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RESUMEN 

La glfindula hip6fisis anterior se obtuvo de ratas macho de 
S, 10, 15, 18, 21, 30, 40, 45, 50, y 90 días de edad. Las di 
ferentes especies moleculares de la hormona estimulante del 
foliculo (FSH) presentes en esa glfindula fueron separadas por 
cromatografía de afinidad con Concanavalina-A (Con-A) e iso 
electroenfoque en geles de poliacrilamida (IEF-GPA; rango de 
pH de 3.5 a 9.5). A través de Con-A se separaron dos formas 
de FSH (FSH-libre y FSI!-unidad), las cuales fueron identifi
cadas por radioinmunoanllisis (RIA). La forma FSH-unida siem 
pre se presentó en mayor cantidad que la forma FS!l-libre, la 

,relación (FSH-libre/FSH-unida) que guardaron 6stas especies -
no presentó diferencias significativas en las diferentes eda 
des estudiadas. 

Cuando· los extractos hipofisiarios fueron sometidos a IEF
GPA, el contenido .de FSH presente en cada uno de los eluidos 

'de gel fUé determinado por RIA así como por radioreceptor(RR). 
·· TÓdás las muestras estudiadas presentaron varios picos de FSH 

i'nmunoactiva dentro del rango de pH de 3. O a 7. O, el pico ma 
yor énrocó en el rango de pH de 4.0 a 4.9. Para determinar ~ 

, :diferencias cuantitativas en el patrGn de corrimiento de la 
T:\",ps1(.~tp0Ús'iaria, el pérfilde IEF:-GPA se dividi6 en .7 áreas: 
;:(Tii1fra' 1;,;punto ~s~el~ctrico(pI) de 7 .o a 6.3; área 2=pI de .6.2 

~~W!f~H~0~!tr~:,r~,~:: :.; ; º l, '¡:: : ·;'. ,;·;:;: ; .;; '~ ~ ~:~ : 
'}L'a~F.$W'.e11focadaen el á.rea 4, rep~esent6 del 25 al 55\·del t~ 
:,t;~F'~n":.~a~ai:M 5 ~30;dfas de edad, mientras que .en animales 

'--~f.~~;;;.:{~'!:':<';:,::,¡~·::::;.;..;:·.:.<\'..·:·.'·~>;·.<''./\ ,.~ .>:. ·... . '> .. .'' ·;,· < .. :· - ' '·' ··~ .·· ., ·,·. ·.· .. 

gfay,oi,~~\.~0111p,:rendi6, '4.eL.17. al 2:7\•.del .. total. ·. Dr .manera .rnver:-

~~~~~~fülfü;'~~~~~~:::d;;:~~·~j¡~~~:g~;~:~:;;~:~:i~fü~ 
'\'· ' 

~/< ·~ /.,~~·-:~:·;,.., 
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de FSll, mientras que en geles de animales mayores solo se 

enfocó del 6 al 9% del total. Los cambios ohservados,en el 

porcentaje de la FSll enfocada en las diferentes áreas de pl, 

coincidieron con la aparición de espermatogéncsis a los 45 

días de edad. 

Aunque la relación RR/RIA decreció a medida que el pi de 

la FSH disminuy6 (área 1 = 5.17 ! 0.95; &rea 2 = 2.20 + O. 

29; &rea 3 = 0.84 ! 0.24; área 4 = 0.60 ! 0.22; &rea S =O. 

65 ! O. 22), la FSH enfocada en la región más ácida del gel 

(áreás '5 y 7) mostró un inusita·do incremento en esa relaci6n 

(> 6.0). 

Nuestros resultado.s demostraron que la FSH presente en 

la hip6fisis anterior de ratas macho se encuentra en múlti 
. . . 

ples formas moleculares,. y que la transici6n de un estado 

de inmadurez sexual a un estado adulto involucra cambios en 

las propiedades iisicoqufmicas de ésta hormona. 
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INTRODUCCION -----------

El control hormonal de la funci6n gonadul y reproductiva en 

roedores y otras especies de mamíferos es predominantemente r! 
gulada por dos hormonas gonadotr6ficas, sintetizadas y secret! 
das por la hip6fis is anterior ( 11): la hormona estimulante del 

folículo (FSfl) y la hormona luteiniznntc (UI). Ambas son dcno 
minadas gonadotrofinas y ejercen diversos efectos sobre las g~ 

nadas, regulando y manteniendo procesos reproductivos tales c~ 
_mo gametogfinesis, esterQidogénesis y ovulaci6n (11). En gen! 
ral, la FSH es responsable de la regulación de procesos re1aci_2. 
nados con el des:irrollo de las células germinales tanto en el 

testícu.lo como en el ovario, mientrns que la LH actúa sobre la 
producci6n de esteroides en ambas g6nadas. ~ibas gona<lotrofi
nas llegan a las gónadas a travfis del torrente sanguíneo y son 

rec6nocidas por receptores específicos loc3lizados en las cél~ 
las de Sertoli dentro del tdbulo seminífero de los testículos 
y en las células de la granulosa del ovario, en el caso de FSH, 

mieriiras que. para LH se encuentran en las cElulas de Leydigdel 
testíctilo y en las células de la teca y de la granulosa del 
folículo ovárico (24 ,30) • 

. . Al p,rece~ ambas gbnadotrofínas son sintetizadas.por un mis 
l!Ío~tipo decéli.tla, .el gonadotropo de la hipófisis anterior(1l, 

' 3 control de su síntesis y s.eéreci6n es 1.·egulado. por 
a irit~racci6I! entre hormonas sexÚales y. otros prciduc 

. . ·. . . . . . . . -
tubular Y folicular (''iniiibina''), él sistema . 

. Y la un\Í:l.ad hlpotálamo hipofisiaria (2,,Í1)' 

vn,rios estudios¡_ que 

1'~· caracterizaci6n de .su cstructUl:n(.22,30); 

(32); #guiacÍó~ de su síntesis y secre 
el 8), sl.no tamÍiién al de sU 



T~bulo 
1eininlfero 

CtÍlúla 
vennlnal 

Repres~~taci6n esqüemáti ca del eje, hipotálamo
··. hipo#s is ~goilada'( tesdcu lo}. . 

:·,. '.. .· ·. -... ' . -_ ·:' .-·-· .. ' 
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polimorfismo (12,13,15,21). 

La FSll es una glucoproteína con peso molecular aproximado 

de 30,000 daltens, compuesta por dos cadenas de polipéptidos 

glucosiladas (11), denominadas alfa y beta, unidas por enla

ces no covalentes (33). La estructura de la cadena alfa es 

coman en las tres hormonas glucoproteicas producidas por la 

hipófisis anterior, LH, FSH, y TSH (11), así como en la gon~ 

dotrofina cori6nica humana (hCG) producida por la placenta. 

Esta subunidad presenta una secuencia de 89 a 92 aminoácidos 

(30} y contiene dos porciones de carbohidratos unidos a resi 

duos de asparagina (1.1 ,30). La subunidad beta tiene una se

cuencia de 118 aminoácidos (11); 6sta es diferente en cada 

una de las hormonas mencionadas y les confiere a cada una de 

ellas especificidad biológica (5). Presenta, al igual que 

la subunidad ~lfa <los cadenas de carbohi<lratos unidos a resi 

~~ups de asparagina. Los carbohidratos que forman estas cade 

nasson'manosa, N~acetilglucosamina, galactosa, fucosa, y a
;>. )i4~.siáUco. Estos carbohidratos le confieren a la molécu

?:. la·. de FSH propiedades fisicoquímicas y fisiológicas que a úl, 
n:J.;;::::;q~a, i'n.st;,(Íltia. constituyen la base de su polimorfisino (44). 

¡t¿:•'.>et;§cido• siálico; por ejemplo,· jueg¿¡ u11 papel importante en 

:~;7;,,~:;'.),i ~c}ivia!Í(b io lógica dela FSH (.9~11) , afectando su ~iempo 
fq~;I/.:4,~~.Y:·,~d~{~.e~ia·,en,p~~~nrn'(a.mayorcantidad de residu()s de ác!_ 

1~ó;';:~J~1if~ en ta molé¡:ula, ¡nayór tiempo de circulación y por 

?\:~~'.i{~~·ic('.m~:}'or. 'íi{tlvidadbiológica in' vivó (28 )). Por otro 1~ 
•. . <J&1~'.,vir1;cfo,n?s', ~n,el· contenido de ácido siálico en la molé-

fi~~l~~~~~iH~~~t~;;n ,i'::·~~ ~~:i ~:t:}·:~ :~~¿¡; . :;.:; i~ ·"'' ···. 
