH de elucién de la hormona y su potencia bioldgica relativa, expresada 

en términos del cociente B/}, siendo mayor en las formas menos acidas y menor en las 

més acidas, también coinciden con lo informado para las isoformas de FSH humana 

obienidas de preparaciones de FSH recombinante y de FSH urinariag.s153-155). 

Inclusive en uno de estos estudios¢) ,al analizar la potencia bioldgica in vitro de la FSH 

humana recombinante por medio del GAB, se encontré que la forma menos acida 

presentaba un decremento en la actividad bioldgica, resultados similares a los 

presentados en esta tesis (figura 6, tabla 2). 

Como ya se demostré previamente, la ‘distribuci6n por carga de la FSH varia 

dependiendo del ambiente enddocrino presente en el donador al momento de la 

obtencién de la muestra. Por ejemplo, la FSH circulante humana tiene una distribucién 

por carga que varia dependiendo de la fase del ciclo menstrualiio13¢7). 

Especificamente, la secrecién de isoformas con pH mayor a 4.5 se incrementa 

significativamente durante la fase preovulatoria, momento en el! cual el estradiol se 

incrementa y la hip6fisis se encuentra mas sensible al GnRH 40). El hallazgo de que las 

isoformas intrahipofisirias menos acidas muestren un incremento en su potencia 

biclégica relativa in vitro, acompafiado del hecho de que casi no sufren modificaciones 

unia vez que son secretadas a la circulacién, sugiere fuertemente que la produccién y 

secrecion de formas menos acidas durante el ciclo menstrual podria ser un mecanismo 

importante para regular la intensidad del estimulo de la FSH durante las fases finales 

de la maduraci6n folicular. 

En relacién a los ensayos por competencia de unién al receptor (RRA), se utilizaron 3 

diferentes modelos: células de !a granulosa de rata hembra pretratada con DES, 

membranas de testiculo de rata macho adulta y células 293-hFSHR. Se encontré una 
correlacion entre el pH de elucién de las isoformas hipofisiarias de FSH y la razén 
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RRA/ para los ensayos con las células de la granulosa y con las membranas de 

testiculo, ambos provenientes de rata y no se obtuvo la misma correlacién para las 

células 293-hFSHR, las cuales son de origen humano. Estos resultados sugieren que 

péra la unién al receptor interviene tanto la naturaleza y la estructura quimica del 

receptor como el tipo de isoforma de FSH, en donde probablemente jueguen un papel 

re evante la composicién de carbohidratos unidos a ta molécula y la estructura 

peptidica. Si bien no se han detectado atin diferentes isoformas de receptor para la 

FSH en la rata, si se han informado distintos transcritos del receptor, y éstos parecen 

variar en su concentracién dependiendo de la fase del ciclo estral en el que se 

encuentre el animalise159). Los resultados sugieren que probablemente exista una 

poblacién heterogénea de receptores con diferente afinidad para las distintas 

iscformas de FSH. Es factible que la ausencia de correlacidn entre el pH de la 

isaforma y la razén RRA/I en jas células 293-hFSHR se deba a que en estas células 

unicamente existe una poblacién homogénea de receptores, los cuales al parecer 

tienen igual afinidad por las distintas isoformas de FSH, independientemente de que 

cada una de ellas desencadene respuestas celulares de magnitud variable. 

Ccn respecto a los estudios del andlisis de produccién de los inositoles en respuesta 

al estimulo de la hFSH en las células de la granulosa de rata inmadura y en las 293- 

hFSHR, los resultados mostraron que el incremento de este mensajero intracelular fue 

muy bajo en ambos tipos celulares. Los informes en la literatura afirman que el 

receptor de FSH humano, a diferencia del de la rata;124, tiene una muy débil respuesta 
en la via de la PLC-Ry@). Los resultados obtenidos en esta tesis coinciden con lo 

informado por otro grupo de investigadoresyeq), los cuales demostraron que la 
praducci6n de inositoles fue minima en las células 293-hFSHR después del estimulo 

con FSH. La diferencia entre los resultados obtenidos en la presente tesis y el estudio 
mencionado consistié en que en nuestro caso las células 293-hF SHR mostraron una 

meyor respuesta en términos de produccién de IP3 debido principalmente a las altas 

dosis de hFSH empleadas. En relacién a los resultados obtenidos con las células de la 

granulosa de rata, después del estimulo con la FSH se obtuvo un minimo incremento 

del IP3, datos que no concuerdan con los de la literaturay24 en donde se ha observado 

un incremento significativo en la acumulacién de los inositoles después del estimulo 
con FSH. La diferencia de estos hallazgos con los informados en la presente tesis 
podria deberse a que la hormona con la cual se realiz6 este estudio fue de naturaleza 
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htumana mientras que en los estudios previamente informados utilizaron un estimuto 

hemdlogo. 

stos resultados permiten concluir que en nuestro modelo, a diferencia de la via de la 

aclenilato ciclasa en la cual a bajas dosis de FSH se genera una respuesta elevada en 

la produccién de AMPc, para activar la via de la PLC-R se requiere de dosis altas de 

FSH, por lo que la naturaleza exacta del mensajero intracelular involucrado en Ja 

hidrdlisis de los fosfoinositoles en respuesta a la activacién del receptor de la FSH es 

alin desconocida. Cada una de las isoformas de FSH podria no solo tener una 

di‘erente afinidad por el mismo receptor, sino también inducir cambios 

ccnformacionales particulares en el receptor, de tal forma que se activan diversas 

caiscadas de mensajeros culminando en una respuesta celular diferente. 

