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“Regulacion hormonal del grado de sializacion de la FSH y su posible implicancia

fisiologica”

La FSH se sintetiza y secreta como una familia de variantes glicosiladas, las cuales
difieren en el grado de sializaciéon y complejidad de sus oligosacaridos y en la induccién
de respuestas bioldgicas en células blanco. El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue
determinar la regulacién hormonal y el mecanismo por el cual se producen cambios en
el grado de sializacidn de la molécula de FSH y su posible implicancia sobre la regulacion
de la funciodn testicular. En pacientes andrquidos se observaron alteraciones en el grado
de sializacion de la FSH sérica, en la accion del GnRH y andrégenos. El grado de
sializacion de FSH se incrementd durante el desarrollo sexual de la rata. La castracion,
los andrégenos y un antagonista de GnRH afectaron la glicosilacion de la FSH hipofisaria
y la expresidn génica de la St6gall. Variantes glicosiladas de FSHrh indujeron respuestas
diferenciales en la produccién de estradiol, AMPc e inhibinas en células de Sertoli
inmaduras. Los resultados obtenidos demuestran que la regulacién de la expresion
génica de sialiltransferasas, del grado de sializacion de la FSH — involucrado en la
respuesta diferencial de la célula blanco — requiere de la integridad funcional del eje

hipotdlamo-hipofiso-testicular.

Palabras clave: FSH, Grado de sializacidn, Sertoli, Sialilatransferasas, Expresién Génica.



“Hormonal regulation of FSH sialylation and its physiological relevance”

FSH is produced and secreted as a family of glycosylation variants which differ from
each other in the sialylation and complexity degree of its oligosaccharides and in the
induction of biological responses. El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue
determinar la regulacién hormonal y el mecanismo por el cual se producen cambios en
el grado de sializacion de la molécula de FSH y su posible implicancia sobre la
regulacion de la funcion testicular.

The aim of this Doctoral Thesis was to determine the mechanisms involved in the
hormonal regulation of FSH sialylation and the impact of this characteristic on the
testicular function. Alterations in serum FSH sialylation, in GnRH and in androgen
actions were observed in anorquid patients. An increment in FSH sialylation was
observed during sexual development in the rat. Castration, androgens and GnRH
antagonist affected FSH glycosylation and the gene expression of St6gall. Different
charge analogues isolated from FSHrh induced differential responses on the estradiol,
cAMP and inhibins production by immature Sertoli cells.

These results show that the regulation of sialyltransferases gene expression, FSH
sialylation degree — involved in the differential response of the target cell — require the

functional integrity of the hypothalamic-pituitary-testicular axis.

Keywords: FSH, Sialylation, Sertoli, Sialiltransferases, Gene Expression.
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Introduccion

La interaccién de los érganos involucrados en el proceso de la reproduccion, el
cual asegura la continuidad de las especies ha sido ampliamente estudiada. Sin
embargo, se desconocen hasta el momento algunos aspectos de los mecanismos

que participan en la regulacion de la funcién reproductiva.

1. Eje hipotalamo-hipofiso-gonadal

La funcién reproductiva en los mamiferos es el resultado de complejas
interacciones entre el hipotalamo, la hipdfisis y las gonadas.

El hipotdlamo vy la glandula hipofisis son estructuras anatomica vy
fisioldgicamente muy relacionadas, las cuales constituyen una unidad funcional

que regula la actividad de las glandulas endocrinas (Figura 1).

Hipotalamo

Tallo hipofisario

hormonas \
hormonas

. 2 liberadoras
glicoproteicas
»
hormonas k
glicoproteicas 4

Figura 1: Esquema del eje hipotalamo-hipofisario
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El hipotdlamo ocupa la regién ventromedial del diencéfalo y esta comunicado
con la hipdfisis a través del infundibulo. Contiene a las neuronas secretoras de
factores liberadores de hormonas proteicas: GnRH (hormona liberadora de
gonadotrofinas), TRH (hormona liberadora de tirotrofina), CRH (hormona
liberadora de corticotrofina) y GHRH (hormona liberadora de hormona de
crecimiento). Estos factores son liberados a los vasos del sistema porta
hipotalamo-hipofisario, los cuales establecen la comunicacion entre el hipotalamo
y la hipofisis, para ejercer su accién sobre la adenohipdfisis.

El principal producto de secrecion del hipotdlamo relacionado con la
reproduccion, es el GnRH, el cual es sintetizado y secretado en forma pulsatil por
las neuronas localizadas en el nlcleo arcuato del hipotdlamo medio basal y en el
area preoptica del hipotdlamo anterior. Estas neuronas operan de manera
sincronizada y constituyen el denominado generador de pulsos de GnRH. Este
factor estimula la sintesis y secrecion de las hormonas luteinizante (LH) y foliculo-
estimulante (FSH), actuando a través de receptores especificos en los
gonadotropos de la hipoéfisis (Schally, 1978; Dan-Cohen y col., 1990).

La hipodfisis es una pequefia glandula situada en la base del crdneo, en una
hendidura del hueso esfenoides denominada silla turca. Se divide anatdbmicamente
en un Iébulo anterior o adenohipéfisis, un Ié6bulo intermedio (pars intermedia) y un
I6bulo posterior o neurohipdfisis.

La adenohipdfisis, que constituye los dos tercios de la glandula, estd formada
por células que se clasifican de acuerdo a sus productos de secrecién en:
somatotropos (secretoras de hormona de crecimiento, GH), lactotropos
(secretoras de prolactina, PRL), tirotropos (secretoras de tirotrofina, TSH),
corticotropos (secretoras de ACTH y péptidos relacionados) y gonadotropos
(secretoras de gonadotrofinas, LH y FSH).

El 16bulo intermedio consiste en una capa delgada de células en la zona que
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limita la adenohipéfisis con la neurohipéfisis. En muchas especies, en esta regién
se sintetiza la hormona melanocito estimulante (MSH).

El 16bulo posterior de la hipdfisis es de origen neural y estd constituido por
axones y terminaciones de neuronas cuyos cuerpos celulares residen en distintos
nucleos del hipotalamo. Almacena las hormonas antidiurética (ADH) y oxitocina
secretadas por estas neuronas.