'·'!' ';. .,.·,, :>· 
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ANTECEDENTES 

En los últimos aflos se ha demostrado que las gonadotrofi

nas existen en múltiples formas ~oleculares que difieren en 

tre sí en sus propiedades fisicoquímicas (12,13,15,21 ,28,36, 
42), inmunol6gicas y biol6gicas (36 ,·16). lla sido posible Di;!, 

lar y parcialmente caracterizar diversas especies o formas 

moleculares de los gonadotrofinas a partir de hip6fisis ant! 

rior (12,13,15,42), orino y suero (13,36), de diversas espe

cies de mamíferos, incluyendo a primates no humanos y humanos 

(14,36,46). Esta multiplicidad ha sido demostrada a trav§s 

de técnicas de fraccionamiento tales como filtración en gel 

(6,28,31), cromatografía de afinidad (13,15,42), e isoelec 

troenfoque (12, 15). El fenómeno del polimorfismo se encuen

tra reg~lado por los productos de secreci6n cnd6gena de las 

gónadas (10,15,27,42). Por ejemplo, la FSH hipofisiaria de 
monos. Rhesus (Rh) hembras castradas, posee mayor cantidad de 
residuos de ácido siálico, desaparece más tardíamente de la 

.circuláción y manifiesta mayor actividad biol6gica i!l ~ -
que la FSH de animales intactos (28). Así mismo, se ha enco!!_ 

t1·.ado que la FSH de monos Rh machos intactos difiere de su 

· homóloga en la hembra intacta en su patr6n de eluci6n en ero 

!é •· ~atognfío .por exclusi6n (. voHiÍnen de e1uci.ón mayor ) cóm6 
-,;_,-,. 

~i'.;;;, . en su 1M~or. vida media en plasma (27), indicando la existencia 
''"<>'• <de :heterogeneidad determinada. p!)T el sexo. La FSH de tata 

.~.~.'.P•.I· ·se}omporta 'cie fonna diametralmente opuesta a la FSH. del mono 
· ·•'· · •Rh.· {1ÓJ. La FSH hÍpofisiari~ procedente de ratas macho intac 
. ': io~ pr~~erita tin volÚIDei1 de e lución menor que la. procedente ::

",<"J~.~>-~llima1é;· machos castiados .r hembras intactas; de igual 
:.2.:.!iór~á :rw FSH de'ratas mathó· castrados tratados con andrógenos 

,:/;_'.;:~fo~:~~~:9:;r:¡:¡07ei~~)~lasm~tica que la de los animale5 cas 

~/:~;{;~:~~ ···-': .... ' ·- ... - ·, - ' . _"·. . 

:·. •La cjgmatografia por •affoidad es una de_ las técnicas que 

~~)iáh. utiii;Jd6 recl~ntemente en el estudio de la heteroge-
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11 .. idad de la FS!l en rata:;, l:mple~mdo Coneanavalina ;\ unida 
a sefarosa (Con-A; la Con-A es una protcfna vegetal que posee 
la propiedad de unir específicamente residuos de carbohidrn
tos) se han encontrado dos especies de FS!I (13,·lS). Una de 

';;! 

ellas no se une a la Con-,\ (FSll-1ibrc) en tanto que l3 segu_I!. 
J;: (FSH-unida) se adhiere a la Con-1\ y es cluida con una so 
l\:ción de glucopiranosa (1 :~). Estudios similares en hipófisis 
anterior de hrunsters machos intactos y castrados han revela
do la presencia de las dos formas de FSH encontradas en las 
ratas hembra (42). 

Al utilizar la t&cnica de isoelectroenfoque en geles de 
poliacrilamida (IEF-GPA; est6 tficnica s~para las diferentes 
especies de la FSH en función de su punto isoel&ctrico, pl)
(12,42), en la separación de las diferentes especies molecu
lares de la FSH, se han encontrado seis especies con los si 
guientes pI's: 6.0 a 5.9, 5.7;5.4 a 5,3, 5.1 a 5.0, 4.7,4.2 
a 3.8. (12,15,42), tanto en hnmsters como en ratas hembras.La 
proporci6n relativa de cada una de las seis formas varía de 
pendiendo del estado' end6crino del animal al momento de reco 
lección de la muestra: 1) en el hamstcr hembra ·castrado y 

·• trat~dó ton estr6genos; la forma mis ácida (pi de 4.2 a 3.8) 
·no aparece sino hasta después de 28 horas post-inyecci6n(15), 
· 2) en el macho, la proporción relativa de la forma con pl de 

;:~:; ·>4;7 ~s •mayor en el animal castrado que en el intacto y no 
\'~:{o . existe (:Óino tal en el animal inmaduro de 28 días_ de edad(42), 
'•t·:<< ::é ... • .·. · .. ·... . ·.. ·. ·. . ..... :: 
ti)¡:'W ~)en, los machos intactos las isohormónas con pI de 6.0,5.7, 

t~·:-:_ '•.y 5.3', se ~ncU~nttan en proporciones relativamente mayores. -
.. · . ,_que <in .el. a.n.imai :castradd. (42). 

'i,;~;~tii,!it~i~r;.Hm,:i:~::ii~:::~::~~:;~~:· ~:';;::;::~i?!~ 
·:F~itJ'~s-.ma~·hqálnt~~fo~, castrados e inmaduros czs ·días dé e<Uld) .. 
~.:;{·~~~A~ri,t:~fu~nt~ Foulds y Robert;on J20) .encontraron difete~ciás 
.-¡,/-:,:>;~ .. :~·-~-., '.'.)_·:.:._,_.··.·->-.-··. , . ... . .. • . .,··,··<., .. ' : - . . . . . ; .. , _. '- .-- --

·~//:~·'.· . ~' 

. 1,/ 
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en la distribuci6n de cargas de la FSH hipofisiaria de ratas 
macho~ y hembras, proporcionando así evidencia adicional de 
que el tipo de gonadotrofina producida por la hipófisis ant~ 

rior está bajo control end6crino (12,41). 

En el presente estudio se intcnt6 caracterizar el patr6n 
de eluci6n en cromatograf1a de afinidad con Con-A así como 
el perfil de distribuci5n por IEF-GPA de la FSll presente en 
la hip6fisis anterior de ratas macho durante el período de 

.maduración sexual de 5stas. 
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!llPOTESIS 

La biosíntesis y secreci6n <le ca<la una <le los especies mo 
leculores de la FSH dependen del estado en<l6crino(gonadal)del 
animal presente al momento de su estudio (28,42); ya que la 
maduración sexual es el resultado de cambios complejos en el 
ambiente endócrino, la presencia y proporción de cada forma 
molecular de FSll variarán de acuerdo al estadio de maduración 
específico. 

OBJETIVOS 

GENERAL: 

Caracterizar las diferentes especies moleculares de la FSH 
presente en la hip6fisis anterior de ratas macho a las edades 
de 5, 10; 15, 18, 21, 30, 40, 45, SO, y 90 días, en base al 
contenido y/o conformaci6n de carbohidratos en la molficula y 

de su punto iso~léctrico, 

· PARTICULARES; 

·. 1J Separación de las diferente.s especies moleculares de .la 
: ·:FSH:por medio de cromatografía de' afiriidad;útilizando. Concan! 
/i;:j.V,aüha~A (Cdn~A), 
-~-:·.::}/ ... '..· ·~·. \ ·:-.>. ·-~ . 
1:.\'."t ,:':-·.:: ., ' .· . , ' 

~ff ií~~r(~;¡t: '.fo . :~º:~:e:~!::;:::: t::;f ·:: :: : ::":: r:: 1 ::e~~ 
-·':.' .'. '., ,:, ·~;;-· '.; _,, 

la FSlf .total. presente en suero y . en 
coino dé .·cada yna .de .sus ~sp$cies • 

. por. m~d.io de radioinmunaanálisis. ·· 
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MATERIAL Y METODOS 

Se utilizaron ratas macho intactas de la cepa C-II-Z-V(E. 
N.E.P. Zaragoza, U.N.A.M.), de 5, 10, 15, 18, 21, 30, 40,45, 
50, y 90 días de edad, sometidas a un horario de 14 horas de 

luz y 10 horas de obscuridad (luces encendidas de las 5 A.M. 

a las 7 P.M.), con libre acceso al agua y alimento. 