La hipéfisis anterior tiene la capacidad de modificar tanto la cantidad como la calidad 

de la FSH secretada, estos cambios son regulados a través de la interaccién 

ccncertada entre la hipofisis, ia gonada y el hipotalamo. El nivel mas importante del 
control parece ser a nivel hipofisiario en donde dependiendo de! estado endécrino, la 

hipéfisis preferencialmente produce y secreta diferentes tipos de FSH: mas potente 
pero con vida media mas corta, o mayor vida media pero menos activa 

bi2légicamente. Desde esta perspectiva, la heterogeneidad de la FSH serviria como un 
mecanismo muy fino de regulacién adicional para el control de la funcién gonadal. La 
distribucién final de las gonadotropinas en la circulacién es el resultado de la accién 

de varios factores de origen hipotalamico y gonadal por lo que su regulacién es 
multifactorial y compleja. Si la heterogeneidad es importante biolégicamente para la 
regulacién de diversos procesos, es posible que las isoformas de FSH tengan 
di‘erentes funciones, por ejemplo, las isoformas de menor biopotencia pero mayor vida 

media podrian estar mas involucradas en el crecimiento y mantenimiento de los 

érganos reproductoresije1); mientras que las isoformas de mayor potencia y menor vida 

media podrian estar implicadas en eventos agudos, como el inicio de la pubertad y la 

ovulacion. 

Aparentemente, la heterogeneidad de la FSH juega un papel crucial en los 

m2canismos reguladores de la funcién reproductiva. Solamente cuando se defina la 
importancia de la variabilidad en ia estructura de las diversas isoformas de FSH sera 
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posible entender con mayor precisién los mecanismos de regulacién de diversos 
procesos fisiolégicos. 
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CONCLUSIONES 

En condiciones in vitro todas las isoformas intrahipofisiarias de hFSH aisladas 

mediante CF, fueron capaces de inducir una respuesta bioldgica 

La mayor actividad biolégica in vitro fue dada por las isoformas de hFSH menos 

acidas y la menor por las mas acidas tanto para el GAB como para el bioensayo 

con las células 293-hF SHR. 

Las isoformas de hFSH menos acidas tuvieron una mayor razén RRA/I con 

respecto a las formas mas acidas en los radiorreceptores realizados con células 

de la granulosa y membranas de testiculo de rata. 

Las distintas isoformas hipofisiarias de hFSH presentaron igual razon RRA/I en 

en los radiorreceptores realizados con las células de rifén fetal humano (293) 

transfectadas con el receptor recombinante de hFSH. 

La naturaleza exacta del transductor involucrado en la hidrdélisis de los 

fosfoinositoles en respuesta a la activacién del receptor de la FSH es aun 
desconocida. 
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In the present study, we analysed and compared the relative in-vitro biological activity of the various 
intrapituitary human follicle stimulating hormone (FSH) isoforms employing two different bioassay systems. 

FSH was fractionated by chromatofocusing (pH range 7.10 to <3.80) and the several isoforms isolated were 

quantified at multiple dose levels by three highly specific immunoassay systems: radioimmunoassay (RIA}, 
enzyme-immunoassay (EIA) and immunoradiometric assay (IRMA), as well as by two in-vitro bioassays, one 
that measures the amount of oestrogen produced by rat granulosa cells in culture and the other that 
determines the amount of cAMP produced by a human fetal cell line (293) expressing the recombinant human 

FSH receptor. The relative in-vitro biological activity of each FSH isoform, expressed as the bioassay/ 
immunoassay (B/I) activity ratio (B/RIA, 8/EIA and B/IRMA ratios) varied with its elution pH value. Regardless 
of the immunoassay or bioassay method employed, less acidic FSH isoforms exhibited higher B/I ratios than 

their more acidic counterparts [B/RIA, B/EIA and 8/IRMA ratios for isoforms with elution pH values >4.5 = 

1.05 + 0.13, 0.99 + 0.10 and 1.15 + 0.08 (rat oestrogen bioassay), and 2.75 + 0.34, 2.20 + 0.25 and 2.96 + 

0.35 (human cAMP production bioassay) respectively. Ratios for isoforms with pH values <4.5 = 0.71 + 0.06, 

0.47 + 0.05 and 0.63 + 0.06 (rat oestrogen assay}, and 1.80 + 0.26, 1.10 + 0.09 and 1.44 + 0.13 (cAMP assay) 
respectively (P <0.05 for isoforms with pH <4.5 compared with those isoforms with pH >4.5)]. Furthermore, 
statistically significant direct relationships between the B/RIA, B/EIA and B/IRMA ratios and the elution pH 
value of each isoform was identified by regression analysis [rat assay: r = 0.844, 0.800 and 0.780 (P <0.01); 

human assay: r = 0.730, 0.845 and 0.821 (P <0.01), for their corresponding B/RIA, B/EIA and B/IRMA ratios 

respectively]. The finding of significant differences in relative in-vitro biological potency among the various 

intrapituitary FSH isoforms strongly suggests that the shifts towards the production and secretion of more 

basic or acidic FSH molecules occurring in certain specific physiological conditions (e.g. puberty and menstrual 

cycle), may represent an important mechanism through which the anterior pituitary regulates gonadal 
function. 
Key words: follicle stimulating hormone/FSH bioactivity/FSH glycoforms/granulosa cells/recombinant FSH 
receptor 
  