Las gonadas, los ovarios en la hembra y los testiculos en el macho, son los
érganos reproductivos en los cuales residen las células germinales. Su principal
funcién es proveer el soporte necesario para que las gametas se desarrollen y
alcancen su maximo potencial, es decir que adquieran la capacidad de unirse a la
célula germinal del sexo opuesto y producir un embrién capaz de desarrollarse
normalmente. Ademas, las gonadas producen esteroides los cuales son esenciales
para el desarrollo y mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios.

Las gonadotrofinas LH y FSH, interaccionando con factores de produccién local,
regulan el crecimiento, diferenciacién y funcionalidad del ovario y del testiculo. En
consecuencia, constituyen las sefiales esenciales en el control de la actividad
ciclica del ovario y la espermatogénesis en distintas especies.

El ovario sintetiza estrégenos y progestdgenos y produce ovocitos fertilizables.
La FSH, actuando sobre las células de la granulosa, es el principal estimulo para el
crecimiento y maduracion folicular. La LH induce la produccién de andrégenos por
las células de la teca y participa en la ovulacién, causando la ruptura del foliculo
preovulatorio y la liberacién del ovocito. Luego de la ovulacién, las células
foliculares se luteinizan, dando lugar a la formacién del cuerpo lateo.

La funcion principal del testiculo es la sintesis de andrégenos y la produccién
de espermatozoides maduros. Los testiculos estan constituidos por dos
compartimientos: el intersticial, sitio en el cual se sintetizan androgenos, y el

tubular, donde tiene lugar el ciclo espermatogénico (Fawcett y col., 1973).
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El compartimiento intersticial es una regién altamente vascularizada que rodea
a los tubulos y en su interior se halla el fluido del mismo nombre, las células de
Leydig, macrofagos, mastocitos, fibroblastos y linfocitos. En las células de Leydig
se encuentran las enzimas necesarias para la sintesis de andrdégenos, siendo la
actividad de las mismas estimuladas por la LH.

El compartimiento tubular estd formado por los tubulos seminiferos, que se
encuentran rodeados por el tejido peritubular, fibras elasticas y miofibrillas.
Presentan un epitelio que contiene las células germinales, en distintos estadios de
su desarrollo, y las células de Sertoli, las cuales se extienden desde la membrana
basal hacia el lumen tubular emitiendo proyecciones que rodean a las células

germinales y conforman la barrera hematotesticular.

2. Hormona foliculo-estimulante

La FSH secretada por la hipdfisis anterior, regula procesos reproductivos
esenciales tales como el desarrollo y mantenimiento de la espermatogénesis y el
desarrollo folicular. Esta hormona se sintetiza y secreta como un continuo de
variantes moleculares de glicosilacién, las cuales difieren en sus caracteristicas
fisico-quimicas y bioldgicas (Chappel y col., 1983; Baenziger y Green, 1988;
Stockell y Renwick, 1992). A estas diferentes formas moleculares, que varian en
la estructura y composicién de sus cadenas carbohidratadas, se las denomina

variantes de glicosilacién 6 glicoformas.

2.1 Estructura molecular

La FSH, junto a la LH, la TSH y la gonadotrofina coridnica (CG), integran una
familia de hormonas glicoproteicas relacionadas estructuralmente entre si. Son

heterodimeros compuestos por dos subunidades, o y B, asociadas en forma no
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covalente. Dentro de una misma especie, la subunidad o es comin a todos los
miembros de la familia, y estd codificada por un mismo gen. Por el contrario, la
subunidad B es distinta para cada hormona, y otorga especificidad bioquimica y
biolégica a la molécula (Pierce y Parsons, 1981).

La subunidad o estd constituida por una cadena polipeptidica de 92
aminoacidos en humanos y 96 en otras especies, y posee dos sitios de N-
glicosilacion en los residuos asparagina (Asn) ubicados en las posiciones 56 y 82
en la FSH ovina y bovina, 6 52 y 78 en la FSH humana (Pierce y Parsons, 1981).
Si bien dentro de una misma especie, la ubicacién de los sitios de glicosilaciéon de
las subunidades o de las cuatro hormonas glicoproteicas es la misma (Ryan y col.,
1987), la estructura de las cadenas de oligosacaridos de esta subunidad difiere en
cada una de ellas (Nilsson y col., 1986). La subunidad p posee 111 aminodcidos y
dos sitios de N-glicosilacién en los residuos Asn ubicados en las posiciones 7 y 24
(Pierce y Parsons, 1981).

La Figura 2 muestra el modelo propuesto para la estructura molecular de la

FSH humana (Fox y col., 2001).
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Figura 2: Modelo de la estructura molecular de la FSH humana. La cinta gris claro
representa la subunidad o y la cinta gris oscuro, la subunidad B. Cada subunidad posee dos
cadenas de oligosacaridos (tomado y modificado de Fox y col., 2001).

2.2 Mecanismo de accion

Al igual que las demds hormonas glicoproteicas, la FSH ejerce sus efectos en
las células de la granulosa y de Sertoli a través de su unién a receptores
especificos de membrana, que pertenecen a una subfamilia de receptores
acoplados a proteina G. Los mismos estan constituidos por una cadena
polipeptidica que presenta un dominio N-terminal extracelular hidrofilico,
relativamente largo, y siete a-hélices hidrofébicas que constituyen los tipicos
dominios transmembrana, conectados por tres lazos cortos extracelulares y tres
intracelulares. Por ultimo, un dominio C-terminal corto, que se localiza

intracelularmente (Sprengel y col., 1990; Minegishi y col., 1991) (Figura 3).
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Figura 3: Estructura del receptor de FSHh. Se muestran los 7 dominios transmembrana (TM
1-7) en forma de a-hélices hidrofébicas, conectados por los lazos extracelulares (LE) e
intracelulares (LI) (tomado y modificado de Ulloa-Aguirre y col., 2009).

