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capac1dad que ~tiénen’ de reproducirse.

funclon la produc01on y llberac1on
regulan -diversas ‘actividades ‘corporales
.crecimiento hasta la reprodu001on,,'
fundamental (23, 30, 51).
pueden..-distinguir - en
adenohipéfisis, . "y  una posterlo
adenohipdfisis estd formada de, al menos, “seis tipos celulares :
diferentes (30, 32); é&éstos se definen en base a. sus secrec1onesyu

gen embrlonarlo se
rciénn anterlor ‘o

particulares, que comprenden las siguientes hormonas:
- ‘somatoropina u hormona del crecimiento (GH)

- prolactina u hormona lactcogénica (PRL)

- tirotropina u hormona estimulante de la t1r01des (TSH)

- hormona foliculo estimulante (FSH) :

- hormodna luteinizante (LH)

- hormona adenocorticotrépica (ACTH)

- hormona estimulante de los melanocitos (MSH) .

De éstas, FSH y LH son sintetizadas en un mismo tipo celular
¥y son conocidas con el nombre genérico de gonadotropinas, ya que a
través de los vasos sanguineos llegan hasta las gdnadas (ovarios y
testiculos), sus Organos blanco, es decir, los sitios hacia donde
dirigen su mensaje con el fin de desencadenar una respuesta
bioldgica especifica.

La liberacidn de las hormonas de la adenchipd6fisis no es
independiente, sinoc que estd vinculada a la regulacién gue sobre
ella ejercen ciertos nlcleos del hipotdlamo, ©Organo nervioso
localizado en la base del cerebro anterior, a través de la
secrecidn de factores reguladores especificos de naturaleza
peptidica, que llegan a la adenochipdfisis por medio de una
complicada red de vasos sanguineos. El factor hipotaldmico que

,ohipoflsis.' ,"‘bLa =




controla 1a'11berac1on de

asvgonadotroplnas se. .conoce con el
nombre de Hormona leerad'r de Las” Gonadotroplnas (GnRH), hasta la
fecha no Sd ha podld dlsoc1ar )
‘gonadotropinas - (FSH y ‘LH)

la GnRH dé la secrecidn de ambas

porblo que se congidera.como el Unico
‘control hlpotalamlco sobre ellas (86)

"~ De cualquler forma, ‘el 7 control global de 'la. secrecidn
gonadotroplca depende de la interrelacidn compleja . y coordinada
entre la GnRH ° “hipotalamica, las propias gonadotropinas
adendhipofisiarias‘y los ésterdides sexuales que se producen en las
gbnadas, medlante una serle de mecanlsmoc de "retroalimentacidén
positiva y negatlva S o et T

HORMONA FOLICULO ‘ES

Los primeros datos que se tienen corregsponden a Zondek y
Aschein (1925) asi como Smith (1926) quienes encontraron, de manera
independiente, que la implantacidén de adenchipdfisis frescas en
animales previamente hipofisectomizados inducia un crecimiento
inmediato y notable en las gdnadas. Posteriormente Févold, Hisaw
y Leonard (1931) detectaron dos hormonas estimuladoras de las
gbnadas en muestras de hip6fisis humanas (FSH y LH) (35).

La FSH es una glicoproteina heterodimérica compuesta de dos
subinidades designadas como @ y £, unidas por una asociacidén no
covalente de alta afinidad que estabiliza la estructura de la
molécula. La estructura de la subunidad o es comin con aquélla de
las hormonas hipofisiarias LH y TSH, asi como de la gonadotropina
coriénica humana (hCG) que se produce en placenta; mientras que las
subunidades & son especificas para cada una de estas hormonas y les
confieren especificidad bioldgica e inmunoldgica, es decir, dictan
la actividad hormonal especifica a ser expresada (86). Se pueden
visualizar dos funciones principales para la subunidad o después de
combinarse con la £; una es que la subunidad « contiene todos o



parte de los sitios de reconoc1m1ento necesallos para la unidn con :
el receptor en “la ‘célula blanco, la: otra es . que la ‘conformacién
activa ‘de  la subunldad E - se logra unlcamente despues de su
combinacién con la & (9). : )

En-la actualldad se conocen las secuencias aminoicidas para
cada- subunidad en dlferentes espec1es animales, incluyendo 1la
humana (35), que tlene 92 aminodcidos en la subunidad o y 118 en la
& (9); estas secuencias ‘sei‘cbnsideran importantes para la
combinacién de "~ ambas -cadenas’ 'y la unién de la hormona a su
receptor. Por otra paftéL cada ‘subunidad mantiene estable su
estructura trldlmen51onal medlante puentes disulfuro cruzados entre
residuocs de  cisteina . (c1nco en la:. subunidad o« y seis  en la
subunidad B), aungue no existen puentes disulfuro intercatenarios.
De cualquier manera, la unién entre ambas subunidades es tan
estable, que- aln cuando FSH esta formada propiamente por -dos
subunidades,dlferentes, se le con51dera como una molécula blenr
definida debido a su especificidad bioldgica, inmunolégica y de
unién al re:eptor en sus células blanco.

Las caracteristicas quimicas generales de la molécula de FSH
incluyen ademds la localizacidn de residuos de oligosacdridos en
gitios especificos de ambas subunidades. La FSH humana (hFSH)
posee cuatro cadenas laterales de carbohidratos gque estdn unidos a
residuos de asparagina (Asn); &stos se encuentran en las posiciones
52 y 78 de la subunidad « asi como en las 13 y 30 de la ®. Los
monosacaridos que constituyen la FSH son: manosa, fructosa,
galactosa, N-acetil-glucosamina, N-acetil-galactosamina y 4&acido
sidlico o neuraminico. Cada oligosacidrido estd ramificado y es
aparentemente heterogéneo en su periferia, con bifurcaciones que
terminan principalmente en &dcido sidlico asi como en fructosa y
probablemente galactosa (2).

El peso molecular de hFSH es de aproximadamente 30,000
daltones (9). La falta de exactitud en este dato resulta, en gran
medida, de la heterogeneidad en los grupos de oligosacdridos.



En: - todos ‘Ios_ oIigOsécéridos unidos: a- Asn,; existe una

estructura central comﬁn'(Manosah-(N-acetil-glucosamina)p Los
oligosacdridos sulfatados son heterogéneos con respecto al nimero
de radicales sulfato y la estructura oligosacdrida; de hecho, se ha
encontrado que el sulfato estd presente invariablemente dentro de
la secuencia periférica:
Sulfato-4 N-acetil-galactosamina £ 1-4 N-glucosamina £ 1-2 Manosa
Los oligosacdridos sulfatados que se han localizado en hFSH,
contienen Unicamente un residuo de sulfato, y pueden o no llevar
. dos residuos periféricos unidos a manosa de la estructura central
comin (2).

Existen radicales de oligosacdridos que contienen un residuo
de sulfato y otro de &acido sidlico; éstos llevan el sulfato
exclusivamente en la rama que surge de una manosa unida al resto de
la cadena central comin; por su parte, el 4&dcido sidlico se
encuentra en la rama que nace de otra manosa gue también estd unida
a la cadena central.

b) Oligosacdridos sializados:

hFSH no contiene concentraciones significativas de sulfato y
N-acetil-galactosamina, sino en gque su lugar posee concentraciones
- proporcionalmente mayores de dcido sidlico y galactosa. Los
oligosacdridos sializados son estructuralmente heterogéneos; se
encuentran como complejos biramificados con o sin una N-acetil-
glucosamina bisectante unida a la estructura central comin, asi
como complejos triramificados.
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DISTRIBUCION RELATIVA DE-:LOS DIFERENTES RESIDUOS DE
OLIGOSACARIDOS UNIDOS A Asn EN hFSH

Residuos de ollgosacar1d051' S % de oligosaééfidos totales

Neutrales GedldTl
Monosulfatads ..
Con un sulfato
dcido siélico

Punciones potenciales de los' oligosacidridos unidos a Asn

El &cido sidlico terminal, protege a las moléculas que lo
contienen de la accidn degradante de las enzimas hepdticas que se
unen a la galactosa presente en las glicoproteinas que carecen de
dcido sidlico; por esta razdn su presencia es de suma importancia
para prolongar la vida media de la molécula en el plasma sanguineo
(2).

La remosidn de dcido sidlico de la molécula de hFSH mediante
el tratamieanto con la enzima neuraminidasa disminuye la actividad
bioldgica in vivo de la hormona debido a su rapida depuracién
plasmédtica en comparacidén con la forma intacta. Por otra parte, la
degializacién parece no afectar la unidén de la hormona a su
receptor ni la produccién de 3' - 5' adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) . Aungque existe cierta controversia al respecto ya que las
formas moleculares de FSH con menor cantidad de residuos de dcido
sidlico presentan disminucién en su actividad de unidén al receptor
y potencia bioldgica en sistemas in vitro (68). De cualgquier
forma, los mecanismos bioquimicos involucrados en la interaccidn de
las gonadotropinas con sus receptores en las gléndulas blanco aln
no son entendidos del todo, dado que se ha propuesto gque ademis de
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ac1do 51a11c0 juegan tamb
(66, 68, 69) .

