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RESUMEN 
  

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

incluyendo al humano, es producida y secretada en miiltiples 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 comparé la unién al receptor de las 

diversas isoformas hipofisiarias de FSH humana (hFSH), utilizando diferentes sistemas 

celulares. La obtencién de las isoformas hipofisiarias de hFSH se realizé por el método 

del cromatoenfoque (intervalo de pH de 7.40 a 3.80); las isoformas aisladas fueron 

analizadas por radioinmunoanilisis (RIA). Los ensayos de unién al receptor se 

realizaron en células de la granulosa de rata, membranas de testiculo de rata y células 

transfectadas.con el receptor recombinante para la hFSH (293-hFSHR). 

En los radiorreceptores realizados en células de la granulosa de rata y membranas de 

testiculo, las isoformas menos acidas presentaron una mayor unién al receptor y por 

consiguiente una mayor relacién radiorreceptor/inmunorreactividad (RRA/D), 

comparadas con las isoformas mas 4cidas, las cuales tuvieron una menor unién al 

receptor. Sin embargo para tos ensayos de unién al receptor realizados en las células 

293-hFSHR, no se encontré una correlacién entre el pH de elucién de las isoformas y su 

unién al receptor ya que las diferentes isoformas de hFSH presentaron uni6n similar. 

Estos resultados sugieren que para la unién al receptor interviene tanto la naturaleza y 

la estructura quimica del receptor como el tipo de isoforma de FSH. Es probable que la 

ausencia de correlacién entre el pH de la isoforma y la relaci6n RRA/I en las células 

293-hFSHR se debe a que en estas células unicamente existe una poblacién homogénea 

de receptores, los cuales poseen igual afinidad por las distintas isoformas de FSH. 

 



  

  

INTRODUCCION 
  

Los seres vivos se encuentran sujetos a diferentes modificaciones inducidas tanto por su 

entorno exterior como por su medio interno; es por eso que cuentan con mecanismos de 

control que les permiten regular su equilibrio fisiolégico. En los mamiferos, el proceso 

de la reproduccién abarca multiples eventos en el que participan varios sistemas 

biolégicos del organismo, entre ellos el sistema neuroendécrino. Un érgano que juega 

un papel muy importante en la regulacién del fenémeno reproductivo es el hipotalamo, 

el cual sintetiza y secreta la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que a su 

vez estimula a Ia hip6fisis para que sintetice y secrete a las gonadotropinas hipofisiarias: 

la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). 

Las gonadotropinas juegan un papel central en el proceso reproductivo, ya que ejercen 

un control predominante sobre la funcién de las génadas, con el fin de regular y 

mantener procesos esenciales para la reproduccién, tales como la gametogénesis, la 

esteroidogénesis y la ovulacién. 

La FSH no es una glicoproteina de composicién tnica, ya que se sintetiza y secreta en 

multiples formas moleculares o isoformas. Estructuralmente, éstas son diferentes en su 

patron de glicosilacién. Bioquimicamente cada una de ellas tiene propiedades 

fisicoquimicas y biolégicas particulares. 

Las gonadotropinas ejercen sus efectos en las célutas blanco a través de 1a unién con 

receptores especificos que se encuentran en la membrana plasmatica de dichas células. 

El receptor de la FSH pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, 

que se caracterizan por tener una regién extracelular amino lerminal muy larga, una 

region con 7 dominios transmembranales y una parte intracelular carboxilo terminal. Al 

unirse la FSH-.a su receptor se activa principalmente la via de la adenilato ciclasa, 

teniendo como segundo mensajero al AMPec, el cual activa a la PKA (cinasa de  



  

proteinas A), la cual induce fa fosforilacion de diferentes proteinas y enzimas. En su 

forma fosforilada algunas enzimas son activadas y otras desactivadas, canalizando su 

efecto en diferentes rutas metaboticas. 

Existen estudios que han demostrado que la unién al receptor de las isoformas de FSH 

humana (hFSH) varia dependiendo de los carbohidratos adicionados a la molécula 

base. Por otro lado, se han encontrado distintos transcritos del RNAm del receptor de 

FSH. Estos hallazgos pueden tener importantes implicaciones con respecto a la 

naturaleza de la interaccién hormona-receptor y el subsecuente mecanismo de la 

transduccién de senal. 

La variedad de isoformas de FSH puede inducir a una gran diversidad de respuestas al 

unirse a su receptor, por fo tanto es de suponer que la via de transduccién de sefial de 

dichas isoformas puede dar muy diferentes respuestas celulares. 

En la presente tesis se comparé la unién al receptor de las isoformas de la hFSH 

hipofisiaria en diferentes tipos celulares. 

 



  

ANTECEDENTES 
  

Una de las cualidades especificas de los seres vivos es la capacidad que tienen de 

reproducirse. En los mamiferos, la reproducci6n comprende una serie de mecanismos 

sumamente complejos en la cual estan relacionados dos sistemas: el nervioso y el 

endécrino, cada uno con funciones muy especificas. Existe un 6rgano neuroendécrino 

que juega un papel muy importante en la regulacién del fendémeno reproductivo: el 

hipotalamo, él cual se encarga de la sintesis y secrecién de la hormona liberadora de 

gonadotropinas (GnRH), Una vez que esta alcanza la circulacién porta-hipofisiaria, es 

transportado hacia la hipéfisis anterior, donde estimula la sintesis y secreci6n de las 

hormonas glicoproteicas hipofisiarias: hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona 

luteinizante (LH)q). 

ESTRUCTURA DE LA FSH. 

Las hormonas hipofisiarias FSH, LH y estimulante de la tiroides (TSH), asi como la 

gonadotropina coriénica (CG), proveniente de la placenta, pertenecen a una misma 

familia de glicoproteinas. Estas hormonas son moléculas grandes y complejas con un 

peso molecular entre 28 y 38 kDa. En el caso de la FSH es de 30 kDa aproximadamente. 

Estan formadas por dos cadenas polipeptidicas, la subunidad a y la subunidad 8, 

asociadas de manera no covalente, dicha uni6n es de alta afinidad, lo que da estabilidad 

a la estructura cuaternaria del dimerog). La cadena a es idéntica en las 4 hormonas y es 

codificada por un solo gery, mientras que la 8 es codificada por diferentes genes y es la 

que les confiere especificidad biolégica e inmunoldgicag, ya que esta subunidad es 

6 

 



  

diferente en composicion de aminoacidos en las cuatro glicoproteinas, teniendo algunas 

regiones con alta homologiage7, las cuales probablemente estén relacionadas en la 

interaccién de cada una de las B con la @ comin. La cadena a tiene 10 residuos de 

cisteinas y la cadena B posee 12, que forman puentes disulfuros, cinco en la o y seis en 

la B, lo que contribuye a la estabilizaci6n de la estructura tridimensional de la proteina. 

Estas regiones de cisteinas estan muy conservadas entre las diferentes 8 y entre las 

distintas especies, lo que sugiere una estructura tridimensional similar entre las 

hormonas. La subunidad a contiene la mayoria de los sitios de reconocimiento del 

receptor de la célula blanco, la B adquiere su conformacién unicamente cuando esta en 

combinacién con la a. 

Existen numerosos estudios sobre la secuencia de aminodcidos (aa) en diversas especies 

animales, incluyendo la humana, la cual tiene de 92 a 96 aa en la subunidad a con dos 

sitios de N-glicosilacién localizados en la posici6n Asparagina (Asn) 52 (0 56) y Asn 78 

(u 82), mientras que la subunidad f esta compuesta por 111-112 aa y tiene dos sitios de 

glicosilaci6n en las posiciones Asn 6,7 0 13 y Asn 23,24 0 3045819. En todos los 

oligosacaridos unidos a Asn, existe una estructura central comin (N-acetil- 

glucosamina)2-(Manosa)sai, (Fig. 1). Las caracteristicas quimicas generales de la 

molécula de FSH incluyen ademas la localizacién de oligosacdridos en sitios especificos 

de ambas subunidades. Dichos oligosacaridos son: manosa, fucosa, galactosa, N-acetil- 

glucosamina, N-acetil-galactosamina y Acido sidlico o acido N-acetil-neuraminico 

(NANA). La estructura de los oligosacdéridos en la FSH es altamente variable y estos 

juegan un papel importante para determinar las caracterfsticas y propiedades 

fisicoquimicas y fisiolégicas de la hormona que en ultima instancia constituyen la base 

de su heterogeneidad molecularz.is). El Acido sidlico terminal protege a la molécula de 

la accién degradativa de las enzimas hepaticas, por esta razon, su presencia es de suma 

importancia en la regulacién de la vida media de la hormona en fa circulaciénay. La  
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remosién del acido sidlico de la FSH humana (hFSH) con tratamientos enzimaticos, 

disminuye la actividad bioldgica in vivo de la hormona, al reducir su vida media en el 

plasmaqis. La deglicosilacién total de la FSH mediante tratamientos quimicos, no 

altera la capacidad de la hormona para unirse a su receptor, sin embargo, reduce la 

estimulacion de la produccién de 3’-5’ adenosin monofosfato ciclico (AMPc), y por lo 

tanto, disminuye sus efectos biolégicos. Se ha observado que si la subunidad a es 

deglicosilada y la B se mantiene intacta, ocurre la produccién de AMPc, lo que 

demuestra Ja importancia de los carbohidratos en la subunidad B para la induccién de 

la respuestacis). 

