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RESUMEN

La disfuncion gonadotropica en el sindrome del ovario poliquistico (SOP)
ha sido caracterizada y se presenta con niveles séricos elevados de ia hormona
luteinizante (LH), lo que causa alteraciones menstruales e hiperandrogenismo. La
LH es una gonadotropina con diversas isoformas moleculares que presentan
diferentes actividades biolégicas durante el ciclo menstrual y a través de la vida
en la mujer normal. El objetivo de esta tesis fue la determinacién de los patrones
de elucién de las isoformas de la LH estableciendo sus diferencias entre 6
mujeres normales y 6 pacientes con SOP. Los métodos que se usaron en la
separacién y aislamiento de las isoformas se basaron en su tamafo molecular
(exclusidn molecular) y sus puntos isoeléctricos (éromatoenfoque); la actividad
bioldgica de las isoformas se evalué mediante el bioensayo de células de Leydig
en cultivo y la medicién por radioinmunoandlisis de testosterona en el medio. Los
resultados obtenidos en los cromatoenfoques indican que al ser comparados con
los normales, el SOP en la regién mas alcalina (rango de 10.50 a 9.80, limite 1),
presentan mayor reconocimiento inmunolégico y actividad biolégica (23% y 7
respectivamente) a diferencia del grupo control (15% y 6% en el mismo orden),
los limites 2 y 3 con rangos de 9.79 a 9.00 y 8.99 a 8.29 ambos son muy similares
y en el limite 4 el reconocimiento inmunolégico es mayor en el grupo control, en el
pvico de sal (PS) la actividad bioldgica es mayor en el SOP. En conclusidn, otra
‘caracteristica de este sindrome es la existencia de isoformas moleculares
alcalinas de la LH con mayor actividad bioldgica y reconocimiento inmunolégico,

lo cual pudiese explicar en parte su fisiopatologia.



ANTECEDENTES

El ciclo .ovularorio esta regulado por un elaborado sistema neuroendocrino,
que consiste del cerebro (siendo el hipotadlamo una subunidad), la adenohipéfisis
y los ovarios, las interrelaciones del ciclo ovarico se entienden en términos de un
complejo neuroendocrino primario que puede operar auténomamente en
aislamiento y un sistema de control neuroendocrino secundario que es el principal
regulador en la naturaleza.

El sistema endocrino y el sistema nervioso regulan las actividades
meféﬁéliéas y homeostaticas del organismo, los dos sistemas reguladores
interactuan de tal manera que las secreciones eﬁdocrinas estan infuenciadas
directamente o indirectamente por la actividad nerviosa, a su vez las hormonas
también pueden infuenciar la actividad funcional del sistema nervioso central.

El hipotalamo juega un papel muy importante en la regulacién hormonal de
la funcién reproductiva femenina, el principa-l factor hipotalamico que regula la
funcién reproductiva es la Hormona liberadora de Gonadotropinas (GnRH), que
es un decapéptido, cuya liberacién esta influenciada por neuronas- de otras
regiohes del encéfalo cuyas terminales llegan al Nucleo Arcuato, Por medio de
neurotransmisores y neuropéptidos se ejercen acciones activadoras o inhibitorias
sobre la funcion de las células de dicho nucleo, aumentando o disminuyendo
tanto la cantidad de GnRH, como la frecuencia y duracién de su liberacién. Se ha
demostrado que la epinefrina y la norepinefrina aumentan la liberacién de GnRH,
mientras que la dopamina, la serotonina y los opioides endégenos inhiben esta

secrecién (1, 1) ver figura 1.
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Figura 1

En este diagrama se muestran las interacciones de los controles de la retroalimentacién
neural y hormonal, la secrecién de GnRH de las neuronas peptidérgicas esta regulada por un
sistema biogénico aminérgico a través del cual hay una gran variedad de sefiales no hormonales;
el estimulo visual, las sefales olfatorias y los factores pineales, pueden influenciar la funcién
reproductiva femenina, los estrégenos tienen efectos complejos sobre los mecanismos de control
de la retroalimentacion en la secrecion de la LH y la FSH, dependiendo de la désis, tiempo y el
‘estado hormonal previo, los estrégenos pueden inhibir o estimular la secrecion de la LH a través
de los efectos de los controles negativos y positivos. La progesterona puede estimular o inhibir la
secrecion de GnRH dependiendo de cuando sea dada, siendo sus efectos a nivel de la hip6fisis
relativamente insignificantes ().



Por lo general todas las funciones organizadas de los animales vivos (sin
importar su posicidén en la escala evolutiva) estan sujetas a cambios periédicos o
ciclicos, muchos de los cuales estan influenciados principalmente por el sistema
nervioso. En particular en la fisiologia reproductiva, en la mujer existen tres
patrones moduladores para la secrecion de GnRH: 1.- El patrén trignitan o
circatrignitan, se caracteriza por cambios de baja frecuencia en la liberacién de
GnRH que ocurren aproximadamente cada 30 dias es decir, durante el ciclo
menstrual normal; 2.- El patrén diurno o circadiano, se caracteriza por cambios en
la concentracién plasmatica y de frecuencia intermitente de GnRH, que recurren
cada 24 hrs aproximadamente, estos cambios son minimos en mujeres adultas,
pero son muy marcados al inicio de la pubertad y en las mujeres jévenes; 3.-
Patrones circahorales, estos son cambios de alta frecuencia en la liberacién de
GnRH, se caracterizan por pulsos que incrementah la concentracién plasmatica
de GnRH aproximadamente cada hora (1, 2, 3).

La funcién de la hipdfisis depende de la neurosecrecion hipotalamica; la
organizacién funcional de la unidad hipotalamo-hipdfisis se refleja en su cercania
anatémica y por la presencia de un sistema porta especial, mismo que lleva
directamente las secreciones hipotalamicas al tejido hipofisario. En muchos
vertebrados la hipd&fisis esta dividida en tres I6bulos; el I6bulo anterior, el I6bulo
neural y el Iébulo intermedio, comunmente nombradas como adenchipdfisis,
neurohipdfisis e hipd&fisis intermedia.

La GnRH actua sobre células llamadas gonadotropos en la adenochipdfisis
o hipdfisis anterior, se une a receptores de alta afinidad en la membrana
plasmatica; después de la union con el receptor y a través de un mecanismo que
parece ser independiente de cAMP, pero que requiere la movilizacién de Ca* y
la activacién de la Proteina Cinasa C, da como respdesta final la induccién para la

liberacion de las gonadotropinas (4).



Las gonadotropinas, la Hormona Luteinizante (LH) y la Hormona Foliculo
Estimulante (FSH) son indispensables para la funcidn reproductiva en todos los
vertebrados, estas son secretadas por la hipdfisis bajo el control de la GnRH,
razén por la cual también presentan un patrén de secreciéon y pulsatil. Las
gonadotropinas son transportadas por el plasma se van a unir a sus receptores en
las génadas ejerciendo un efecto estimulatorio sobre ellas; la LH y la FSH tienen
efectos distintos pero complementarios para el control de la maduracién y el
desarrolio de las génadas en general y en particular de las células germinales,
dirigiendo tanto la esteroidogénesis como la gamentogénesis.

La FSH actua sobre las células foliculares para que se transformen en las
llamadas células de la granulosa de los foliculos antrales, estimulando entre otras
funciones la sintesis de estrogenos y la de receptores para la LH.