Cada animal fué sacrificado por medio <le decapi taci6n, ob 
teni~ndose inmediatamente la hipófisis anterior y la sangre 
proveniente del tronco, La hip6fisis se homogeniz6 en sol~ 

ci6n amortiguadora de fosfatos salina (PBS, O.OS M; pH 7 .O ) 

a la cual se le adicion6 previamente un agente antiproteolí
tico (fenil-metil-sulfonil-fluoruro; Sigma Chemical Ce.E.U.A.), 
a la concentración de 30 mg/100 ml de PBS. El volúmen utili 

zado fu& de 100 µl por hip6fisis. La homogenizaci6n se llevó 
a cabo con 1 O golpes de un pis tilo de tcfl6n en un tubo de 

vidrio. Los homogenados se centrifugaron a 3000 rpm durante 

30,min. a la ternpe:ratura de 4"C, y el sobrcnadante (extracto 

de hip6fisis) se almacen6 a -20°C hasta el día de su proces~ 

fuiento. · La sangre de cada rata, se dej6 coagular durante.una 

hÓr.a a: temperatura ambiente, posteriormente se centrifug6 .a 

''·'r idoiLrp1ri durante 20 rn_in. a. 4"C el sobrenadante (suero) se al 
!·\:r,>/.~Jc~nóº:a -2.0ºC ;hasta el d_ía en que se utilizó. En el caso 

),;;/d(las r~tas de 5 y 10 días, la sangre procedente 'de cada 3 

Ji~l{_;t_~#~~;;':; :: :~~li:i:~,:;.::~:.:~:~ t ra, siguiéndose post! 

.·;\ -

/v;~· . ·Adi~ionalj¡¡_ente 1 __ . lostestfctilos. d.e cada. animal_ fueron: fija 

d.e 
.mismos 
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tú!>:: los se cuantificó el contenido de espermatocitos, cspe!_ 
m5tidcs y espermatozoides. 

CROMATOGRAFIA EN CONCANAVi\L_INA-~(Con.:..0_) 

Con el fin de separar las especies de ¡;sH de acucnlo a 1 

contenido o conformación particular de carbohidratos en la 

mol€cula (manosa y glucosa), los extractos de hip6fisis an 

terior de cada grupo de edades se sometió a cromatografía -

de afinidad en Con-A unida a microesferas de sefaiosa(Phar

macia Fine Chemicals, Piscatway, NJ, E.U.A.; 0,7 x 1 .s cm). 

La cromatografía se llevó a cabo a 4°C, colectándose 30 fra~ 

ciones de 1.0 rnl cada una. Las primeras 10 fracciones se 

eluyeron con PBS O.OS M, pH 7.0, conteniendo cloruro de ca! 

cio y cloruro de magnesio a una concent1aci6n de 1.0 mM.Las 

20. fracciones 1estantes fueron eluidas con glucopiranosa 

100 mM agregada a la solución anterior. El contenido de FSH 

presente en cada una de las fracciones fué medido por radi~ 

· inmúnoanlilisis. (utilizándose de 15 a 200 µl por fracción). -

La~~SH que apar~ció en las fracciones 1 a 10 fué considera-

,, ';- da, como FSH-libre, mientras que la FSH presente en las frac 

<· ~iones H ~~30 se le cc,>nsideró como FSH-unida, La recuper! 

'.,'.' .d6n de FSH por este método fué del 65 al ssi. 

ISOÜECTROENFOQUE EN GELES DE J>OLIACRILAMIDA 
(IEF~GPÁ ) ·• 



;:··~/, 
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de manera contínua, de positiva a negativa; a cierto valor de 
pH bien definido, la carga neta se hace igual a cero, Este 
punto es denominado punto isoeléctrico (pI) de la proteína. 

Cada uno de los extractos de hipófisis se electroenfoc6, -
por duplicado (40 µl), en geles de poliacrilamida (LKB Ins 
trumens, Inc. Bethesda MD, E.U.A.; rango de pll de 3.5 a 9.5). 

La muestra se coloc6 hacia el cátodo. Anterior a ésto se co 
locaron los electrodos sobre la superficie del gel; para el 
ánodo se utiliz6 una soluci6n de dcido fosf6rico 1 M, y para 
el cátodo la soluci6n de hidróxido de sodio 1M. Las condicio 
nes el!ctricas bajo las cuales se llevó a cabo cada separaci6n 
fueron: potencia 12 W, voltaje 1500 V, y corriente SO mA, a 
temperatura constante de 4ºC. La separación tuvo una duraci6n 
de 90 min., al término de los cuales se determin6 el gradien
te de pH. Cada línea de muestra fué recortada en 41 fraccio
nes. de 2 mm, éstas se incubaron en 400 pl de PBS con O. H de 

,gelatina durante 18 horas a 4°C. Pasado este tiempo se con 
gdaron a -20°C hasta el día en que se sometieron a tadioinmu 
ncianálisis y radioreceptor. La recuperaci6n que se tuvo por 
~ste m6todo fu6 de 75 .al 901. 

YODACION D.E LA FSH 

1:}~';~, ·,; ~' ¡ ' 

""'''' ,: <fa ypdaci6n. r:is una técnica mediimte la cual se marta radia!:_ 
cí 

~eaÚivos en el orden en 

de FSH el~ ~a.ta: (NIMtDD0rFSH-I-S). 

c~[{~~~t~E1"i,'.\8d'. ·<./ · 
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2) 25 pl de PBS o.os M, pH 7 .o 
3) 25 µl de solución amort.iguadora de fosfotos o. 5 M 

4) 1 o µ 1 de 1 2 s1 (equivalente a 1 mCi) 

5) 20 )..11 de lactopcroxidasa (Sigma Chemical Co.E.U.A.) 

ti) 1 o )..11 de glucosa oxitlasa (Sigma Chcmical Ce.E.U.A.) 

7) 10 µl de B-D(+)-Glucosa l. Sigma Chemical Co.E.U.A.)O.si en 

agua destilada. 

8) Agitación en vortex durante 25 segundos 

9) 100 pl de azi<la de sodio (O. H en solución amortiguadora 

de fosfatos O. 1 M); con ¿stc reactivo se pone fin a la 
reacción iniciada por la 8-D(+)-Glucosa. 

Tenninada la reacción, se separ6 la hormona marcada del 125 1 

no reaccionante por medio de cromatografía por exclusiónpmpl~ 

ando Sephadcx-G-100 (Pharmacia Fine Chcmicals A.D.). La mez 
cla, hormona marcada y yodo libre, se coloc6 sobre la super f.!_ 
cie de la columna de cromatografía con pipeta Pasteur y se ! 
luy6 con PBS O.OS M, pH 7.0, conteniendo 0.1% de albGmina sé

rica bovina (ASB, Sigma Chemical Co. E. U.A.), y O .ozi de azi

da .de sodio. 

~·- Durante la cromatografía se colectaron 15 fracciones de 1.-0 

f f t; .... :1¡d: ¡~:: Lr::~;:~:::;:::::::: e :::~::l:~:: 
1 
~:::;:~;:::~:, ~: 

~1\~'\,:C.:a 6, Postei'iorinente e~as fracciones se .mezdaron y se recro-
~;f;Vt··:/·.:-.. ::·-... :.·:·-· .. "':> ... :::·.\·---.·>,····. ~ ---~- ·-- : ·. ·. . ·· ·:., .. · ·· 
?;¡A:'i.'\·.-~:matQgraf:iaron en Con 7A de acuerdo al m6todo. descrito por Dufau. 

;):Y?9~J:(19), para separarla de fracciones. dafiadas por.la yod~ 
:!~_;·Clpn', :· En ésta. crolllatclÚ.aHa s~ colectaron 30 ·fracciones de· 

:.;::•j;:;o.'~:J\ las-·priíne,l'as 1 tj fraccione,s se eluyeton con PBS 0.05 M, 

. ~~·g~~~~~tli¡!;~~:·T'.b'~i. t:ªiJ';,:,:~::::· ,:.:~::~::·1• .: . 
í\;;:;':el~Ye:ion"con'·g1ü~opi~anosa 100-m'-L'en la sohici611 arit9rior;· La 
}:;~-;'é~~tílí\ii{á:·:.aafí~da :·p.~. -~S capaz de uni ;se a la .Con ~A y permanec~ . -

.. yfi'~men <l~ ~iuC:f6h c'oúlct~frtdosé en las;primel'a;';io fraE. 



clones. La hormona no daftnda se une a la Con-A y fué despla
zada por la glucopiranosa, colectfindose en las fracciones 11 
a 20, De Estas fracciones, las que contenian mayor cantidad 
de radiactividad fueron mezcladas y guardadas en alicuotns de 
100 µl a -20°C hasta el momento del radioinmunonnfilisis. 