Introduction 

Follicle stimulating hormone (FSH) exists as a family of 

isohormones which have been identified within the anterior 

pituitary, serum and urine of several animal species, including 

man (UI oa-Aguirre et af, 1995a). The number and relative 

abundance of each FSH isoform will depend on the isolation 

technique employed for separation, the source of the sample 

and the physiological status of the donor at the ime of tissue 

or samp}: collection (Ulloa-Aguirre et al., 1988, 1995a; Dahl 

et al, 1988; Wide, 1989). Since these isoforms have been 

separated principally on the basis of electrical charge, it seems 

that they differ from each other in their post-translationally 

determined carbohydrate composition, specifically their sialic 

acid content (Ulloa-Aguirre ef al., 1984; Blum ef al., 1985; 

Wide, 1939). 
As a consequence of their structural differences, FSH 

isoforms differ in their ability to bind to target cell receptors, 

© Europear Society for Human Reproduction and Embryology 

survive in the circulation and induce a biological response 

in vivo and in vitro (Chappel et ai., 1983; Blum and Gupta, 

1985; Wide, 1986; Wide and Hobson, 1986; Ulloa-Aguirre 

et al., 1992a). More acidic FSH isoforms (possessing a greater 

stalic acid content) from rodents and humans have considerably 

longer plasma half-lives but lower receptor-binding activity 

than their less acidic counterparts; on the contrary, less acidic 

variants disappear rapidly from the circulation and exhibit a 

three-fold higher receptor-binding/immunoactivity relationship 

than the more acidic forms (Chappel et ai. 1983; Blum 

and Gupta, 1985; Wide, 1986; Ulloa-Aguirre er al., 1992a). 

However, the overall net in-vivo effect of the different FSH 

isoforms on biopotency, which depends on the interplay 
of several factors including receptor-binding affinity. signal 

transduction and circulating half-life (Bishop er ai., 1994, 1995; 
Chappel, 1995; Ulloa-Aguirre et al., 1995a), is still unclear. 

Several studies have attempted to analyse the in-vitro 

biological activity of human FSH isoforms with widely 
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differing results (Wide and Hobson, 1986; Ulloa-Aguirre et ai., 

1992a; Burgon et al., 1993; Simoni et al., 1994). Some of 

these studies have clearly shown that the in-vitro biological : 

activity/immunoactivity ratio (as an index of the relative 
in-vitro biopotency of individual isoforms) of FSH is lower 

for the more acidic and higher for the least acidic isoforms 

(Wide and Hobson, 1986; Ulloa-Aguirre ef al., 1992a). 

However, other studies have failed to demonstrate such a clear 

relationship between the apparent charge of the FSH molecule 

and its ability to bind its receptor and/or induce a biological 

response at the target cell level (Stanton e¢ a/., 1992; Burgon 

et al., t993; Simoni et al., 1994). Such discrepancies have 

been attributed to the use of receptor-binding assays, bioassays 

and immunoassays with different specificities, sensitivities, 

standard preparations of variable molecular composition 

and/or antibodies with different epitope specificity (Dahl and 

Stone, 1992; Burgon et al., 1993; Simoni et al., 1993,1994). 

Redent studies have unequivocally documented the occurrence’ 

of significant changes in FSH heterogeneity during certain 

physiological conditions including puberty and the menstrual 
cycle (Padmanabhan ef al., 1988; Wide, 1989; Wide and 

Bakos, 1993; Phillips and Wide, 1994; Zambrano et al., 

1995), Thus, clarification of isoform bioactivity is of critical 

importance to assign a functional significance to the existence 

of such a variety of isoforms for a single hormone. We 

therefore decided to re-examine in more detail the in-vitro 

biological activity of the various human FSH isoforms present 

in anterior pituitary extracts employing two different bioassays. 

FSH was fractionated by chromatofocusing and the capacity 

of the different isoforms to induce oestrogen synthesis by 

rat granulosa cells in culture as well as adenosine 3',5’- 

monophosphate (cAMP) production by a human fetal kidney 
cell line expressing the recombinant human FSH receptor 

was studied. 

Material and methods 

Pituitary extracts 

Adalt human pituitaries, not selected by sex or age, were collected 

al autopsies performed after accidental deaths. The bodies were 
examined no later than 24 h post-mortem and were kept at 8°C within 

34 h after death, The pituitary glands were stored frozen at ~70°C 

until extracts were prepared. The anterior pituitary total glycoprotein 
extracts were obtained following the method of Jones et al, (1970). 

Extracts were kept at -70°C until the day of chromatofocusing. The 

study was approved by the human and animal research ethical 

committees of the Institute. 

Chromatofocusing of pituitary glycoprotein extracts 

Chromatofocusing of FSH present in pituitary glycoprotein extracts 

was performed according to the method described previously with 

some modifications (Ulloa-Aguirre ef al., 1990). To increase the 

resolution of the chromatofocusing separation, columns of polybuffer 
exchange resin (PBE-94; Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, 

USA) with targer dimensions (901.5 cm) than those previously 

used (Ulloa-Aguirre et ai., 1990, 1992a) were constructed and 

equilibrated with 15 bed volumes of starting buffer (0.025 M 

imidazote~HC], pH 7.4). Subsequently, a highly concentrated pituitary 

glycoprotein extract (15-25 mg of immunoreactive FSH), which had 
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previously been equilibrated with the eluent buffer [1:8 dilution of 

Polybuffer-74 (Pharmacia) in deionized water, pH 4.0] by chromato- 
graphy on Sephadex G-25 (Pharmacia) was applied to the top of the 
coluimn. Eluent ouffer (5 ml) was run before sample application to 
avoid exposure of the sample proteins to pH extremes. Between 550 
and 600 fractions (3 ml each) were collected at a flow rate of | ml/ 