SINTESIS DE LA FSH. 

La FSH y la LH son sintetizadas y secretadas por la misma poblacién de células de la 

adenohipéfisis, conocidas como gonadotropos hipofisiarios. Las subunidades que 

constituyen la FSH, se sintetizan independientemente una de la otra. 

La biosintesis de las subunidades de las gonadotropinas ocurre por el proceso usual de 

ensamblaje ribosomal de las cadenas peptidicas, seguido de modificaciones post- 

traduccionales de las cadenas sintetizadas, antes de su secrecién. Las cadenas 

proteinicas recién sintetizadas representan formas inmaduras ya que no estan 

glicosiladas y cuentan ademas con un pequefio fragmento peptidico lider o seal. El 

procesamiento de la forma inmadura de las subunidades a su estado maduro involucra 

rompimiento del péptido senal y la glicosilacién. Ambos eventos requieren de la 

presencia de enzimas unidas a las membranas del reticulo endoplasmico rugoso (RER) 

y al aparato de Golgi (AG), y ocurren conforme se va formando la cadena polipeptidica  



  

y es translocado al RER (cambios co-traduccionales) 0 conforme la hormona sigue la 

ruta de sintesis y secrecién (cambios post-traduccionales)(16). 

Mientras que la cadena proteinica reside aun en los polisomas unidos a la membrana 

del RER, enzimas microsomales rompen la secuencia lider; esto permite que dicha 

cadena cruce la membrana hacia las cisternas del RER. Asimismo, se forman puentes 

disulfuro en el péptido. La transferencia de oligosacaridos a las Asn blanco (dicha Asn 

debe estar en la siguiente secuencia: Asn-X-Treonina 6 Asn-X-Serina, donde X puede ser 

cualquier aminodcido excepto prolina), se lleva a cabo en el lumen del RER; la enzima 

que cataliza este evento es una proteina de membrana (oligosacariltransferasa), que 

tiene su sitio expuesto sobre la superficie luminalay. Los azdcares son primero 

activados en el citosol por la formacién de intermediarios azticar-nucledtidos, los cuales 

donan sus carbohidratos (directa o indirectamente). El oligosac4rido esta preformado en 

su totalidad con 14 residuos de monosacéridos y est4 unido a un lipido (dolicol) que se 

encuentra en la membrana del RER, y éste lo une a las Asn blanco de la proteina en 

sintesis en un solo paso enzimatico después de que el residuo pasa de la membrana del 

RER al lumen. La transferencia esta acoplada a una reaccién donde el rompimiento de 

pirofosfato libera la energia necesaria para que se lleve a cabo la unién. Inmediatamente 

después, tres residuos de glucosa y uno de manosa son removidos de la estructura 

central comin recién adherida. Posteriormente se lleva a cabo el transporte vesicular de 

dicha glicoproteina desde el RER hasta el AG, en donde termina su maduraciénq6). 

Antes de que sea secretada la hormona, acttian manosidasas y transferasas para el 

ensamble de los azticares terminales como son N-acetil-glucosamina, galactosa, asi 

como la adicién de grupos sulfatos y finalmente acido sidlico, y en algunas ocasiones 

fucosa (unida en la N-acetil-glucosamina de la estructura central). 

Una vez terminado el procesamiento, las glicoproteinas se empaquetan en vesiculas de 

secrecién que las protegen de la protedlisis y se transportan hacia la periferia celular 
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mediante la intervencién de proteinas motoras asociadas a los microtibulos y 

microfilamentos del citoesqueleto. Al llegar a la membrana plasmiatica se fijan a ellagz. 

La secrecién de FSH ocurre por estimulo de la GnRH hipotalamica. Cuando la GnRH se 

une a sus receptores especificos en el gonadotropo induce la exocitosis de FSH, to cual 

se logra gracias a la fusién de la membrana celular con los granulos secretores, 

permitiendo asi la liberacién de su contenido hacia el espacio perivascular. 

La secreci6n de la FSH esta regulada y modulada por la GnRH, quien a su vez esta 

regulada mediante diferentes mecanismos como algunos factores gonadales de 

naturaleza esteroidea (estrégenos, progestagenos y andrégenos). Estos esteroides se 

unen a receptores intracelulares especificos en !as células de la hipéfisis e influyen 

directamente en la secrecién de gonadotropinasns). 

También se han relacionado con el control de la sintesis y secrecién de la FSH a otras 

hormonas diferentes a los esteroides gonadales, estas incluyen a las proteinas ovaricas 

como las inhibinas y la activina. La inhibina es un heterodimero formado por una 

cadena o y una 8, unidas por puentes disulfuro, su funci6n es la supresién selectiva de 

la secreci6n de la FSH; la activina esta formada por dos cadenas B de inhibina, tiene el 

efecto opuesto a esta ultima, tanto en la secrecién hipofisiaria de FSH como en la 

funcién del ovariogs2021). Otro péptido gonadal supresor de la FSH que se ha aislado es 

la folistatina, la cua! es una glicoproteina formada por una cadena unica, que actua 

como una proteina que se une a la activina, impidiendo su acciéngz). 

Los gonadotropos sintetizan una mayor cantidad de subunidad « en comparacién con 

las concentraciones de la cadena 8. Tanto en la hip6fisis, como en la circulacién, las 

concentraciones de la subunidad B son relativamente mas bajas que la de la a, por lo 

tanto parece que la formacién de las cadenas § podria ser un paso limitante en la 

biosintesis de las hormonas glicoproteicasis, Por esta razon se asume que la influencia



  

de hormonas esteroides y factores no esteroideos (inhibina y activina) sobre la 

produccién de la FSH es a través de alteraciones en la sintesis de la subunidad Bun 

FUNCIONES DE LA FSH. 

De manera general, la funcién primaria de la FSH es la regulacién del crecimiento y 

maduracién folicular en la mujer y de la espermatogénesis en ef hombreq, 

Funci6én en el ovario. 

La FSH es la hormona responsable de la regulacién de aquellos procesos relacionados 

con el desarrollo de las células germinales en las génadas; en el ovario esta relacionada 

en varios procesos como la maduracién folicular, prevencién de la atresia folicular, la 

induccién de la aromatasa, la estimulacién de la proliferacién de las células de la 

granulosa y la induccién de la formacién de receptores para LH), 

La principal accién de la FSH es promover la proliferacién y diferenciacién de las 

células de la granulosa del foliculo ovarico y la secrecién de estrogenos. Aunado a ésto 

incrementa la produccién del liquido folicular, y aumenta el numero de receptores para 

la LH. La LH es necesaria para el crecimiento final del foliculo y para la ovulacién, 

actuando especificamente sobre las células de ja teca y la granulosa. Es ademas la 

responsable de la transformacién del foliculo en el cuerpo ldteogs). En particular, la FSH 

acelera el desarrollo de un namero indeterminado de foliculos ovaricos primordiales, to 

cual implica la proliferacién de las células de la granulosa y la formacién de una capa 

llamada teca, alrededor de estos foliculos, misma que posteriormente se divide en 

interna y externa. la FSH induce la expresién del gen que codifica para la enzima  



  

P450anom, lo cual da como 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. 

La FSH y les estrégenos (principalmente el estradiol), ejercen una acciédn mitogénica, 

estimulan atin mas la proliferacién de las células de la granulosa e inducen la sintesis 

progresivamente mayor de receptores para FSH por célula, lo que aumenta fa 

sensibilidad de éstas a la gonadotropina estimulando su proliferacién aceleradaqs. Es 

necesaria la presencia de estradiol y de FSH para el crecimiento folicular, asi como para 

la maduraci6n del ovocito. 

Posteriormente, hay un aumento de la produccién de fluido folicular, que se acumula 

en los espacios intercelulares de las células de la granulosa, lo que da origen a la 

cavidad llamada antro. El foliculo sigue gradualmente su transicién al estado antral. 