RADIOINMUNOANALISIS DE FSH 

El rndioinmunoanálisis {RIA), es una t6cnica cuantitativa 
con alto grado de especificidad y sensibilidad (3), que per 

mite medir pequeftas cantidades de un compuesto determinado.
Es una reacción inmunológica competitiva, en la cual dos an 
tigenos (hormona marcada y hormona fría) compiten por un an 
ticuerpo específico. 

El RIA para FSH se llevó a cabo de acuerdo a las instruc
ciones dispuestas por los Institutos Nacionales de la.Salud, 
].U.A., (NIAMDD). La curva estandard se elabor6 empleando -
la preparación de referencia de FSH de rata (NIAMDD-rFSH- RP-

. 1), con las siguientes dosis: 4, 10, 20, 30, 40, 80, 120,200, 
· 400, y 800 ng por tubo en un vol~men final de 300 pl, prep! 

O.OS M, pH 7.0, conteniendo 0.11 de gelatina. En 
andlisis se incluyeron alícuotas de 25, SO, 100, y 200 pl 
suei.::v de ratas hembras castradas como muestras de control 
ca.licfad. Por tlltimo, se adicionaron alícuotas por dupli_ 

dé· Cada muestra p1·oblema. 

:N ca_datubo se le adici.on6 hormona marcada, preparada a 
\}pn'.ft:?'.i de 

1
una .de las alícuotas obtenidas en la yodaci6n (de~ 

.;~\~2ft~f anteriorniente). Tal alícuota. se. di luy6 en PBS O. 05 M, 
;~\~;pt'Pt'.;ó, con 0.1% de gelatina. A cada uno de los tubos del 
.]fü,;J[Í1~ü se l~s agregó 100 µl de. la solución; de hormona.· mar 
~.'{/,:~>; ·"'.;:·->· ... •. : < •• ' ,•. : • ,' • • ;'.._.: ' • .: 

{~:-(~a'd'trconun ccrnténido de radiactividad de 21000 + 1000 cpm. 
\/}1ú'::a~tic~~r-pl) (suero de conejo Anti-rFSH, NIAMDD-A-rat-FSH-S-

. ._- ' ~ _,_- : , 
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l 1) se agregó a todos los tubos diluido 1 :3000, preparado en 

PBS O. 05 M, pll 7. O, con etilen-<li:imino-tctrancét ico (EDT/\ -

:,t:S M) y suero normal <le conejo diluido 1 :300, en un volúinen 

Je 200 µ1, excepto en aquellos tubos en los que se cuantifi

::iron las uniones no específicas ( o sea toda aquella unión 

diferente a la unión específica FSll-antiFSll) los cuales lle

varon ZOO µl de la solución de PBS + EDTA y suero normal de 

conejo dnicarnentc. Al principio y :il final del análisis se 

cuantificaron tanto la uni6n total, en tubos que contenían 

PBS • 0,11 de gelatina (300 µl), hormona marcada y anticuer

po, cvmo la unión no específica. Después de agregar el anti_ 

cuerpo, el análisis se incub6 durante 1? horas a temperatura 

ambiente. Al término de la incu6aci6n se adicionó el segun

do dnticuerpo, obtenido de un carnero previamente inmunizado, 

diluido 1:20 en PBS O.OS M, en un volamen de ZOO pl, el an! 

lisis se incub6 nuevamente 18 horas a temperatura ambiente. 

Finalmente, el análisis se centrifugó a 3000 rpm durante 40 
·~in. a 4°C, y el contenido de radiactividad presente en el 

precipitado de cada uno de los tubos fué cuantificado en un 

contad.or Packard Auto-Gamma 500. Para evita1· variaciones in 

teran.álisis, las muestras de una misma línea así como las de 

una misma columna .se incluyeron en el mismo lote. La varia-

, .. ci6n· intraanálisis fué del 7,i y la sensibilidad de 6 ng/tubo, 

· RADIORECEPTOR DE h~ FSH 

:iJ:'.~/.\. ''.¡¡a cllÜntificaciqn de la. FSH por radio receptor (RR), se 11~ . 

~}:i:~~f~~~f ::1~I~~;;º,: 1 u::;~1: .. j4'~~t:~.~:::'¿;:;:e .:·:.~1::! 
')ifüi:riú·~J."º'Pfocedfote de ratas.'machos il1llladuros. (28 días de 

'i~'d4d))''.~r;;1n ~J~b~r~ciónde la' curva. estandard se utiliiq 1a 
·~~l~~il:~Jic;·i,6n de· ref'ex,~ncia rFSH~ RP- l, de. lbs ln~ ti tutqs Naeip_ 

¡fii1f-~i!~~J~~;;rg~~!~~¡~;.~üE~~~tt·~;) ;.~:~:·~: 0 .:~:,!: ·~~ ":::~ 
" •-•·, • '<I,.,:. !- '>j •. ·:·\;;·::·:> . ,~;.;- • 
',;,:;.::.: •.. '.•.~.~.¡~:~.~.·.·.'.,::,·.~.·,~ ·.·.', ·.~ -.. >.:.:· ,~:. u·· 'J< ,. '7 ·.;. ··;.. '- •:. . • . ... ~.\·,~''.;_:~ ;:~·.,:·;;;~;,¡ ;';:"'":"; '/::·~;'.\, {,:º.¡ 
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do ya descrito (4). El volúmen final de incubaci6n fué <le 

300 µl ( 174 µl de soluci6n amortiguadora del receptor (Tris 
0.025 M, cloruro de magnesio 10 mM y ASB 0.1\) rnds 100 µ1 de 

hormona marcada (aproximadamente 18000 cpm) más 25 µl del h~ 

mogenado de tú bulos seminíferos), el tiempo de incubaci6n fué 

de 18 horas a 4°C, con agitaci6n continua. La unión especí

fica fué de 14 a 16%, y la uni6n no específica fué del 1si 

con respecto a la uni6n especifica. La sensibilidad obteni
da en el análisis fué de 8 ng/tubo. La variación íntra e 

interandlisis fué menor del 10 ~ 15\ respectivamente. 

RADIOINMUNOANALISIS DE TESTOSTERONA 

La concentración de testosterona en suero fué determinada 
mediante RIA después de. su extracción y separaci6n en crom!!_ 
tografía de celita, como ha sido descrito previamente por 

· A&raham y col.• (l). Los coeficientes de variación intra e 

menores del 8 y 101 respectivamente • 

.. ANALISIS ES1'ADISTrCO 

de .los grupos fueron determi_padas 

de .un f~ct~r .. y la prueba de. compa-
. ¡ tas diferencias .. en ti-e . gr~ 

por niediÓ 'd~ aníÜisis de var:lanza, de 
. la>p;Ueba de:walke'r Duncan (35}. · .. 
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RESULTADOS ----·--

El contenido de FSH hipofisiaria así como las concentra 
ciones en suero do FSH y testosterona se muestran en la Ta 

bla No.1. En la Tabla No.2, se muestran el patr6n histo16R! 
cu y la celularidad de los túbulos seminíferos. Como se ha 
informado previamente (16,29), todos estos p;:irámetros se in 
crementaron con la edad. 

Como se muestra en la Fig. No.2, cuando los extractos de 
hipófisis anterior se cromatografiaron en Con-A, se encon
traron dos formas ele FSH. Una de las formas no se uni6 a la 
Con-A (FSll-librc; fracciones 1 a 1 O), m:i'.entras que la otra 
(FSH-unida; fracciones 11 a 30), si uni6 a la Con-Ay fué 

eluida con la solución de glucopiranosa. La relaci6n FSH-li 
bre/FSH-unida (0.149 ! 0,019, f ! D.E.), que guardaron estas 
fracciones, no prescnt6 variacionés significativas en los 
difer~ntes estadios de desarrollo de la rata macho. 

Cuando. los extractos de hip6fisis anterior fueron sorne 
tidos a IEF-GPA, se obtuvieron varios picos de FSH inmuno 
lÓgic¡i~e!lte activa: dentro del rango de pH de 3.0 a 
)•O'{E:ig.,No.3). El pico mayor se enfoc6 en el rango de pi! 

Para tener una visi6n cuantitativa mlís cla 
pafronesde JEF obtenidos, el gradiente de pH se 

7 áréas: Arca 1 "' .pI de. 6. 3 a 7. o; Area 2 = pI 
3 = pLde S.4 a 5.0; Area 4 =, pI de 4 .9 

· 4, 4 a 4. O; Ar~a 6 = p I de 3 . 9 a 3. 5; 
cantidad de FSH presente en cada una 

• por RIA (Fig.No.4). y por RIA y 

de 9Q días de edad (Fig.No.S).Lll 
·•·ti reas 1 ~ •.. S, desplazó .d~i 
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anticuerpo en una forma paralela a la FSH marca<la con 125 r; la 

presencia de paralelismo en las áreas 6 y 7 no pudo seT deter 

minada debido a su bajo contenido de FSH irununoactiva. 