La LH actua por otra parte sobre las células de la granulosa de los foliculos
preovulatorios para desencadenar la ovulacidon y posteriormente activar la
produccién de progesterona y por otra parte en las células del estroma ovérico
para formar las tecas que rodean al foliculo y promover la sintesis de andrégenos
asi como su transformacion a estrégenos en las células de la granulosa.

En el sexo masculino las funciones de la FSH y la LH tienen sus

equivalentes en las celulas de Sertoli y Leydig respectivamente (|, 4, 5).

Localizacién celular de las gonadotropinas.

La hipdfisis anterior de un mamifero maduro tiene diferentes tipos de
células endocrinas, por lo general cada linea secreta un tipo de hormona
particular; la LH y la FSH son sintetizadas en las células llamadas gonadotropos,
los que controlan la secrecién de ambas gonadotropinas. Los gonadotropos
responden a estimulos de GnRH, promoviendo la exocitosis de la LH y la FSH,
secretan basicamente la LH y en menor proporciéon la FSH via granulos

secretores en respuesta a un aumento en el Ca®* citosélico, al dispararse la
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liberacién de Ca? intracelular y la entrada de Ca* extracelular y la cascada de
eventos subsecuentes caracteristicos de las vias transductoras reguladas por
este i6n, de acuerdo a estudios realizados “in-vitro”. Se ha demostrado que
existen 3 principales tipos de vacuolas que posiblemente regulan la secrecion de
las gonadotropinas. Las pequefias son granulos secretores, de centro denso,
éstas son ricas en la LH; unas grandes en que el granulo es mas difuso, es rica
en la FSH y una mucho mas pequena, como si fuera una vacuola sinaptica, que

222474

contiene gonadotropinas no identificables. (4).

Estructura y biosintesis de las gonadotropinas.

Las hormonas FSH, LH, Gonadotropina Coridnica Humana (HCG) y
Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH), estdn compuestas por dos diferentes
subunidades proteicas, comunmente llamados o y B, cada una contiene multiples
enlaces disulfuro intracadena; las- subunidades o y B, estdn unidas no
covalentemente para formar la molécula activa. La subunidad o es la misma para
todas las gonadotropinas y en términos evolutivos es muy conservada aun entre
diferentes especies animales, siendo codificada por un solo gen, que en el
humano esta localizado en el cromosoma 6 (6, 1). La subunidad B es diferente
para cada gonadotropina, ésta va a determinar la especificidad biolégica de cada
hormona (I, 4-9, 11), los genes de la LH y la FSH tienen arreglos genémicos

- similares sugiriendo un origen filogenético comun y explicando el hecho de que
un sdélo tipo celular (el gonadotropo) secrete ambas hormonas (4, 5, 11-13).

Las gonadotropinas son glicoproteinas que, como se ha mencionado
constan de dos subunidades polipeptidicas, cada ur;a tiene oligosacaridos unidos
covalentemente, el péptido dirige su propia glicosilacién, la biosintesis del
oligosacarido unido a los dominios del polipéptido plegado, es controlada en
parte, por las interaciones polipéptido-oligosacarido que estan involucradas en la
estabilizacidn del polipéptido conformada por el oligosacarido. (5, 7-9, 14-17). |

Los oligosacaridos base presentes en la LH son: N’ acetil-glucosamina, N’

acetil galactosamina y manosa, tipo; monosulfatados, hibridos que contienen 0, 1
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o 2 residuos de manosa periféricos, oligosacaridos monosulfatados complejos que
tienen una ramificacion periférica y oligosacaridos complejos disulfatados que
contienen dos ramificaciones donde una termina en sulfato y la otra puede estar
unida al acido sialico. (14, 16, 18).

La FSH no contiene cantidades significativas de N’ Acetil-Galactosamina, ni
de sulfato pero contiene N’ Acetil-Glucosamina y manosa, ademas contiene
grandes cantidades de Acido sialico y galactosa en oligosacaridos que contienen
dos ramificaciones para su unién, lo que explica su pl mas acido (14, 16, 18).

La clonacién de los genes de las gonadotropinas ha aumentado el grado
de conocimiento respecto a como sbn sintetizadas estas proteinas a nivel
pretransduccional, aclarandose también la biosintesis y el procesamieto
postransduccional (1, 4, 5, 19). La dimerizacion y glicosilaciéon son requeridos
para proveer la actividad biolégica de las gonadotropinas (4, 5, 15, 17). Una dé
sus principales caracteristicas en su estructura, es el alto contenido en residuos
de cisteina y su alto grado de conservacion a travéé de las especies y aun entre
diferentes subunidades; los residuos de cisteina forman enlaces disulfuro y sirven
pafa establecer y restringir la estructura terciaria de las subunidades, aunque la
secuéncia primaria de los aminoacidos (aa) de las varias subunidades B sean
diferentes (1, 9, 11, 12, 14, 15, 20), la localizacion de los residuos de cisteina se
ha conservado, por lo que algunos dominios funcionales de las subunidades han
sido descritos en términos de las asas peptidicas que se extienden entre las
cisteinas; las diferencias en las secuencias de los aa en estas asas intercisteina,
son las responsables de las distintas propiedades de unién al receptor de las
hormonas individuales (18). Los puentes intradisulfuro han sido elucidados para
ambas subunidades, usando métodos quimicos y proteoliticos, la subunidad o
tiene 5 puentes disulfuro y la subunidad B 6, no existen cisteinas libres en cada

subunidad y estas se asocian no covalentemente para formar los heterodimeros
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(1, 14, 16). En las subunidades o y B estan glicosilados los sitios de anclaje para
las cadenas de azucares, teniendo una heterogeneidad considerable en la
composicién de los azucares y ademas bajo diferentes circunstancias fisiolégicas
(1, 9, 14-17). Existen dos clases de sitios de glicosilaciéon; las cadenas de
carbohidratos unidas a N que se encuentran ancladas a residuos de asparagina
(Asn) y cadenas unidas a O que estan ancladas a residuos de serina y treonina
por enlaces glicosidicos (12, 16-18). La subunidad o tiene dos sitios de
glicosilacién unidos a N, estudios realizados por mutagénesis sitio-dirigida indican
que la ausencia de glicosilacién en Asn®® no modifica la dimerizacién con la
subunidad B, pero la hormona pierde la capacidad de inducir sefales via su
receptor, esto sugiere que directamente la cadena de azicares o una
conformacién secundaria que se induce en la molécula, es critica para disparar
las sefales en él receptor; mutaciones en Asn’® tienen efectos diferentes sobre la
subunidad o, esas alteraciones causan una rapida degradacién de la proteina
sugiriendo que la cadena de azucares es importante para el procesamiento
intracelular y/o en la estabilidad de la subunidad a. La subunidad LHB tiene un
solo sitio de glicosilacién localizado en Asn® en humanos (16, 18). Todas las
subunidades B de la LH , FSH, TSH y HCG tienen una extensidn péptidica de 25
residuos en el extremo carboxilo, el cual contiene 4 sitios de glicosilacién unidos a
0O (1,17, 18).