Solamente un foliculo legar4 a ser preovulatorio, mientras que los demas sufrirén un 

proceso que se conoce como atresiaqs.s. El estradiol ejerce una influencia estimuladora 

en la accién de Ja FSH dentro del foliculo maduro, y tiene un efecto de 

retroalimentacién negativa a nivel hipotalamo-hipofisiario, lo que ocasiona el retiro del 

soporte de gonadotropinas en los otros foliculos menos desarrollados. Sin embargo, el 

foliculo dominante permanece dependiente de la FSH y debe completar su desarrollo 

previo a la ovulacién, por lo que cuenta con un mayor contenido de receptores para 

FSH, manteniendo de esta manera el estimulo de la aromatizacién, y por consiguiente la 

sintesis de estrégenos. En esta etapa, la FSH induce la sintesis de receptores para LH en 

las células de la granulosa del foliculo antral. A la mitad del ciclo, se produce un pico de 

FSH y otro de LH de mayor intensidad, ambos esenciales para completar la maduracién 

del ovocito e inducir la ruptura del foliculo y la ovulaciéngs225. Después de la 

ovulaci6n, las células de la granulosa y de la teca, se diferencian en células luteinizadas, 

que forman el cuerpo luiteo o amarillo. Durante esta fase, las concentraciones de 

gonadotropinas son las mds bajas de todo el ciclo, debido a la retroalimentaci6n  



  

negativa que ejercen tanto el estradiol como la progesterona. De no haber embarazo, se 

presenta la lutedlisis unos dias después y el ciclo se reanuda nuevamente. 

Funcién en testiculo. 

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

espermatozoides. Topol6gicamente ambas funciones se encuentran separadas en dos 

compartimentos, el intersticial que contiene a las células de Leydig y el tubular que 

contiene dos tipos celulares diferentes, las células de Sertoli y las células germinales en 

diferentes estadios de maduracién. Las células de Leydig bajo la accién de la LH Ievan 

a cabo la biosinteis de andrégenos, principalmente testosterona. En los ti&bulos 

seminiferos las células de Sertoli actaan como células nutricias que aportan una gran 

variedad de factores necesarios para la adecuada maduracién de los gametosys.2). La 

FSH actua principalmente en la maduraci6n de los tabulos seminiferos y en la iniciacién 

y control de la espermatogénesis, ejerciendo sus funciones gonadotrépicas a través de 

las células de Sertoli, las cuales al ser estimuladas producen compuestos necesarios para 

la maduracién espermatica. La FSH es necesaria para iniciar la espermatogénesis, sin 

embargo, para la maduraci6n total de los espermatozoides se requiere no sélo del efecto 

de la FSH, sino también el de la testosterona. Al unirse la FSH a los receptores 

especificos en las células de Sertoli, estimula la produccién de la proteina fijadora de 

andrégenos (ABP); que se une a la testosterona y provee una reserva alta de andrégenos 

intratubular, util y necesaria para el desarrollo de las células germinalescs. 

También en testiculo se sintetizan dos tipos de inhibina: A y B; ambas inhiben de modo 

selectivo Ja liberacién de la FSH en la hipofisis, sin afectar la liberacion de la LH. La 

FSH estimula de manera directa a las células de Sertoli para secretar inhibina, ésta junto 

con los esteroides gonadales, acta como un regulador fisiologico de la secrecién 

hipofisiaria de la FSH/2),27).  



  

MICROHETEROGENEIDAD DE LA FSH. 

La FSH se sintetiza y secreta en multiples formas moleculareso isoformas, las cuales se 

han identificado y aislado de hipéfisis anterior, suero y orina de diversas especies 

animales, incluvendo la humanaqi3¢-31). 

Las variaciones en la estructura y distribucién de los carbohidratos internos y 

terminales, asi como de la cantidad de Acido sidlico y de grupos sulfato, constituye la 

principal base quimica de las diferencias de las isoformas de la FSH y de la extensa 

heterogeneidad de carga que muestra esta gonadotropina hipofisiaria(,23,32,33). 

La mayoria de las cadenas de oligosacaridos en la FSH son estructuras bifurcadas, 

ambos lados terminales pueden estar cargados negativamente (GalNacSO, 0 Gal-dcido 

sidlico) 0 tener una rama que termina con carga negativa y otra con un grupo sin carga 

como manosar13435). También existen en menor proporcién diferentes grupos terminales 

y otro tipo de ramificaciones como estructuras ternarias. Los oligosacaridos sializados 

son estructuralmente heterogéneos; se encuentran como complejos birramificados con o 

sin una N-acetil-glucosamina bisectante unida a la estructura central comun, asi como 

complejos trirramificados. Sin embargo la heterogeneidad de la FSH no sélo se puede 

atribuir a la variabilidad de carbohidratos, ya que se han encontrado diferencias en la 

cadena peptidica para distintas especies de animales, para la cadena « en la regi6n NH2 

terminal y para la B en ambas regiones (NH2 y COOH terminal)637. Aun asi, este 

punto no es muy claro ya que fa heterogeneidad por la composicién peptidica de la 

hormona podria deberse a los métodos de extraccién y purificacién. 

Las isoformas de FSH, al tener diversidad de cargas, pueden separarse por sus puntos 

isoeléctricos (pl) o carga media, con técnicas de electroforesis (EF), isoelectroenfoque 

(IEF) y cromatoenfoque (CF). La mayor resolucién para la separacién de las mismas, en 

cuanto a numero de isoformas recobradas, se obtiene mediante e! JEF o el CF. Este  



  

ultimo método ofrece la ventaja adicional de que las proteinas que se encuentran fuera 

del intervalo del pH empleado pueden ser facilmente recuperadas, identificadas y 

nuevamente procesadas a través de un pH diferente, sin que exista pérdida significativa 

de la actividad. El nimero y abundancia relativa de cada isoforma, dependera de la 

técnica especifica empleada en su separaci6n, del origen de la muestra biol6gica y del 

estado endécrino del donadorgs.39. 

El espectro de isoformas de la FSH separadas por IEF o CF incluye aquellas con pl27 

hasta un pl=3, pero la mayor proporcién de isoformas tienen un pH menor de 5.5. Se ha 

demostrado que las isoformas de FSH migran principalmente hacia la porci6n acida del 

gel (areas de pH que corresponden a valores de 5.5 y 3.4), en contraste con lo que se ha 

descrito para las isoformas de LH. La naturaleza acida de las isoformas de FSH, se debe 

principalmente a la presencia de un alto  porcentaje de  oligosacdridos 

(aproximadamente 83%) con residuos terminales de Acido sidlicogs. La incubacién de la 

FSH con la enzima neuraminidasa, disminuye progresivamente las formas mas dcidas 

mientras que a la par incrementa la proporcién de las menos Acidas, dando isoformas 

con un pH de elucién de 6.4 0 mayorjz2%,40), con lo que se puede suponer que en gran 

medida la acidez de la molécula est4 dada por la cantidad de Acido sidlico presente. 

Como consecuencia de la diversidad estructural de las isoformas de FSH también 

encontramos distintos tipos de unién a los receptores celulares y vida media plasmatica, 

Por fo tanto, Ja respuesta bioldgica final sera diferente tanto in vitro como in vivocs2). 

Para el andlisis de la potencia individual de las isoformas de la FSH en bioensayos in 

vitro, se considera habitualmente su actividad biolégica, su capacidad de union al 

receptor, y su inmunorreactividad, comparando estos parametros se obtienen la relacién 

de la actividad de unién al receptor (radiorreceptor/inmunorreactividad (RRA/I) o la 

relacién bioactividad/inmunorreactividad (B/D: 
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Aunque es dificil obtener conclusiones definitivas con respecto a la actividad biolégica 

de las isoformas de FSH, en términos generales, en condiciones in vitro, la bioactividad 

declina conforme el pI de la isohormona es més Acido. Estos hallazgos han sido 

consistentes en varias especies como roedores, monos y humanosqy4n. 

La rata y el hamster han sido los modelos experimentales mas utilizados para la 

caracterizacién del pleomorfismo de la FSH. Por medio del IEF y del CF, varios grupos 

de investigadores han caracterizado, detalladamente, la distribucién de las diversas 

isoformas de la FSH, tanto in vitro como in vivo, durante diversas condiciones 

fisiolégicas y experimentalesgz). 

Estudios realizados en el humano han identificado algunas isoformas de la FSH (sas). 

La carga media de las isoformas de la FSH difiere entre sexos, y varia segtin la edad. Se 

ha encontrado que en los hombres y mujeres ancianos prevalecen las isohormonas mds 

Acidascsin. En mujeres jovenes se encuentran formas menos acidas que en los hombres 

de la misma edad 44). 

Se ha demostrado que las mujeres con ciclos menstruales normales, liberan a la 

circulacién casi todas las isoformas de FSH intradenohipofisiarias; sin embargo, la 

proporcién relativa de esas isoformas secretadas cambia en relacién con la fase del ciclo 

menstrual en que se encuentren. Se ha demostrado que durante la fase folicular tardia y 

el medio ciclo, se asocia un incremento de las formas menos acidas de la FSH s45,48). Este 

incremento de las formas menos Acidas, podria ser el resultado del aumento en la 

concentraci6n circulante de estradiol, de la exposici6n progresivamente mayor a la 

GnRH, 0 de la acci6n concertada de ambos factores, lo que podria tener impactos 

fisiolégicos importantes al reducir la vida media circulante de las moléculas secretadas 

y proveer a la célula blanco de una senal gonadotrépica breve pero de alta potencia 

biolégica, ademas de tener un tiempo de vida media menor que la secretada en la fase 

folicular lemprana y medias, 49).  