Como se muestra en la Tabla No.l y Fig.No.3, del 25 al SS\ 

de la FSH hipofisiaria inmunol6gicamcntc activa de ratas de S 

a 30 días de edad enfoc6 dentro del Arca 4 (pl de 4.9 a 4.5; 
p < 0.05, comparada con el Area 4 de animales de 40 a 90 
días de edad), mientras que en animales de 40 días y mayores, 

del 40 al 61 % de la FSH innrnnoactiva fué enfocada en el Arca 

5 (pI de 4.4 a 4.0; p(0.05, comparada con el Arca 5 de anim~ 

les de 30 días y menores). Los cambios observados en el pl 

de la FSH hipofisiaria se correlacionaron.estrechamente con 

el incremento observado en el porcentaje de los t6bulos semi

níferos conteniendo espennátides y espermátides en maduraci6n 

a .los 40 y 45 días de edad respectivamente (Tabla No. 2 y No. 

3). 

,.: En los extractos hipofisiarios de ratas de 40 y 50 días de 

. edad, la FSH enfocada en el Area 6 (pI de 3. 9 a 3. 5) fU€ mayor 

que la observada en los grupos restantes (p <O.OS). El Arca 

·~ .. (pI de 5.4 a 5.0) comprendió del 14 al 21\ del total de la 

FSH en ratas de.5 a 30 días de edad, mientras que en animales· 

<ma;ores s61o se presentó del 6. al 9\. 

CAPACIDAD DE UNION DE CADK TSOHORÍ!ONA A SU 
..;....;..;....o....---"'·- - - ·- '--- - --

.. RECJ:PTOR . 

, ;~:f;<:o~t~llido de FSH, e_l!- los éxtTactos hipofisiados de . r~ 
J<~~?-d~ 9o' días :-d~ eda~l, füé cuantif:icado<p~r RIA y RR después 

[J~~~f t~'~¡t·~:~~~~i!º:/~!d;~t~.i ~·i.:\;:::::.;;, 1;u:i~:c::; 
_, '/~.i,.a~;'-~or)a pr~para~i6n'de receptores •. La. capncidad de uni6~ 
"~L'féc:ept;~r<~~~-pr~~~~t6. la FSH.yari6· dependiendo del área. ~ 
;¡·~al:i;:~ad'a, -oliser\1!h'itlqse que· disminuía .hacia la regi6n ácida del 

;.,,:/ ,, . '·_-( ·. -, .·., . ··:.-~' - " - ' . " ,. - . . . . ' 

·.,:t 
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gel. La actividad de FSH expresada por la rclaci6n RR/RIA <lis 
minuy6 en la misma direcci6n (Fig.No.6). Sin embargo, la FSH 
enfocada en las áreas 6 y 7, mostr6 un marcado incremento en 
su capacidad de uni6n a1 receptor. Las áreas 4 y 5 no presc~ 

t:i :·on diferencias significativas en su capacidad de unión al 

rc-:cptor. 



TABLA 1, Contenido de FSH hipofisiaria y concentraciones en suero de FSH 
y T (X:_ EE) de ratas macho a través de la maduración SC'Xllnl y 

despu6s de la castración. 

---------------·----------------------------------~-------·-----·--~·----

Edad Contenido de FSH hipofisiario FSH en suero T en suero 
(días) (¡lg /hipófisis) ( ng/ml ) ( ng/ml ) 

----------------· 
5 2. 1 + 0.06c 192 + 7C - -

11 d 1 o 3.8 + o. 1 oc 1 25 + - -
1 s 6,3 + 1. 00 80 + 6 - gd 18 5.0 + o. 1 90 + 

0.37d 
-· 

5d 21 5.6 + 48 + -
17d 30 14.5·+ 1.SOc 1 44 + 

-!. 10.16d 18ª 40 48.4 2 03 !. 
45 185. o + 33. 01 b 290 + 34 - -

28b so 119. s .: 31.90 298 + -
14d 90 134. 8 + 22.09ª 245 + -

castradas 181 . 4 + 33. 90 147 5 + 64 - -

ªp < O. OS vs el grupo siguiente 

bp < o.oz 11 " 11 

" tt 

,, " 
cp < 0.01 11 

dp < 0.001 

ªnÓmero 
fnámero 

de mezclas (3 muestras individuales por mezcla). 

de hipófisis. 

0.342 + 0.094ª 

O.lBS + o. o 15 ·-o. 139 + 0.03()ª 

0.381 + 0.074ª -
0.517 + o.os2ª -o. 714 + 0.093ª -
o ."97 2 + o. í;; 7 -
1. 036 + 0.408 -
1 • 01 7 + 0.054 -

0.200d 1. 090 + 

o .133 + 0.007 -

11 

4C (7/ 
4e (7) f 

8 

7 

8 

10 

7 

6 

7 
6 

9 

----·--



TABLA 2. Patr6n histológico de los túbulos scminffenis: cnmhios con 
la edad. 

e 
---·------------·-·----------------------,------· 

Edad l 
(dfo~'mftide< Esp"m«l 

en madura 

-- ------ --·---
s o o 

ElULARIDAD TUB:~~~~~-~-~~~_!~UBUL~.:S) ____ ·--·----·--------! Areu <le superficie ! 
des Mitosis en Esperma ñospcnnatozoidcs 1 ·r h 

1
. . 1 

• /. E. · - J ! u u ,11 c10n ·spcnuato- toc1 tos ma, uros 2 3 j 
citos. (p X 10 ) 

-------·---- -------~-----·---.~~-·-·~---------4--~------------------

0 o o ?.7.52 + 0.93ª 
--- -~----- ---------·- -----~·-·~-----·-----·-· ·-----"---·-----...-:=--- ---------· ·------

1 o o o 

1 s o o 

18 o o 

·--~--- ~----j__---~----------·-- -----~~·-·l 3 -=-~-~--------_j 
O O 1 O S·l.48 ·~~ 1.98 ¡ 

·-+---º--- _____ º _____ -----0·-·---------- ----5·3-~·¿·¡::-2:17a------,¡ 

--,_, _____ 
21 o o 

30 14 o 

1 _ _ _____, _____________ ,, --------------------¡ 

-----~----- -1-~:: ~~ :--~: ~::- ---1 o 1 00 

4 1 00 

- -·-------i------- -·--·--- ----------~-------J 
40 56 o 

---
45 1 00 72 

so 1 00 100 

' 1 
4 100 o 256.92 + 6.33'1 1 

---- ---- ------------- ----=---------! 
2 100 2 417,40 :!:. 7.27ª ¡ 

__ ,, ___ 4 __ ..,..... __ 1 º-º-- fl 6, 3:7;·-~-Z4~ür-1 

! 

90 100 100 

-
ªP< 0.01 vs el grupo siguiente. 



TABLA 3. Cambios en la distribuci6n de FSH hipofisiaria de ratas 
macho a lo largo de un gradiente de pH, y en relaci6n 
con la edad (X~ EE). 

Edad 
(días) 1 

(7.0-6.2) 

2 
& 

(6.2-5.5) 

A R E A 
3 

(5.4-5,0) 

D E pl 
4 

(4.9-4.5) 

.5 

(4.4-4.0) 

---·---------- ---·----------
5 14.7+2.5 
10 9.3+2.5 

15 4.9~1.8 

18 4.6+1.2 
21 5,0+0.9 

28 4.5+1.9 
30 4,3+1.1 

40 2.5 +0.7 

45 1.7+0.1 

so 3,3.:_0.7 

'90 2.5+0,3 

castrados 3. S,;_O. 6 

16.2+2.sª 

12.Hl.2 

11.3+0.6 
11.8+1.6 
14.1+'1.7 

9.9.:!:,0.7 
10.5+1.6 

9.0+2.7 

7.S+0.9 

7.3,:_2.2 
1.2,:.0.2 

9.9:.0.4 

13.9+4,0 
22.9:3.ob 

- b 
14.2+2,S 

- b 
17.1+4.2 

- b 
15.5+3.1 
15.o'.;3,2b 

- b 
20.8+2.2 

6.6+1.1 
8,7+0,8 

6,2+1.0 

8.2+0,7 

14.5~1.0g 

25.2+4.0 
32.6+5.0c 
45.5+6.0c 
40.8+6.4c 

50.4+1.Zc 
55.8+3.0c 

47.S+2.7c 

20.3+5.0 
16.5+0.8 

19. 1+4.7 

26.8.:_4.7 

27. 9.:!:_1 • 7 

18.7+5.0 

17.4+3.7 
21.5+2.7 
21.7+2.6 
13.2+2.7 

13. 4.::.3. 4 
13.1+2.2 
41.5;1,9d,e 

- d 
61,7+2.5 
41.6:1.4d,c 

- d 
54.6+4,9 

44.s:o.sª•º ... ., 

6 

(3.9-3.5) 

5. 6+ 1. 6 

1 • 1 +O. 2 

1. h0,3 

1. O+O. 4 

º· 7+0. 2 

0.6+0.2 

1. 4+0. 3 
·- f 

22.6+8.0 

o. 7+0.2 
21.