La deglicosilacidn :‘comp ratamiéentos

nteracc10n

quimicos no altera su capadi a epeﬁtbr; aunque’
su capacidad para estimuiér Pc _disminuye‘
congiderablemte y por ello;“ gicés., Esto se
debe primariamente a la ?' ‘ éﬁ la subunidad
o, dado que los subunldades [e%
deglicosiladas y subun

yn la producc1on de
AMPc (2). :

'BIOSINTESIS Y SECRECION

La 'FSH . es sintetizada  y secretada - por las células
gonadotrdpicas de la adenohipdfisis. Las subunidades que
constituyen la FSH (o y B) se sintetizan independientemente una de
la otra, mediante el control gendmico de las interacciones entre
ARN mensajeros (ARNm) especificos y ARN de transferencia (ARNt) en
los ribosomas. Las cadenas proteinicas recién sintetizadas
representan formas inmaduras ya que no estdn glicosiladas y cuentan
ademds con un pequefilo fragmento peptidico lider o de sefial.

El procesamiento de la forma inmadura de las subunidades a su
estado maduro involucra rompimiento del péptido de sefial y
glicosilacidén. Ambos eventos requieren la presencia de enzimas
microsomales unidas a las membranas del reticulo endopldsmico
rugoso (RER) y aparato de Golgi, y ocurren conforme se va formando
la cadena peptidica en los polisomas (cambios co-traduccionales) o
conforme la hormona se transporta dentro de la célula (cambios
post-traduccionales) .

Mientras que la cadena proteinica reside aln en los polisomas
unidos a la membrana del RER, enzimas microsomales rompen la
gsecuencia lider; esto permite gue dicha cadena cruce la membrana
hacia las cisternas del RER y también, que sufre un doblamiento
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apropiado que le -permita adquirir su estructura terciaria.
Asimismo, se forman los p.entes disulfuro de la cadena, aunque no
son necesarios para el plegamiento especifico de la molécula.
Simultdneamente, las enzimas que se encuentran en las membranas
microsomales transfieren de un dolicol complejos oligosacdridos:
(Glucosa)s- (Manosa)y- (N-acetil-glucosamina), a residuos especificos
de Asn dentro de la cadena polipeptidica. A partir de este momento
comienza un procesamiento extensivo de estos oligosacaridos, que
continfia cuando la glicoproteina se transporta al aparato de Golgi.
La asociacidén no covalente de las subunidades o« y & para formar
heterodimeros también tiene lugar en el reticulo endopldsmico,
después del procesamiento de los oligosacdridos recién unidos.

En el aparato de Golgi se remueven residuos de manosa a través
de la accidn de la manosidasa, enzima presente en la membrana de
este organelo celular. Antes de la secrecidn se unen los azlcares
terminales, que son dcido sidlico, fructosa, N-acetil-glucosamina
Yy manosa. Esta glicosilacidén requiere de 1las glicosil-
transferasas, enzimas que transfieren los carbohidratos de un
intermediario nuclebtido-azidcar a la proteina. Las variaciones en
el contenido de estos azlcares terminales son responsables de la
microheterogeneidad de FSH, y parecen estar reguladas a través del
control gendmico de la expresidén de estas enzimas.

Posteriormente, una vez terminado el procesamiento de los
oligosacéridos, las glicoproteinas se empaquetan en granulos de
secrecidn que protegen a las subunidades de la proteolisis y se
transportan hacia la periferia celular mediante la intervencidn de
los microtibulos y microfilamentos del citoesqueleto. Una vez que
han llegado hasta la membrana plasmitica se fijan en ella.

La secrecién de FSH ocurre por estimulo de la GnRH
hipotaldmica; la GnRH tiene una vida media de unos cuantos minutos,
por lo que se libera intermitentemente en forma cde pulsos, los
cuales se reflejan en la secrecidn pulsdtil de FSH y LH. Cuando la
GnRH se una a sus receptores especificos en el gonadotropo induce
la exocitosis de FSH, esto se logra gracias a la fusidén de la
membrana celular con los grdnulos secretores permitiendo asi la
liberacidn de su contenido hacia el espacio perivascular.
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Se ha demostrado que los gonadotropos contienen una
sobreabundancia de subunidades « en comparacién con los niveles de
la subunidad &; esto ha llevado a sugerir que la produccidén de
gubunidad £ limita el proceso de secrecidn. Por esta razdn se
asume que la influencia de hormonas (estrdgenos y andrdgenos) y
factores no esteroideos (inhibina) sobfe la produccidén de FSH sea
a través de alteraciones en la sintesis de subunidad 8 (9).

MECANISMO DE ACCION HORMONAL

Las gonadotropinas ejercen sus efectos en las células blanco
a través de la unidén con receptores especificos; de esta forma se
genera una sefial bioquimica como respuesta a la formacidén del
complejo hormona-receptor, lo que finalmente se traduce en la
produccidén de AMPc en el interior de la célula. E1 AMPc induce,
mediante una serie de ventos, la respuesta bioldgica al estimulo
gonadotrépico.

Estos receptores cubren, en nimero de cientos o miles, gran
parte de la superficie externa de la membrana plasmatica en las
células blanco. Los receptores son en si complejos lipoproteinicos
que interactian con las hormonas correspondientes’ en el fluido
extracelular, uniéndose finalmente a ellas. Esta unién es
sumamente especifica y de alta afinidad con el objeto de captar las
hormonas adecuadas presentes en concentraciones sumamente bajas.

Cuando se forma el comlejo hormona-receptor, el receptor
presenta un cambio conformacional que se traduce en la activacidn
de un sistema efector asociado a la membrana, €éste a su vez
desencadena la respuesta celular especifica a la estimulacidn
hormonal. Los efectcres mds importantes para la accidn de las
gonadotropinas son por una parte, una secuencia enzimdtica aln no
definida del todo, responsable del flujo del calcio a través de la
membrana celular y, por otra la enzima adenilato-ciclasa, que
conduce a la formacidn de AMPc a paritir de adenosin trifosfato
(ATP) (44).
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Se considera que la adenilato-ciclasa estd compuesta de dos
unidades proteinicas; una reguladora y otra catalitica. El
receptor y la unidad reguladora estdn unidos estructuralmente, pero
son inactivos hasta el momento gue la hormona se une al receptor.
Cuando esto sucede, el complejo hormona-receptor-unidad reguladora
capta GTP y se acopla posteriormente con la unidad catalitica,
formando asi una enzima intacta completa. La actividad enzimdtica
se puede regular por la hidrdélisis de GTP en GDP, lo gque hace que
la enzima regrese a su estado inactivo. No es del todo claro sgi el
receptor se asicia solamente con una unidad reguladora de la
adenilato-ciclasa, o si varios receptores diferentes se encadenan
a una sola unidad enzimdtica.

El AMPc actGa como un segundo mensajero, ya que induce la
activacidn de las cinasas, enzimas cuya funcidn es la fosforilacidn
de proteinas utilizando ATP como sustrato. Las cinasas se
encuentran de manera inactiva en forma de tetrdmeros con dos
subunidades reguladoras y dos cataliticas; la unidn de AMPc a las
subunidades reguladoras hace que se desprendan las cataliticas, con
el fin de fosforilar diferentes proteinas y enzimas. En su forma
fosforilada algunas enzimas son activadas y otras desactivadas,
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.

FUNCION

La FSH ejerce un control predominante sobre la funcidén de las
gdnadas, con el fin de regular y mantener la gametogénesis,
esteroidogénesis y ovulacifén, procesos esenciales para la
reproduccidn.

FSH es la responsable primaria de regular los procesos
concernientes al desarrollo de las células germinales en las
gbnadas. Concretamente, estimula el desarrollo de los foliculos

oviricos en la mujer y de los tibulos seminiferos en el vardn,. a:
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través de su accién sobre las células de la granuloSa en el ovario
y ‘de Sertoli en el testlculo, 31endo estas las unlcas celulas
blanco que se han encontradorpara esta hormona (23)}.f

a) Accién en ovario:

Cuando ‘gse  inicia- un’ 01clo menstrual un c1erto -nimero de
foliculos ovéricos primordiales (aquellos formados. de un ovocito
primario rodeado por una capa sencilla de células de la granulosa)
comienza a desarrollarse gracias al estimulo de la FSH; esto
implica la proliferacidén de las células de la granulosa y la
formacidén de una capa llamada teca alrededor de estos foliculos
misma que posteriormente se divide en interna y externa.

Conforme el foliculo va madurando, produce una cantidad cada
vez mayor de estrdgenos por estimulo de la FSH; ésta activa un
sigstema enzimdtico a nivel de la mitocondria conocido como
aromatasa, y que tiene como funcién la aromatizacién de los
andrégenos {producidos en las células de la teca interna por
estimulo de LH) en estrdgenos, principalmente estradiol (hipdtesis
"dos células - dos gonadotropinas" de Short, 1962). Juntos, FSH y
estradiol (E;), ejercen una accidén mitogénica para estimular ain
mdg la proliferacidn de las células de la granulosa y promover
también un aumento en la concentracién de receptores de FSH por
célula (59, 86).