El receptor de FSH (FSHR) es una glicoproteina de 75 kDa codificada por un
solo gen que se localiza en el cromosoma 2 del genoma humano (Sprenguel y
col., 1990). Si bien las dos subunidades de la gonadotrofina interaccionan con el
receptor, éste distingue y reconoce al dimero por su subunidad B. La union de la
hormona con el dominio aminoterminal de su receptor induce una serie de
cambios conformacionales activandolo y permitiendo la transduccion de la sefial a
través de sus dominios transmembrana y de las asas intracelulares, resultando en
la activacién de las proteinas G.

El mecanismo clasico de accion de FSH es la via de sefializacion AMPc, a través
de la activacion de una proteina G estimulatoria (Walker y Cheng, 2005;
Hunzicker-Dunn y Maizels, 2006). La activacién de esta proteina G conduce a la

disociacion de la subunidad o, la cual estimula la adenilato ciclasa provocando un
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incremento en los niveles de AMPc intracelular. Como consecuencia, se produce la
activaciéon de la proteina quinasa A (PKA). La fosforilacién especifica por PKA
origina cambios en la estructura y funcion de enzimas, factores regulatorios o
proteinas estructurales de la célula blanco (Griswold, 1993).

Sin embargo, se han descripto otros mecanismos de sefalizacién por activacion
del complejo FSH/FSHR (revisados en Walker y Cheng, 2005; Hunzicker-Dunn y
Maizels, 2006; Ulloa-Aguirre y col., 2007; Gloaguen y col., 2011) ya que
numerosos efectos no pudieron ser explicados por el mecanismo clasico. Se ha
sugerido que otras vias alternativas podrian ser activadas por FSH en células
gonadales. Por ejemplo, se ha reportado que esta gonadotrofina es capaz de
inducir el aumento de calcio intracelular, activando la via PI3K/PKB en forma
independiente de PKA en células de Sertoli (Gorczynska y Handelsman, 1991;
Meroni y col., 2002, 2004). Por otro lado, se ha demostrado que las vias p38MAPK
y ERK1/2 dependientes también estan involucradas en la acciéon de FSH en estas

células (Meroni y col., 2004).

2.3 Regulacion hormonal de la secrecion de FSH

La sintesis y secrecion de FSH depende de la interacciéon de los componentes
del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal. El hipotdlamo, participa en este proceso a
través de la secrecion de GnRH; la hip&fisis, a través de la secrecion de activinas y
folistatinas y las gonadas, a través de la secrecion de péptidos y esteroides

(Figura 4).
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Figura 4: Regulacion de la funcién eje hipotalamo-hipdfiso-gonadal. La secrecion del
gonadotropo hipofisario es regulada por la integracién de la sefial del GnRH, de los esteroides
sexuales y de los péptidos hipofisarios y gonadales.

Para mantener una adecuada funcionalidad del gonadotropo, se requiere una
secrecion pulsatil de GnRH (Plant, 2015). Se ha demostrado que la exposicion
continua a altas dosis de GnRH provoca la desensibilizacion de la respuesta celular
asociada a una disminucién en el niumero de receptores de membrana y al
desacople de los sistemas de transduccion en las células productoras de
gonadotrofinas (Clayton, 1982; Chang y col., 1988; Cheng y Leung, 2005).

La amplitud y la frecuencia de los pulsos de GnRH regulan la expresién génica
diferencial de las subunidades o y B de las gonadotrofinas (Albanese y col., 1996).
En modelos animales se ha demostrado que la expresion del gen de la subunidad
B de LH (Lhb) es altamente dependiente de la amplitud del pulso de GnRH,
mientras que la expresion de la subunidad o de las hormonas glicoproteicas (Cga)
y de la subunidad B de FSH (Fshb) son relativamente independientes de la
amplitud del mismo (Papavasiliou y col., 1986; Marshall y col., 1991).

A su vez, los gonadotropos pueden responder en forma diferencial a las
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variaciones en la frecuencia de la pulsatilidad de GnRH. Pulsos de GnRH de alta
frecuencia (aprox. cada 30 minutos) favorecen la expresion del gen Lhb, mientras
que pulsos de baja frecuencia (2 a 4 horas) estimulan preferencialmente la
expresion de Fshb y en consecuencia, la secrecion de esta gonadotrofina
(Papavasiliou y col., 1986; Dalkin y col., 1989). Se ha propuesto que la activaciéon
transcripcional de Fshb estaria relacionada con la activaciéon diferencial de
determinadas vias de sefalizacién y con la abundancia relativa de factores de
transcripcidon estimulatorios e inhibitorios en el promotor de este gen, tales como
FOS, JUN, SKIL y TIGF1 (Kanasaki y col., 2005; Bernard y col., 2010; Mistry y
col., 2011).

El GnRH actla sobre receptores especificos en la membrana plasmatica de los
gonadotropos, que pertenecen a la familia de receptores acoplados a las proteinas
G, con siete pasos transmembrana, un dominio extracelular con dos sitios
potenciales de glicosilacion y un dominio intracelular muy pequefio (Clayton y
Catt, 1981; Reinhart y col., 1992). El complejo hormona-receptor se acopla a la
proteina Gog/11 con la subsecuente activacién de la fosfolipasa CB, liberacién de
calcio de depésito, y activacion de la proteina quinasa C (PKC). La activacién del
receptor de GnRH también lleva a la activacién de quinasas de la via MAPK; este
mecanismo culmina con la activacién de la transcripcién de los genes de las
subunidades de gonadotrofinas (Thackray y col., 2010).

Los esteroides sexuales producidos por las células de Leydig, las células de la
teca y las células de la granulosa regulan la sintesis y secrecién de LH y FSH.

En el eje hipotalamo-hipofiso-ovarico, los estrogenos ejercen efectos
inhibitorios y estimulatorios sobre la secrecidon de gonadotrofinas (Nakai y col.,
1978; Plant, 2015). A bajas concentraciones, los estrégenos ejercen una accion
inhibitoria sobre el hipotalamo, modificando la amplitud y frecuencia de los pulsos

de GnRH; y sobre la hipéfisis, modulando el nimero de receptores de este péptido
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(Kamel y col., 1987; Kaiser y col., 1993). Por el contrario, una exposicién
prolongada a altas concentraciones de estrégenos induce la liberacién de GnRH,
estimulando la secrecion de ambas gonadotrofinas (Levine y col., 1985). La accién
de la progesterona sobre la secrecion de gonadotrofinas es compleja; se ha
observado que pueden ejercer un efecto inhibitorio o estimulatorio de acuerdo al
tono estrogénico que la acompafa y a la presencia de activina (Leadem y Kalra,
1984; Miyake y col., 1993).