  

RECEPTOR DE LA FSH 

Las gonadotropinas ejercen sus efectos en las células blanco a través de su union con 
receptores especificos, estos receptores se encuentran en la superficie externa de la 

membrana plasmatica en las células blanco. Los receptores son complejos glicoproteicos 
que interacttian especificamente con las hormonas correspondientes en el! fluido 
extracelular. Esta unién es altamente especifica y de alta afinidad con el objeto de captar 
las hormonas adecuadas presentes en concentraciones sumamente bajas. 

Los receptores de las gonadotropinas (FSH, LH/CG y TSH), pertenecen a un subgrupo 
de la superfamilia de los receptores acoplados a proteinas que unen nucledtidos de 
guanina, también llamadas proteinas G. La proteina G es una molécula heterotrimérica 
formada por 3 subunidades: a, B y y. En su forma no activa, la subunidad « esta unida 
al difosfato de guanosina (GDP)¢o). El cambio de GDP por una molécula de trifosfato de 
guanosina (GTP) promueve la disociacién de la subunidad « del complejo B-y. La 
subunidad « activa (unida al GTP), asi como el complejo B-y, son los responsables de la 
modulaci6n de la actividad de distintos efectores intracelulares, como son la adenilato 

ciclasagy, y en el caso de la LH tam bién activa la via de la fosfolipasa C-B (PLC-B)¢s052.55) 

y la fosfolipasa Ass, asi como canales de diferentes iones. La hidrélisis del GTP por 
una GTPasa ocasiona la reasociacién de la subunidad aw con el complejo B-y y la 
subsecuente inactivacion de la proteina Gon. 

Los receptores acoplados a proteinas G se caracterizan por tener una region extracelular 
NF terminal, una region con 7 dominios transmembranales unidos por tres asas 
intracelulares y tres asas extracelulares, y una parte intracelular COOH terminal (Fig. 2) 

EI receptor para FSH se expresa en células gonadales, en donde al unir a la FSH 
hipofisiaria se estimula la gametogénesis. Dicho receptor se ha localizado en las células  



  

de Sertoli en el testiculo y en células de la granulosa en el ovario. También se ha 

encontrado en bajas cantidades en otros tejidos que no son gonadales, pero el 

significado biolégico de esta expresi6n es atin desconocidayss.50). 

Receptor de hFSH 

NH extracelular 

    

   

    

  

  

intracelular 

Fig. 2 Receptor de la hFSH 

Estudios realizados por Haeckel y cols(o) demostraron que el gen del FSHR de rata esta 

compuesto de 84 kilopares de bases (kpb) y el de humano de 54 kpb de largo v consta 

de 10 exones y 9 intrones. Los primeros nueve exones codifican para la region 

extracelular amino terminal del receptor. El largo de los exones 2 ai 8 es muy similar 

teniendo de 68 a 77 pb, mientras que el exon 1 y 9 son mas largos. El exén 10 es et mas  



  

largo, posee 1200 bases. Este exon codifica los siete dominios transmembranales y la 

region COOH terminal. Este gen se encuentra en el cromosoma 2p21p 16.1). 

El receptor de la FSH (FSHR) esta formado por 695 aa en el humano y 692 aa en la rata, 

incluyendo los primeros 17 aa, los cuales corresponden al péptido sefal, asi que la 

proteina madura esta formada por 678 aa en el humano y 675 aa en la rata, con un peso 

molecular aproximado de 76.5 kDa. El dominio extracelular esté formado por 348-349 

aa, en la rata se han estudiado los diversos sitios de N-glicosilacién de este dominio y se 

han identificado tres en las posiciones N-191, N-199 y N-293; mientras que en en el 

humano existen cuatro sitios de N-glicosilacién, los tres primeros en las mismas 

posiciones que en la rata y el ultimo en la posicién N-318¢2. Esta region es la que 

proporciona la especificidad y la alta afinidad de uni6n con la hormona (63); ademas 

posee porciones ricas en leucinas, asi como en glutamato y aspartato, los cuales se cree 

que son importantes para la interaccién hormona-receptorises). Este dominio esta 

compuesto de 14 unidades repetidas de aproximadamente 24 aa cada uno. El grupo de 

cisteinas localizado en ambos extremos del dominio extracelular esta muy conservado 

entre los receptores de LH/CG y FSH, sugiriendo un posible pape! conformacional. 

Algunos autores proponen que se pueden formar puentes disulfuro entre las cisteinas y 

las asas extracelulares del dominio transmembranal del receptor, que ayudan a 

mantener la estructura terciaria del receptor(s). La regién NH terminal del receptor 

podria funcionar como una antena que se une con la hormona, mientras que la 

activacién del receptor y la generaci6n de ia sefal intracelular dependeran de elementos 

estructurales presentes en los dominios transmembranales e intracelulares. La porcién 

extracelular del receptor de Ja FSH est4 unido a la regién que posee siete dominios 

transmembranales de aproximadamente 20-25 aa cada dominio, la region 

transmembranal esta compuesto de 264 aa, estos dominios se conectan por 3 asas 

extracelulares y 3 asas citoplasmicas. Se ha propuesto que las asas citoplasmicas, en 

especial la tercera asa y la regi6n COOH-terminal son las porciones responsables del 
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acoplamiento del receptor con las proteinas G asociadas a la membranage). El dominio 

intracelular del FSHR contiene 63-65 aa y es rico en residuos de serinas y treoninas, 

algunas de las cuales pueden ser sitios de fosforilaci6n, esta region es la parte encargada 

de activar las vias de transducci6n de sefial. La fosforilacién de cinasas especificas 

podria jugar un papel muy importante en la desensibilizacién temprana y en la 

regulacién decreciente del receptor). Especificamente para el receptor de la FSH se ha 

demostrado que segundos después de la estimulacién hormonal, el receptor es 

fosforilad (68,69). 

Cuando se forma el complejo hormona-receptor, el receptor presenta un cambio 

conformacional que se traduce en la activacién de la proteina Gs con 1a subsecuente 

activaci6n de la adenilato ciclasago. Cada molécula de ciclasa, cataliza la conversion de 

un nimero elevado de moléculas de ATP en AMPe, el cual funciona como un efector 

alostérico que activa a las proteinas cinasas dependientes de AMPc. El aumento en la 

concentracién de AMPc en el citoplasma esta seguida por la unidn de AMPc a la 

subunidad reguladora de la proteina cinasagy. El AMPc actaéa como un segundo 

mensajero, ya que induce la activaci6n de las cinasas, enzimas cuya funcién es la 

fosforilacién de proteinas utilizando ATP como sustrato. El principal mecanismo de 

accién de las hormonas glicoproteicas es a través de la via AMPc-PKA (cinasa de 

proteinas A), Posteriormente, se presenta la disociacién de la subunidad reguladora y 

consecuentemente la activaci6n de la subunidad catalitica de la enzima; esta ultima, 

fosforila a las proteinas celulares responsables del efecto biolégico del primer 

mensajero. En su forma fosforilada algunas enzimas son activas y otras inactivas, 

canalizando su efecto en diferentes rutas metabdlicas. Las concentraciones intracelulares 

altas de AMPc persisten por poco tiempo, ya que la fosfodiesterasa transforma el AMPc 

en su forma inactiva 5’ AMP. 
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Los receptores de las hormonas glicoproteicas también pueden estar acoplados a 

proteinas Gq/11 que activan a la PLC-Bisx, enzima que cataliza la hidrélisis de 

fosfoinositoles a inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DA); estos son mensajeros 

intracelulares que inducen la activacién de la PKC, la liberaci6n de calcio intracelular y 

probablemente también la entrada del calcio extracelular, es lo que da la activacion de 

proteinas cinasas dependientes de calcio. También el receptor puede regular 

directamente los canales de iones, modulando el transito de éstos a través de la 

membrana celulargz72). 

A la fecha se ha clonado el receptor de la FSH de rata, a partir de DNA proveniente de 

testiculo y el receptor de la FSH humano de DNA de ovario y de testiculog. 

Aparentemente 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 éstos puedan tener un papel importante en la correcta conformaci6n de 

la proteinai). 

Se han encontrado distintos transcritos para el receptor de la FSH. Esto puede tener 

importantes implicaciones con respecto a la naturaleza de Ja interacci6n hormona- 

receptor y el subsecuente mecanismo de la transduccién de sefal. La diferencia en la 

afinidad por el receptor, puede ocasionar cambios en la cascada de senales y culminar 

en una respuesta celular diferente. La combinacién de activacién de diversos sistemas 

de mensajeros intracelulares dependeré de la interaccién ligando-receptor, lo cual estara 

dado tanto por la naturaleza del receptor como por la de la isoforma de la hormonay374) 

 



  

ISOFORMAS DE FSH Y SU RECEPTOR. 