Bajo la influencia sinergistica de E; y FSH hay un aumento en
la produccidn de fluido folicular, que se acumula en los espacios
intercelulares de las células de la granulosa; esta acumulacidén
eventualmente da origen a una cavidad llamada antro, y asi el
foliculo hace gradualmente su transicidn al estado antral; la
presencia de E; y FSH en el fluido antral es esencial para la
acumulacidn sostenida de células de la granulosa y continuar con el
crecimiento folicular, asi como la maduracidén del ovocite. No se
sabe atin la razdn por la cual entre el grupo de foliculos
primordiales humanos que comenzaron a desarrollarse, solamente uno
de ellos llegara a ser ovulatorio. Se piensa que esto se debe a la
creacidén de un ambiente estrogénico propicio para su crecimiento;
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aquellos follculos cuya capfcldad deyaromatlzac1on Bea’ llmltadal

597

menos

soporte de gonadotroplnas oliculos

desarrollados. Sin embargo- omlnante ‘permanece

dependiente de la FSH y debe completa | desarrollo previo a la

ovulacién, haciendo frente a “la dlsmlnuc1on en los niveles
plasmdticos de FSH inducida por su propla produccidn acelerada de
E;. Para ello cuenta con un mayor contenido de receptores para
FSH, manteniendo de esta manera el estimulo de la aromatizacidn.
En esta etapa, la FSH induce el desarrollo de receptores para LH en
las células de la granulosa del foliculoc antral. Posteriormente,
la concentracién de LH se eleva iniciando la luteinizacidén de las
células de la granulosa, lo que resulta en la produccidn de
progesterona; conforme esta se eleva y el nivel de E; comienza a
disminuir, se produce un pico de FSH a la mitad del ciclo, junto
con otro de LH de mayor intensidad (retroalimentacidn positiva),
ambos esenciales para completar la maduracidn del ovocito e inducir
la ruptura del foliculo y la ovulacidén (34, 59, 86). El pico
preovulatorio de FSH parece ser necesario para la produccidn de
activador de plasmindgeno, mismo que se requiere para la conversidén
de plasmindgeno en plasmina, enzima proteolitica involucrada en la
ruptura de la pared folicular (34, 35).

Después de la ovulacién, las célulag de la granulosa de la
teca se diferencian en las células luteinizadas que forman el
cuerpo ldteo, durante esta fase los niveles de gonadotropinas son
los mds bajos de todo el ciclo debido a la retroalimentacidn
negativa que ejercen tanto E; como progesterona. De no ocurrir el
embarazo se presenta la lutedlisis unos dias después y el ciclo se
reanuda nevamente (59, 86).
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b) 'Accidén en testiculo.

Los testiculos tienen bajo su cargo la sintesis de andrdgenos
y -la . produccién de espermatozoides. Estructuralmente ambas
funciones se encuentran bien separadas, ya que corresponde a las
células de Leydig la biosintesis de andr6genos (principalmente
testosterona) y a los tlbulos seminiferos la produccibn de
espermatozoides. La adenohipéfisis participa en el control de
ambas funciones a través de la secrecidn de FSH y LH, necesarias
para la iniciacidn y el mantenimiento de la espermatogénesis
respectivamente, aunque es la testosterona producida por estimulo
de la LH, y no esta Gltima, la gue mantiene la espermatogénesis
(86) .

Los tdbulecs seminiferos constan de dos tipos celulares
diferentes, las células germinale y las células de Sertoli. Estas
iltimas dan origen a los compartimientos en los que se alojan las
células germinales en desarrollo, donde se les provee de un medio
esencial para su diferenciacidn; asimismo regulan el movimiento de
las células germinales en los tibulos seminiferos y la liberacidn
de los espermatozoides maduros.

La accién de FSH y testosterona en la espermatogénesis es
indirecta a través de las células de Sertoli, las cuales son
estimuladas para producir compuestos necesarios para la maduracidn
espermdtica. Tal es el caso de la proteina fijadora de andrdgeno
(ABP), que se une a la testosterona con el fin de proveer una
reserva de andrdgeno 1til para el desarrollo de las células
germinales. Por otra parte, FSH ejerce un efecto directo sobre las
células de Sertoli estimulando la conversidén de andrdgenos por
induccidn de la actividad de aromatasa (23).
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SECRECION DE FSH A LO LARGO DE LA VIDA HUMANA

»La actividad del eje hipotdlamo-hipéfisis-gbénada comienza a
desarrollarse a partir de la etapa fetal. Se ha demostrado la
existencia de gonadotropinas en las hip6fisis de fetos humanos
durante el primer trimestre de gestacién (30) y su contenido
aumenta progresivamente hasta alcanzar una meseta en la fase media
del embarazo, disminuyendo de manera progresiva hasta el momento
del parto; los fetos femeninos tienen mayores concentraciones de
gonadotropinas que los masculinos. Al término del embarazo las
concentraciones plasmidticas de gonadotropinas han quedado
suprimidas por el efecto de retroalimentacidn negativa que ejercen
los esteroides sexuales sintetizados en placenta; después del
nacimiento, al eliminarse esta inhibicién, las concentraciones de
FSH y LH aumentan sus niveles midximos algunos meses después, pero
descienden nuevamente en la nifiez.

Se han aportado numerosas pruebas que sugieren que el sistema
hipotdlamo-hipofisiario es tan sensible a la retroalimentacidn
negativa, que ain 1l¢os bajos niveles de esteroides gonadales a lo
largo de la infancia, inhiben la secrecién de gonadotropinas hasta
el momento de la pubertad (25). Por otra parte se cree que existe
un mecanismo neuroldgico central, independiente de la actividad
gonadal, que limita la sintesis y secrecidén de GnRH durante la
nifiez (30). Desafortunadamente se desconoce ain como interactian
estos dos mecanismos inhibidores, que parecen ser mas fuertes
durante la infancia media; sin embargo deben ser suprimidos en
alglin momento para que al llegar la pubertad, ocurran por una parte
la secrecidn de GnRH hipotalédmica y por otra, el aumento en la
sensibilidad de los gonadotropos de la hipdfisis a ésta, lo que
conducird a un incremento en la secrecidn de gonadotropinas vy,
finalmente, a una mayor liberacidn de esteroides sexuales en las
gbnadas.

Al inicio de 1la pubertad aumenta la secrecidén de
gonadotropinas, que se presenta por primera vez durante el suefio de
una manera pulsdtil. Durante las fases tempranas de la pubertad en
las mujeres, las concentraciones de FSH son mayores que las de LH,
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pero esta relacidn se invierte mids tarde; en los varones las
concentraciones de FSH en plasma aumentan progresivamente, en tanto
que las de LH aumentan primero en forma brusca y luego lo hacen méas
lentamente. Conforme evoluciona la pubertad, los mdximos de LH y
FSH se alcanzan durante las horas de vigilia y por dltimo, los
midximos se presentan en todo momento.

En las mujeres se empleza a desarrollar un patrdén ciclico en
la liberacién de gonadotropinas que permitird se presente la
menarquia, es decir,, la primera menstruacidn; esta secrecidn
ciclica de gonadotropinas se mantendrd a lo largo de toda la vida
reproductiva de la mujer. A diferencia de las mujeres en los
varones no existe ciclicidad en la liberacidn de gonadotropinas,
sino gque sus concentraciones permanecen constantes, aungue
pulsdtiles, a lo largo de la vida reproductiva normal. En ambos
casos la secrecidn de FSH y LH ocurre de manera episddica, por
efecto de la secrecidn de GnRH. La pulsatilidad de gonadotropinas
es variante a lo largo del ciclo menstrual de la mujer (9).

En el ciclo menstrual normal las concentraciones en suero de
LH y FSH comienzan a incrementarse unos dias antes de 1la
menstruacidn; durante los primeros dias del ciclo menstrual las
concentraciones de FSH aumentan con mayor rapidez que las de LH,
alcanzando un miximo en la fase folicular media. Posteriormente
FSH disminuye a lo largo de la fase folicular tardia como
consecuencia de la retroalimentacidén negativa que ejercen las
concentraciones crecientes de estrdgenos producidos por los
foliculos en desarrollo. De hecho, si sobrepasan un cierto umbral
y mantienen sus altos niveles por algunas horas, inducen por
retroalimentacidén positiva el pico preovulatorio de FSH. Los
niveles de FSH descienden posteriormente hasta alcanzar en la fase
litea tardia los valores mds bajos de todo el ciclo.

Con la edad las funciones gonadales declinan en el ser humano;
en la mujer el final de la etapa reproductiva es mucho mids marcado
que en el vardn. Al ocurrir el udltimo periodo menstrual o
menopausia, = la capacidad de respuesta del ovarioco a las
gonadotropinas estd muy disminuida, y por tanto pierden la
capacidad para producir estrdgenos. Al no haber entonces
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retroalimentacidn negativa, la hlpOflSl

HETEROGENEID.
La FSH intrahipofis a‘r SNt en suero v
orlna) de varias espec:Les humana, exhiben
heterogeneidad por carga y po

de formas moleculares oig

n,re ex1sten como una serie
ueden ser separadas por su
punto isoeléctrico (pI)"’,mé'd e te nlcas ‘como el: isoelectroenfoque
(IEF) y cromatoenfoque :(CF) Utlllzando cualquiera de estas dos
técnicas, se han identifiﬁ:ja‘d de seis a siete isoformas de FSH en
adenohipdfisis huyma'nas"'co,r_i a,ylores ‘de pI que van de 7.3 a 3.8 (s,
10, 57, 639); cuando “se’ empleé. el CF, se puede detectarr un
componente adicional ("pico de sal") afiadiendo una solucidén 1 M de o
NaCl a la columna después de que se han eluido las isohormonas con

pI de 4.0 (11, 53). e

Estas isoformas de FSH difieren entre si no solamente en su pI
sino también en su abundancia relativa, actividad de unidn al
receptor y potencia bioldgica in vitro. En general, los
componentes de FSH con pIs mayores de 5.5 son menos abundantes pero
exhiben potencias bioldgicas in vitro mids elevadas que las formas
mids dcidas (10, 11, 48, 67).