La acciéon de los andrdogenos sobre la funcién del eje hipotdlamo-hipoéfiso-
testicular es claramente inhibitoria a nivel de la secrecién de LH (Sherins y
Loriaux, 1973; Pitteloud y col., 2008a). El mecanismo por el cual los andrégenos
regulan la secrecion de FSH es complejo. Existen evidencias sobre el efecto
inhibitorio que la testosterona ejerce sobre la sintesis de FSH a nivel hipotalamico,
el cual seria mediado por la conversion de testosterona a estradiol (Matsumoto y
Bremner, 1984; Finkelstein y col., 1991; Bagatell y col., 1994; Lindzey y col.,
1998; Pitteloud y col., 2008b). Sin embargo, otros trabajos han sugerido que los
androgenos pueden ejercer un efecto estimulatorio a nivel hipofisario (Rea y col.,
1986; Bhasin y col., 1987; Arslan y col., 1989). En estudios posteriores, en
coincidencia con estos hallazgos, diversos autores han observado que la
testosterona estimularia la transcripcion del ARNm de Fshb en tejido hipofisario,
tanto in vivo como in vitro (Wierman y Wang, 1990; Paul y col., 1990; Winters y
col., 1992; Leal y col., 2003; Burger y col., 2004). Mas recientemente, estudios
realizados en una linea celular de gonadotropos han demostrado que la activacion
del promotor de Fshb por andrégenos se debe a la union del receptor de
androgenos con elementos de respuesta a hormonas en el promotor proximal
(Spady y col., 2004; Thackray y col., 2006).

La sintesis y secrecion de FSH también estd regulada por un mecanismo

especifico, en el cual intervienen péptidos pertenecientes a la superfamilia del
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factor de crecimiento transformante beta (TGFp): las activinas, inhibinas y
folistatinas.

Las activinas ejercen un efecto estimulatorio sobre la sintesis y secrecidon de
FSH. Por otro lado, actian como factores de crecimiento en distintos tipos
celulares (Vale y col., 1990). Estos péptidos son dimeros compuestos por dos
subunidades B, que se combinan para formar los homodimeros activina A (BABA) y
activina B (BBPBB); asi como el heterodimero activina AB (BABB) (Nakamura y col.,
1992; Vale y col., 1986; Ling y col., 1986) (Figura 5). Las activinas actian en
forma autocrina; Roberts y col. (1989) utilizando un cultivo de hipdfisis,
reportaron que las subunidades BB de inhibina/activina se localizan en los
gonadotropos. Estimulan la expresion génica de Fshb, la secrecion de la
gonadotrofina e incrementan la sensibilidad de los gonadotropos al GnRH,
estimulando la expresion del receptor de este factor liberador (Weiss y col., 1995;
Ling y col., 1986; Braden y Conn., 1992; Fernandez-Vazquez y col., 1996).

Las activinas interactian con receptores especificos de tipo serin-treonin
quinasa. La unién del ligando al receptor de activina tipo II (ActRIIA/B) conduce a
la heterodimerizacién y fosforilacion del receptor tipo I (ActRIA/IB); éste fosforila
a las proteinas SMADS 2 y 3, las cuales se unen a la proteina SMAD 4 en el
citoplasma y traslocan al nucleo, para activar la transcripcién de los genes blanco

(Lebrun y col., 1999; Massagué, 2000).
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Figura 5: Representacién esquematica de las estructuras de activinas, folistatinas e
inhibinas (tomado y modificado de Bilezikjian y col., 1994).

Las inhibinas son sintetizadas en las células gonadales y ejercen su accién
sobre los gonadotropos inhibiendo especificamente la sintesis y secreciéon de FSH
(Steinberger y Steinberger, 1976; Erickson y Hsueh, 1978; Robertson y col.,
1985). Estan formadas por dos subunidades o y B, unidas entre si por puentes
disulfuro. La subunidad B existe en dos formas altamente homoélogas llamadas BA
y BB, las cuales dan origen a los heterodimeros inhibina A (afA) e inhibina B
(apB), respectivamente. Ambos dimeros contienen idénticas subunidades o
(Mason y col., 1985; Ling y col., 1985; Forage y col., 1986) (Figura 5). Hasta el
momento no se ha identificado un receptor especifico para las inhibinas; se ha
observado que se unen a ActRIIA/B y a una proteina accesoria de unién o
correceptor, el betaglicano, formando el complejo betaglicano-inhibina-ActRIIA/B
que, al ser incapaz de reclutar al receptor tipo I, no desencadena la cascada de
sefales (Martens y col., 1997; Lewis y col., 2000; Wiater y col., 2006 y 2009).

La produccién de inhibinas a nivel gonadal es, a su vez, estimulada por la FSH

y modulada por diversos factores producidos localmente en las gonadas (Bicsak y
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col., 1986 y 1987).

La subunidad alfa de inhibina (Pro-aC), que se sintetiza como precursor de alto
peso molecular, contiene la regidon Pro del péptido y no se ha demostrado hasta el
momento que ejerza alguna actividad bioldgica con relaciéon a la produccién vy
secrecién de FSH. Diversos estudios han reportado que la inmunizacién contra la
porcion N-terminal de la Pro-aC afecta la fertilidad en hembras (Findlay y col.,
1989 y 1994; Russell y col., 1994 y 1995). En un estudio reciente, Cai y col.
(2011) reportaron que la Pro-oaC seria importante para el desarrollo de las
espermatides redondas durante la primer onda espermatogénica en el ratén, asi
como en el establecimiento de la barrera hemato-testicular.