0

0!7 .1 f 

O.S+0,1 

0.2:_0,3 

7 

C<3.S) 

5.6+0.6 

4. 7+1. 8 

1.4+0.4 
2.2+0.5 

1 ·º!º·3 
0.7:_0.2 

2.3+0.9 

0.7:_0.1 

0.2+0.1 

1.2;_0.2 
0.1:_O.03 

0.06:_0.02 

&r!ln;óde pl 

ªP < O.OS vs 28 to 90 dias 
bcomo grupo, p < o.os vs 40 a 90 días 
c . 

fp < 0.05 comparado con cada uno de los 
grupos restantes 

como grupo p <O.OS vs 40 a 90 días 
ªcomo grupo p'( O.OS vs 5 a 30 días 

gp <O.OS vs 90 días 

ªp <O.OS vs 45 y 90 días. 
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··· bfpofisiaria procedente de_ ratas machos de_ S, 1 O, 

20, 30\' 45 días de edad. Se i~ch.tye el perfil -
de un ~nimal adulto (90 días) cast_rl,ldo. El patrón 
'córr~spon'dien~e a animales adultos (90 días) intac. 
fos ;é.~~esda en la figura S. La,s.líneas di.scon:-
, ár_eas N(). 4. y -No.s~ (ver texto). 
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DISCUSION -----
El micropolimorfismo presentado por la FSll y por las horm~ 

nas glucoproteicas de la hip6fisis anterior, es un fen6mcno 

originado, probablemente, por variaciones en la proporci6n de 

carbohidratos incorporados en la mol€cula (13,28,45), por el 

estado end6crino que presente el organismos al momento de su 

estudio (10,15), o por ambos (26,37). 

En estudios previos se ha demostrado que existen múltiples 

formas de gonadotrofinas dentro de la hip6fisis anterior de 

varias especies animales (_11, 14 ,39). La cantidad y propor_ 

ci6n de esas formas depende de la técnica utilizada en su se 

paraci6n y de las condiciones end6crinas existC'ntes al mome~ 
to de recolección de la muestra (10,26,39). La mayoT parte 

de los estudios referentes a la heterogeneidad de la FSH en 

roed~ros y en específico en ratas macho, se han llevado a ca 

bo sin considerar la transición de un estado de inmadurez se 

xual a un estado adulto. Esta observaci6n es importante ya 

que la pubertad representa un estado endócrino cambiantc,el 

cúal hipotéticamente podría modificar la estructura molecular 

de .las gonadotrofinas. 

·.,:_,' :. ~Ii .~l '.pre·se~~e eStudio ui:ilízamós Conc~naval ina~AJ la- cual 

·.·. • es Una protéína vegetal que une específicamente residuos de 
.'('..,ca'i:boh:idratos ,l)résentes en la SUpe:rficié de las glucoproteí~ 
~X~H'·rias p;tra separar la.s isohomonas de FSH presentes en la hip~ 
};?(;··ú~'i~· ánterfor de ratas macho, en' diferentes .estad íos de des a 

't;~·+·i,b,11o sex~~L. Los extractos hípoÚsiarios presentaron .· do; 

{ '.:form'is n\()Íecti lares· ·. de 'FsH, ¡freviament~ ·encontradas en hainsters 

:\~::'nia'c~lios'./ haJJist~rs·'hembras y ratas hembras (13 ,4·2). En las 

<··;.:;:df{~~e11tes. edad~s ánaUz~das en el pre'sente 'estudio, se obscr_ 

~:\v()'.qtie Ta'. forma FSH;.unida fu~ mayor porpordonalmerite que la 

·.:\!Stroa ~SH-lib~e, y la relaÚórt que presentarón éstas CFSH-li ,--' ,,,. ,. '., ··. - . ,· . . .. ' . . -

, , r, •,,··· 
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l:re /FSll-unida) no present6 variación durante el desarrollo 
sexual del animal. La ausencia de variación en la relación 
descrita podría deberse ya sea a que la conformación de car 

buhidratos en las formas separadas no sufre modificaciones 
b1portantes, o bien que los cambios promovidos por el medio 
ambiente end6crino son tan finos que no fu€ posible detectar 
los a travfis de esta tficnica. En estudios previos se han i~ 

formado cambios en la rclaci6n presentada por estas dos esp! 
eles de FSH en diferentes modelos de estudio (42), y manipu
lando en forma ex6genn el ambiente end6críno (13,45) de los 
organismos estudiados. 

Al utilizar la t6cnica de isoclectroenfoque, las diferen
tes especies de FSH fueron separadas de acuerdo al pI de cada 
una. Mediante esta t6cnica, se observ6 un claro dcsplazamie~ 

·· tá de lu FSll inmunol6gicamente activa presente en el pico m'!_ 

yor hacia la regi6n más ácida del gel, coincidiendo con la 
aparici6n de espermatozoides maduros entre los 45 y 50 días 
de edad. Los' resultados obtenidos en el presente estudio co~ 

. cuerdan con los informes previos de Robertson y col (37) ,qui~ 
ries encontraron que la isohormonas de la FSH hipofisiaria de 

, fat~s macho aduitas intactas y castradas enfocan pre<lominan-
t~m(}nte en un pI de 4. O a 4, S. El comportamiento de la FSH 

· 'hlpóflsiaria de ratas macho a lo largo. de su maduración se 
:f,(<':~4af shntrasta·claramente. con el comportamierito presentado 

Y~;.:.~Íl :las :r<;\tas hembra (i2) , en las que se presenta un incrémen 
;;J'.,t§\~~.fa~s. forllla~ menes ácidas (pI > 4. 5) de la FSH al tienÍpq

:~)<(~':'.~fa/a.pÓrtura vagil~al 'Y.durante e1 estado adulto (Z0,37) .E~ 
;¡~~'c{$'"h~1f¿zgos apoyan ü -'(;o~'cepto de· que . las hormonas, ováricas 
é~:f~s'tfa~h~os) y,:;·te$t~cú}aies ··(andr6genos) inducen efectos cu~ 
:MXú~fa'\r~p¡e'nté,op~estos sÓbre .1!1 molécu1a·de FSH sintetizad~. 
i~#~'f;:;~rhipóf;isis !}~teriqr ••· (9, 1 o). · 

que la capacidad d~ 

dismi nuy6 a .. m,cd.ida 
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que el pi de las formas separadas era m5s ácido. Consideran 
do que el pl de la hormona disminuye a medida que su conteni 
do de ficido si§lico aumenta (43), estos hallazgos sugieren 
que a mayor presencia de este carbohidrato, menor su capaci
dad de uni6n al receptor. De forma sorprendente, las 5reas 
4 y S no presentaron diferencias significativas en su capa
cidad de uni6n al receptor; es posible que la isohormona del 
§rea S sea una molécula con mayor contenido de ficido silli
co (43), mayor tiempo de vida media en plasma (7), y por lo 
tanto mayor actividad biológica· in vi~. 

Por otro lado, se encontraron diferencias en la FSH hip~ 

fisiaria de animales de 40 días y mayores, y en animales de 
30 dias y menores. El contenido de la forma de FSH presente 
en ei áiea 3 (pI de 5.4 a 5,0) fué m¡¡yor en el segundo grupo 
de animales, mientras que el contenido ele la forma presente 
en' el área 6 (pl de 3.9 a 3.5 ) fué mayor en el primero. Aun 
que las isohormonas de la FSH enfocadas en esas áreas pre 
sentaron alta actividad bio16gica" in V"it~, la cantidad de 

'tectable de la forma más adda siempre fué mínima, 
.cual su importancia fisiol6gica real es incierta. 