Desde un punto de vista fisiolégico, tanto la presencia como
la abundancia relativa de estas isoformas dependerd del estado
enddécrino especifico del donador al momento de obtencidén de la
muestra. En la rata, la maduracidn sexual femenina estd acompafiada
de una produccién elevada de isoformas con pIs superiores a 5.0,
que tienen mayor actividad bioldgica in vitro, pero menor vida
media en la circulacidn en comparacién con las formas mds 4acidas
(6, 10, 48). En cambio, en la maduracidén sexual masculina . se
observa la situacién opuesta, ya que ocurre un cambio hacia la

acidez (a partir de pIs de. 4.9 a 4',5',thasta de 4.4 _a.4.0),
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valrededor del momento de 1nlclar la espermatogene51s (67Y’”,Los 

'extractos hlpof1s1arlos provenlentes de ratas sacrlflcadas durante'f""

la mafiana del proestro, estro y metaestro contlenen 1a producc1on;
mds: elevada de FSH inmunoactiva enfocada dentro de un rango de pH:
de 7.5 - 5.0. Las hip6fisis de machos adultos normales y hembras
adultas androgenizadas en el periodo neonatal, contleneni
predominantemente formas &dcidas con pIs menores de 5.0.

En los roedores se puede alterar el perfil de dlstrlbucié 'de(f

isoformas de FSH presente en un momento determinado, por medlo de.
manipulaciones farmacoldgicas especificas (27). Las - hlpofl”ls“

obtenidas de hdmsters ovariectomizadas después de . administrarles

E;, contienen las formas de FSH identificadas por CFj

la abundancia relativa de las formas mds o menos. ‘ac das, camblaT

dependiendo del tiempo de exposicidén a este ester01de., 'La
exposicidén a corto plazo (20 hrs) se relacione con la presenc1a de
proporciones mayores de las formas mds dcidas de FSH en comparacidn
con los controles ovariectomizados; la exposicidén a E; por diez
horas mds, ocasiona un aumento en la abundancia relativa de las
isohormonas menos dcidas. Dado que este cambio hacia las isoformas
mds badsicas se puede prevenir por la administracién de fenobarbital
(que evita la descarga de GnRH inducida por E;), se ha sugerido que
la produccidén de isohormonas de FSH, estd regulada a través de un
sistema sofisticado mediado por los factores de las gbnadas e
hipotédlamo.

Esta hipdtesis ha sido apoyada por los estudios en los que se
emplearon ratas intactas de ambos sexos, asi como hembras
androgenizadas en el periodo neonatal (70).

Los datos disponibles sugieren que, al menos en roedores, un
patrdén ciclico o "femenino" de secrecidn hipotaldmica y gonadal,
ocasiona que la hipdfisis produzca isohormonas de FSH menos acidas,
mientras que un tipo de secrecidn ténico o "androgénico", conduce
mids hacia la produccidn de formas de FSH fuertemente Acidas. Por
lo tanto, existe una dicotomia sexual, en términos del tipo de FSH
sintetizadas por la adenohipdfisis.

Las diferencias en la heterogeneidad por carga de la FSH
intrahipofisiaria dependientes del sexo y la edad, también se han
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detectado en los humanos. (78, 79, 81). Las isohormonas d&cidas
prevalecen en los individuos de edad avanzada, tanto en varones
como en mujeres, pero.las formas mds dcidas se encuentran en las
glédndulas obtenidas de mujeres ancianas (78, 79, 81, 83). En
concordancia con los estudios llevados a cabo en roedores, la carga
media de FSH es mds bédsica en las mujeres jdvenes que en los
varones jovenes (79); en los varones la carga media de la FSH es
mas bdsica en las edades de 0.2 a 9 aflos, y es menor que en los
varones de 17 a 42 afios. Asimismo, tanto la actividad bioldgica in
vitro (11, 43, 84), como la depuracién plasmitica (80) de las
formas de FSH intrahipofisiaria en monos y humanos, aumenta
conforme el pI o carga media de la isoforma se torne menos &cida.

Wide (77) y Padmanabhan y cols. (53) han demostrado la
heterogeneidad de la FSH circulante en humanos, usando como
técnicas de separacidn, respectivamente la electroforesis de zona
y el CF. La FSH proveniente del suero de mujeres premenopdusicas
fue menos dcida que aquella de mujeres postmenopdusicas, varones
normales, varones castrados y pacientes con disgenesia gonadal (77,
82). La FSH circulante de todos estos sujetos estd mas
negativamente cargéda que la FSH intrahipofisiaria (78). En un
estudio reciente, subsecuentemente a la administracién de GnRH a
pacientes con disgenesia gonadal, aparecieron en suero formas de
FSH menos cargadas negativamente, con una correlacidén altamente
significativa entre el incremento relativc en los niveles de FSH en
suero después del tratamiento con GnRH y la disminucién en 1la

“movilidad electroforética relativa (82). Esta observacién sugiere
que la prevalencia de las formas fuertemente &cidas de FSH en
suero, detectadas bajo condiciones basales, se puede deber a una
sobrevivencia selectiva de las diferentes isoformas liberadas por
la hip6fisis en la circulacidn.

Padmanabhan y cols. (53) cromatoenfocaron el suero de mujeres
con ciclos ovulatorios normales, demostrando que el patrdn de
distribucidn de isoformas de FSH cambid dependiendo de la fase
especifica del ciclo. El suero de mujeres en la fase ovulatoria
contuvo mayor FSH inmunoactiva en el rango de pH de 6.0 a 4.81, en
comparacidén a las muestras de la fase litea y folicular, en las.
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cuales la mayor parte de las isoformas se detectaron dentro.de un
rango de pH menor a 4.81. ©Por otro lado, ‘la administracién del
estrégeno sintético dietil-estil-bestrol .a “una:. paciente - con
disgenesia gonadal, indujo un cambio en las isoformas'de FSH en
suero a un rango bdsico de pH (53). Wide‘(77)‘detect6 cambios
cualitativos similares en la distribucién  de7 isoformas de FSH
presentes en las muestras de suerc de varones coﬁ‘céncer prostédtico
tratados con estrdgenocs. Todas estas observaciones apoyan
fuertemente el concepto de que existe una dicotomia sexual con
respecto al tipo de FSH producida, y de que esta dicotomia, es
altamente dependiente de los esteroides sexuales.

Los estudios tanto en roedores como en primates, indican
claramente que los esteroides gonadales y GnRH, actdan en concierto
a nivel del hipot&dlamo e hipdfisis regulando las caracteristicas
fisicoquimicas y bioldgicas de la molécula de FSH a ser liberada de
la adenochip6fisis en un momento dado.

La significancia fisioldgica de la heterogeneidad de FSH aln
no estd del todo definida; los estudios anteriores indican que la
hip6fisis tiene la capacidad de regular no solamente la cantidad
sino también la calidad de la sefial gonadotrdpica que produce y
libera en un momento dado para llevar a cabo acciones especificas
sobre la maduracién y funcidn de las gdbnadas. Por tal motivo la
existencia de la heterogeneidad de FSH representaria un mecanismo
muy fino que controla la funcidn gonadal.



ANTECEDENTES

-]
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- BIOENSA)!OS",EARA FSH

Desde que se. detecto :riméra vez (Fevold et al.

“1931) surglo en  los 1nvest1g dore ‘nece51dad de analizar sus
caracterlstlcas Evans y cfl )1:compararon los efectos

blOlOglCOS de diferentes prepa e‘gonadotroplnas, con base

en la-estimulacién del crec1m1ento de blicuios~ovéricos”en;ra;as*

.hlpoflsectomlzadas ; RN v
En 1953, Steelman y Pohley (60)‘desarrollaron u b’
vivo que se basa en el aumento del peso ovarl" 1

Subsecuentemente Brown y Well (iBsSY

ovarico de ratones, mientras qu otros
en el peso uterino-de ratas (Brown /
Cann, 1966). Siegal y Siegal (1964)_aportaron el uso de cambios en

la morfologia testicular de pollos lntactos ‘De entre todas estas

pruebas, el método de Steelman y Pohley’ (60) es el que se ha usado

con mayor frecuencia; se ha demostrado que es una prueba especifica

y que muestra una relacidn linear entre la concentracidn de FSH y

el peso del ovario (Christiansen, 1972), ademds de gue no es una

prueba especifica de la especie (Parlow y Reichert, 1963).

Los bioensayos in vitro para FSH se iniciaron a principios de
los afios 70 como un esfuerzo de diferentes investigadores para
mejorar la sensibilidad de los ensayos, ademds de desarrollar'
pruebas que fueran faciles de llevar a cabo, con mayor
reproducibilidad y en menor tiempo que los bioensayos in vivo. Los
ensayos in vitro se basan en los diferentes efectos bioldgicos de
la actividad de FSH sobre las células aisladas de sus tejidos
blanco (35).

En comparacién con los bioensayos in vivo, aquéllos realizados
in vitro presentan mayor sensibilidad y precisidén, reducen la
cantidad de hormona necesaria, requieren de un menor nimero de
animales de laboratorio, no son especificos de la especie y, ademas

constituyen una alternativa como métodos analiticos en el estudio
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de la actividad biolégica de FSH tanto de manera cuantitativa como

cualitativa. Los métodos:t iéidnélés para cuantificar FSH se
basan en su reactividad“7inﬁﬁhélégica) como es el caso del
radioinmunoandlisis (RIAS}LSin;embargo se ha podido comprobar que
la inmunocactividad de FSH no réfléja necesariamente los niveles de
FSH bioactiva (35) y por esta razdn, los bioensayos permiten
cuantificar de una manera mds- clara la actividad bioldgica de la
molécula de FSH.

De cualquier manera, los bioensayos in vitro presentan una
desventaja con respecto a los estudios in vivo, y es que estos
dltimos consideran la depuracién metabdlica de la hormona en la
circulacién.