4 min at 4°C. T1e pH of each fraction was measured and when the 

PH of the column eluent stabilized at its lowest value, the eluent 

buffer was then replaced by a solution of | M NaCl to recover those 

proteins bound at the lower limiting pH (salt peak). Each fraction 

was divided intc several aliquots which were stored frozen at —20°C 

until further analysis. 
The amount of FSH was determined in 5-15 pl aliquots of each 

traction by radizimmunoassay. Recoveries of FSH by this method 

were 79 + 4% of the total amount applied to the column. After 

three chromatofocusing separations, fractions containing the greatest 
concentration of each immunoreactive FSH isoform (Figure 1) were 

separately pooled, transferred to dialysis membrane tubings (molecular 

weight cut-off 12 000; Spectrum Medical Industries, Los Angeles, 

CA, USA), dialysed at 4°C for 24 h against deionized water and 

thereafter against 0.01 M ammonium carbonate (pH 7.5) and freeze- 

dried. Each FSH isoform, or poo! of neighbouring isoforms. was 
redissolved in phosphate (0.01 M)-buffered physiological (0.15 

mol/l) saline (PBS; pH 7.4) and kept frozen at -70°C until measure- 

ment of FSH content. 

immunoassays of FSH 

Radioimmunoassay : 

Purified human FSH [human FSH-13; National Institute of Diabetes 

and Digestive and Kidney Diseases (NIDDK), Bethesda, MD, USA} 

was iodinated by the lactoperoxidase-glucose oxidase method 

(Bex and‘ Corbin, 1981). Following separation of protein-bound 
and free ('251] by Sephadex G-100 column chromatography, [!?51]- 
labelled FSH wis further purified by Concanavalin A chromatography 

(Pharmacia) as described by Dufau er a/. (1972). The FSH radio- 

immunoassay was performed using reagents provided by the NIDDK: 

the reference preparation LER-907 (1 mg LER-907= 53 IU 2nd 

International Reference Preparation) was employed to construct the 

standard curve. This standard exhibits a similar degree of charge 

heterogeneity to crude pituitary extracts as disclosed by chromato- 

focusing (Chappel et af., 1986). The polyclonal antihuman FSH-6 at 

a final dilution of 1:250 000 was used as antiserum; this antiserum 

exhibits <0.1% cross-reactivily with highly purified human luteinizing 

hormone (LH) and undetectable reactivity with free a-subunit. To 

minimize the effects of interassay variations as well as to determine 

the degree of pzratlelism between the unknown samples and the FSH 
standard, all isoform concentrates prepared were analysed at multiple 
dose levels in the same assay run. Inter- and intra-assay coefficients 

of variation were <12% and <8% respectively, and the sensitivity 

was 0.24 mfU/tube. 

Enzyme immunoassay 

assay (IRMA) 
The EJA of FSH was performed employing reagents provided by the 

World Health Organization (WHO) Collaborating Centre for Research 

and Reference Services in the Immunoassay of Hormones in Human 
Reproduction, London, UK. This assay employs two anti-FSH mono- 

clonal antibodies directed against either the B- or the o-chain of the 

glycoprotein. The IRMA of FSH was performed using a commercial 

('51)-IRMA kit (Immunochem™, ICN Biomedicals, inc, Costa Mesa 
CA, USA); this immunometric assay uses a monoclonal antibody 

directed against the o-subunit and a polyclonal/monoclonal antibody 

mix directed against the B-subunit. In both immunoassays. the standard 

curve was cons.ructed using LER-907 as standard. Each sample was 

(EIA) and immunoradiometric
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Figure 1. Fiepresentative profile of pH distribution of immunoreactive follicle stimulating hormone (FSH) after chromatofocusing of an 

anterior pituitary glycoprotein extract. The elution pH values of the various PSH isoforms (1 to 1X) are indicated. Isoform concentrate HI 

comprised 20th concentrate If and isoform concentrate IV. The arrow marks the application of 1 M NaCl to the chromatofocusing column. 

assayed at 6-8 different ditutions to detremine the degree of parallelism 

with the LER-907 standard. Cross reactivity with free a-subunit. LH, 

thyroid-stiniulating hormone (TSH) and human chorionic genadotro- 

phin (HCG) in these systems was <1,0%. To minimize the effects 

of interass:y variations, all isoform concentrates were analysed in 
the same batch. Inter and intra-assay coefficients of variation for both 

assay systems were <8 und <5% respectively. 

In-vitro bioassays of FSH 

Oestrogen production by rat granulosa cells: aromatization 

bioassay (GAB) 

The capacity of each FSH isoform concentrate to induce aromatization 

of androger in vitro was assessed following the method described by 

Jia and Hsueh (1985), Inter- and intra-assay coefficients of variation 

were <15 and <8% respectively. The amount of oestrogen produced 
in vitro was determined by radioimmunoassay using an antiserum 
against oest one (Ulloa-Aguirre ef al., 1992a). Because of the signitic- 

ant cross-reactivity of this antiserum with 17-B oestradiol (~22%), 

results are expressed as total oestrogens produced by the granulosa 

cells in cul.ure. All samples from a single bioassay were analysed 

for oestradi>! content in the same batch; the mean inter- and intra- 

assay coeffizients of variation were <11 and <6% respectively. 