Las folistatinas son glicoproteinas aisladas por primera vez de fluido folicular,
las cuales inhiben la produccién de FSH (Esch y col., 1987; Ueno y col., 1987;
Vale y col., 1988). También son producidas en la hipéfisis, particularmente por las
células foliculoestrelladas de la hipdfisis anterior, donde actuarian como un
modulador local de la sefalizacion de la activina en los gonadotropos
(Gospodarowicz y Lau, 1989; Kogawa y col., 1991; Bilezikjian y col., 1993 y
2003). Su efecto inhibitorio sobre la produccién de FSH se ejerce como
consecuencia de la unién con alta afinidad a la activina, bloqueando la actividad
biolégica de este péptido (Figura 5) (Nakamura y col., 1990; Shimonaka y col.,
1991). En estudios posteriores se demostré que dos moléculas de folistatina
forman un complejo con una molécula de activina, de forma tal que enmascaran
los sitios de unidn de este dimero a su receptor (Fischer y col., 2003; Keutmann y
col., 2004; Thompson y col., 2005; Harrison y col., 2006).

Si bien inicialmente se las describi6 en fluidos bioldgicos como factores
inhibidores de la FSH, en la actualidad se conoce que estdn ampliamente
distribuidas y ejercen diversas funciones regulatorias (Welt y col., 2002).

Se han descripto multiples isoformas, generadas por corte y empalme de
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exones alternativos. Este mecanismo produce dos isoformas principales (FS-315 y
FS 288). A partir de las cuales, por clivaje y glicosilacién, se originan varias
isoformas; hasta seis formas moleculares fueron identificadas en fluidos biolégicos

(Shimasaki y col., 1988; Inouye y col., 1991; Sugino y col., 1993).

3. Regulacioén de la funcion testicular

3.1 Caracteristicas de la secrecion de FSH durante el periodo fetal,

postnatal, infancia y pubertad

Las caracteristicas de la actividad del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal difieren
en las distintas etapas de la vida.

Durante la gestacidon, los cambios en el contenido hipofisario y en las
concentraciones séricas de gonadotrofinas en el feto reflejan el desarrollo y
maduracion del eje. Esta maduracion comprende el establecimiento de la
regulacion de la secrecion fetal de gonadotrofinas y el desarrollo del mecanismo
de retroalimentacién negativo (Kaplan y col., 1976). El sistema porta hipotdlamo-
hipofisario se establece en las semanas 11 a 13 de la gestacion en humanos
(Figura 6).

Los gonadotropos se diferencian entre las semanas 8 y 10, y poco tiempo
después se detecta FSH en circulacion fetal (Kaplan y Grumbach, 1976). En
coincidencia con estos hallazgos, otros autores identificaron la subunidad o de
gonadotrofinas a partir de la 9% semana de gestacidon, mientras que las
subunidades B se expresan a partir de la semana 12 (Asa y col., 1986). Si bien la
produccién de gonadotrofinas ocurre cuando el sistema porta hipotalamo-
hipofisario ain no se encuentra totalmente desarrollado, se ha postulado que en
este momento de la gestacién la secrecion de gonadotrofinas no seria dependiente

de GnRH (Kaplan y Grumbach, 1976).
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Durante el tercer trimestre de la gestacién aumentaria la sensibilidad del
hipotdlamo a la accion de los esteroides sexuales, produciendo la disminucién de
los niveles de gonadotrofinas a partir de la semana 25 y alcanzando los niveles
minimos hacia el final de la gestaciéon (Kaplan y Grumbach, 1976; Sklar y col.,

1981; Beck-Peccoz y col., 1991).

Semanas de
gestacion (o] 9 10 11-13 20 24 25 38-40

| o2
l
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mecanismo de
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Niveles negativo ejercido por los
e detect_an maximos de esteroides sexuales
onadotrofinas
gonac n gonadotrofinas
en circulaciéon
general
Niveles minimos
Se detecta de gonadotrofinas
GnRH, LH y
FSH en
hipdfisis
Migracién de

las neuronas
productoras de
GnRH hacia el
nucleo arcuato

Figura 6: Esquema del desarrollo del eje hipotdlamo-hipodfiso-gonadal durante la gestacién
en humanos.

Si bien los datos en la literatura sobre la producciéon de inhibinas fetales son
escasos, existen evidencias que muestran que el testiculo fetal humano expresa
las subunidades o, BA y BB de inhibinas, aunque no se conoce aun la posible
contribucion de estos péptidos a la regulacion de la secrecion de FSH en este
periodo de la vida (Rabinovici y col., 1991; Anderson y col., 2002).

Después del nacimiento, debido a la inhibicion producida por las altas
concentraciones de estrégenos placentarios, los niveles séricos de gonadotrofinas
se encuentran transitoriamente disminuidos en los primeros dias de edad (Corbier
y col., 1990; Massa y col., 1992; Andersson y col., 1998; Bergada y col., 2006). A
partir de la segunda semana, las gonadotrofinas aumentan progresivamente,

permaneciendo elevadas hasta aproximadamente los 3 meses de edad en los
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ninos (Andersson y col., 1998; Bergada y col., 2006). En este periodo, la funcién
principal de la FSH es la estimulacién de la proliferacién de las células de Sertoli y
la produccién de inhibina B y hormona antimilleriana (AMH); mientras que la LH,
actuando sobre las células de Leydig, estimula la producciéon de testosterona. Es
interesante destacar que en las nifias las concentraciones séricas de
gonadotrofinas permanecen elevadas hasta los 2-3 afios de edad (Andersson y
col., 1998; Resende y col., 2007). Posteriormente, los niveles de gonadotrofinas
descienden, manteniéndose en sus valores minimos hasta el momento en que se
inicia la pubertad (Forest y col., 1974 y 1976).