Los diferentes bicensayos in wvitro para FSH valoran la
incorporacidn de timidina tritiada en ovarios de ratén (Ryle, 1971;
Boggis y Ryle, 1972), la glucosamina tritiada a proteoglicanos en
células de la granulosa porcina (Ax y Ryan, 1979), la produccidén de
AMPc en tiibulos seminiferos de rata (Rao y Ranachandran, 1975), la
produccidén de activador de plasmindgeno en células de la granulosa
de rata (Beers y Strickland, 1978) y por Gltimo, la estimulacién de
la actividad de aromatasa tanto en células de Sertoli (Van Damme et
al., 1979) como en células de la granulosa (Jia y Hsueh, 1985) de
rata. Estos dos dudltimos, son los ensayos in vitro mejor
caracterizados y mds utilizados para valorar la biocactividad de
FSH. Se basan en la capacidad que tiene la hormona para estimular
la actividad de aromatasa tanto en células de Sertoli de ratas
macho (71) como en las células de la granulosa de ratas hembra
(38); en ambas técnicas se ha mejorade mucho la sensibilidad
permitiendo el estudio de concentraciones hormonales muy reducidas
(39, 52, 74).
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: Bloensayo por aromat1zac1on ‘en’

celulas de 1a granulosa'(GAB)

Descrlto por "Jia y Hsueh (38), el GAB es un bloensayo in vitro
altamente sensible y-especifico . para FSH ‘que utiliza como tejido
blanco las células de la granulosa provenientes de los foliculos

~ovaricos preantrales de ratas inmaduras, y como pardmetro de
respuesta su capacidad de aromatizacidén inducida por el estimulo
con’ FSH. Las células de la granulosa son pretratadas con un
‘estrogeno sintético, el dietil-estil-bestrol (DES), con el fin de
estimular la proliferacién de estas células. Los cultivos se
llevan a cabo en la presencia de androstendiona, DES, insulina,
metil-isobutil-xantina (MIX) y hCG; la accién combinada de estas
hormonas y factores sirve como base para este bioensayo, ya que
resulta en un incremento sinergistico en la respuesta de las
células de la granulosa, permitiendo ademds una sensibilidad 40,000
veces mayor que el biocensayo de Steelman y Pohley y una disminucién
de 16 veces en la dosis minima efectiva (38).

El GAB es sumamente especifico para la FSH, el tratamiento con
GH, PRL, TSH y ACTH no estimula la produccidén de estrbdgenos en el
biocensayo (39), aunque sin embargo miltiples hormonas y fdrmacos
pueden afectar directamente las funciones de las células de la
granulosa, lo que ocasionaria mediciones errdneas de 1la
bicactividad de FSH (estrdgenos, andrdgenos reducidos, GnRH o
proteinas fijadoras de esteroides); la interferencia de LH, hCG,
estrdgenos y andrdgenos estd regulada a través de la inclusidn de
concentraciones saturantes de estas hormonas al biocensayo (35).

Asimismo, el GAB es tan sensible a FSH que permite detectarla
en bajas concentraciones sin importar el origen de la hormona, ya
que las preparaciones de FSH provenientes tanto de hipdfisis como
de suero u orina, estimulan a las células de la granulosa. Incluso
la respuesta del bioensayo no es especifica de la especie animal de
la que proviene la FSH (33). Sin embargo es un mé&todo que no
considera los cambios potenciales en el metabolismo in vivo de FSH,
aunque s8i ha demostrado ser preciso a través del andlisis
estadistico (35).
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Por todas estas razones el GAB se ha constituido en una
herramienta de trabajo muy itil para miltiples investigadores en
diferentes partes del mundo. Aln cuando se le han hecho algunas
modificaciones de acuerdo a necesidades y objetivos especificos,
numerogos estudios descriptivos y experimentales se han valido del
GAB para determinar la bioactividad de FSH durante los ciclos
reproductivos de diferehtes especies, sobre todo la humana (7, 15,
17, 25, 39, 40, 61), asi como bajo condiciones farmacoldgicas y
patofisioldgicas (14, 26, 28, 36, 37, 42, 47, 50, 54, 73, 75),
también para medir las concentraciones de FSH en especies animales
que carecen de inmunoensayos especificos (15, 49, 72), asi como de
moléculas recombinantes de FSH (29). De tal manera que el GAB es
ya un método de andlisis no solamente cuantitativo sino también
cualitativo para la FSH, aportando asi informacidn sumamente
valiosa para el estudio de la endocrinologia reproductiva.
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El estudio de las caracteriticas biolégicas de las diferentes
isoformas de FSH humana permitird ampliar el conocimiento acerca de
su papel dentro de la regulacién enddcrina del eje hipotdlamo -
hipéfisis - gbénada y sus complejas relaciones; sobre todo
contribuird al avance en el entendimiento de los procesos
fisioldgicos y bioquimicos que controlan la maduracidn folicular y
la ovulacidén. BAunque ya hay informacidén disponible al respecto,
estos datos son sumamente limitados.

Considerando la estrecha relacidén gque existe entre las
propiedades fisicoquimicas de las isoformas gonadotrdpicas y sus
atributos bioldgicos, parece claro que las diferencias en la carga
y el pI entre las diversas isoformas pueden por si mismas tener
implicaciones clinicas. De particular interés seria la calidad del
estimulo gonadotrépico recibido por el ovario durante la induccidn
exdgena del desarrollo folicular, el tratamiento convencional
consiste en la administracidn de FSH urinaria que aungque es Gtil y
efectiva para la induccidn de la maduracidn folicular, se encuentra
lejos de imitar el tipo cambiante de la sefial hipofisiaria que
ocurre hacia la gdnada.

Adn cuando se requieren estudios adicionales para definir con
mayor precisidn la estructura quimica de las diferentes isoformas,
asi como para elucidar los mecanismos gue controlan su biosintesis
y accidn, ‘al igual que los cambios diarios en su secrecidn;
solamente a través de los conocimientos que se plantean en trabajos
como éste serd posible diseflar nuevas estrategias terapéuticas que
permitan solucionar los problemas a los que se enfrentan los
especialistas en infertilidad.



OB JETIVOS
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A. GENERAL:

Caracterizar la potencia biolégica in vitro de las diferentes
isoformas de FSH humana intrahipofisiaria. : .

B. ESPECIFICOS:

- Determinar el patrdn de heterogeneidad por carga eléctrica
de la FSH presente en extractos de hip6fisis humanas
mediante separacién por cromatoenfoque.

- Estudiar la actividad bioldgica in vitro de las isoformas
de FSH presentes en extractos de hipéfisis humanas,
utilizando como pardmetro de respuesta la aromatizacidn en
células de la granulosa de rata.

- Comparar las caractristicas bioldgicas de las diferentes
isoformas de hFSH intrahipofigiaria.
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HIPOTESTIS

La FSH humana es produc1da y secr tada por laadenohipdfisis

en diferentes formas moleculares, 1dad blologlca in vitro

de cada isohormona variara depend endo ' de -sts _caracteristicas
figicoquimicas.



METODOLOGTIA



OBTENCION DE ISOFORMAS DE hFSH

PARA BIOENSAYO

Extracto de hipdfisis humanas

Cromatografia en Sephadex G-25

Cromatoenfoque

RIA de hFSH
Identificacion de
isoformas (6)

\

Grupos (6} de isoformas

pH/fraccion

Dialisis vs
agua desionizada

\/

Dialisis vs carbonato
de amonio 0.01 M

4

Liofilizacion de isoformas

\

Resuspensién en amortiguador

salino de fosfatos

RIA de hFSH
\/

Realizacién de alicuotas de
isoformas de hFSH

A\
RIA de hFSH
¥

Bioensayo

lodacion de hFSH-I-3
por Cloramina-T

Preparacién de estandares

rm
LER-907 y hFSH-I-3

\ Titulacién anticuerpo

anti-hFSH-6
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ExtradtpsghipofiSiariOS‘ L

Se -colectaron durante autopsla lag hipdfisis humanas de
'cuerpos examlnados antes de cumplir 72 horas del fallecimiento, y
conservados a 8°C a partir de las 3 - 4 horas posteriores a la
mﬁerte. Las hipdfisis se almacenaron a -20°C hasta el momento de
preparar los extractos de glicoproteinas totales en adenohipdéfisis,
mismos que se obtuvieron siguiendo el método de Jones y cols. (41)
y se conservaron a -70°C.

Cromatoenfoque (Apéndice # 1)

Las muestras de extractos 'hipofisiarios, conteniendo

aproximadamente 5.6 mg. de hFSH lnmunoreactlva se equilibraron con ..

el Dbuffer eluente Polybuffer 74 j(Pharmac1a Fine Chemlcals,
Piscataway, NJ, E.U.A.) dlluldon 1 8 eh agua deionizada, pH 4.0, a
través de cromatografia por Filtracién en gel, usando Sephadex G-25
(Pharmacia Fine Chemicals) en microcolumnas de 6.7 X 0.6 cm.
(Pharmacia Fine Chemicals).