La incorporacion de cadenas de azucares a los polipéptidos se lleva a través de
un proceso complejo que ocurre cotransduccionalmente con las subsecuentes
modificaciones durante el transporte intracelular y el procesamiento (4, 17),
después de la transduccion en los ribosomas los polipéptidos entran al Reticulo
Endoplasmico Rugoso (RER), con el rompimiento cotransduccional del péptido
sefal (11, 17). La subunidad o esta generaimente en exceso en relacién a la

subunidad B, los heterodimeros de las subunidades o y B son formados en RER y
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" los. residuos de glucosa de las ramificaciones de los oligosacaridos son
rapidamente adicionados (18) ver figs. (2a y 2b), en donde se resume todo el

proceso de biosintesis de las gonadotropinas.
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Las subunidades o y B son sintetizadas de genes separados y son cotransduccionalmente
glicosilados en los sitios de asparagina apropiados, la subunidad o permanece libre ( no
combinada ) o asociada de manera no covalentemente con la subunidad LHp o FSHp, para formar
los heterodimeros, que aun permanecen en el RE, los oligosaééridos representativos estan en las
hormonas de forma representativa, como se muestran. La figura 2b muestra la representacion
ésquemética de los ultimos pasos en la sintesis de la LH y la FSH, las subunidades diméricas o no
combinadas reciben las Gitimas modificaciones de los oligosacaridos asociados a ellas, existe una
variacién considerable, en las proporciones de los oligosacaridos sulfatados y con acido sialico en
la LH y la FSH en las diferentes especies animales. (Baezinger, Green, 1988)
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Las modificaciones hormono-especificas de los carbohidratos se realizan
en el Aparato de Golgi (5, 18). Las cadenas de carbohidratos pueden ser bi, tri o
tetracatenarias y pueden terminar con acido sialico, sulfato o azucares neutros
(18). En resumen se crea una marcada microheterbgeneidad en la composicién
de los azucares. En parte, la adicion de sulfato o acido sialilco es determinada por
la presencia de una galactosa terminal o de N-Acetil Galactosamina (GalNAc) en
una reaccion que es llevada a cabo por una GalNAc-transferasa, en contraste el
acido sidlico es adicionado a galactosa; la sefal o secuencia de reconocimiento
para la GalNAc-transferasa esta presente en las subunidades o, LHB y CG8,
pero no se encuentra en FSHPB (11). La incorporacién de acido sialico da como
resultado una vida media circulante mas alta por 1o que la FSH tiene una vida
media mayor que la LH (11, 12); la sulfatacion y el acido sialico terminal afectan la
proporcion de eliminacién de la hormona en la circulacion (5, 11, 18). La
distribucién de oligosacaridos sulfatados y con acido sidlico es diferente para
cada gonadotropina y esta influenciada por las condiciones hormonales (5). La LH
es sulfatada y la FSH contiene acido sialico aun siendo producidas por el mismo
gonadotropo, consecuentemente las funciones intramoleculares tales como;
cambios en la estabilidad de la gonadotropina, tasa de protedlisis, estabilidad
térmica, solubilidad, etc. e intermoleculares, la interaccion con enzimas
proteoliticas, las interacciones con los receptores y de ahi su bioactividad,
también son influenciadas por los carbohidratos, (5, 8, 16, 18), con base a lo
antes mencionado, la FSH y la LH junto con la TSH van a presentar isoformas
moleculares, varias isoformas de la LH y la FSH se han identificado dentro de la
hip&fisis, entre hipdfisis, suero y orina en diferentes especies incluyendo
humanos, usando técnicas de alta resolucion como, Isoelectroenfoque y

Cromatoenfoque las cuales separan a las isoformas en base a su pl (8,10,13-15).
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Regulacion de la LH por GnRH.

Durante el ciclo menstrual existe una modulacidn en el patrén de
pulsatilidad de GnRH, con un aumento en la frecuencia de pulso y amplitud en el
tiempo de la secrecion de la LH que precede a la ovulacién (l). Estudios
realizados por Phillips y Wide, han demostrado que el patrén de las isoformas de
la LH y la FSH se modifica después de la estimulacién exdégena con GnRH en
preadolescentes, este patrén se hace mas alcalino tanto para la LH como para la
FSH respecto a las mujeres jovenes y este fendmeno no ocurre en los nifios. Los
valores de la LH después de 90 minutos de la estimulacién regresan a los niveles
basales, no siendo asi para la FSH, lo que pudiera estar relacionado con su vida
media circulante (21).

Regulacién de la LH por hormonas esteroideas

E! mecanismo por el cual las hormonas esteriodeas regulan la sintesis de
gonadotropionas es complejo, es necesario un aumento en los estrégenos antes
de la secrecidon preovulatoria de la LH, junto con el incremento en la secrecion de
GnRH, para obtener el incremento de la LH, de una u otra manera en la fase
folicular los estrogenos tienen un efecto inhibitorio sobre la secrecién de las
gonadotropinas a nivel hipotaldmico (retroalimentacién negativa), pero a mitad del
ciclo paradojicamente se lleva a cabo una retroalimentacion positiva sobre la
-unidad hipotalamo-hipéfisis produciendo el incremento de la LH. La influencia de
los esteroides gonadales en los procesos de biosintesis de las gonadotropinas
altera la incorporacion de los carbohidratos a la molécula cambiando el proceso
general de sintesis y en consecuencia las proporciones de las moléculas
secretadas, por lo que puede deducirse que el ambiente endocrino puede
determinar cual de las isoformas sea sintetizada y secretada en forma
preferentemente, haciendo concebible que las diferentes isoformas de la LH
tengan papeles especificos en los eventos reproductivos (19, 21, 22, 23).

La modulacién en los patrones de isoformas de la LH por esteroides

gonadales ha sido estudiada por Keel y Schanbacher en ovinos (22, 25, 26) y en
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humanos por Wide quién demostro que la adminjstracion de 17p-estradiol en
mujeres postmenopausicas revierte los patrones de secrecion tanto de la LH
como de la FSH haciéndolos mas alcalinos (24). La progesterona tiene amplios
efectos sobre la secrecidbn de las gonadotropinas; durante la secrecion
preovulatoria de la LH, la progesterona esta en baja concentracion sirviendo esto
para sincronizar y amplificar la secrecién de la LH. Durante la fase lutea ejerce un
efecto inhibitorio sobre las gonadotropinas, haciendo su papel en la regulacion de
la sintesis de las gonadotropinas aun menos claro (4, 9). los efectos de la
progesterona a nivel de la hipdfisis son controvertidos, pero a nivel de hipotalamo
tiene su principal efecto al modular la secrecién de GnRH al menos en rata (1).
Testosterona, se conoce que las concentraciones plasmaticas de laLH vy la
FSH son incrementadas en el macho después de la castracion, se indica que la
testosterona tiene un efecto regulador directo a nivel de la hipdfisis para estimular
la FSH y para inhibir la LH, este efecto puede estar mediado via una interaccion
directa del receptor de androgenos con el promotor de la subunidad «, en
presencia de GnRH, sin embargo puede suceder que la testosterona inhiba la
sintesis de las dos subunidades de las gonadotropinas (4), En varones que han
sido sometidos a uninefroctomia se ha observado que los patrones de la LH son

menos acidos (27).

Regulacién de LH por péptidos gonadales.

La inhibina, activina y foliculostatina fueron aisladas en base a sus efectos
sobre la secrecién de la FSH, la inhibina y activina tienen efectos opuestos sobre
la FSH, la inhibina suprime la secrecion y la activina estimula la liberaciéon de la
FSH, la foliculostatina suprime también la secrecion, se ha reportado que la
_ inhibina ejerce un efecto inhibitorio sobre la secrecion basal de la LH ya que
reduce la amplitud de pulso de la LH (4).

La identificacién de los péptidos gonadales en la hipdfisis juegan papeles
reguladores paréacrinos y autocrinos en el gonadotropo, para el control de la

sintesis de la FSH, siendo la interaccién de estos péptidos compleja (1,4).
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Regulacion de LH por sefales neurohormonales.