Se han propuesto dos mecanismos que actuarian relacionados entre si para
explicar el periodo de aparente quiescencia o pausa juvenil: el mecanismo de
retroalimentacion negativo, ejercido por los esteroides gonadales, y el mecanismo
inhibidor intrinseco del sistema nervioso central (SNC), que seria independiente de
los esteroides gonadales. El primer mecanismo propone que en este periodo de la
vida, el eje hipotdlamo-hipdéfiso-gonadal poseeria una alta sensibilidad al efecto de
retroalimentacion negativo ejercido por los andrégenos; asi, las bajas
concentraciones de andrégeno durante la infancia y prepubertad serian suficientes
para inhibir el eje hipotdlamo-hipéfiso-gonadal (Grumbach y Kaplan, 1990). Por
otro lado, el mecanismo intrinseco propone que existe un componente neural
inhibidor que actua sobre el hipotdlamo (Terasawa y Fernandez, 2001).

El periodo de quiescencia finaliza cuando se inicia la pubertad, como
consecuencia de la reactivacion del generador de pulsos de GnRH hipotalamico, e
involucra a los dos mecanismos responsables de la pausa juvenil. Por un lado, se
produce una disminucién en la sensibilidad del hipotdlamo a la retroalimentacién
negativa ejercida por los esteroides sexuales. Por otro lado, en forma
independiente a los esteroides gonadales, se produce una disminucién de la accion

inhibitoria del mecanismo intrinseco del SNC. El aumento de la actividad a nivel
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hipotaldamico parece ser consecuencia de dos factores principales: i) la activacién
de impulsos interneuronales excitatorios (aminodcidos excitatorios, sistema
noradrenérgico, kisspeptina, neuropéptido Y, leptina, factores de crecimiento), y
ii) la reduccion de impulsos inhibitorios (GABA, sistema opiode, dopamina)
(Terasawa y Fernandez, 2001; Grumbach, 2002).

El resultado de estas interacciones es un aumento de la secreciéon pulsatil de
GnRH que desencadena el proceso puberal. La primera manifestacion endocrina
del comienzo de la pubertad es el aumento de la secrecién pulsatil de LH nocturna
(Wennink y col., 1988). A medida que avanza el desarrollo puberal, aumenta
gradualmente la frecuencia de los pulsos de LH, hasta alcanzar una periodicidad
de 1 pulso/90 minutos, que es el patréon observado en adultos (Spratt y col.,
1988; Albertsson-Wickland y col., 1997).

Se ha clasificado al desarrollo puberal en 5 estadios, conocidos como los
estadios de Tanner I a V (Marshall y Tanner, 1970) que describen en forma
progresiva las caracteristicas de este periodo de la vida en base al grado de
desarrollo genital y del vello pubiano. Asi, el estadio de Tanner I comprende la
etapa prepuberal; el estadio de Tanner II o pubertad temprana comprende el
comienzo de la pubertad, el cual se caracteriza por el aumento del volumen
testicular en los nifios y por el comienzo del crecimiento mamario en las nifias. En
el estadio de Tanner III o pubertad media se profundizan las caracteristicas
puberales. Finalmente, en la pubertad avanzada (estadios de Tanner IV y V) se
adquieren las caracteristicas que persistiran en la vida adulta.

Los niveles de FSH aumentan a través del desarrollo puberal; sin embargo, las
variaciones en los niveles de esta gonadotrofina producidas entre los estadios de
Tanner IV y V no son significativas, probablemente debido al mecanismo de
retroalimentacion negativo ejercido por la inhibina B, el cual se estableceria

durante el estadio de Tanner III (Andersson y col., 1997; Crofton y col., 1997 y

18



Introduccion

2002; Radicioni y col., 2005).

El aumento del volumen testicular, que determina el comienzo de la pubertad,
se produce a expensas de la proliferacién de las células germinales, seguido luego
de unos meses por la aparicidon del vello pubiano. A partir de ese momento se
desarrollan los caracteres sexuales secundarios, los cuales se acompafian con
cambios en el crecimiento, la maduracién O6sea, el comportamiento, etc. y

variaciones hormonales determinantes de todas estas manifestaciones.

3.2 Implicancia de la ausencia de tejido testicular en la secrecién de
FSH

La anorquia, definida como la ausencia de tejido testicular en un individuo 46
XY normalmente virilizado, puede ser congénita o adquirida. Si bien la etiologia de
esta patologia aun no ha sido completamente dilucidada, el tejido testicular
funcional debe estar presente durante el primer trimestre de vida fetal, para
permitir que la AMH, secretada por las células de Sertoli, provoquen la regresion
de los conductos de Miiller y los andrégenos, sintetizados por las células de
Leydig, induzcan la diferenciacién de los conductos de Wolff y la virilizacién de los
genitales externos (Rey y Grinspon, 2011).

Diversos autores han reportado que el incremento en los niveles de FSH en
pacientes anérquidos es mayor al incremento en los niveles de LH (Brauner y col.,
2011; Grinspon y col., 2012). Estos hallazgos probablemente se deban a la
ausencia del mecanismo de retroalimentaciéon negativo ejercido por inhibina B en
forma especifica sobre la FSH. En pacientes anérquidos, si bien se mantiene el
patréon de secrecién de gonadotrofinas observado en nifios normales, los niveles
de las mismas se encuentran elevados. Durante los primeros meses de vida,
ambas gonadotrofinas se encuentran francamente aumentadas; luego disminuyen

en la infancia. La LH disminuye mas rapidamente que la FSH, pudiendo incluso
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alcanzar los valores normales. Al comienzo de la pubertad, ambas gonadotrofinas
aumentan nuevamente, alcanzando valores muy superiores al rango observado en
nifios normales (Grinspon y col., 2012). Los elevados niveles de gonadotrofinas en
estos pacientes son atribuidos a la ausencia del mecanismo de retroalimentacion

negativa ejercido por la gonada.

3.3 Regulacioén de la produccion de inhibinas en la gonada masculina

Clasicamente se ha aceptado que la FSH es el principal estimulo para la
secrecién de inhibinas en las células de Sertoli. Los primeros estudios realizados
en roedores demostraron que el estimulo de FSH sobre la produccién de inhibina
se ejerce a nivel de la expresién de la subunidad o pero no se observaron efectos
significativos sobre la expresién de la subunidad BB (Toebosch y col., 1988 y
1989; Pineau y col., 1990; Klaij y col., 1990). Utilizando técnicas mas sensibles se
logr6 demostrar que la subunidad BB también puede ser estimulada por FSH
(Najmabadi y col., 1993; Okuma y col., 2006).