Posteriormente, se llevaron a cabo los cromatoenfoques
empleando como intercambiédor idnico la resina PBE-94 (Pharmacia
Fine:Chemicals) en columnas de 30 X 1 cm. (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA, E.U.A.) equilibradas con 15 volimenes del buffer de
partida imidazol-HCl1l 0.025 M, pH 7.4. Antes de colocar 1las
muestras se corrieron 5 ml. del buffer eluente con el fin de evitar
la exposicién de la muestra a valores extremos de pH. A una
temperatura de 4°C se colectaron, con el auxilio de un colector
RediRac (LKB-Produkter AB, Bromma, Suecia), entre 110 y 130
fracciones de 2 ml. cada una manteniendo un £lujo de 0.25 ml. por
minuto. En el momento que alguna de las fracciones alcanzaba un
valor de pH s 4.0 el buffer eluente se cambiaba por una solucidn de
NaCl 1 M, para recuperar cualquier material que no hubiera eluido
dentro del rango de pH 8.0 a 4.0. Hecho esto, se colectaban 15 o
20 fracciones adicionales del mismo volumen que las anteriores, y
se proceedia a medir el pH de cada una de las fracciones colectadas

a lo largo de todo el corrimiento, utilizando para ello un



potencidmetro &I 31 (Beckman Instruments Inc
E.U.A.). Por Gltimo, se congelaron y almaééhafén a-2
momento de ser cuantificadas por RIA de hFSH.
de nFSH obtenidas por este método fueron de.
concentracidn. total aplicada a cada columna.

RIA de hFSH (Apéndice # 2)

Primeramente se procedié a radiomarcar hFSH-I-3 del NIADDK
(National Institute of Arthritis, Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases, Bethesda, MD, E.U.A.) con Nal'® (amersham International
Limited, Amersham, Reino Unido), por el método de Cloramina-T
descrito por Greenwood y cols. (31) (Apéndice # 3); posteriormente
la hormona radiomarcada 'y el I libre se separaron por
cromatografia de exclusidn en u_na,r_columna de .Sephadex G-100 -
{(Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, E-.U.A.).

Los RIAs para hFSH se llevaron a cabo haciendo uso de los
estuches provistos por NIADDK, utilizando las preparaciones de
referencia LER-907 o hFSH-I-3 para construir la curva estandar y
anti-hFSH-6 como reactivo de unién inmunoldgica. E1 contenido de
hFSH en cada una de las fracciones obtenidas después de ‘siete
corridas diferentes de cromatoenfoque, se expresd en términos del
estandar LER-907; estas determinaciones permitieron la
identificacidn de las isohormonas separadas en cada cromatocenfoque.

Hecho esto se procedid a formar pozas de las fracciones con
mayor contenido de cada isohormona; cada grupo o poza fue
transferido por separado a bolsas de membrana para didlisis con un
limite permisible de permeabilidad de 12,000 Mr (Spectrum Medical
Industries, Los Angeles, CA, E.U.A.) y dializados durante 24 horas
a 4°C contra agua deionizada y posteriormente, bajo las mismas
‘condiciones contra una solucidén de carbonato de amonio 0.01 M
(Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, E.U.A.), PH 7.4.
Posteriormente, cada uno de los grupos se secd en frio (-70°C)
mediante una liofilizadora (Labconce Corp., Kansas City, MO,
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E.U.A.) para ser resuspendidos en 1/10 - 1/20 del volumen original
con buffer salino de fosfatos (PBS) al 0.01 M, pH 7.4. Los
concentrados fueron cuantificados nuevamente por RIA de hFSH tanto
en términos de LER-907 como de hFSH-I-3 y almacenados a -20°C en
alicuotas de 10 a 25 pul. hasta el momento de determinar su
actividad biolégica in vitro.

Bioensayo por aromatizacidén en células de la granulos de rata
: . (Apéndice # 4)

v La actividad bioldgica in wvitro de 1los concentrados
correspondientes a cada una de las isoformas de hFSH se determind
" empleando el bicensayo por aromatizacidn en células de la granulosa

de rata (GAB) descrito por Jia y Hsueh (38) con algunas

modificaciones minimas.
Las ratas hembra intactas (Wistar) de 21 a 22 dias recibieron
.un implante de cdpsulas sildsticas de 10 mm. (Dow Corning, Midland,

MI, E.U.A.) conteniendo aproximadamente 10 mg. de dietil-estil-

bestrols (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, E.U.A.). Cuatro dias

después, los animales se sacrificaban por dislocacidén cervical, los
ovarios se disectaban y descapsulaban, y por Gltimo los foliculos
eran puncionades con agujas hipodérmicas de 27 X 13 mm. y las
.células de la granulosa lavadas y centrifugadas. Las células se
diluian en el volumen final que correspondiera a 80,000 cé&lulas
totales por 50 pl. de suspensidn, previo conteo en hemocitdmetro.

El medio de bioensayc se prepard con el medio 5A de Mac Coy
sin suero (Gibco Laboratories, Grand Island, NY, E.U.A.), al que se,
afladieron varios reactivos. En base al uso de 400 ul. de este
medio para un volumen final de incubacidn de 500 pl. de medio por
pozo de cultivo (debido a que se afiaden 50 ul..de muestra y 50 ul.

de la suspensidon de células) en placas con 24 pozos dé 16 mm.

(Gibco Laboratories), las concentraciones finales de los diferentes
reactivos utilizadog fueron las siguientes: 100 U/ml. de
‘penicilina G sbédica, 100 pg/ml. de sulfato de estreptomicina
(Laboratorios Pisa S.A. de C.V., Guadalajara, Jal., México), L-
glutamina 2 mM, androstendiona 10 uM, DES 107 M, MIX 0.125 uM
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(Sigma Chemicals Co.), 1 pg/ml. de insulina bovina (Eli Lilly y cia
de México, México, D.F.) 'y 30 ng/mi. de hCG (Pregnyl; NSV,
Organon, Oss, Holanda). Como * estdndar se utilizé hFSH-I-3
(NIADDK) .

Los andrdgenos actian como sustrato de las aromatasas, y como
parte del mecanismo por el cual FSH aumenta la actividad de esta
enzima (20). Los estrdgenos aumentan la estimulacidn de FSH sobre
las aromatasas, de tal manera que sirven como un producto final, y
amplificador de su propia produccidn (1). Por otra parte, se ha
demostrado que dosisg altas de insulina incrementan la estimulacién
de FSH sobre la produccién de estrégenos en las células de la
granulosa (21); a su vez, MIX inhibe la accién de la
fosfodiesterasa, enzima que hidroliza el AMPc blogqueando su
mensaje, en las células de la granulosa incrementa los niveles de
AMPc y se eleva la sintesis de estrdgenos (76). Por ultimo, la
concentracidn saturante de hCG que se incluye en el bioensayo
minimiza los efectos de la LH gue pudiera estar presente en las
muestras problema, ya que bloguea los receptores para LH/hCG (35).

La bioactividad in wvitro de cada uno de los concentrados de
las isoformas de hFSH se estimd usando cuatro o geis diluciones
diferentes, en incubaciones por triplicado. Los cultivos se
llevaron a cabo durante 72 horas a 37°C en un incubador himedo
provisto de una atmbdsfera de 95% de aire y 5% de CO;.
Posteriormente, los medios de cultivo fueron centrifugados y
almacenados a -20°C hasta el momento de cuantificar por RIA los
egstrdgenos producidos in vitro. Para ello se usé un anticuerpo
contra estrona, provisto amablemente por el Dr. George Flikinger de
la Universidad de Pennsylvania, E.U.A.; que dada su reactividad
cruzada con 17-R-estradiol (22%), los resultados fueron expresados
en términos de ng. de estrdgenos totales producidos por pozo de
cultivo.
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La actividad bioldgica  aparente de -cada ~uno de los
concentrados de isoformas de hFSH se expresd como la relacidn entre
lasﬁzactividades biolégica e inmunolégica (B/I), es decir, la
actividad observada en el Dbioensayo in vitro relativa a la
actividad en el RIA. Los coeficientes de variacidn fueron menores
del 10 y 20%, respectivamente.

Las diferencias entre grupos fueron analizadas por andlisis de
varianza de una via, seguido por pruebas de T. Valores < 0.05 se

consideraron como estadisticamente significativos.



RESULTADOS
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La separacidén de las glicoproteinas presentes en extractos
hipofisiarios mediante eromatoenfoque demostrd la presencia de
‘diferentes picos de hFSH inmunoactiva dentro de un rango de pH de
7.6 - 3.8, asi como en aquellas fracciones recuperadas después de
la adicién de una solucidén 1 M de NaCl, y designadas como "pico de
sal" (Figura 1). Como puede observarse, la mayor parte de la hFSH
aplicada a los cromatoenfoques fue recuperada en los valores de pl
menores de 4.5 y dentro del pico de sal (75.3 : 3.0% de 1la
inmunoactividad total). Las fracciones que contenian las
concentraciones mids elevadas de hFSH dentro de un mismo pico o de
los ©picos menores adyacentes, se mezclaron y agruparon
separadamente en cinco pozas diferentes y otra mds correspondiente
al pico de sal, de acuerdo a la siguiente Tabla:

Grupo pIl % de recuperacidn total
I 70692 7.1 5 . 1.5 & 0.13 %
IT 5.9-- 5.3 ~ 8.9 + 1.60 %
III . . 5.0 - 4.7 14.4 £1.40 %
v SR 4.5 - 4.1 54.8 & 4.90 %
v 3.9 - 3.8 3.67 £ 0.90 %
VI pico de sal 16.8 + 4.80 %

Los seis grupos fueron concentrados como se describid en
"Metodologia", y utilizados mas tarde para los estudios de
actividad tanto inmunoldgica como bioldgica in vitro.

Cuando se analizaron por RIA, todos estos concentrados
desplazaron la hFSH marcada con I'® del anticuerpo de manera
paralela a los estdndares de hFSH (LER-907 y hFSH-I-3) (Figura 2).