Cuando la FSH totalmente deglicosilada se une al receptor acta como un antagonista, 

ya que s6lo ocupa el jugar de la hormona glicosilada y no activa a la adenilato ciclasays). 

Los hallazgos de la importancia que tienen los oligosacaridos en la unién al receptor se 

han obtenido de estudios con mutagénesis dirigida en las Asn correspondientes a los 

sitios de glicosilaciéngs. La ausencia de los oligosacdéridos no impide la unién al 

receptor, sin embargo, de las 4 cadenas de oligosacaridos, aparentemente la que 

corresponde a la Asn 52 de la subunidad a, es la mds importante para inducir la 

activacién del receptor(276). 

En estudios recientes donde se utiliz6 mutagénesis dirigidag7 se encontré que tanto la 

unién al receptor como la transduccién de sefal, son funciones disociables; cada una 

comprende diferentes sitios en la molécula de la FSH (un aminoacido especifico 

BArg35- para el sitio de unién del receptor y un oligosacdrido especifico @Asn52- para 

la transduccién de sefial). Esto no implica que las cadenas de los oligosacaridos de la 

subunidad 8 no sean importantes, de hecho existen estudiosis) en que se demuestra que 

la FSH sin el oligosacdrido de la aAsn 52 tiene una biopotencia reducida. Estos 

investigadores también encontraron que cuando la FSH carecia de cualquiera de los 

oligosacaridos de la subunidad B, la produccién de estradiol disminuia. Por lo tanto, la 

potencia de la hormona depende tanto de la estructura del 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. 

 



  
OBJETIVO 
  

Comparar la unién al receptor por competencia de las isoformas de la hFSH hipofisiaria 

en células de la granulosa de rata, membranas de testiculo de rata y células 293 

transfectadas permanentemente con el receptor recombinante para hFSH. 
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  HIPOTESIS 
  

La FSH intrahipofisiaria existe en multiples formas moleculares. Dado que la principal 

diferencia estructural entre las isoformas es la cantidad de Acido sidlico incorporado a 

cada una de ellas, entonces existiran diferentes grados de unién ai receptor. Las 

isoformas menos 4cidas presentaran una mayor unién al receptor con respecto a las 

formas mas Acidas. 
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MATERIAL Y METODOS. 
  

Extractos hipofisiarios. 

Se colectaron hip6fisis humanas en autopsias de cadaveres 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 hipéfisis se almacenaron a -70°C, hasta el 

momento de preparar los extractos de glicoproteinas totales por el método de Jones y 

cols) y su posterior uso en el Cromatoenfoque (CF). 

Separaci6n de las isoformas de hFSH de los extractos hipofisiarios por 

cromatoenfoque. 

El CF es un método que separa los diferentes iso6meros de las proteinas mediante la 

interaccién de la carga de superficie de la molécula con un soporte de carga 

inmovilizado. El CF es una cromatografia de intercambio iénico, en donde et 

amortiguador de corrimiento forma un gradiente de pH, de tal forma que las isoformas 

son recuperadas en el eluato cuando el pH del gradiente de elucién iguala el punto 

isoeléctrico (pI) de la proteina. El CF ofrece la ventaja adicional sobre los otros métodos 

de separacién, de que las proteinas que se encuentran fuera del intervalo de pH 

empleado puedan recuperarse facilmente, ser identificadas y reenfocadas a través de 

gradientes diferentes de pH i. En este estudio se utiliz6 un gradiente de pH de 7.5 a 

4.0 (Fig. 3). 

En el CF de extractos de glicoproteinas hipofisiarias se utiliz6 como intercambiador 

iénico la resina PBE-94 (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, EUA) y el 

amortiguador de inicio fue imidazol-HCl 0.025 M, pH 7.4. Para poder incrementar la 

resolucién de la separacién de tas isoformas, el tamafio de la columna fue de 90 X 1.5 
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cm, estas dimensiones son mayores a las previamente reportadasgs32,48 La muestra 

correspondiente a 15-25 mg de FSH inmunorreactiva, se deposité en la columna y una 

vez completada su incorporacién se agregé el amortiguador de corrimiento Polybuffer- 

74 (Pharmacia Fine Chemicals) con un pH de 4.0, diluido 1:8 con agua desionizada. Se 

colectaron entre 550 y 600 fracciones de 3 ml cada una a 4°C, con un colector RediRac a 

una velocidad de 0.25 ml/min. Enel momento que alguna de las fracciones alcanzé un 

pHs 4.0, el amortiguador de corrimiento se sustituyé por una solucién de NaCl 1M, 

para recuperar el material no eluido dentro del intervalo de pH 7.4-4.0. Hecho esto, se 

colectaron de 15 a 20 fracciones adicionales del mismo volumen que las anteriores, y se 

procedié a medir el pH de cada una de las fracciones colectadas a lo largo de todo el 

corrimiento. Las fracciones fueron almacenadas a -20°C hasta el momento de la 

determinacién dé su contenido de hFSH por el método de radioinmunoanilisis (RIA). 

De acuerdo al perfil de distribuci6n de FSH obtenido del CF, se procedié a formar 

grupos de las fracciones con mayor concentracién de hFSH distribuidos por dreas de 

pH. Los grupos resultantes fueron transferidos por separado a bolsas de membrana 

para didlisis con un limite de permeabilidad de 12,000 Mr (Spectrum Medical 

Industries, Los Angeles, CA. EUA) y se dializaron durante 24 horas a 4°C contra agua 

bidestilada desionizada y posteriormente, bajo las mismas condiciones contra una 

solucién de carbonato de amonio 0.01 M (Sigma Chemicals CO., St. Louis, MO, EUA), 

por 24 horas mds. Cada uno de los grupos se congelé a -70°C para después ser 

liofilizados. 
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CROMATOENFOQUE DE hFSH 

Empaque de la columna de PBE-94 

Equilibrar con amortiguador de partida 

Amortiguador de corrimiento (pH=4.0) 

Depositar la muestra problema 

Coleccién de fracciones (3ml) 

Cuando pH=4.0, adicionar NaCl 1M 

Coleccién de 1 5 a 20 fracciones 

Medicién de pH de cada fraccion   
RIA de hFSH de cada fraccién 

Fig. 3 Cromatoenfoque de extractos hipofisiarios. 

28



  

RIA de hFSH., 

EI RIA de FSH, se llev6é a cabo empleando reactivos donados por NIADDK (National 

Institute of Arthritis, Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD, 

EUA), utilizando como estandar de FSH a Ja preparacién LER-907 (NIADDK). El 

anticuerpo policlonal anti-hFSH-G y como trazador se empleé el hFSH-I-3 (NIADDK) 

radiomarcado con Nal!® (Amersham International Limited, Amersham, Reino Unido) 

por el método de Cloramina Tyg. E! RIA se realizé agregando 100 pl de amortiguador 

PBS 0.05 M, gelatina 0.1%, pH=7.4 (PBS-Gel), 100 ul de la muestra problema o de la 

curva estdndar, 100 yl de hFSH-f'% a una concentracién de 15,000 cuentas por minuto 

(cpm), 100 yl de anti-hFSH a una dilucién de trabajo 1:50,000 (dilucién final 1:200,000) 

preparado en PBS 0.05M, EDTA 0.05 M (PBS-EDTA) pH=7.4, suero normal de conejo 

(SNC) al 1%. Los tubos de reaccién se incubaron a temperatura ambiente de 18 a 24 

horas. Posteriormente se agregaron 200 kl del 2° anticuerpo (Suero de carnero 

inmunizado con y-globulina de conejo) a una dilucién de 1:10 con PBS 0.05 M + PEG al 

8%, con la finalidad de precipitar los complejos inmunoldégicos, y se incubaron por 

otras 24 horas a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo con 2 ml de agua fria y se 

centrifug6 a 3000 rpm por 30 minutos a 4°C. Posteriormente se decantaron los 

sobrenadantes y la pastilla se conté en un contador para radiaciones y (Packard 

instrument Company,EUA) (Fig. 4). 
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RADIOINMUNOALISIS DE hFSH 

Curva estandar con LER-907 

Muestras problema 

Aforar a 300 wl con PBS-GEL 

Agregar FSH-I-3 radiomarcada (100 pl) 

Agregar anti-FSH-6 (100 pl) 

Incubar de 18-24 hrs 

Agregar 2° Anticuerpo (200 pl) 

Incubar de 18-24 hrs 

Detener reacci6n (2 ml H20O fria) 

Centrifugar a 3000 rpm x 30 mina 4°C 

Decantar   
Cuantificar la radiactividad del precipitado 

Fig. 4 Radioinmunoanilisis de hFSH. 
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Crecimiento de células de rifién fetal humano transfectadas con el 

receptor recombinante para hFSH. 