por lo 

'·•otró aspecto impor~ante fu~ la inusitada capacidad de unión 
·"' .al receptor que mostraron las. isohormonas presentes en ' las 
>y< ár~ás 6,.y 7, ,con:tr~sta~do con la extremadamente baja. activi 
füF;~ Xaad' irimunoH5gica .. · encontrada en las .. -mismas. En· estudios reéi
'.r :· :'eh·1:e's'{&):utiliiando cromato~~f~c¡ué como t~cnica de s~raci6n, 

11ill!1lli~¡¡~a1¡:¡;~¡~;1¡1;~¡:iii¡;:~;¡;¡¡:~¡@;~:;:: 
~:\ . ün":l.~n.dl}!)!i: .. FSl:l~a/su re~eptor, y por lo tántó én stf expresi6n 

IJ~~:~"f 4:t:~·:(i:rt·· < . . . 
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1.as bases bioquímicas <le la microheterogeneida<l presentada 

por la FSH, no han sido claramente definidas; posiblemente, 

la proporci6n ele ácid1) siálico incorporado en la molécula ele 

FS!! es uno tle los fac:ores que contribuyen a este fenómeno 

C'~ .38). En estudios real izados con extractos hipofisiarios 

tr 1tados con neuraminldasa (15,43), enzima que separa resí 

du0s de 5cido siálico presentes en la superficie de ln mol6-

cu la (11, 43) ,se ha en :ontrado que el pl <le la FSH se despla

za hacia el cátodo, y el micropolimorfismo presentado por la 

FSH disminuye e inclu;ive desaparece. Estos estu<lios apoyan 

la hipótesis anteriornente mencionada, de que el ficido siáli 

ca es, en gran parte, el responsable <lel pi presentado por 

la molécula de la FS!I y por io tanto de su micropolimorfismo. 

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran 

que la maduraci6n sex al involucra cambios en las caracterí~ 

ticas fisicoquímicas de la FSH hipofisiaria. Probablemente 

varias especies de FS~ con potencias biológicas particulares 

sean secretadas, en ciferentes proporciones, por la hipófisis 

anterior para llevar a cabo acciones específicas sobre la m! 

dúraci6n y función testicular en sus diferentes etapas de d~ 

$arrollo. La síntesis de esas. diferentes formas de FSH son 

prob\lblemente el resultado de la exposición de la hipófisis 

'),tnte~ior a facto.res hipotalámicos (LHRH), a· hormonas ganad! 

.'i~s· (fostost:erona) o a ambos (1Z,17), Resultados obtenidos 
;,;>' · ert- estudios previos han demostrado que la expos ici6n in Vitro 

;,:·~:;'.li~;'l~ .Jíip6fisis anterior a esos factores modifica el tÍ~o de 

~'::·';¡:$~fsihtetizada por 1 gonaciotropo (21,25); Así mismo,se ha 

~ts;·Zj.Wfor~ado.;ql.Íe iascé1u1as adenohipofisiárias en cu1 tivo, de~. 
~Rr.~h,~J~~ 'de•' ser :trátada~ con testosterona, ~ecretan una mayor can 
~0'..~L>úd~d ·de ;isohórmonas ~cidas de·FSH (23). 

lil~;~~' ~,~tPd• ~ li> qu~ Ú d•• cd p ci ón del fe.n6me no · del mimpo li 
~~-(:~¡¡¡pt.f~smó ·d~ las• gqniic otrofinas m·o.di ficará. de manera importan 

~r;·ftN~~'~,;~~·~stfb~ l:ºf1cepto trMicional a cerea , de fa regu ladón d; 

r~~Wf'Ji~'Ptt.·~.::~s;···"&li••ihipóf ,,,, .• ó•.•d•. 
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CONCLUSIONES 

1 .- La FSH presente en la hip6fisis anterior de ratas macho 
se encuentra en varias formas moleculares cuyo número y 

proporci6n dependen de la técnica utilizada en su sep~ 
raci6n y del estado en<lócrino del animal al momento de 
recolecci6n de la muestra: 

2.- La maduraci6n sexual en la rata macho se asocia a cam 
bios en las propiedades fisicoquímicas de la FSH hipof_i 
siaria, particularmente en su punto isoellctrico. 

Las diversas formas moleculares de la FSH difieren entre 
sí en su capacidad de unión al receptor y por lo tanto 
en su potencia biológica in vi tro. 

<fo secreCi6n ovaric.os. (e'Str6genos) y tes . 
. (andr6gellos) afectan. de manerá dian1etralllleÍite 

a·e la morncula de FSH hi 
in 

:-. -



- .. ,·.-. 
'-:..: 

~,:;~::\ ·?:...:.; 

33 

BIBLIOGRAFIA 

1.- Abraham G.E., Manlimos f.S., Garza R. (1977) Radioimmun9_ 

assay of steroids. In: Abraham G. E. (cd) Handbok of radí~ 

immunoassay. Marce] Dekker !ne., Ncw York, pp 591, 

2.- Araki S., Toran-Alleran<l D., Fcrin M., Vande W.R. (1975) 

Immunoassay reactive gonadotropin-releasing hormonc 

(GnRH) during maturation in the rat: ontogeny of regional 

hypotalamic difference. Endocrinology 97:696, 

3. - Bedolla T.N., Ulloa-Aguirre A., Landeros V.J., P&rez P.J. 

(1984) Análisis d.e datos y control de calidad en el ra 

dioinmunoanálisis, I. Guia para la evaluaci6n de resulta 

dos. Rev. Invest, Clin. 36:179. 

Bex F.J., Co1·bin A. (1981) Luteiniiing Hormone-Relcasing 

Hormone (LHRH) and LHRH agonist termination of pregnancy 

in hipohysectomizéd rats: .extrapituitary site. of action. 

Endocririology 108: 273. 

l:i ... ·.•_········:,'._ .. •.·.·········'··;6'.····:····" :m:;:~~! :~:~~~'.e:;~~'. (~:::~!~:: ;~; :~:'. :: i:; l :.~~:;; an 
- ,'.·i3'¡\un .w •. , Gupta D. (1980) Age an ,sex~dependent nature of 

.,.,,· th~:p()}ymC>iphic forms óf rata pitui tary F$H: the role. of 

·' '.t'>> gÍ'}ico'sii~ti.9n; . NeÚroel1doc~inoL L.~ú .2:357. 
·<;. .'·,.:t ·:.;-.', > 

~rt{í~~~~~¡~~t~fü};i~~~~¡;fü~!;:~~rE:;~~~n:~;~~:f ::~ 
.;... ',-,~~~:> : ' . - . 
. -.::>~ '", .. 

' , .. 
•!. 



34 

8,- Blum W.F.P., Riegelbauer G., Gupta D. (1985) lleteroge

ncity of rat FSH by Chromatofocusing:· studies on in vi 

tro bioactivity of pituitary FSH forms and effect of 

neuraminidasc treatment. J. Endocrinol. 105:17. 

9.- Bogdanove E.M., Campbell G.T., BlaiT E.D., Mula M.E., 

Miller A.E., Grossman G.ll.(1974) Gonad-pituitary feed 

back involvcs qualitative changc: Androgens alter the 

type of FSH secrcted by the rat pituitary. Endocrino

logy. 9 5 : 21 9 • 

· 10.- Bogdanove E.M., Campbell G.T., Peckham W.D. (1974) FSll 

pleomorphism in the rat, regulation by gonadal steroids 

Endocrine Res. Commun. 1 : 87. 

H.,. Chappel S .C., Ulloa-Aguirrc A., Coutifari.s C. (1983) 

Biosynthesis a.nd secretion of follicle-stimulating hor 

mona.. Endocrine Rev. 4: 17 9. 

12.- Chappel s.c.,Ulloa-Aguirre A., RamaleyJ.A. (1983) SC!_ 

:ual matüration in fCmale rats: time-related changes in 

.1ih·~ isoelectric focusing pa ttern of anterior pitui tary 

foÚiclé"sthnulating hónnone. Biology' of Reproduction. 

2.8:196 •. 

!~:~j~~~íi~~;~füi~!f ~f 1fü::;~~~!:.t:~::;:,:=~:,:L 
i~l'.;:H:(;;·::/:. ;. '·.·. .· . : . . . .... 
:v4;·;;~ -chappH .s.c. ;-_Bethf?a.c. L .~.:spies H. G~ , (1984). '.Exist~nce. 