Existen dos modalidades de la secrecion de la LH que son reguladas por
un mecanismo intrincado de comunicacion entre el hipotalamo y la hipdfisis,
aunque la liberacién hipotalamica de GnRH es el principal modulador, es evidente
que ademas de la GnRH existen un gran numero de sefales neurohormonales
que son necesarias para regular la secrecién pulsétil de la LH, neurotransmisores
hipotalamicos y neuromoduladores, aa y neuropéptidos, estos ejercen un papel
modulador sobre la GnRH en la secrecion de la LH, como el neuropéptido Y
(NPY), y Galanina (Gal), éstos aumentan cuantitativamente la concentracién de la
LH secretada por el estimulo de GnRH en los gonadotropos; NPY y Gal son
secretados dentro del sistema porta hipofisario de una manera episddica,
coincidiendo con GnRH:; dos aa exitatorios el glutamato y acido aspartico, de
receptores posfsinépticos han sido identificados en el control de la liberacién

episddica y ciclica de la LH en ratas (1).

SINDROME DE OVARIO POLIQUISTICO

El ciclo menstrual humano puede ser visto como una expresion
neuroendocrina integrada de un estado dinamico, con funciones tiempo-
dependientes resultando en un ritmo mensual bien definido, que es regulado por
multiples factores (28, 29). Sin embargo, con la pérdida de las sefiales
apropiadas el sistema puede decaer en sus propiedades dinamicas o ciclicas
alcanzando una condicion estatica o de equilibrio, provocando anovulacién
cronica y por lo tanto amenorrea. Este principio puede ser de mucha importancia
en el seguimiento fisiopatolégico de los cambios en pacientes con anovulacion
cronica en general (I, 28-30). Como se ha mencionado, los tres elementos

principales de control del sistema ciclico son: el sistema nervioso central
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(hipotalamo), la hipdfisis y el ovario; estos interactuan de una manera altamente
integrada para llevar a cabo un ciclo menstrual ovulatorio normal. Es claro que un
defecto o alteracion en cualquiera de estos tres elementos perturba el sistema
siendo manifestado clinicamente con alteraciones menstruales (I, 2, 29, 30).
Recientemente, el hiperandrogenismo en asociacion con una elevada
concentracién en suero de la LH o bien, directamente la observacion de
elementos quisticos claramente definidos en los ovarios, son los criterios de
diagnéstico para el llamado Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) (I, 2, 29, 30).
Varios hallazgos han sugerido que el denominador comun en mujeres con
anovulaciéon hiperandrogénica, que presenten o no el tipico SOP, es un
hiperandrogenismo funcional ovarico (HFO), el desorden es funcional por dos
razones, la primera, porque una base anatdmica no necesariamente es un
requisito y segunda porque el desorden pareée ser dépendiente de las
gonadotropinas (29). La evidencia para la génesis del SOP/HFO, se ha
reconocido desde los estudios de Stein-Leventhal en el que los sintomas del SOP
comienzan desde la menarca (2, 29-31), estudios realizados por Zumoff y Purcu
ha estimado que la prevalencia del SOP ha sido realizada sobre criterios clinicos
y endocrinoldgicos en pbblaciones de mujeres adolescentes y adultas, por lo que
la génesis del sindrome puede ocurrir antes de la pubertad (31, 32). Aunado a lo
anterior se ha demostrado que las adolescentes con hiperandrogenismo tienen
una pulsatilidad aumentada de LH, asi como uné tasa elevada del cociente
LH/FSH, inmuno y bioactiva y un elevado perfil ovulatorio androgénico compatible
con el aumento en la actividad de la 17a hidroxilasa (32, 33), como en mujeres
con SOP (28-30). El SOP es una forma de HFO, donde |la anormalidad central es
una elevada concentracion de andrégenos intraovaricos (29), la secreciéon de
andrégenos en exceso vertidos a la circulacion causa las manifestaciones

pilosebaceas del sindrome (29, 34), el exceso de andrégenos locales promueve el
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proceso de atresia folicular (35), en este modelo varios procesos pueden causar
el exceso de andrégenos ovaricos, (29,30), desdrdenes de masculinizacion
extraovarica, bloqueo esteroidogénico ovarico, estimulacion excesiva de la LH y
una secrecién anormal de andrdogenos debido a la no regulacion de la
esteroidogénesis (36, 37).

La LH regula la sintesis de andrégenos en las células de la teca, la FSH es
responsable para regular la actividad de la aromatasa en las células de la
granulosa, que va a determinar la proporcién de sintesis de estrégenos de los
precusores androgénicos, cualquier perturbacion da como resultado un
desequilibrio en el cociente de LH/FSH pudiendo tedricamente resultar en la
sintesis ovarica de andrégenos preferencialmente mas que de estrégenos (28,
29), aunado a esto, el proceso de atresia folicular, niveles altos de LH o de Ia
proporcién LH/FSH en respuesta a GnRH o a un agonista, son caracteristicos del
SOP (1, 28-30, 37), estudios en mujeres con SOP han demostrado que tienen un
aumento en la amplitud de pulsos de la LH asi como en su frecuencia, el aumento
en esta ultima implica que la frecuencia de pulsos de GnRH estan aumentados
(33), Lanzone, Rossmanith y colaboradores, han encontrado que existe una
secrecion anormal de neurotransmisores (38, 39). Respecto a los patrones de
secrecion de la LH, en jovenes postmenarcas que tienen SOP presentan un
patrén diurno anormal, ademas de que existen evidencias de un mecanismo

opioidogénico en la fase folicular temprana (32,39), ver fig. (3ay 3b).
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Figura 3a y 3b. 222474

En estas figuras se representan los diferentes perfiles de LH en una paciente de 13 afios
de edad con SOP (a), comparado al de una joven normal. (b) Notese que la secrecién de LH esta
en cotérmino con el periodo nocturno de suefio, a diferencia de la secrecion de LH desincronizada
del periodo de suefio y el desplazamiento de siete u ocho horas depués durante el transcurso del
dia, en la paciente con SOP.

( Zumoff y cols., 1983)

A la fecha se han propuesto diferentes hipétesis (40) y soluciones (41)
relativas al SOP sin que aun nadie lo pueda definir y delimitar. Este proyecto de
Tesis intenta dar un punto mas en el esclarecimiento del SOP y de su posible

origen hormonal por medio de la caracterizacion de las isoformas de LH.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La inve'stigacién basica ha demostrado que existen isoformas moleculares
de la LH, habiéndose encontrado que poseen diferentes actividades
inmunolégicas y bioldgicas entre si y su apariciéon varia durante el transcurso de
la vida y en funcién de los diferentes estados endocrinos normales y patoldgicos:
Asi mismo el SOP es una enfermedad cuya etiologia aun no se conoce totalmente
y es en parte, una serie de eventos cuyos ciclos de causa-efecto involucran varios
desérdenes endocrinos, en los que participan las gonadotropinas en donde la LH
tiene un papel preponderante, sin ehbargo no se ha investigado si en las
pacientes con SOP existen alteraciones en las proporciones séricas fisiologicas
de las isoformas de la LH.

JUSTIFICACION

En virtud de que las pacientes con SOP presentan alteraciones endocrinas
que cursan, por lo general ‘con amenbrrea u oligomenorrea, elevadas
concentraciones de la LH y bajas de la FSH, con normo o hiperprolactinemia e
hirsutismo en diferentes grados y por el hecho de que existen patrones distintos
de las isoformas de la LH en diversos estados patolégicos con respecto a las
mujeres de la poblacion normal, es importante investigar la existencia y el papel
que tienen estas isoformas en la fisiopatogenia del SOP, dado que la LH es un
factor relevante en la presentacion de este sindrome.