La linea celular 293 transfectada con el receptor recombinante para hFSH (293-hFSHR) 

fue donada por el Dr. Aaron J.W. Hsueh, Standford University, CA. Las células se 

cultivaron en placas de polipropileno de 10mm (Gibco Laboratories) en medio de 

cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) bajo en glucosa (Gibco BRL,USA), 

suplementado con suero fetal de ternera al 5% (Gibco, BRL), glutamina (0.1 mM) (Sigma 

Chemicals Co, St Louis, MO,USA), penicilina (25,000 UI/ml, ), estreptomicina 

(100mg/ ml), 500 pl de geneticina (100mg/ ml) (Gibco, BRL) a un pH=7.2-7.3. Las células 

se mantuvieron en un incubador hamedo provisto de una atmésfera de 95% aire y 5% 

de COz a 37°C. 

Obtencién de células de la granulosa de rata. 

Se utilizaron ratas hembras Wistar, de 21 a 22 dias de edad, a las que se les implanté en 

el dorso una capsula de silastic de 10 mm que contenia aproximadamente 10 mg de 

dietil-estil-bestrol (DES) (Sigma Chemicals Co), esto con el fin de aumentar la 

proliferacion de las células de la granulosa. Tres dias después, los animales se 

sacrificaron por dislocacién cervical. Los se extrajeron los ovarios y los foliculos se 

puncionaron para obtener las células de la granulosa, las cuales se centrifugaron y 

lavaron. Se realiz6 un conteo del nimero total de células, y se diluyeron a una 

concentracion de 200,000 células en 100 ul de amortiguador de fosfatos 0.01 M con 

MgCl2 5mM, 100 mM de sacarosa y BSA al 0.1% pH=7.5 (amortiguador de ensayo de 

unién al receptor RRA). Las células se almacenaron a -70°C hasta que se utilizaron para 

el ensayo de uni6n al receptor. 

Obtencién de membranas de testiculo. 

Se utilizaron ratas macho Wistar de 28-30 dias de edad, las cuales se sacrificaron por 

dislocacién cervical. Se extrajeron los testiculos para ser pesados y homogenizados con 

un pistilo de teflén (Polytron), el tejido obtenido se filtré a través de una maila doble. 
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Posteriormente se realizé la segunda homogenizacién; el homogenado resultante se 

filtro nuevamente EI tejido obtenido se resuspendié en amortiguador de RRA a una 

concentracién de 1 ml por gramo de peso inicial de testiculo. 

Ensayo de unién al receptor. 

Con el objeto de analizar la capacidad de union de las diferentes isoformas hipofisiarias 

de hFSH al receptor, se realizé un ensayo de unién al receptor (RRA) por competencia, 

en el que se adicioné hormona radiomarcada, la cual compitié con hormona radioinerte 

(isoformas en diferentes diluciones) por la unién al receptor. Para el ensayo de uni6n al 

receptor se utilizo amortiguador de RRA, y como trazador 30,000 cpm de hFSH-1-3 

(NIADDK) radiomarcada con Nal’ por el método de lactoperoxidasas). Se emplearon 

tres diferentes sistemas: células 293-hFSH, células de la granulosa de rata hembra 

inmadura pretratada con DES y membrana de testiculo de rata macho adulta. 

Para cualquiera de los tres modelos se utilizaron 100 \1! de trazador, 200,000 células o 

membrana de testiculo en 100 il y 100 yl de muestra. La reacci6n se realiz6 en tubos de 

ensayo de 12 x 75 mm, se dejé incubando de 18 a 24 horas a temperatura ambiente con 

agitacién constante. La reaccién se detuvo con 2 ml de amortiguador de RRA frio. Se 

agit6 cada tubo y se centrifugé a 3000 rpm por 30 minutos a 4°C, se decantaron los 

sobrenadantes y la pastilla resultante se conté en un contador de radiaciones y. 

Como esténdar se utilizé el preparado hFSH-I-SIAFP(1)-B (NIADDK), cada ensayo de 

union 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 utilizando 8 dosis en 3 0 4 radiorreceptores por separado y se expresé como la 

razon_radiorreceptor/inmunorreactividad (RRA/I). Para las uniones totales se 

agregaron 100 pl de amortiguador en lugar de muestra y para las uniones no especificas 

un excedente de hFSH. (Fig. 5). 
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ENSAYO DE UNION AL RECEPTOR 

100 pl de células 

Incubar 18-24 hrs con agitaci6n   
Detener reacci6n con 2 ml 

Agitar 

Diluciones de las isoformas de hFSH 

(8- 1000 ng/100y1) 

100 pl de muestra o estandar 

o membrana celular 

100 yl de trazador (30,000 cpm/100 pl) 

constante a temperatura ambiente 

de amortiguador de RRA frio 

cada tubo 

Centrifugar 30 min a 4°C a 3000 rpm 

Decantar sobrenadante 

Cuantificar radioac tividad del precipitado   
Calcular RRA/I 

Fig. 5. Bioensayo de unién al receptor. 
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Estandarizaci6n de las técnicas de radiomarcaje de hFSH-I-3 con Nal’. 

Se realizé un estudio comparativo entre tres diferentes métodos de radiomarcaje 

(lactoperoxidasa, lodogen y Cloramina T) para posteriormente utilizar el mas adecuado 

en los ensayos de union al receptor. 

Radiomarcaje de hFSH por el método de lactoperoxidasa. 

Se hidraté Sephadex G-100 (Sigma Chemicals Co) en PBS 0.01 M, se empacé en una 

columna de cromatografia de 10 x 1 cm, la cual se equilibré con PBS-BSA al 0.5% y se 

lavé finalmente con PBS 0.01 M. A 25 ul de hFSH-I-3 (2.5 ug/25pul) (NIADDK) se le 

agregaron 25 yl de PB 0.5 My 5 pl de Nal'® (aproximadamente 0.5 mCi) (Amersham 

International), se cuantificé la radiactividad total agregada (Cuentas totales). La 

reaccién inicié con la adicién de 10 yl de lactoperoxidasa (100ug/ml), 5 pl de glucosa 

oxidasa (1 ug/ml) y 10 yt de B-D-Glucosa (0.05 g/10 ml de H20), se agité por 5-8 

segundos y se detuvo la reaccién adicionando 100 pj de azida de sodio. Posteriormente 

la mezcla se deposité en fa superficie de la columna, lavando el vial con 100 pil de PB 0.5 

M (2 veces), se conté la radiactividad del residuo, y se eluyé Ja columna con PBS 0.01 M, 

se colectaron 30 tubos a los que previamente se les agreg6é 200 pl de PBS 0.01 M-BSA 

0.5%, con 10 gotas cada uno (0.5 ml). Se cuantificé la radiactividad de cada tubo para 

determinar la elucién de hormona marcada y el Nal’ libre. (Fig. 6). 

Radiomarcaje de hFSH por el método de Cloramina T. / 

Se preparé la columna igual que para el radiomarcaje por el método de lactoperoxidasa. 

A 25 pg/25 pl de hFSH-I-3 (NIADDK) se le agregaron 25 j1l de PB 0.5 M pH=7.4. Se le 

afadié6 ImCi de Nal!’ , 10 wl de cloramina T (N-Cloro-p-toluensulfonaminada) 

(0.25mg/ml) y se dejé reaccionar por 50 segundos. Al término de la reaccién se anadié 

50 ul de metabisulfito de sodio (1 mg/ml). Se purificé la hormona marcada en una 

columna de Sephadex G-100 y colectando 0.5 ml en tubos que contenian 200 wl de PBS 

0.01M y BSA 0.1%. El amortiguador de elucién fue PBS 0.01M pH=7.4. (Fig. 7). 
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RADIOMARCAJE POR EL METODO DE 

LACTOPEROXIDASA 

25 ul hESH (25 wg /25 ul) 

25 yl PB O.SM 

| 
5 ul de Nal!5 (0.5mCi) 

| 
CUENTAS TOTALES (CT) 

10 ul de lactoperoxidasa (100 pg/ml) 

5 wl Glucosa ovidasa (1 ug/ml) 

10 pl B-D-Glucosa (0.05 g/10 ml H2O) 

Agitar 5-8 segundos 

{ 
100 pl Azida de sodio 

| 
Adicionar a la columna 

| 
Lavar con 100 pl fe PB 0.5 (2 veces) 

Contar residuo 

| 
Colectar 30 tubos (10 gotas en c/u) 

1 
Identificar elucién de la hormona radiomarcada. 

Determinar actividad especifica 

Fig. 6 Radiomarcaje por el método de lactoperoxidasa. 

35



  

Radiomarcaje por el método de Iodogen. 