Con el desarrollo de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la secuencia
especifica que diferencia la subunidad BA de la BB de inhibina/activina, la region
Pro y la region oC de la subunidad o de inhibina, se pudo demostrar que la
inhibina B es la Unica forma dimérica de inhibina detectada en el hombre (Groome
y O’Brien, 1993). Illingworth y col. (1996) demostraron por primera vez, en
condiciones fisioldgicas y patoldgicas, la relacién inversa que existe entre los
niveles séricos de inhibina B y la FSH. En base a estas evidencias se propuso a la
inhibina B como regulador endocrino de la secrecion de FSH mediante un sistema
de retroalimentaciéon negativo. Trabajos realizados por Jensen y col. (1997) y
Pierik y col. (1998) demostraron que los niveles circulantes de inhibina B se
correlacionan con el volumen testicular y la concentracion espermatica en
hombres fértiles e infértiles, confirmando el estimulo ejercido por las células

germinales presentes en el tubulo seminifero sobre la produccién de este dimero
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en el adulto.

Cuando se determind el perfil de inhibina B circulante en el varon desde el
nacimiento hasta la edad adulta se observd que los niveles de FSH y de inhibina B
se incrementan simultdneamente en dos periodos de la vida: la etapa postnatal y
la peripuberal. En la etapa postnatal, en la cual los niveles circulantes alcanzan o
superan los observados en el adulto, la correlacion positiva entre la inhibina B y la
FSH se mantiene durante los primeros 3 meses de vida (Andersson y col., 1998;
Chada y col., 2003). Posteriormente, los niveles de FSH circulante descienden
rapidamente hasta alcanzar valores prepuberales; sin embargo, la inhibina B
disminuye en forma lenta y progresiva, alcanzando los niveles mas bajos entre los
4 y los 10 afos de edad (Bergada y col., 1999; Crofton y col., 2002).En
consecuencia, es dificil determinar la posible accién que tendria la FSH sobre la
produccién de inhibina B en el periodo postnatal y durante la infancia. Si bien se
puede postular que otros factores estimularian su sintesis, el perfil sérico
demuestra claramente que la célula de Sertoli es capaz de producir inhibina B en

ausencia de espermatogénesis.

3.4 Accioén de la FSH sobre la célula de Sertoli

Las células de Sertoli proveen soporte estructural, nutrientes y factores
regulatorios esenciales para la diferenciacion de las células germinales. Cada
célula de Sertoli puede sostener el desarrollo de un nimero limitado de células
germinales; en consecuencia, el nimero y funcionalidad de las células de Sertoli
determinard en el adulto su capacidad espermatogénica (Johnson y col., 1984;
Orth y col., 1988).

La funcion de las células de Sertoli se encuentra regulada por FSH, por la
testosterona sintetizada en las células de Leydig y por distintos factores

producidos en el tubulo seminifero.
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Las acciones biolégicas de la FSH sobre las células de Sertoli son complejas y
varian de acuerdo al grado de maduracién de estas células (Meachem y col.,
2005). En la rata, el receptor de FSH se expresa en estas células a partir de los
ultimos dias de la vida fetal y en el animal adulto su expresion varia en los
distintos estadios del ciclo del epitelio seminifero (Heckert y Griswold, 1991).

Una de las funciones mas relevantes de la FSH sobre las células de Sertoli
inmaduras es la estimulacion de su proliferacion (Orth, 1984). Sélo las células de
Sertoli inmaduras tienen la capacidad de proliferar y lo hacen durante dos
periodos de la vida: el periodo fetal-neonatal y el periodo peripuberal (Steinberger
y Steinberger, 1971; Orth, 1982; Cortes y col., 1987; Sharpe y col., 2003).

La FSH también participa en la regulaciéon del proceso de maduracién terminal
de las células de Sertoli. Este proceso involucra importantes cambios morfolégicos
y funcionales, la pérdida de la capacidad proliferativa y la conformaciéon de las
uniones intercelulares que originan la barrera hemato-testicular.

Asimismo, la FSH estimula la producciéon de diversas proteinas y esteroides
secretados por las células de Sertoli, como la proteina ligadora de andrdégenos
(ABP), la transferrina, el activador de plasminégeno, la aromatasa, la AMH vy la
inhibina inmunoreactiva (Fritz y col., 1976; Skinner y Griswold, 1982; Lacroix y
col., 1977; Dorrington y Armstrong, 1978; Al-Attar y col., 1997; LeGac y de
Kretser, 1982). Esta actividad secretoria de las células de Sertoli es modificada a
lo largo de su desarrollo: la capacidad de sintetizar AMH y estrégenos es
caracteristica de las células de Sertoli inmaduras; en cambio, la capacidad de
sintetizar ABP vy transferrina es caracteristica de etapas mas avanzadas de
maduracion.

Otras funciones de las células de Sertoli moduladas por la FSH incluyen el
transporte de glucosa y su conversion a lactato, el cual es el sustrato metabolico

mas importante de las células germinales (Riera y col., 2001).
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Como se menciond anteriormente en el item 2.2, los efectos bioldgicos de la
FSH en las células de Sertoli son mediados a través de la activacion de diversos
mecanismos de sefalizacion intracelular. Entre ellos, la via de ERK1/2 regula
principalmente sefales mitogénicas. Crépieux y col. (2001) mostraron que la FSH
puede ejercer efectos opuestos sobre esta cascada de sefializacion: en células de
Sertoli inmaduras, la gonadotrofina ejerce su efecto mitogénico por activacion de
la quinasa ERK1/2; por el contrario, en células de Sertoli que se encuentran en la
etapa de maduracién terminal, esta quinasa es inhibida por FSH. Estos hallazgos
sugieren que la FSH puede inducir respuestas diferenciales segin el grado de
maduracion de las células de Sertoli.