Ulloa-Aguirre y colaboradores (42) han estudiado las isoformas de FSH en
diferentes especies, asi como sus caracteristicas biolégicas en los diversos
~ eventos reproductivos; otros grupos de trabajo (8, 13, 43, 44-46) han analizado
las isoformas de ambas gonadotropinas, sin embargo a la fecha se conoce
relativamente poco de las isoformas de la LH en estados patolégicos y mucho
menos en el desencadenamiento del SOP, el cual en nuestro pais tiene una

elevada incidencia.
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OBJETIVO GENERAL
Caracterizar y determinar los patrones de las isoformas moleculares de LH

séricas de pacientes con SOP, comparandolas con el grupo control.

HIPOTESIS
En mujeres en edad reproductiva con SOP existen proporciones de
isoformas moleculares de la Hormona Luteinizante circulante que son cuantitativa

y cualitativamente diferentes a las de mujeres voluntarias sanas (grupo control).

PACIENTES

Se estﬁdiara’n 6 pacientes con SOP diagnosticado clinica vy
ultrasonograficamente por el Servicio de Ginecologia Endocrina del Hospital de
Ginecoobstetricia "Lﬁis Castelazo Ayala". El grupo control estara representado

por 6 mujeres voluntarias sanas.
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CRITERIOS PARA LA SELECCION DEL GRUPO DE ESTUDIO

CRITERIOS DE INCLUSION
A las mujeres en edad reproductiva (de 20 a 35 afos) que presenten
trastornos menstruales; tipo opsomenorrea (ciclos menstruales mayores de 35
dias) 6 amenorrea (ausencia de menstruaciéon por mas de 90 dias), hirsutismo
clasificado de acuerdo a la escala de Moncada-Lorenzo modificada (34), asi como
un diagnostico ultrasonografico (ecografia abdominal) en el que se toma como
parametro positivo el hallazgo de mas de 4 zonas ecolucidas bilaterales de hasta

5 mm de didmetro en la superficie ovarica.

CRITERIOS DE NO INCLUSION
Otras patologias (trastornos suprarrenales, tiroideos, neoplasias secretoras
de androgenos e hiperprolactinemia), embarazo y el uso de medicamentos que

afecten la liberacién de gonadotropinas durante el mes previo al estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION
Pacientes que no acepten continuar con el estudio o si en el transcurso del

estudio se presenta cualquier patologia agregada al SOP.

Los datos obtenidos al interrrogatorio y a la exploracion fisica seran
concentrados en una hoja de captaciéon de datos (anexo 1). Todas las pacientes
seran informadas de lo que se va a realizar durante el estudio y deberan firmar la

hoja de consentimiento informado para su inclusién en el protocolo (anexo 2).
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CRITERIOS PARA LA SELECCION DEL GRUPO CONTROL

CRITERIOS DE INCLUSION
El grupo control estara representado por 6 mujeres voluntarias sanas en

edades similares a las pacientes con SOP, con ciclos menstruales regulares.

CRITERIOS DE NO INCLUSION
La presencia de endocrinopatias, embarazo, el uso de medicamentos que

afecten la liberaciéon de gonadotropinas.

CRITERIOS DE EXCLUSION
Las voluntarias que no acepten continuar con el estudio o por la aparicion

de una enfermedad intercurrente.
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[ METODOLOGIA ]

-Seleccion de pacientes con SOP mujeres normales

( SUERO/RIA J

-Separacion de isoformas

[ FILTRACION EN J
GEL

[CROMATOENFOQUE/RIA
hLH

[ DIALISIS }

[ LIOFILIZACION j

Bioensayos en CL RIA testosterona

-Evaluacion de la actividad biolégica de cada isoforma
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METODOLOGIA

A las pécientes seleccionadas con SOP en la fase folicular temprana (dias
3-5) de un ciclo menstrual espontaneo o después de un sangrado genital inducido
con Clormadinona (2 mg/dia durante 5 dias) y a las voluntarias en la fase media
del ciclo, se les tomd en ayuno, 3 muestras de sangre venosa de 10 - 15 ml a
intervalos de 30 min (0, 30, 60), las muestras fueron centrifugadas, los sueros
obtenidos se liofilizaron y se almacenaron a -20°C hasta ser procesados. A los
sueros obtenidos se les determinaron LH y FSH por radioinmunoanalisis (RIA).
Las isoformas de la LH, fueron separadas por cromatoenfoque para cada una de
las muestras, de acuerdo a las metodologias descritas por Grotjan y
colaboradores ( 22, 23, 25, 46-48), de acuerdo al siguiente protocolo.
CROMATOENFOQUE (separacion de las isoformas de la LH)

Primero: se llevo a cabo la filtracién en gel preparativa en Sephadex G-25
superfino, empacandose en una minicolumna (1.5x2 cm), a la cual se le
determiné el volumen vacio (excluido) con una solucién de azul dextran disuelto
en el mismo amortiguador de corrimiento (PB 74 Pharmacia). La muestra se
recohstituyé en amortiguador de inicio o de corrimiento segun las condiciones
Optimas para la muestra y fue eluida con el mismo amortiguador, la fraccién
obtenida se adiciond en la parte superior de la columna ver (anexo 3, para mayor

informacién). En breve, se montaron 3 sistemas para formar gradientes de pH.

SISTEMA | GRADIENTEDEpHDE 7 A 4
resina amortiguador de equilibrio amortiguador de elucién

PBE 94 Imidazol 0.025 mM, pH de 7.4 PB 74, 1:8, pHde 3.5
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SISTEMA || GRADIENTE DEpH DE 8 A6

resina amortiguador de equilibrio amortiguador de elucién

PBE 94 Tris 0.025 mM, pH de 8.5 PB 96, 1:13, pH de 6.5

SISTEMA Il GRADIENTE DE pH DE 11 A7

resina amortiguador de equilibrio amortiguador de elucién
PBE 118 Trietilamina 0.025 mM, Pharmalyte 10.5a 8 1:45,
pH de 11 pHde 6.5

NOTA: todos los amortiguadores y las resinas fueron desgasificados antes
de usarse. |

Cuando la columna alcanzé el pH de equilibrio, se adicioné la muestra en
la parte superior de la columna y posteriormente se adicioné el amortiguador de
elucién. Se coléctaron fraciones de 2 ml a una velocidad de flujo de 1 gota cada
12 segundos, a los tubos de colecta se les adicionaron previamente 100 ul de
una solucién de Albumina Sérica Bovina al 0.01%. A las fracciones obtenidas se
les midié el pH y cuando éstas alcanzaron el pH del amortiguador de elucion, se
le adicioné a la columna una solucién de NaCl 1 M, suficiente para colectar 15
fracciones mas. Las fracciones se almacenaron en congelacion hasta el dia en
que se determind el contenido de la LH inmunoreactiva (Cis BioLab y por RIA,
estuche proporcionado por los Institutos Nacionales de Salud USA; hLH -I- SIAPF,
Anti-hLH-2 Antisera y hFSH/LH RP, LER 907) en cada fraccion.