En cuanto a su actividad bioldgica in wvitro, todos 1los
concentrados de las isoformas de hFSH fueron capaces de inducir la
produccidén de estrdgenos por las células de la granulosa en cultivo
de manera dosis - dependiente (Figura 3). De acuerdo con los
resultados obtenidos, la actividad biolégica in vitro, expresada
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como la relacidn de actividades bioldgica e inmunoldgica (B/I),
varié de acuerdo con el valor de pI espécifico para cada uno de los
concentrados de hFSH examinados tal 'y como se indica en la
siguiente Tabla, en donde los valores de pl se expresaron como
unidades de pH y los de B/I como la media x la desviacidn estandar
correspondienta a tres o cuatro observaciones por grupo.

Concentrado pI S A‘,Relacién B/I

I 7.6
II 5.9
III 5.0
v 45
v 3.9
VI pico

Como se puede apreciar en la Tabla anterior, los concentrados
de las isoformas de hFSH con valor de pI de 5.9 - 4.7 exhibieron
actividades bioldgicas mayores en comparacidn con los componentes
mds acidos (pI menor o igual a 4.5) (p < 0.05). Y por otra parte,
la hFSH (pI 7.6 - 7.1) presentd una relacién B/I similar a aquélla
de las isoformas de hFSH con pI de 5.0 - 4.1 y el pico de sal, en
tantc que el concentrado de isoformas con valor de pI de 3.5 - 3.8
mostrd la relacidn mds baja (p < 0.05 vs. isohormonas con pls 7.6 -

4.1 y menor a 3.8).
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Figura 1. Perfil ‘representativo de distribucién por pH 'de la hFSH

hFSH (ug/mil)

inmunoactiva presente en extractos hipofisiarios después
de su cromatoenfoque. Lag fracciones  agrupadas para
obtener los concentrados de las isoformas I a VI estdn
seflaladas por las lineas horizontales superiores. La
flecha indica la adicidén de NaCl 1 M a la columna de CF.
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Figura 2. Capacidad de cada concentrado de las isoformas de hFSH

para desplazar la hFSH-I-3 marcada con Ijs del anticuerpo
en el sistema de RIA utilizado en este .estudio. Las
muestras de cada concentrado fueron diluidas de tal fornia
que la mayoria de las dosis incluidas fueron detectadas
en la porcidén lineal de la curva esténdar.
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Capacidad de las isoformas de hFSH para inducir la
produccidén in vitro de estrdgenos en células de la
granulosa de rata. Cada dosis estd expresada en términos
del estdndar hFSH-I-3 (NIADDK) determinada por RIA,
asumiendo que la potencia inmunoldgica es la misma para

todos los concentrados.

O pl 7.6-7.1 ] pl 4.5-4.1
® pl59-53 B pl3.9-38
A pl5.0=4.7 @ pico de sal

0.

T

1 1.0

ng. hFSH muestra
(log)
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Es evidente que la FSH.es eterogéQea,yﬁexistéjeﬁamﬁltiﬁlés

formas moleculares dentro dé:lathipéfisis‘éé'numerosas-especies,
incluyendo la humana = (55, 78;;‘79,;f835. " ‘La’ base" para - esta
heterogeneidad parece ser el grado,de‘inéorporacién de residuos de
dcido sidlico a 1la molécula -de. FSH, misno que afecta las
propiedades fisicoquimicas y bioiégicas de sus isoformas (68). E1
fraccionamiento de la FSH humana es posible tomando como base las
diferentes cargas eléctricas de sus isoformas. El perfil de
distribucién por pH de las isoformas aisladas en el presente
estudio, concuerdan con informes previos para FSH humana separadas
por isoelectroenfoque (12, 87), electroforesis de =zona en
suspensién de agarosa (78, 79), asi como cromatoenfogue (16, 53).
Asimismo el perfil por cromatoenfoque encontrado para la FSH
presente en extractos de hipdfisis humanas, resulté ser similar a
aquéllos informados por Chappel y cols. (12), en cuanto a que la
mayor parte de la hFSH hipofisiaria se recuperd dentro de valores
de pI menores a 5.2.

De igual forma, este perfil de cromatoenfoque fue también muy
similar a los detectados por Chappel y cols. (11) en extractos
hipofigsiarios obtenidos de hembras ovariectomizadas del mono

Cynomolgus (Macaca fascicularis), pero discretamente diferentes a

los reportados por Khan y cols. (43) para preparaciones de
hip6fisis del mandril (Papio hamadryas), donde la mayor parte de la
FSH se enfocd en valores de pI mayores de 5.0 usando el
isoelectroenfoque como método de separacién. Estas diferencias se
pueden deber, ya sea a variaciones en el contenido y/o distribucidn
de carbohidratos entre las moléculas de FSH de las hip6fisis del
mandril (P. hamadryas) y aquéllas presentes en las hipdfisis
humanas y del Cynomolgus (M. fascicularis), o bien, a la diferente
resolucidn de las té&cnicas de separacidn empleadas en cada estudio.

Como ya se describid en la seccidn de "Resultados®, las
isoformas de hFSH con valores de pI de 5.9 a 4.7 exhibieron las
actividades bioldgicas in wvitro mds altas, en comparacidn con
aquellas isoformas con valores inferiores de pI, de acuerdo al
bioensayo de aromatizacidén en cé&lulas de la granulosa de rata.
Estos resultados concuerdan ampliamente con el estudio realizado
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por Padmanabhan y cols. (53),“quienés'médiaﬁte;el bidehsayo pox ..
aromatizacién en células de Sertoli de rata, analizaron la potencia
biolégica in vitro de la hFSHwéxcfaidafderun5tumor hipofisiario,"

obteniendo la mayor bioaétividéd pAfa‘laé isoformas con un rango de:
pl de 6.0 a 4.8; aunque cabe éciarar qgue los valores obtenidos en
este trabajo corresponden  a los de extractos de hipdfisis
provenientes de individuos normales, y que se usaron diferentes
metodologias de bioensayo. Sin embargo, nuestros resultados
contrastaron con los informes sobre preparaciones hipofisiarias de
hdmster (48) y mandril (43), en los que las especies de FSH con
valores de pI mayores a 6.0 exhibieron las biopotencias mas

elevadas. Las causas de esta discordancia podrian ser las
siguientes:
1) La presencia de curvas dosis - respuesta no paralelas entre

las isoformas de FSH y las preparaciones de referencia en los

bicensayosa que llevaron y cabo Miller y cols. (48) asi - como

Khan y cols. (43).

2) El uso de sistemas heterélogos de inmunoensayo, como los que
utilizaron ambos grupos de investigadores.

3) La existencia de diferencias interespecies en la estructura de
los oligosacdridos de la molécula de FSH.

De hecho, incluso la concentracidén de 1la hormona es
importante, ya que Blum y cols. (5) encontraron que las isoformas
dcidas de la FSH proveniente de la hipdéfisis de rata, exhibieron
una relacién B/I menor de 1 a bajas concentraciones, mientras que
la misma relacifén alcanzd valores cercanos a 3 con concentraciones
mayores de FSH.

Estudios previos han demostrado que la actividad de unidn al
receptor de las isoformas de FSH hipofisiaria presentes en roedores
y primates disminuye paralelamente con el valor de su pI (10, 11,
64, 66, 67, 68). En estos estudios se encontrd una estrecha
correlacidn entre el valor de pI de cada isoforma, su actividad de
unién al receptor y su contenido de &cido sidlico; las isoformas
con valores mds elevados de pI y por lo mismo una concentracién
menor de &dcido sidlico, exhibieron un mayor grado de unidn al
receptor que aquellas isoformas con pI menores y mayor contenido de
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dcido- 51a11co (66 ~69) ... Estos investigadores utilizaron el ensayo

‘por radlorreceptor (RRA) ‘descrito por Bhalla y Reichert (4) con las
vmodlflcac1ones hechas por Ulloa-Aguirre y Chappel (64), para

determlnar la act1v1dad de unién al receptor y con ello estudiaron
la act1v1dad biolégica de las isoformas de FSH separadas por
isoeléctroenfoque. Es en el presente trabajo que se emplea por
primera vez el biocensayo in vitro por aromatizacién en células de
la granulosa {(GAB) para determinar la bioactividad de las isoformas
de FSH presentes en extractos de hipdfisis humanas. De cualguier
forma, y de acuerdo con los datos anteriores, podriamos inferir que
las isoformas de hFSH con pl de 5.9 a 4.7, es decir, aquéllas que
presentaron los valores mds elevados de pI en este estudio, sean
las isoformas con mayor actividad de unidén a los receptores en las
células de la granulosa de rata.

Con respecto a lo anterior fue interesante el haber encontrado
una:bloact1v1dad in vitro similar entre’la hFSH neutral .pI 7.6 -
7. 1f, de bajo contenldo de &cido sidlico, y aquellas isoformas
ricas’ en es.a carbohidrato. Esta observacién se puede explicar en
' baseia;que las diferentes formas moleculares de la FSH difieren
Vehtre'Si’no~ﬁnicamente en su contenido de &dcido sidlico, sino

tambiéﬁ'en la composicidn y arreglo de otros carbohidratos internos
"a’. este azlicar terminal y que estdn unidos a la cadena
poiipeptidica; dichos carbohidratos son esenciales para la unién de
las gonadotropinas a su receptor (8, 22, 68), lo que en
consecuencia les permitiria determinar la conducta bioldgica final
de la molécula de hFSH a nivel de la célula blanco.