Se preparé la columna igual que para los radiomarcajes antes mencionados. A 25 pl de 

hFSH-I-3 (25ug/25yl) se le agregaron 2 ug de lodogen y 0.5 mCi de Nal’. Se agit6 por 

10-15 segundos y se centrifugé por 3 minutos. Posteriormente se incubé por 15 minutos 

a temperatura ambiente, poco antes del término de la incubacién se centrifug6 varios 

segundos, Se afiadié 75 pl de amortiguador de KH2PO, 0.1 M pH=7.4 y se agit6 por 10 

segundos. La mezcla se transfirié a un tubo con 200 pl de amortiguador de KH2PO, 0.05 

M y BSA 5%, y posteriormente se deposité en la superficie de la columna, lavando el 

vial con 50 yl de KI (2 veces), se conté el residuo y se eluyé la columna con KH2PO, 0.05 

M, se colectaron 30 tubos con 10 gotas cada uno (0.5 ml). Se cuantificé la radiactividad 

de cada tubo para determinar la elucién de la hormona marcada y el Nal*? libre. (Fig. 

8). 

Anilisis estadistico. 

Para calcular el paralelismo de las pendientes obtenidad por las diferentes isoformas de 

hFSH y de los estandares utilizados (hFSH-I-SIAFP(1)-B y LER-907), en los ensayos de 

unién al receptor e inmunoensayos (RIA de hFSH) se utiliz6 el método de De Lean et 

alg. 

Para establecer la asociacién entre el pH de elucién de las isoformas de FSH y la 

correspondiente razon RRA/T, se realizé la prueba de correlacién de Spearman. 

Para todas las pruebas estadisticas definidas se consideré el valor de p<0.05 como limite 

para establecer fa presencia de diferencias significativas. 
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RADIOMARCAJE DE FSH I-3 POR EL 

METODO DE CLORAMINA T 

25 ul RSH (25y.g/25 ul) 

25 pl PBS 0.5 M 

| 
1p] de Nal! (imCi) 

| 
CUENTAS TOTALES (CT) 

10 pl de Cloramina T (0.25 mg/ml) 

Agitar por 60 segundos 

50 11 de Metabisulfito de Sodio (1mg/ ml) 

Adicionar a la columna 

| 
Lavar con 100 yl] de KI-sacarosa 

| 
Contar residuo 

4 
Colectar 30 tubos (10 gotas en c/u) 

Identificar elucién de la hormona radiomarcada 

Determinar actividad especifica 

Fig. 7. Radiomarcaje por cloramina T. 
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RADIOMARCAJE POR EL METODO DE [ODOGEN 

2 ug de lodogen 

+ 

25 wl hFSH (25yg/25yl) 

5 pl de Nall 

Agitar (10-15 segundos) 

Incubar a temperatur ambiente 15 segundos 

Centrifugar 30 segundos. 

Agregar 75 ul de amortiguador KH2PO; 

Agitar 10 segundos 

Colocar la mezcla en vial con 200 yl de KH2PO, 0.05 M 

| 
Adicionar a la columna 

| 
Lavar con 50 ul de KI (2 veces) 

| 
Contar residuo 

Colectar 30 tubos (10 gotas en c/u) 

ldentificar elucién de la hormona radiomarcada 

Determinar acttvidad especifica 

Fig. 8 Radiomarcaje por lodogen.



  

RESULTADOS 
  

Separacién por CF de las isoformas de hFSH hipofisiarias. 

La separacién de las isoformas de hFSH se realizé por el método del CF, con una 

columna de dimensiones mayores a lo previamente reportadogi.73,43, por lo que se logré 

una excelente resolucién y separacién de las isoformas dentro de valores de pH desde 

>7.10 hasta <3.80 (Fig. 9}. Se efectuaron un total! de 3 CFs, las recuperaciones finales de 

hFSH fueron del 7944.0% de la concentracién inicial depositada en las columnas. Se 

mezclaron las fracciones del CF con un contenido elevado de FSH en una misma region 

obteniendo 9 diferentes grupos de isoformas. La tabla 1 muestra los intervalos y las 

medianas de pH de las isoformas separadas por el CF. 

Tabla 1. Intervalos y mediana de pH de cada grupo de isoforma hipofisiaria de hFSH 

separadas por CF. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

ISOFORMA INTERVALO DE pH MEDIANA pH 

1 >7.10 7.30" 

Il 6.60-6.20 6.32 

i 6.53-5.59 6.08 

IV 6.14-5.53 3.71 

Vv 5,47-5.10 5.26 

VI 3.06-4 60 4.92 

VII 4.76-4.12 4.43 

Vill 4.05-3.82 3.93 

IX <3 80 3.00* 

  

*Valores utilizados para el andlisis estadistico. 
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Fig. 12 Patrén de distribucién por pH de la FSH intrahipofisiaria 

después de su separaci6én por CF en columnas de 90 x 1.5cm 
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Cuantificacién inmunorreactiva de los concentrados hipofisiarios de las 

isoformas de hFSH. 

El contenido de h¥SH inmunorreacliva de cada grupo de isoformas fue cuantificado y 

analizado en 8 dosis diferentes por RIA. La Fig. 10 muestra las curvas de paralelismo de 

las isoformas de hFSH hipofisiarias y del estindar LER-907. Como se puede observar en 

la grafica, todas las isoformas presentaron curvas dosis-respuesta paralelas entre si y 

con el estandar. 
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Fig. 10 Curvas de paralelismo de las diferentes isoformas de hFSH hipofisiaria 

analizadas por RIA. 
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Ensayos de uni6n al receptor. 

Estandarizacién de radiomarcaje de hFSH con Nal!. 

La hFSH que se utilizé en los ensayos de unién al receptor fue la radiomarcada por el 

método de lactoperoxidasa, esta present6 un mayor desplazamiento y unién en las 

curvas por competencia. La Fig. 11 es representativa de un total de 7 radiomarcajes 

diferentes. La actividad especifica fue de ~35.915+ 14.71 wCi/ pl. 
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Fig. 11. Radiomarcaje por el método de lactoperoxidasa. 
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Curvas de competencia y desplazamiento y comparaci6n de unién entre 

jas isoformas. 

En los ensayos de unién al receptor por competencia con hFSH-I)% se observé que todas 

las isoformas presentaron curvas dosis-respuesta paralelas con ta curva est4ndar en 

células de la granulosa (Fig. 12). Los resultados obtenidos fueron de 4 diferentes 

ensayos de unién al receptor. 

Para determinar las diferencias de unién al receptor que presentan las isoformas, se 

seleccionaron tres grupos con pl diferentes: III (pH=6.08), V (pH=5.26) y IX 

(pH=3.00).Los resultados obtenidos de estos ensayos demostraron que las isoformas 

mAs 4cidas como la IX presentaron menor unién al receptor que las isoformas menos 

Acidas como la IIL. (Fig. 12a). 
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Fig. 12 Curva de desplazamiento por competencia de las isoformas de hFSH en células de la 

granulosa de rata. a) Curvas de las isoformas « Il, oVy @ IX. 

43



Como se puede observar en la Fig. 13, también en membranas de testiculo de rata 

macho, todas las isoformas presentaron curvas dosis-respuesta paralelas con la curva 

estandar, asi como una menor unién de las isoformas mas acidas en comparaci6n con 

las isoformas menos acidas (Fig. 13a). 
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Fig. 13. Curvas de desplazamiento por competencia de las isoformas de 

hFSH en membranas de testiculo de rata. a)Curvas de 

desplazamiento para las isoformas « III, °V y IX. 
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Tanto en las células 293-hFSHR como en las células de la granulosa de rata y en 

membranas de testiculo de rata macho, las isoformas de hFSH presentaron curvas dosis- 

respuesta paralelas con la curva estandar (Fig. 14). Sin embargo en fa linea celular 293 

no se encontraron diferencias en et desplazamiento por com petencia entre las diferentes 

   

      

   

        

    

isoformas (Fig.14a). 
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Relacion RRA/I en los diferentes tipos celulares. 