En funcibn a la determinacion de la LH inmunoreactiva, los
~ cromatoenfoques se dividieron en &reas segun las regiones obtenidas, se
mezclaron las fracciones correspondientes a las diferentes isoformas y se
dializaron contra agua destilada en una camara de microdialisis (Amicon) durante
toda la noche a una velocidad de flujo de 1 gota cada 8 segundos para eliminar el

poliamortiguador y/o el Pharmalyte de los cromatoenfoques, las mezclas
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posteriormente se liofilizaron y- se resuspendieron en agua bidestilada y

desionizada para evaluar la actividad biolégica de cada isoforma.

EVALUACION BIOLOGICA

Se utilizaron ratas macho cepa Wistar normales adultas, provenientes del
bioterio de la UAM-|, Las ratas fueron sacrificadas por dislocacién cervical,
extirpandoles los testiculos por via abdominal, los cuales se colocaron en
solucién- salina (0.9%), para lavarlos, posteriormente se descapsularon
eliminandose la vena central, colocandose en solucion de KREBS (NaCl 125mM,
KCl 5mM, MgSO4 1mM, Tris 35mM, NaHoPO4 1mM, pH 7.4, glucosa al 2%,
gentamicina al 0.05%), a cada par de testiculos se les adiciond 7 ml de
KRBG+colagenasa 1 mg/ml e incubandose a 37°C durante 18 min, se suspendié
la digestion al adicionar 15 ml de sol. salina, agiféndose y'dejéndose reposar
durante 10 min, la suspension se filtrd y la fraccién intersticial cruda se centrifugd
a 1500 g durante 10 min a 5°C, el botén obtenido se resuspendié en 1 ml de
KRBG, que se adiciond sobre 8 ml de una solucion KRBG-albumina (ficoll 400 al
13% y Albumina al 0.2%, pH 6.5), centrifugandose a 1000 g durante 15 min a 5°C,
el boton obtenido se resuspendid en 2 ml de KRBG, realizandose el conteo
celular en una camara de New Bauer ajustandose la densidad celular a 3x10°
cel/ml sembrandose 200 000 cel/tubo (49,50). Las células fueron estimuladas con
las diferentes mezclas de isoformas, utilizando la LH humana (hFSH/LH, LER 907,
muestra 433, con una potencia biolégica de 1 mg de LER 907 equivalente a 277
~ Ul de la LH en términos del 2nd IRP-HMG), como réferencia e incubandose por 3
hrs a 37°C, posteriormente las células y el medio se congelaron hasta el dia que
se determind la testosterona por RIA.

La evaluacion estadistica comprendié un analisis de varianza no

paramétrico (n>3), asi como la prueba de comparacién multiple de Kruskal-Wallis

29



para la distribucién normal de grupos y el analisis entre grupos comparando con
el control. El andlisis de regresion se utilizd para determinar el grado de
correlacion entre la cantidad de las isoformas de la LH recobrada dentro de un

rango especifico de pH de cada grupo (51, 52).
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RESULTADOS
CROMATOENFOQUES
SISTEMA||

Este sistema genera un gradiente de pH de 7 a 4 con variaciones de 0.1 de

pH por fraccién de 2 ml, lo que permite separar las isoformas de la LH en funcién
de supl.

222474
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mUlUmi
pH74

CROMATOENFOQUE SOP

pH

mUl/ml LH
L L

Fracciones

Gréfica 1. Cromatoenfoque de LH sérica de una mujer con SOP en fase folicular
temprana, en este se observa un pico y un hombro de LH al principio del
gradiente de pH, con un consecuente barrido restante, la maxima concentracion
de LH fue de 8 mUI/mI no se revela nada después de la adiciéon del NaCl.
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Grafica 2. Cromatoenfoque de LH sérica de una mujer del grupo control, se
observa que existe un patron en el gradiente de pH, observandose zonas de las
diferentes formas de LH, después de la adicién del NaCl se revela un pico de LH.
Hay que notar que la maxima concentracién de LH es menor de 2 mUl/ml.
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SISTEMAlI

Este sistema genera un gradiente de pH de 8 a 6 con variaciones de 0.1 de
pH por fraccion de 2 ml, lo que permite separar las isoformas de la LH en funcion

de su pl.
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Gréfica 3. En este cromatoenfoque se observa que existe un gran pico de LH
inmunoreactiva al inicio del gradiente de pH, en el que la concentracién maxima
de LH es cercana a 5 mUl/ml, observandose ademas que la mayoria de las
fracciones tienen entre 2 y 1 mUl/ml.

CROMATOENFOQUE CONTROL mUlmi
' pH 8§
1.6 9
1.4 8
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0 0
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Grafica 4. En este cromatoenfoque la LH inmunoreactiva revela una serie de picos
no muy bien definidos, que fluctian entre 1 y 1.5 mUl/ml durante todo el
cromatoenfoque, no se revela LH inmunoreactiva después de que se adiciond el
NaCl.
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SISTEMA lii
En este sistema genera un gradiente de pH de 11 a 7 con variaciones de
0.1 de pH por fraccion de 2 ml, lo que permite separar las isoformas de la LH en

funcion de su pl.
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Gréfica 5. En este cromatoenfoque se observa que existen una serie de picos de
LH inmunoreactiva desde el inicio del gradiente de pH, hasta el final de este, la
concentracion maxima de LH es de aproximadamente 12 mUl/ml, se observa
ademas la presencia de un pico muy representativo, después de que se adiciond
la solucién salina.
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Gréfica 6. En este cromatoenfoque se observa que existen una serie de picos de
LH inmunoreactiva desde el inicio del gradiente de pH, hasta el final de este, la
concentracion maxima de LH es se presenta al inicio del gradiente, aprox, 12
mUI/mI, se observa ademas, que la mayoria de las fracciones tienen entre 8 y 1
mUl/mi de LH.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

SISTEMA |
GRADIENTE DE pH DE 7 A 4.

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE ISOFORMAS LH DE SOP Y CONTROL
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Grafica 7. Se observa una sola forma de LH de una paciente con SOP (flecha), y
6 isoformas de una mujer del grupo control, donde 2 de las formas mas acidas
(incluyendo la que contiene el pico de sal) presentan mayor actividad bioldgica,
con una produccion entre 5000 y 6000 pg de T.
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SISTEMAII
GRADIENTE DE pH DE 8 A 6.

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE ISOFORMAS DE LH DE SOP
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Gragica 8. En esta se observan 10 isoformas, las mas acidas tienen mayor
actividad biolégica, junto con la que contiene el pico de sal, con una produccién
entre 3200 a 5500 pg de T entre estas.

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE ISOFORMAS DE LH EN CONTROL
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Grafica 9. En esta se observan 6 isoformas, las que presentaron mayor actividad
bioldgica fueron las mas acidas, con un rango de produccion entre 2700 a 7300

pg de T, incluyendo la que contiene el pico de sal.
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SISTEMA il
GRADIENTEDEpHDE 11A 7.

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE ISOFORMAS DE LH EN SOP
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Gréfica 10. En esta se observan 5 limites de posibles isoformas, la mayor
actividad biolégica se presenta en las isoformas que se encuentran en los rangos
de pH: 10.50-9.80, 8.99-8.29, 8.28-7.00 y en el pico de sal (PS) con una
produccion de 11262 a 5727 pgde T.
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Grafica 11. En esta se observan 5 limites de posibles isoformas, la mayor
actividad bioldgica se presenta en el rango de pH de 8.99-8.29, con una
produccion de 18343 pg de T. ‘
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RECONOCIMIENTO INMUNOLOGICO DE LAS ISOFORMAS DE LA LH EN
GRADIETES DEpHDE 11 A 7.