De cualquier forma, en este trabjo se ha podido demostrar que
cada una de las isoformas de hFSH intrahipofisiaria exhibe una
potencia bioldgica in vitro particular, y que é&sta guarda una
estrecha relacién con su pI
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Se ha podido establecer que el entorno enddcrino que rodea a
la hipdéfisis determina no solamente la cantididad sino la calidad
del estimulo dirigido hacia las génadas. La FSH es una hormona
gonadotrdépica de estructura glicoprotéica que presenta una
heterogeneidad molecular basada, al parecer, en su contenido de
carbohidratos, sobre todo de d4cido sidlico. Esto le confiere a la
molécula de FSH una heterogeneidad por carga y son precisamente
estas diferencias por carga en lasg isoformas las que permiten su
separacién.

Dentro del estudio del polimorfismo gonadotrdpico, sobre todo
con respecto a la FSH, hay varios aspectos gque vale la pena
destacar y que es muy importante tomar en cuenta; estos son:la

especie animal y el estado endocrinoldgico de los individuos en .-

estudio, la fuente de la que se obtiene la hormona, el método de
separacidn empleado y por Gltimo el método de valoracidn a utilizar
para determinar su actividad inmunolégica y/o bioldgica. De
acuerdo con los puntos anteriores tenemos gue en este trabajo hemos
estudiado a la FSH humana, cuya fuente de obtencidén han sido los
extractos hipofisiarios de individuos normales y el método de
separacién ha sido el cromatoenfoque; con esto como base, se
determindé la actividad bioldgica de las isoformas dque fueron
detectadas empleando para ello el bicensayo por aromatizacidn en
células de la granulosa (GAB). Por lo que este trabajo vendria a
constituirse como el primer reporte de que se tiene conocimiento,
en el uso del GAB para determinar la bioactividad de las isoformas

de hFSH en extractos hipofisiarios de individuos normales.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que
la adenchipdfisis humana contiene un nimero significativo de
isoformas de FSH que pueden ser separadas de acuerdo a sus cargas
eléctricas. Para la mayor parte de las diferentes formas
moleculares de la hFSH intrahipofisiaria separadas por
cromatoenfoque, existe una estrecha relacidn entre sus propiedades
fisicogquimicas (pI) y su actividad bioldgica in vitro.
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Aunque el significado bioldégico de la heterogeneidad de las
hormonas gonadotrdpicas permanece aln desconocido, el estudio de
las propiedades bioldégicas caractristicas de cada isoforma podria
contribuir al mejor entendimiento de los cambios que ocurren en la
distribucién relativa de estas isohormonas y de la intensidad del
estimulo gonadotrdpico durante diversas condiciones fisioldgicas,
tales como la maduracidn sexual y el ciclo menstrual.

"LAUS DEO



A P'END'ICES



APENDICE # 1
CROMATOENFQQUE

Lavar columna vacia con
amortiguador de partida

\

Empacar resina PBE-94
en columna

¥

Equilibrar columna con 15
volimenes de amortiguador de partida

\ 4

Se dejan correr 5 ml

X Extracto hipofisiario
de amortiguador eluente

|

Aplicar muestra equilibrada Cromatografia de exclu-

de extracto hipofisiario 44—  sién en Sephadex G-25

Se conecta a la columna Ajustar velocidad de flu-
amortiguador eluente G jo a 0.25 ml/min

Dejar correr libremente
la columna

\

Determinar la fraccién
con pH < 4.0

\

Afiadir NaCl 1 M

\

Colectar 15-20
fracciones mas

v v

Determinar Determinar contenido de
pH/fraccién hFSH/fraccién mediante RIA




ANEXO AL APENDICE #1

Soluciones para cromatoenfoque:

1.- Amortiguador de partida (imidazol 0.025 M/HCI, pH=7.4
1.7 g imidazol (1,3-diazo-2,4-ciclopentadieno)
2 ml de acido clorhidrico concentrado
950 ml de agua deionizada

2.- Amortiguador eluente (Polybuffer 74 1:8), pH=4.0
30 ml Polybuffer 74
210 ml de agua deionizada

3.- Cloruro de sodio 1 M



ostingares | (D) APENDICE # 2
7 RIA DE hFSH

Resuspender en Grupos de
PBS 0.01 M isohormonas
+ L S Titulacion | | Mezcised
Curva estandar de Muestras Problema .
LER-907 6 hFSH-I-3 Diferentes dosis lodacion por
cloramina-T
L T ] 0 v v
Anticuerpo:
A completar el volumen/tubo hFS$SH-1-3 radio marcada anti-hFSH-6 dilucion
a 200yl con PBS-Gel con 1'25 15,000cpm/100ul 1:100,000 en PBS-EDTA-SNC 2%
L N 1]
v
Agitacién rapida @
por virtex
Incubacién durante 18-24hrs.
a temperatura ambiente
o .
%iﬁ;gﬁ“frfg < Suero de carnero inmunizado
(18-24 hre) contra Ig de conejo
Cahn Electrobalance
(Ventron Instruments Corp., Paramount, CA, E.U.A)) +
2 mljtubo de
(Thermoline Corp., Dubuque, 10, E.U.A)) agua a 4°C

v

Centrifugacion a @
3,000rpm durante 30' a 4°C
Contador Gamma Crystal Plus
(Packard Instrument Co., Zurich, Suiza) v

Centrifuga Sorvall
(Dupont™ Co., Wilmington, DW, E.U.A)

ONORORONO)

Programa: gy pG RIA data reduction
systgm (Munson, P; ‘

<985, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, E.U.A)) Determinacidn de cpm/min @
de la pastilla

v

Andlisis estadistico
de resuitados




ANEXO AL APENDICE #2 _»
BUFFERS PARA RI!A -DE hFSH b

FOSFATO DIBASICO DE SODIO (ANHIDRO) 0.5 M
17.74 g Na,HPO,- 250 ml. agua deionizada

Fosfato monobasico de sodio (hidratado) 0.05 M
17.25 g NaH,_ PO, - 250 mi agua deionizada

Buffer salino de fosfatos (PBS) 0.01 M (pH=7.4)
0.08 g NaH,PO,

0.625 g Na,HPO,
4.5 g NacCl
500 ml de agua deionizada

Buffer salinn de fosfatos (PBS) 0.05 M (pH=7.4)
14.3 g NaCl
26 ml Na,HPO, 0.05 M
13 ml NaH,PO,0.5 M
1750 ml agua deionizada

PBS 0.05 M + gelatina 0.1% (PBS-gel) (pH=7.4)
1 g gelatina

1000 ml PBS 0.05 M

PBS 0.05 M + EDTA 0.05 M (PBS-EDTA) (pH=7.4)
9.3 g de EDTA

500 ml PBS 0.05 M

PBS-EDTA + SNC 2%
100 ml PBS-EDTA
2 ml Suero normal de conejo (SNC)

Fosfato dibasico de sodio: J.T. Baker, S.A. de C.V., Méx.
Fosfato monobasico de sodio: J.T. Baker, S.A. de C.V. Méx.
Cloruro de sodio: J.T. Baker, S.A. de C.V. Méx.

Gelatina: Programa de reactivos, Méx, OMS.

EDTA: Sigma Chemicals Co.,St Louis, MO, EUA.



APENDICE # 3
IODACION DE hFSH-I-3 o

Hinchar Sephadex G-100
en PBS 0.01 M

!

Montar columna
cromatografica

l

1 Equilibrar columna
(1) ““con PBS-BSA

{

Lavar con PBS 0.01M

!

Aplicar muestra

Alicuota de
hFSH-I-3

PBS 0.5M
(pH=7.5)

l 125

(1 uCi)

Cloramina-T
(0.25 mg/ml)

1 60 seg

Metabisulfito
de sodio (1 mg/ml)

| Lavar vial con

»

a columna

l

Correr cromatografia
con PBS 0.01M

!

Colectar fracciones

!

Determinar cpm/fraccion

}

Identificar pico de
hFSH-i-3 (1 %

}

Determinar actividad especifica

i

RIA

+ (3) Kl-sacarosa

l

Aplicar a la

S

columna

1.- PBS 0.01M + AlbGmina
Serica Bovina 1%

2.- Amortiguador de fos-
fatos 0.5M

3.- KI 1% + Sacarosa 16%



APENDICE #4

_ Elaboracion de implantes BIOENSAYO
Silasticos(10mm) con DES(10mg) 0.125pM 30ng/mi (10°7M) - "GAB"
Androstendiona(1uyM)
! mix|lhnca|{DES
Implantacion en ratas wistar L-Glutamina(2mM)
hembras de 20-22 dias de edad /
14 dias Realizacién del medio insulina (lug/ml)
de cultivo "GAB Penicilina(100U/mi)

Sacrificacion por

dislocacion cervical /'
l Mc Coy 5a Estreptomicina(100ug/ml)

Diseccion y descap- _

sulacion de ovarios Obtencién de iso- Prepa:;’aclon éie
formas de hFSH estandares de

ormas hFSH-1-3

v
! v

aPah

Obtencion células de Ia
granulosa E.or gqnm_on con Diluciones seriadas Diluciones
agujas hipodermicas de isoformas de hFSH| | seriadas de
J Conteo celuiar J l hFS:I-I-3
80,000 células de la = " " P -
granulosa por pozo de 450 pl medio "GAB De 4 a 6 diluciones Dosis por
cultivo (50u1) por pozo de cultivo por triplicado triplicado
£ l l
v 72 hrs.

Centrifugar medios de
cultivo a 3,000 rpm
durante 15 minutos

Preparacion 1 Titulacion de

curva estandar \I RIA de Estronﬂ‘/ anticuerpo
Purificacion de / ¢ \ Reactividad cruzada

estrona tritiada — del anticuerpo
[Anahsns de resultados
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