cAMP production by human fetal cells expressing the FSH 

receptor 
The human embryonic kidney-derived 293 cell line transfected with 

the human FSH receptor cDNA was a generous gift of Dr. Aaron 
JW. Hsueh Stanford University, CA, USA. The origin, handling, 
ligand spec ficity and biochemical properties of the recombinant 

human FSH receptor expressed by this cell line have been described 

elsewhere (‘Tilly ef ai., 1992). Transfected 293 cells (2X 10° cells/ 

culture dish) were exposed to increasing doses of each isoform 

concentrate n the presence of 0.125 mM 3-isobutyl-/-methyixanthine 
(Sigma Che nical Co, St. Louis, MO, USA) for 24 h at 37°C. After 
incubation, total (intra- and extracellular) cAMP concentrations were 

determined by radioimmunoassay after acetylation of the samples 

and cAMP slandards. The assay employed 2-O-monosuccinyl CAMP 

tyrosylmethy'l ester (Sigma) iodinated by the chloramine-T method 

as the labelling ligand and the CV-27 cAMP antiserum (NIDDK) at 

a final dilution of 1:150000. After incubation at 4°C for 24h. 

antibody-bound and free CAMP were separated by ethanolic precipita- 
tion followed by centrifugation at 1200 g at 4°C. The sensitivity of 

the assay was 4 fmol/tube and the inter- and intra-assay coefficients 

of variation were <12 and <6% respectively. 

In both assays, the standard curve was constructed using LER-907 

as the FSH standard. Each sample was tested for in-vitro bioactivity 
at 8-10 different doses ranging from 0.5-65 mlU/culture dish. in 

uiplicate incubations. The relative in-vitro biological activity of FSH 

was calculated considering each dose analysed in four separate assays 
and it is expressed as the bioassay/immunoassay (B/l) activity ratio, 

the ratio of activity in the in-vitro bioassay relative to the activity in 

the radioimmunoassay (B/RIA), EIA (B/EIA) and IRMA (B/IRMA). 

  

Statistical analysis 

Tests for parallelism among the slopes generated by the different 

FSH preparations (LER-907 and isoform concentrates) in the immuno- 
assays and bioassays of FSH were performed following the method 

of DeLean ef al. (1978). One-way analysis of variance (ANOVA) 

was used to determine differences between the apparent in-vitro 

biological activity of the FSH isoforms. When differences existed t- 
tests were used to determine their statistical significance. Linear 

regression analysis was performed to determine the degree and 

si ance of the association between the elution pH value of the 

isoforms and their corresponding in-vitro B/I ratios. P <0.05 was 

considered to be statistically significant. 

  

Results 

Separation of pituitary glycoprotein extracts on high-resolution 

chromatofocusing columns revealed the presence of multiple 

distinct peaks of FSH immunoactivity with pH values ranging 

from >7,10 to <3.80. Two peaks of FSH immunoactivity 

were identified at each end of the pH window: the first 

appeared in fractions containing those proteins that passed 
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Figure 2. Representative dose-response curves of the different 
follicle stimulating hormone (FSH) isoform concentrates (I to IX) 
in the radioimmunoassay (A), enzyme immunoassay (B) and 

immunoradiometric assay (C) systems. Similar results were 

obtained from three separate assays. 

   

through the column unrestricted (pH >7.10), whereas the 

second, with an elution pH value of <3.8-3.0, was identified 

at the end of chromatofocusing after the application of | M 
NaCl (Figure 1). Fractions containing the highest concentra- 

tions of immunoactive FSH within a single peak or closely 

neighbouring peaks were pooled in nine groups as shown in 

Figure |, concentrated as described previously and then utilized 

in the immuno- and bioassay studies. 

All the pools displaced ['**I]-labelled FSH from the antibody 
in a paraflel fashion when analysed by radioimmunoassay 

(Figure 2A); simultaneous curve fitting of the dose-response 

curves revealed no significant differences among the slopes 

generated by the FSH standard (LER-907) and the several 

pools of isoforms fractionated by chromatofocusing. Similar 

results were obtained when the amount of immunoreactive 

FSH present in each concentrate was determined by EIA 

(Figure 2B) and IRMA (Figure 2C), with the exception of the 

least acidic isoform (present in pool 1) which was not accurately 

quantified in the EIA system due to significant non-concordance 
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between this preparation and the corresponding standard curve. 

When compared with the radioimmunoassay, EIA slightly 

overestimated the amount of FSH present in concentrates III. 

V, and VII to IX, whereas IRMA underestimated the amount 

of FSH present in pools I, IV, VI and VIII but overestimated 

those contained in concentrates VII and IX. EIA underestimated 

the amount of FSH present in isoform concentrates III to 1X 

when compared with IRMA. These differences in antibody 

recognition led to slight variations in the calculated B/I ratio 

for the same isoform, reaching in some cases statistical 

significance (Table I). 

In-vitro bioactivity of the FSH isoforms 

All FSH concentrates were able to induce significant dose- 

dependent oes:rogen production when analysed by the rat 

granulosa cell aromatization bioassay (Figure 3); their corres- 

ponding dose-response curves were parallel regardless of the 

method (radioimmunoassay. ELA or IRMA) employed to 

determine the FSH doses to be challenged [mean + SD of the 

slope factors: LER-907, 3.10+0.20; isoform concentrates I to 

IX, 2.7140.22 (range 2.43 + 0.30 to 3.01 + 0.28: not 

significant)]. Tre results obtained with GAB showed that FSH 

isoforms in pools H to VI (elution pH value 6.60 to 4.60) 

exhibited higher in-vitro B/I ratios than the more acidic FSH 

isoforms (VII to [X; Table I and Figure 4). In fact, if those 

isoforms with elution pH values >7.10 (1) and <3.80 (IX) 

were excluded. since their exact pH could not be determined 

by the chromatofocusing method employed, there was a 

statistically significant direct relationship between the B/T 

ratios of the isoforms and their corresponding mean elution 

pH value [r = 0.844, 0.800 and 0.780 for the B/RIA, B/EIA 

and B/IRMA ratios respectively (P <0.01)]}. The least acidic 

FSH isoforms (concentrated in pool I) exhibited a B/RIA ratio 

similar to that of isoforms with elution pH values <5.06 and 

a B/IRMA ratio similar to that of isoforms with pH values 

5.47-4.60. Likewise, depending on the immunoassay method 

employed to quantitate the amount of the most acidic isoform 

(contained in pool IX), the B/I ratios of this variant were 

intermediate between those of isoforms VI and VII (elution 

PH value 5.06 to 4.12) or isoforms VII and VII (pH 4.76 to 
3.82) (Table 1). 