SOP ‘ CONTROL
LIMITE RANGO DE pH % %
1 10.50 - 9.80 23 14.58
2 9.79 - 9.00 19.94 18.55
3 8.99 - 8.29 31.25 | 31.76
4 8.28 - 7.00 13.90 23.44
PS < 6.99 11.90 11.65

Tabla 1. En esta tabla observamos que la actividad inmunolégica del limite 1 en
SOP es mayor que en el grupo control, los limites 2 y 3 presentan actividades
inmunolégicas similares, el SOP en el limite 4 tiene menor actividad que el grupo

control y finalmente en el PS ambos presentan la misma actividad.

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS ISOFORMAS DE LA LH EN GRADIETES DE
pHDE11A7.

SOP . CONTROL
LIMITE RANGO DE pH % %
1 10.50 - 9.80 7.1 5.98
2 9.79 - 9.00 11.71 18.83
3 8.99 - 8.29 38.48 42.85
4 8.28 - 7.00 18.25 23.30
PS <6.99 24.42 9.01

- Tabla 3. En esta tabla observamos que la actividad biolégica del limite1en SOP es
mayor que en el grupo control, para el limite 2 es menor, el limite 3 presenta .
actividades biolégica similar, en el SOP el limite 4 tiene menor actividad que el
grupo control y finaimente en el PS el SOP presenta mas del doble de la actividad

bioldgica.
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DISCUSION

Se realizaron cromatoenfoques en diferentes gradientes de pH (SISTEMA |,
SISTEMA Il Y SISTEMA 1lI).

Empezamos trabajando con gradientes de pH de 7 a 4 (SISTEMA 1), este gradiente
no fue el adecuado para que se alcanzaran a observar las isoformas de la LH, por io que se
adecud la metodologia para realizar gradientes de pH de 8 a 6 (SISTEMA Il), sin embargo
en éste tampoco se alcanzaron a observar las isoformas de las pacientes con SOP y si las
isoformas del grupo control, por lo que se realizaron grédientes de pH aun mas alcalinos
(SISTEMA Il1).

SISTEMA i . 992474

Se formaron gradientes de pH de 11 a 7, estudios realizados por Grotjan y
colaboradores han reportado la presencia de isoformas de la LH en bovinos y en ovinos en
este rango de pH (19, 23, 48), cabe destacar que en este rango de pH no existen reportes
en la bibliografia que describan el aislamiento de isoformas de la LH en Humanos, sélo
Huhtaniemi ha reportado la presencia de isoformas de laLH en el rango de pHde 9 a 7.

Se observé que el comportamiento de las isoformas de las pacientes con SOP al igual que
las isoformas de las voluntarias del grupo control en este tipo de gradientes se alcanzaron a
separar de manera adecuada, se realizan 6 cromatoenfoques para el grupo de estudio y 6
para el grupo control, se muestran dos, (ver resultados: grafica 5 y 6). formandose S limites
de pH, de la siguiente forma: 1 de 10.50 a 9.80, 2 de 9:79 a 9.00, 3 de 8.99 a 8.29, 4 de
8.28 a 7.00 unidades de pH, por ultimo el que contiene el pico de sal (PS). El
reconocimiento inmunoldgico en el limite1fue mayor para las pacientes con SOP con 23 %,
a diferencia del grupo control que presenté un 14.58 %, con lo que respecta a el limite 2
este reconocimiento fue casi o mismo para ambos grupos, 19.94 y 18.55, respectivamente,
presentandose de manera analoga al limite 3 (31.25 y 31.76), respecto al limite 4 fue menor
en las pacientes con SOP en las del grupo control (13.90 y 23.44, respectivamente) y en el
PS el reconocimiento inmunolégico fue similar para cada grupo (11.90 y 11.65).
Resumiendo, en el limite 1 las pacientes con SOP tienen una mayor reconocimiento
inmunolégico, hay que notar que éste limite de pH es el mas alcalino, de 10.50 a 9.80

unidades de pH y en el limite 4 es inverso, presentandose mayor reconocimiento
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inmunoldgico en el grupo control, estos resultados concuerdan con los obtenidos por

Huhtaniemi, a pesar de que él utilizdé gradientes depHde 9a 7.

BIOENSAYOS EN CELULAS DE LEYDIG DE LAS ISOFORMAS:

Los resultados obtenidos demuestran la presencia de actividad bioldgica de las
isoformas de la LH en la regidn mas alcalina (limite 1) en el SOP, la actividad biolégica fue
mayor en las isoformas provenientes de pacientes con SOP, indicando que ésta se
relaciona con la alcalinidad y no con la cantidad presente a reconocida
radioinmunologicamente de las isoformas pertenecientes al grupo control, las cuales
presentan menor actividad bioldgica, respecto al limite -2 las isoformas del grupo control
presentan mayor actividad biolégica 18.83 % a 11.71%, al igual que en los limites 3 y 4, sin
embargo en el PS las isoformas que presentan mayor actividad bioldgica son las pacientes
con SOP con un 24.42% a siendo el grupo control de un 9.01%, sin embargo, el
reconocimiento inmunolégico fue el mismo, por lo que las isoformas que se encuentran en

el PS de las pacientes con SOP fueron bioldgicamente mas activas.

CONCLUSIONES

Las gonadotropinas LH y FSH son una familia de glicoproteinas muy cercana, en
cuanto a estructura se refiere que en las diferentes especies de mamiferos estas
gonadotropinas muestran un alto grado de conservacién en la secuencia de sus aa, ambas
no estan no estan represéntadas por estructuras moleculares uniformes (4, 5, 7, 11, 13),
sino por un arreglo de isoformas que son reguladas hormonalmente (4), estando formadas
por dos heterodimeros llamados a y B, estos heterodimerés de cada hormona contienen uno
o dos oligosacaridos heterogéneos unidos a asparagina con diferentes grados de
sulfatacién y cantidad de &cido sialico. Este amplio espectro en la glicosilacién, contenido
de acido sialico y sulfatacion constituyen las bases quimicas para la formaciéon de las
isoformas y la gran heterogeneidad de carga observada en estas hormonas (14, 16, 17, 18).
Concluyo que con estos resultados la LH en el SOP se encuentra en limites de pH entre. 11
a 7, aumentando casi linealmente su actividad biolégica conforme el pH va aumentando, y

siendo el reconocimiento inmunolégico mayor en la regién mas alcalina.
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ANEXO 1
SECCION DE GINECOLOGIA ENDOCRINA _
HOJA DE CAPTACION DE DATOS PARA PROTOCOLO

PAC. No

I. DATOS GENERALES

Nombre: Cédula: E
dad: Edo. Civil: Domicilio:

Tel: Fecha de ingreso:

Il. MOTIVOS DE LA CONSULTA

1) Esterilidad: a) Primaria b) Secundaria 2) Hirsutismo

3) Obesidad ___ 4) Acné 5) Transtornos Menstruales a) Tipo

6) Amenorrea: a) Primaria____ b) Secundaria 7) Galactorrea
Mastalgia ,

9) Dismenorrea_____ 10) Otros 11) Tiempo de Evolucién

I1l. ANTECEDENTES

Heredo-Familiares: :

12) Diabéticos 13) Hipertensivos 14) Cancer

15) Otros

Personales Patoldgicos:

16) Diabetes 17) Hipertensién

18)Tiroideos 19) Enfermedades de Transmision Sexual

20) Hepatitis 21) Cirugias

22) Otros

Gineco-Obstétricos:

23) Menarquia 24) Telarca 25) Pubarca

26) Ritmo Menstrual____/ __ a) regular b) irregular c) cortos
d)largos____ 27) Sangrado: a)normal____ b) abundante_____ ¢) escaso 28) Ultima
Menstruacién : 29) Dismenorrea no si
a)premenstrual b)transmenstrual 30) Inicio Vida Sexual Activa

31) Coital 32) Companero (s) Sexual (es) a) Edad )
Circuncidado 33) Embarazos 34) Partos: a) Término b)
Pretérmino 35) Abortos 36) Cesareas a)
Causas b) Fechas

37) Hijos: Vivos 38) Mortinatos 39) Lactancia a) si b)
no____ c)duracion 40) Anticoncepcién: a) si b) no

C) duracién 41) Tratamientos hormonales a) no___b) si___ ¢) tipo

d) duracion_____ e)fecha f) ultimo tratamiento

42) Cirugias Ginecolédgicas a) no b) si c) tipo

43) Legrados 44) Secrecidbn Mamaria a) no____ b) si____ ¢) serosa___d)
lactea

tiempo de evolucién 45) Acné a) no b) si ¢) traatamiento

46)Observaciones
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V. EXPLORACION FISICA

1) peso kg 2) talla 3)IMC kg/m? 4) Cintura

5) Cadera cm 6)ICC

7)Acnéa)no_____b)leve__ _ c) moderado d) severo

8) distribucién a) facial b) Térax anterior c)Torax posterior,

9) Hirsutismo a) puntaje b) clasificacion ¢) minimo d) leve

e) moderado f) severo 10) Vello pubico a) ginecoide b)
androide .

11) Mamas a) Tanner b) simétricas c) asimétricas Alteraciones
especificar

12) Genitales externos a) normales b) anormales, C)
especificar

13) Himen a) integro b) Carunculas himeneales 14) Vagina a) normal

b) anormal c) especificar, d) leucorrea

a) no b) si 15 Moco cervical a) ausente b) escaso ¢) moderado

d) abundante f) filancia cm 16) Utero a) forma b) tamaino

¢) situacion d) anomalias

17) Ovario derecho a) normal b) anormal c) especificar

18) Ovario - lzquierdo a) normal b) anormal c)
especificar

19) Otros hallazgos en la exploracién

V. EXAMENES DE LABORATORIO
fecha FSH LH E, Protactina Dia del ciclo

Otros examenes
fecha Resultados

VI. ULTRASONIDO
fecha Resultado

fecha Resultado
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ANEXO 2 :
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
MEXICO, D.F. a de de 199

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado
"CARACTERIZACION DE LAS ISOFORMAS MOLECULARES DE LH EN PACIENTES
CON SINDROME DE OVARIO POLIQUISTICO". El objetivo de este estudio es caracterizar
las isoformas de LH séricas en pacientes con sindrome de ovario poliquistico.

Se me ha explicado que mi participacién consistira en lo siguiente: Se realizara
una toma basal y una prueba aplicando una solucidn fisioldgica (suero), en una vena del
antebrazo tomando seis muestras de sangre por venoclisis. La toma basal consiste en sacar
un volumen de sangre determinado, cada 30 min. y la prueba es la aplicacion intravenosa
de un medicamento (hormona liberadora de gonadotropinas). Se realizara cada una en un
dia, al finalizar se retirara la venoclisis.

Se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, .
molestias y beneficios derivados en mi participacion en el estudio, que son los
siguientes: La prueba no reviste complicacion alguna y la cantidad de sangre extaida, no
repercutira en mi estado fisico. Al aplicar el medicamento mencionado, es probable que se
provoque una ovulacién prematura, y en caso de no desear embarazo y tener relaciones
sexuales, es recomendable que se emplee algun método anticonceptivo.

El investigador principal se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo o adecuado que pudiera ser ventajoso para mi
tratamiento, asi como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le
plantee a cerca de los procedimientos que se llevaron a cabo, los riesgos, beneficios o
cualquier otro asunto relacionado con la investigacién o con mi tratamiento. Entiendo que
conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere
conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo del Instituto.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificara en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados
con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. también se ha comprometido a
proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta
pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

nombre y firma del paciente
nombre, matricula y firma del investigador principal
testigo:

testigo:
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ANEXO 2 222474

El poliamortiguador es una substancia amortiguadora disefiada para usarse con
intercambiadores de poliresina, para cromatoenfoque, el poliamortiguador es usado
normalmente a una dilucion final de entre 1:8, 1:13 y 1.45 (para anfolitos), el
poliamortiguador esta disefiado para operar sobre intervalos maximos de 3 unidades de pH.

En el cromatoenfoque un gradiente de pH es formado al equilibrar la columna con un
amortiguador de inicio a un pH alto y un eluyente con un poliamortiguador a un pH bajo, si
el punto isoeléctrico de los componentes de la muestra es conocido entonces el rango de
pH es elegido para que el componente de interés eluya después de aproximadamente a 1/3
6 1/2 del gradiente de pH.

Un volumen de 20 a 30 ml de poliresina es suficieﬁte para la separacién de muestras
que contienen concentraciones de 1 a 200 mg de proteina/unidad de pH en el gradiente, sin
embargo la cantidad precisa de la poliresina puede depender de la resolucién requerida y
puede ser descubierto empiricamente, la poliresina se dispersa en un volumen pequefio del
amortiguador de inicio (aprox. 50% del volumen de cama asentada), para hacer el gel

El ion intercambiador normalmente es el cloruro, aniones monovalehtes pueden ser
usados como intercambiadores, pero es critico que estos aniones tengan un pKa al menos 2
unidades de pH por abajo del punto minimo del gradiente elegido, los iones bicarbonato
causan fluctuaciones en el gradiente de pH, por lo que todos los amortiguadores y el gel
deben ser desgasados antes de usarse.

La columna es montada verticalmente, la manguera de salida debe de tener 50 cm
aproximadamente por abajo de la parte superior de la columna, la cual debe de estar
cerrada, se colocan de 2 a 3 ml de amortiguador de inicio, para adicionar el gel previamente
agitado, se abre la valvula y se deja que el gel se asiente en la columna, se continua
empacando a un flujo inicial de 100 cm /hr, si el intercambiador del poliamortiguador no ha
sido equilibrado al empacar la columna, entonces se necesitan de 10 a 15 volumenes de

cama de columna, del amortiguador de inicio para la equilibracién, la cual se debe de llevar
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a cabo a una velocidad de flujo baja, la columna ha alcanzado el equilibrio cuando el pH y la
conductividad del eluyente se emparejan al amortiguador de inicio, para verificar el buen
empaquetamiento de la columna se recomienda hacer una solucidén de citocromo C de
bovino de 2 a 3 mg/ml, ya que es coloreado y fuertemente alcalino (pl 10.5) siendo repelido
por el gel, eluyendolo con amortiguador de inicio, se debe de observar una distribucién del
la solucién en forma de "plato”.

Para la preparacién de la muestra, se pueden aplicar de 1 a 200 mg de proteina por
10 ml del volumen de cama, el volumen de la muestra no es muy importante, la composicion
_ de esta no debe de tener grandes cantidades de sales, la muestra puede ser equilibrada
con amortiguador de inicio o amortiguador de corrimiento al usar la filtracion en Sephadex

G-25 (para desalinizar).

51



El jurado designado por la Divisién de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Universidad

Auténoma Metropolitana-iztapalapa aprobé la presente tesis el dia 30 de julio de 1997.

Dr. José Arturo Bermudez

M. en C. Pablo Damian Matsumura : M. en C. Joaquin Herrera Murioz

52