'~1~~J~~~tl~1rt~~~;;:.;w!:i¿~~:i:~:i:~.~:.1~·tl:!IT; 
. ' 



15.- Chappel S.C., Coutifaris C., Jacobs S.J. (1982) Studics 
on thc microhetcrogoncity of folliclc-stimulating hormo 
ne prescnt within the anterior pituitary gland of ova 

ticctomized hamstcrs. En<locrinology. 110:847. 

lt-.- Dalkin A.C., Bournc G.A., Piepcr JJ.R., Regiani S., Mars 

hall J. (19811 Pituitary and gonadal gonadotropin- re 

leasing hormone rcccptors during sexual maturation in 
the rat, Endocrinology. 108:1658. 

17.- Dohler K.D., Wuttkc W. (1975) Changcs with age in levcl 
of serum gonadotropins, prolactin and gonadal steroids 

in prepuberal male and female rats. Endocrinology. 97: 

898. 

18.- Dorrington J.H., Armstrong D.T. (1979) Effects of FSH 
on gonadal functions. Rec. Prog. Honn. Res. 35:301. 

Dufau M.L., Tsukahara T., Catt K.J. (1972) Interaction 
of glicoprotein hormones with agarosc Concunavalin-A 

Biochemi¿a et Biophysica Acta. 278~281. 

Foulds L•M.; Robertson .D.M. (1983) Electrofocusing frac 

· ÚÓnation and characterization of pi tuitary folli ele'" 
stJmúla:ting hormone from mal e and. fema.le rats. Molecular . 

. · and éelli.l Íar. F,!ndocrinology.: 31; 117: . 

s. e. (1983) Effects 

and luteinizing hormÓne re 
, ..... ·. profile of pituita;;: 

~n ova¡<iettOmfz'ed hamsters· .•. 
. . . 

. . ·. . '," ··,· 

and' chriracte~i~a ;. . 
· n191. 



36 

Chem. 249: 5725. 

23.- Kennedy J., Chappel S.C. (1985) Direct Pituitary cffects 

of testosterone and lutcinizing hormone releasing honnone 

upon follicle-stimulating hormonc: analysis by radio:immuno 

and radiorecept0r assay. Endocrinology. 116:741. 

24.- Ketelsleger J.M., Hetzel W.D., Sherins ·R.J., Catt K. J. 
(1978) Develomental changcs in testicular gonadotropin 

receptor: plasma gonadotropins and plasma testosterone in 

the rat. Endocrinology. 103:212. 

·zs.- Miller e,, Ulloa-Aguirre A., Hyland L., Chappel S.C. 
(1983) Pituitary f.Q,i~iclc-stimulating hormone heterogenei 

ty: assessment of biologic activities of each follicle

stimulating hormone form. Fertil Steril. 40: 242. 

26.- Mori F. (1969) Antigenic structure of human gonadotropins: 

contributipn of carbohidrate moiety to the antigenic 

structure of pituitary follicle~stimulating hormone.Erid2, 

crinology. 85:330. 

Pei.:khamW.D., Knobil E. (1976) Qualitative changes inthe 

pituitary g~nadotropins of the male Rhesus monkey following 

c~stration. Endocr:inoÚigy ~ 98: 1061, 

Peckhám W.D., Yamaji T;, Dierschke ·n.J,, KnobU E. (.1963) 

a61l~dal, fun,ctiort ahd the biologi.ca~ and physicochemic~l 
6f .• follicle:-stimubting hormorie.Endocrinology •.. 

. (1979) Developmént of g~nadotropi~ . regula 

prepubeTt~1imamm~l·. IHo'L Reprod. 20: ·1. -

(1984) Horínone :receptor in- growth .· . 



37 

and reproduction. ed.ited by B.B. Saxena et al. Raven 

Press N.Y. pp 21. 

31.- Reichcrt L.E., RaJPscy R.B. (1977) Evidcnce for the 

existence of a large molecular weight protein human 

pituitary tissue having follicle-stimulating hormonc 

activity . .J. Cli. Endocrino!. Mctab. 44 :545. 

32.- Reichert L.E., Bhalla V.K. (.1974) Developmcnt of a 

radio1igand tissue receptor assay for human follicle

stimulating hormonc. Endocrinology. 94:483. 

33. - Rcichert L.E., Wanl D.N. (1974) on the isolation and 

34.-

Charactcrization of the and subunits of human pituita:ry 

FSH. Endocrinology. 94:655. 

Revilla R. Dominguez C.R. (1984) Testicular 

the rnt by prepubertal administration of a 

antiandrogen. Arch. Androl. 13:59. 

changos in 

synthetic 

35.- Rimm A.A.,. Ha-rtz J.A., Knlbfeisch H,J., Anderson J.A., 

Hoffman G. R., Basic Biostatistics in Medicine and Ep.!_ 

'demiology, Appleton Century-Crofts/New York. 

Robertson D.M., Van .Damme M.P., Diczfaluzy E .. (1977) 

· .. :. Bicílogical and immunological characterization of human 

i'ltteini~aing. h<;>rmoile •. I. Bi~logical profile in pituitnry 

· iiiúi\plasll!a Samplés affor eleétrofocusfog. Mol l. Cell. 

' . . 

lds S.M., ~llis s. (l982')Héterogeneity 
on electrofoúísihg; c1iffe 

. · Endoáinoi~-:: 



38 

38.- Sherins R.J., Vaitukaitis J.L., Chrambach A. (1973) Phys!_ 

cal characterization of hFSll ancl its desialylation pr9_ 

ducts by isoelectric focusing and clectrophorcsis in poly 

acrilamide gel. Endocrinology. 92:1135. 

39.- Suttajit M., Rcichert L., Wintzler R.J. (1971) Effcct of 

modification of N-acctyl neuroaminic acid on thc biologi 

cal activity of human and avine follicle-stimulating hor 

mane. J. Biol. Chcm. 246:3405. 

40.- Tower B.B., Clark B.R., Rubín R.T. (1977) Preparation of 
125 1 polipeptide 11ormones for radioimmunoassay using glu

cose oxidasa with LPO. Litfe, Sci. 21 :959. 

41.- Ulloa-Aguirre A., Coutifaris C., Chappel S.C. (1983)Multi_ 

ple species of FSH present within hamster anterior pituit!! 

ry cells cultured in vitro. Acta Endocrinologica.102:~43 

42.- Ulloa-Aguirre A., Chappel S,C, (1982) Multiple species of 

follicle~stimulating hormone exist within the anterior 

pituitary gland of male golden 11amsters. Journal of endo 

~ crinology. 95:257. 

Ulfoa-Aguirre A., Miller C., Hyland L., Chappel S.C.(.1984) 

P~odué:tion of all follicle.,stimulating hormone isohormones 

Írom .a ·purified preparation by Neuraminidase digéstion. 

'Biology of. Reprod\lction •. :rn: 382. 

,UlÍoa:.Aguir;e A., Cha"ppe1 s.C. (1982) Stud~es on the micro 
.... · heterogene~t:y of anterior pitu.itary (AP) FS~I: Receptor bin. 
,:··'-~frng\ctiV'Í.t}'.()f. each'KP-F~H,species separated by isoeles 

... .trie :focttsirig. XXÜ Reunicin am1al dé la Scidedad Mexicana 

'áé,.Nutric'i6n· yEndocrinologÍa,.·More1ia, Mich.· 
. . 

4.S~.~ /u1:l()1l"Á~:uir,r.e'A~., Torr~·B., Domínguéz .R+. s'cherpbier R •. , 

• >< ·.t~Úei u;<(:rnasr Effe.cts of· oestradiol~ 17B alld i.RH upon 
.;,, . '· - '.• ¡ f ··.·'.·,,;,:.~~ .{:' '' '' :',::::· ~'. ·.e" ' • ' 

¡~,'¡·;,'\,'"-~-;-~·::·o. .. ,. .. ;.::;/:_:\, ,_,. 

\~Jk.it,/;~~;~~'.· :'..\ .. ; .... :_::¿ ~·:;(.e, '.t",,, '\:. '.-.~ > • :•(:" •' 

· ,·,~<-·; _;:.;·.~·. ;¡,o_»./tt:; .- .: 0:·~,· 



39 

the two fractions of pituitary follicle-stimulating ho! 
mane separated by concanavnlin-A chromatography. Acta 
Endocrinologica. 110:475. 

46.- Wide L. (1981) Male and female forms of human follicle
stimulating hormone in sertim. J. Clin. Endocrinol.Metab. 
55:682. 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Hipótesis   Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