Se calculé ta relaci6n RRA/I para los tres tipos celulares, utilizando diferentes dosis de 

cada isoforma de hFSH. Debido a que la isoforma I (pH>7.1) presenta un 

comportamiento muy distinto con respecto a las demas isoformas fue excluida en el 

analisis de dichos resultados. En la siguiente grafica se observa la relaci6n RRA/I en 

células de la granulosa de rata, en la cual se observa que la correlacién entre el pH de 

elucién y el cociente RRA/I fue de r=0.905 (p=0.02) 
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ISOFORMAS de hFSH 

Fig. 15 Razon radiorreceptor/inmunorreactividad (RRA/T) de las isoformas de hFSH 

hipofisiaria en las células de la granulosa de rata y correlacién entre el pH de las 

isoformas y el valor de RRA/I (r=0.905}. 
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En cuanto a Jas membranas de testiculo de rata se encontré que existe una correlacién 

entre el pH de elucién de las isoformas y la relacion RRA/I muy cercano a uno r=0.81 

(p=0.01). 
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ISOFORMAS de hFSH 

Fig. 16. Razon radiorreceptor/inmunorreactividad (RRA/I) de las 

isoformas de hFSH hipofisiaria en membranas de testiculo de rata y 

correlacién entre el pH de las isoformas y el valor de RRA/I (r=0.81). 
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Sin embargo, en las células 293-hFSHR, no se encontré una correlacién entre el pH de 

elucién de las isoformas de hFSH y Ia relaci6n RRA/I, el valor catculado fue de r=0.491 

(p=0.182). (Fig. 17). 
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ISOFORMAS de hFSH 

Fig. 17. Raz6n radiorreceptor/inmunorreactividad (RRA/I) de las isoformas de hFSH 

hipofisiaria en las células 293-hFSHR y correlacién entre el pH de las 

isoformas y el valor de RRA/I (r=0.491). 
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Tomando en cuenta al grupo de isoformas I (pH>7.1) en el cdlculo de la correlaci6n 

entre el pH de elucién y RRA/I se obtuvieron los siguientes resultados: 

En células de la granulosa de rata r=0.851 (p=0.02), para membranas de testiculo de rata 

macho r=0.617 (p=0.067) y para las células 293-hFSHR r=0.343 (p=0.331). 

Como se puede observar en las células de la granulosa si se obtuvo un valor cercano a 

uno, no asi para las membranas de testiculo y células 293-hFSHR. 
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DISCUSION 
  

En la presente tesis se analizé las diferencias entre las isoformas hipofisiarias de la FSH 

con respecto a su uni6n al receptor en tres diferentes tipos celutares. 

Los tres sistemas empleados fueron células de la granulosa de ratas inmaduras 

pretratadas con DES, membranas de testiculo de rata macho adulta y células 293-hFSHR 

En todos los ensayos se utilizo FSH humana hipofisiaria, por lo que en el caso de los 

radiorreceptores realizados con células de rata, el sistema fue heterdlogo, mientras que 

cuando se utilizaron las células humanas transfectadas con el receptor recombinante 

para la FSH (células 293-hFSHR) el sistema fue homélogo. 

Los resultados mostraron que todas las isoformas de los extractos hipofisiarios 

obtenidas mediante el CF, tuvieron curvas de desplazamiento de unién similar a la 

mostrada por el estandar, esto concuerda con los resultados de estudios previos en los 

cuales se realizaron ensayos de unién al receptor con isoformas de extractos 

hipofisiarios humanosey e isoformas recombinantesas). 

El grado de acidez y la carga neta de las isoformas de hFSH estan estrechamente 

relacionadas con la cantidad de acido silico terminal en los oligosacéridos unidos la 

molécula. En términos generales, a mayor contenido de Acido sidlico menor Plozis). En 

trabajos anteriores se ha demostrado que la actividad de unién al receptor de las 

isoformas de hFSH hipofisiaria tanto de roedores como de primates, disminuye 

paralelamente con el valor de su pl. Las isoformas con valores mas elevados de ply por 

lo tanto con una concentracién menor de acido sidlico, exhibieron un mayor grado de 

unién al receptor que aquellas isoformas con pl menores y mayor contenido de acido 

sidlicogz,14,28,30) 

En la presente tesis también se encontré una correlaci6n entre el pH de elucién de las 

isoformas hipofisiarias de FSH y la relaci6n RRA/I para los ensayos realizados con las  



  

célutas de la granulosa y con las membranas de testiculo, ambos provenientes de rata, 

en donde la mayor relacién RRA/I la presentaron las formas menos Acidas y la menor 

las mas Acidas; sin embargo no se obtuvieron los mismos resultados con los ensayos 

realizados con las células 293-hFSHR en donde fa unién al receptor fue similar para 

todas las isoformas por lo que no se encontré una correlacién entre el pH de las 

isoformas y el cociente RRA/TI (r=0.491). Estos resultados sugieren que para la uni6n 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 relevante la 

composicién de carbohidratos unidos a la molécula y la estructura peptidica. Si bien no 

se han detectado atin diferentes isoformas del receptor para la FSH en la rata ni en el 

humano, si se ha reportado en la literatura la existencia de distintos transcritos del 

receptor, y éstos parecen variar en su concentracién dependiendo del estado fisiol6gico 

del donador. Por ejemplo, estos transcritos varian a lo largo del ciclo estral dependiendo 

de la fase en que se encuentre el animalis.as, asi como a lo largo del ciclo menstrual en 

la . mujeres. Los resultados sugieren que probablemente exista una poblacién 

heterogénea de receptores con diferente afinidad para las distintas isoformas de FSH. Es 

probable que la ausencia de correlacién entre el pH de la isoforma y la relacin RRA/I 

en las células 293-hFSHR se deba a que en estas células inicamente 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 variablej). 

Las formas moleculares de hFSH difieren entre si no sélo en su contenido de Acido 

sidlico, sino también en la composicién y arreglo de otros carbohidratos internos y que 

estan unidos a la cadena polipeptidica; dichos carbohidratos son esenciales para la 

unién de esta gonadotropina a su receptor lo que determina la respuesta bioldégica final 

a nivel de la célula blanco. 

Debido a que el grupo de isoformas I (pH>7.1) presenté un comportamiento muy 

distinto con respecto a las demas isoformas se excluy6 en el andlisis de los resultados 

5l



  

obtenidos, estas isoformas que son pobremente sialiladas, tienen una estructura de 

oligosacdéridos marcadamente diferente a las formas mas Acidaseo, por lo que la 

variaci6én en la composicién de carbohidratos puede ocasionar diferencias en la unién 

de las isoformas por los distintos tipos de receptores (granulosa y membranas de 

testiculo de rata) o conferirle ciertas particularidades en su capacidad para activar 

diversas vias de transduccién de senialesi27¢,91). 

Algunos investigadores afirman que los diferentes grados de sialilacién y sulfataci6n de 

los oligosacdéridos unidos a las subunidades de la FSH, influyen sélo en la carga neta 

molecular y en la actividad biolégica in vivo de la hormona, mientras que no tienen 

efecto alguno en la unién al receptor y la actividad biolégica in vitroay. Sin embargo, los 

resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que existe una estrecha relacién 

entre la unién al receptor y la acidez de la molécula para las célutas de la granulosa y 

membranas de testiculo de rata. 

Las subunidades de la FSH separadas no poseen ninguna actividad bioldgica, la 

asociaci6n quizas es un prerrequisito para Ja expresién de la actividad hormonal. Varios 

dominios de ambas subunidades son importantes para la unién al receptor y su 

subsecuente activaci6ms,17,18). 

La regulacién de las isoformas de FSH circulante depende del ambiente endécrino por 

lo que podemos deducir que seguramente este pleiomorfismo tiene una importancia 

tanto fisidlogica como clinica. 

La-hipdfisis anterior tiene la capacidad de modificar tanto la cantidad como la calidad 

de la FSH secretada, estos cambios son regulados a través de la interacci6n concertada 

entre el hipotalamo, la hip6fisis y la gonada. El nivel mds importante del control parece 

ser a nivel hipofisiario en donde dependiendo del estado endécrino, la hipéfisis 

preferencialmente produce y secreta diferentes tipos de FSH. Desde esta perspectiva, la 

heterogeneidad de la FSH serviria como un mecanismo muy fino de regulacién 

adicional para el control de la funcién gonadal, en las diferentes condiciones 

fisiolégicas. La distribucién final de las gonadotropinas en la circulaci6n es el resultado 
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de la accién de varios factores de origen hipotalamico y gonadal, por lo que su 

regulaci6n es multifactorial y compleja. Si la heterogeneidad es importante 

biolégicamente para Ia regulacién de diversos procesos, es posible que las isoformas de 

FSH tengan diferentes funciones, per ejemplo, las isoformas de menor biopotencia, pero 

mayor vida media podrian estar mas relacicnadas en el crecimiento y mantenimiento 

de los érganos reproductoresiy; 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 ovulacién. 

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

reguladores de la funci6n reproductiva. Solamente cuando se defina la importancia 

funcional de la variabilidad en la estructura de las diversas isoformas de FSH sera 

posible entender con mayor precisién los mecanismos de regulacién de diversos 

procesos fisiolégicos en los cuales participan. 
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CONCLUSIONES 
  

«Las hFSH hipofisiaria es secretada en diferentes formas moleculares. 

*Las isoformas de hFSH menos acidas presentaron una mayor unién al receptor 

con respecto a las mas acidas en los ensayos de radiorreceptores realizados con células 

de la granulosa y membranas de testiculo de rata. 

«Las distintas isoformas hipofisiarias de hFSH presentaron igual union al receptor 

en las células 293-hFSHR. 
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