Human fetal 293 cells exposed to each isoform concentrate 

produced cAMP in an FSH dose-dependent manner (Figure 

5). The slope values of the dose-response curves yielded by 

this assay were not significantly different [mean slope value 

for LER-907 = 1.46 + 0.12, isoforms I to IX, 1.30 + 0.10 
(range 1.02 + 0.17 to 1.65 + 0.10); not significant}. The 

relative in-vitro bioactivity of the less acidic FSH isoforms 

was significantly higher than that exhibited by the more acidic 

forms (r = 0.730, 0.845 and 0.82! for the B/RIA, B/EIA and 

BAIRMA ratio of isoforms II to VIII and their corresponding 

mean elution pH value respectively; P <0.01); all B/I ratios 

were higher in isoforms with a pH value >4.5 (Figure 4). In 

this assay, however, the least acidic FSH isoform consistently 

exhibited the highest in-vitro bioactivity (Table 1). Other 

discrepancies between the two bioassay systems were also 

evident for isoform concentrates V to VH (Table !). In general,
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Table I. Hioactivity/immunoactivity (B/I) ratio of the different isoforms of follicle stimulating hormone (FSH) isolated from anterior pituitary glycoprotein 
extracts, Values are means + SEM derived from four independent bioassays 
  

  

  

  

  

fsoform (pH) FSH B/I ratio 

Oestrogen production (rat assay) cAMP production (human assay) gen pi 

BRIA B/EIA B/IRMA BRIA B/EIA B/IRMA 

1(>7,10) 0.86 + 0.02% - 1.03 + 0.05"4 39+ 0.18 - 4.7 20.24 
II (6.60-6 20) 1.32 + 0.1° 131+ 0.1" 1.312 0.0° 3.5 + 0.2° 3.4 + 0.2 3.220.2° 
TI (6.53-4.59) 1.19 + 0.05et 0.90 + 0.04 L.18 + 0,05°> 2.7 + 0,2¢ 2.1 0,1% 2.7 £0.28 
IV (6.14-5.53) 1.14 + O14 1.03 + 0.058 1.24 + 0.08° 2.2 + 0.1% 2.0 + 0,1 26+ 01% 
V (5.47-5 10) 1.01 + 0.0284 0.67 + 0.02% 0.92 + 0.03% 3.2 + 0.2% 2.1 © 0.18 2.9 + 0.2% 
VI (5,064.60) 0.87 + 0.02"? 0,97 + 0.0258 1.14 + 0.0554 14+ orf 1.5 + 01 Lg + 014 
VIL (4.76-4.12) 0.72 + 0.03°4 0.35 + 0.01% 0.48 + 0.024% 2.5 * 0.05%? 1.2 + 0,038 1.7 + Oa 
VIM (4.05--3,82) 0.64 + 0.01 0.56 + 0.014% 0.72 + 0,02 0.89 + 0.028 0.77 + 0.024 1.0 = 0,02¢4 
1X (<3.80) 0.77 + 0.18 0.48 + 0.05°* 0.65 + 0.1% 21 2 0,02¢ 1.3 + 0.04¢% 18 2 01% 
  

RIA = racioimmunoassay; EIA = enzyme immunoassay; IRMA = immunoradiometric assay. 
Means ide tified by different superscript letters in the same column are significantly different (P <0.05). 
'P <0.05 B/RIA versus B/EIA; §P <0.05 B/EIA versus BAIRMA; 1P <0.05 B/ARMA versus B/RIA. 
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Figure 3. ‘The ability of increasing doses of follicle stimulating hormone (FSH) isoform concentrates I, III, V, VI, VII and IX to induce 
oestrogen production by rat granulosa cells in culture. The dose is expressed in terms of the LER-907 standard (NIDDK) as measured by 
radioimmunoassay. The dispersion around each mean is omitted for clarity. fnset: The dose response curves of FSH isoform concentrates [1 
(A), FV (2,) and VIII (©). 

the behaviour of the most acidic component in the human 
assay was similar to that observed in the GAB. 

Discussion 

In the present study, we have examined the capacity of 

intrapituitary FSH isoforms to induce a quantitatively measur- 

able respanse at the post-receptor level. The results showed 

that all isoforms, after separation by a charge-based procedure, 

were able to induce significant dose-dependent responses in 

each of two separate bioassay systems. The first was a 

primary cell assay that assesses the ability of FSH to induce 

aromatization of androgen by cultured rat granulosa cells, and 

the second used a cell line transfected with the human FSH 

receptor which had been optimized to produce cAMP as an 

end point. A B/I ratio was established as an index of the 

relative in-vitro biological activity of each FSH isoform. To 

properly interpret the results, the same pituitary standard, 

possessing a charge heterogeneity similar to that of crude 

pituitary extracts (Chappel er a/.. 1986), was used to construct 

the standard curve in all assay systems employed. Likewise, 

to overcome some of the potential problems related to differ- 

ences in antibody recognition or epitope specificity, the amount 
of isoform in each in-vitro bioassay was defined using three 

different immunoassay systems which used either polyclonal 

er monoclonal antibodies. Although all isoforms exhibited 
parallel dose-dependent curves in the radioimmunoassay. 

IRMA and EIA systems (with the exception of isoform I in 
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Figure 4. The ratio of biological to immunologica! (B/1) activity of ° 

follicle stimulating hormone (FSH) exhibited by isoforms with 

elution pH values >4.5 and <4.5 in the rat granulosa cell 
aromatization bioassay (top) and the cAMP production human 
assay (bottom). *Pairs in which there are statistically significant 

differences (P <0.05). Data derived from four independent 

bioassays (mean + SEM). 

the ELA), significant variations in B/I ratios within the same 

isoform pool were detected, implying that some of the immuno- 

assay systems recognized certain isoforms more or less accur- 

ately than the others. However, in spite of these differences in 

antibody recognition towards certain FSH isoforms, a wend 

was apparent in which the less acidic isoforms exhibited higher 

B/l ratios than the more acidic forms. Whether this close 

relationship between FSH isoform charge and B/I ratio was 
the result of a general inability of each of the immunoassay 

systems employed to accurately identify the less acidic/sialyl- 

ated isoforms or whether these isoforms are genuinely more 

bioactive cannot be determined by the present study. It is 

currently difficult to draw definitive conclusions concerning 

the intrinsic in-vitro biological activity of the human FSH 

isoforms. However, differences in oligosaccharide structures 

(which are essential for receptor binding and signal transduc- 

tion) are the distinguishing characteristic of most gonadotrophin 

isoforms (Ulloa-Aguirre et a/., 1988, 199Sa). A series of 

observations has shown that rodent, monkey, and human FSH 

as well as human choriogonadotrophin and rat and human 

luteinizing hormone share the same relationship between charge 

and the in-vitro biopotency of their corresponding isoforms 

(Miller et af., 1983, Khan et al., 1984; Hattori es ai., 1985; 
Wide and Hobson, 1986; Ulloa-Aguirre et al., 1988, 1990, 
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1992a; present study). This suggests that increased bioactivity 

may be the cause of the greater B/I ratios exhibited by the 

less acidic intrapituitary FSH isoforms. 
The least acidic FSH isoform, although reliably quantified 

by radioimmunoassay and IRMA, was barely detected by the 

EIA. It has been previously shown that these particular FSH 

molecules are poorly sialylated (Ulloa-Aguirre et al., 1984), 

exhibit more basic pH values (Dahl e¢ a/., 1988) and bear 

oligosaccharide structures markedly different to the more 

acidic isoforms (see below). Whether these variations in 

immunoactivity are dependent on the specific carbohydrate 

composition of these basic molecules or on the presence of a 

heterogeneous peptide component (Ulloa-Aguirre er al., 1995a) 

remains to be clarified. 
In both the human and the rat bioassay systems, and 

regardless of the immunoassay method employed to quantify 

the isoforms, the highest in-vitro bioactivity was exhibited by 

the less acidic iscforms and the lowest by their more acidic/ 

sialylated couterparts. However, some differences between the 

results generated by the two bioassays were apparent. In the 

human assay, the B/I ratios obtained for each isoform were 

higher (2 to 3 times) than those yielded by the rat assay, a 

finding which may be explained by the greater homology 

between the structurally heterogeneous human FSH ligands 

tested and their corresponding receptor in the 293 cell system 

(Mulder ef ai., 1994). On the other hand, the least acidic FSH 

molecules (present in pool 1) consistently exhibited the highest 

B/I ratios in the human assay whereas in the GAB they showed 

a lower activity than that observed for isoforms with pls 6.60 

to 5.53. This, and other similar discrepancies between the 

apparent in vitro bioactivites shown by the same isoforms in 

the two assays, may be secondary to the different abilities of 

the ‘individual bioassay systems to identify subtle aspects of 

the molecular structure of FSH, mainly those related to the 

carbohydrate chains attached to the protein core. Recent lectin- 

binding studies have indicated that, in addition to their lower 

sialic acid content, less acidic FSH isoforms bear more high 

mannose- and hyorid-type oligosaccharides, whereas the more 

acidic variants contain greater amounts of more complex 

carbohydrate residues (Ulloa-Aguirre et al, 1992b; Creus 

et al., 1996). These variations in oligosaccharide composition 

may account for differences in the affinity of the isoforms for 

the human and the rat FSH receptor and/or their capability 

to activate it and establish signal transduction (Sairam and 

Bhargavi, 1985; Bishop ef al., 1994; Davis et al., 1995). 

Alternatively, these apparent discrepancies may relate to the 

particular biolog.cal features of the rat granulosa cell and the 

receptor-transfected 293 cell systems employed in the present 

study. The hurran assay has been maximized for cAMP 

production and thus neither steps post-cAMP nor involvement 

of other second messenger systems which may eventually lead 

to agonistic or antagonistic outcomes are considered (Dahl 

et al., 1988; Flores et al., 1990; Padmanabhan et al.. 1991; 

Minegishi er al., 1995). In fact, dissociations between CAMP 

and end product relationships have been recently demonstrated 

in primary cell cultures utilizing deglycosylated FSH analogues 

(Padmanabhan ef al., 1991; Ulloa-Aguirre er al., 1995a). 

These results are in accordance with other recent findings
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Figure £. The ability of increasing doses of follicle stimulating hormone (FSH) isoform concentrates I, HI, V, VI, VII and 1X to induce 
cAMP production by 293 cells transfected with the recombinant human FSH receptor. The dose is expressed in terms of the LER-907 

standard (NIDDK) as measured by radioimmunoassay. The dispersion around each mean is omitted for clarity. /usez: The dose response 

curves of FSH isoform concentrates II (A), IV (4) and VIII (©). 

showing. a clear association between the relative in-vitro B/T 

ratios ar d the charge borne by various recombinant human FSH 

preparations, urinary FSH compounds and their corresponding 

isoforms (Cerpa-Poljak et al., 1993; Flack et al., 1994, Lambert 

et al., 1395; Ulloa-Aguirre et al., 1995b, 1996). Interestingly, 

in one of these studies (Flack et al., 1994) the least acidic 

recombinant variant also showed a significantly decreased 

biological activity as disclosed by GAB. The overall findings 

concurrently suggest that assays employing final products (e.g. 

oestrogen) as end points to assess the bioactivity of either 

natural or recombinant FSH isoforms, may be more suitable 

than the cAMP production-based human assays in establishing 

the clinical significance of changes in the relative distribution 

of secre‘ed isoforms during specific physiological conditions 

(Padmarabhan et al., 1988; Wide and Bakos, 1993; Phillips 

and Wide, 1994; Zambrano et al., 1995) and in determining 

the poteuitial effects of differing molecular structures in recom- 
binant FSH on the various biological functions of the gonad. 

The present findings are in contrast with those from other 

investigetors who were unable to detect a clear relationship 

between the receptor-binding potency and/or in vitro bioactivity 

and the charge of the pituitary FSH isoforms (Stanton e? al., 

1992; Burgon ef al., 1993; Simoni et al., 1994). However, in 

one of those studies (Simoni er al., 1994), chromatofocusing 

columns with much lower resolving capacity were employed 

to fracticnate the various FSH isoforms, whereas in the study 

of Burgon et ai., (1993), only those isoforms recovered within 

a relatively narrow isoelectric point (pI) range (3.5—5.29) were 

considered. In addition, neither of these two studies accurately 

established parailelism between the dose-response curves 

generated by the various isoforms and the particular standard 

preparations used in the bio- and immunoassays. Finally. 

Stanton et ai., (1992), whose study was also restricted to 

isoforms with pI values 3.5-5.29, observed that the dose- 

response curves of FSH isoforms with pI values 4.15-5.29 

were not parallel to those of the more acidic isoforms or the 

FSH standard used in the heterologous assay employed to 

calculate the radioreceptor specific activity of the isoforms. It 

is well known that the establishment of parallelism between 

the dose-response curves of standards and unknowns is critical 

for a reliable estimation of relative potencies or B/I ratios 

(DeLean et al., 1978; Chappel, 1995; Ulloa-Aguirre er al., 

1995a). In fact, Blum er al. (1985) observed that the dose- 

response relationships of the more acidic pituitary rat FSH 

isoforms differed considerably from both the less acidic forms 

and the reference preparation used to construct the standard 

curve; the less acidic isoforms exhibited B/I ratios equal to 

1.0 over the entire concentration range analysed, whereas the 

more acidic variants showed a progressive increase in this 

ratio with values <1{.0 and >3.0 at low and high concentrations 

respectively. Since in the foregoing studies the methods for 

determining the potencies or B/I ratios of FSH isoforms were 

not clearly validated, it is very difficult to draw definitive 

conclusions concerning the significance of their findings. 
We and others have previously shown that almost all stored 

FSH isoforms may be released from the pituitary gland with 

few or no modifications in their number and pH values and 

that the charge distribution of the circulating isoforms changes 

according to the phase of the menstrual cycle (Padmanabhan 

et al., 1988; Wide and Bakos, 1993, Zambrano et a/.. 1995). 
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Specifically, the secretion of isoforms with pH values >4.5 is 

significantly increased at times of both high oestradiol output 

and enhanced pituitary sensitivity to GnRH (e.g. during the 

periovulatory phase) (Zambrano er al., 1995). The finding that 

their intrapituitary counterparts display an increased relative 

in vitro biopotency (Ulloa-Aguirre et al., 1992a; present study) 

strongly suggests that the shift towards the production and 

secretion of less acidic/sialylated FSH molecules during this 

cycle phase may be an important mechanism to regulate the 

intensity of the FSH stimulus during the final steps of follicular 

maturation. The fact that the less acidic isoforms disappear 

rapidly from the circulation (Wide, 1986; Ulloa-Aguirre ef al.,” 

1992a,b) does not necessarily mean that under physiological 

conditions their presence may be biologically irrelevant. Less 

acidic isoforms possess per se considerable bioactivity and 

even if small quantitites reach the target cell they still might 

be able to induce a significant biological response. Evidence 

for this possibility has been provided for desialylated human 

choriogonadotrophin, which has been shown to be a full 

agonist in vivo in the monkey, capable of stimulating a full 

testicular response over 6 h despite being cleared from the 

circulation within 15 min (Liu et af, 1989). Therefore, the 

signal transduction system at the receptor level may be 

capable of achieving full biological effect despite low receptor 

occupancy or dramatically shortened exposure to the stimulus. 

Additional studies on the in-vivo bioactivity of circulating FSH 

isoforms are still required to further support this hypothesis. 
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En perseguirme, Mundo, ¢ qué interesas? 
iEn qué te ofendo, cuando sdio intento 

poner bellezas en mi entendimiento 
y no mi entendimiento en las bellezas? 

Yo no estimo tesoros ni riquezas; 

y asi, siempre me causa mas contento 

poner riquezas en mi entendimiento 
que no mi entendimiento en las riquezas. 

Y no estimo hermosura que, vencida, 

es despojo civil de las edades, 

ni riqueza me agrada fementida, 
teniendo por mejor, en mis verdades, 

consumir vanidades de la vida 
que consumir la vida en vanidades. 

SOR JUANA INES DE LA CRUZ
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