Un estudio del analisis de la expresion génica global utilizando microarreglos
identific6 alrededor de 300 genes regulados por FSH en células de Sertoli
(McLean y col., 2002). Entre ellos se encontraron genes clasicamente descriptos
como regulados por esta gonadotrofina, como la proteina STAT, la subunidad o de
inhibina, el activador de plasmindgeno, el protooncogen cMyc, y otros genes que
no han sido reportados como genes blanco de FSH. En un trabajo reciente, se
observé un patrén de expresion génica diferencial en células de Sertoli durante la
progresién de la espermatogénesis (Zimmermann y col., 2015). Este patron
reflejé el estado de maduracion de estas células; los autores observaron que en
células de Sertoli inmaduras se estimula la expresién de genes relacionados con
proliferacion celular, replicacién de ADN y activadores del ciclo celular. Por el
contrario, las células de Sertoli maduras expresan genes relacionados con la
formacién de la barrera hemato-testicular y con proteinas involucradas en la

sintesis de lactato y piruvato.
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4. Microheterogeneidad molecular de FSH

Las diferencias en la estructura y composicién de los oligosacdridos presentes
en la FSH origina su microheterogeneidad molecular. Los péptidos que forman las
subunidades de FSH se sintetizan en los ribosomas como cadenas pre-o y pre-p,
ya que contienen en la regién N-terminal sefiales de clivaje y glicosilacion. El
procesamiento de estos péptidos sefial ocurre mientras la cadena polipeptidica
aun esta siendo sintetizada en el Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER) (Pierce y
Parsons, 1981). Asimismo, la formacion del heterodimero o B tiene lugar en esta
organela (Hoshina y Boime, 1982; Peters y col., 1984). La glicosilacién de FSH
comienza en el RER del gonadotropo, con la transferencia co-traduccional del
precursor de la cadena de carbohidratos (un oligosacarido unido a dolicol) al
residuo de asparagina que se encuentra en un sitio de consenso para la N-
glicosilacién (Asn-X-Ser/Thr). Esta cadena es posteriormente modificada en las
cisternas cis, media y trans del aparato de Golgi, por una serie de enzimas
(glicosidasas y glicosiltransferasas) que actuan en forma estrictamente ordenada y
consecutiva (Kornfeld y Kornfeld, 1985). Si el proceso se completa, la proteina
presentara oligosacaridos de estructura compleja (biantenarios, bisectados y de
alto grado de ramificacion); por el contrario, estructuras cuyo procesamiento ha
sido interrumpido corresponden a cadenas de oligosacaridos de tipo hibrido o que
tienen un alto contenido en manosa. Las variantes de glicosilacion de FSH difieren,
ademas, en el grado de sializacién presente en las cadenas de carbohidratos

unidas al dominio peptidico (Chappel y col., 1983; Creus y col., 2001).

4.1 Procesamiento de los oligosacaridos en las glicoproteinas

La N-glicosilacion de proteinas es una modificacién fundamentalmente post

traduccional que resulta en la unién covalente de un oligosacdrido en un residuo
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de Asn de una cadena polipeptidica.

4.1.1 Transferencia del precursor de oligosacdridos a proteinas

nacientes

El proceso de glicosilacién se inicia en el RER, con la transferencia co-
traduccional de un oligosacarido precursor comin compuesto por 14 residuos de
azucar (GlczsMangNAcGIc,) desde el transportador lipidico dolicol pirofosfato (P-P-
Dol, Figura 8) a un aminodcido Asn en la cadena polipeptidica. Esta reaccién es
catalizada por el complejo multiproteico oligosacariltransferasa (OST), el cual
reconoce una secuencia especifica Asn-X-Ser/Thr, donde X puede ser cualquier
aminodcido excepto prolina y acido aspartico (Figura 9, reaccién 1) (Knauer y
Lehle, 1999a). El complejo OST, que en mamiferos estda compuesto por 8
subunidades diferentes, se une al GlcsMangNAcGIc,-P-P-Dol anclado en la
membrana del RER de forma tal que la cadena carbohidratada se oriente hacia el
lumen, y transfiere el glicano a la cadena polipeptidica naciente clivando la unién
de alta energia NAcGIc,-P, y liberando dolicol fosfato (P-Dol) en el proceso

(Knauer y Lehle, 1999b; Kelleher y Gilmore, 2006).
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[
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Figura 8: Estructura del oligosacarido precursor. El oligosacarido precursor de las N-
glicoproteinas estd compuesto por dos residuos de N-acetilglucosamina (NAcGlc, cuadrados
azules), nueve residuos de manosas (Man, circulos verdes) y tres residuos de glucosa (Glc,
circulos azules). Las letras mayusculas A, By C indican las antenas; las letras mindsculas a-n
designan cada azlcar y se usan en el texto. Se muestra en tipo de enlace entre cada residuo
de azucar (tomado y modificado de Aebi y col., 2010).

4.1.2 Procesamiento de los oligosacdridos unidos al polipéptido

Inmediatamente después de su transferencia a la proteina, los tres residuos de
glucosa son removidos por la accién secuencial de las enzimas a-glucosidasa 1y 2
(Figura 9, reaccién 2 y 3). Ambas enzimas actuan en el lumen del RER; la a-
glucosidasa 1 remueve el residuo glucosa a1-2 terminal (glucosa n, Figura 8), y la
a-glucosidasa 2 actua sobre los dos residuos internos de glucosa a1-3 (glucosas m
y |, Figura 8). Posteriormente, por acciéon de la a-manosidasa 1 del RER se
remueve un residuo manosa terminal del brazo central (manosa i Figura 8 y
reaccion 4 Figura 9) originando la estructura MangNAcGIc,. El polipéptido con la
cadena de carbohidratos en formacioén es transportado a la cisterna cis del aparato
de Golgi, donde seguira su procesamiento.

En la cisterna cis del aparato de Golgi, se produce la remociéon de los tres
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residuos restantes de manosas a1-2 (manosas g, f y k, Figura 8) por accién de las
o-manosidasas 1a, 1b y 1c para rendir el oligosacdrido MansNAcGlc, (Figura 9,
reaccion 5). Estas tres manosidasas son isoenzimas que catalizan la misma
reaccion, diferenciandose entre ellas en su expresion tejido-especifica y en el
orden en que remueven los residuos de manosas de la estructura MangNAcGIc;
(Herscovics, 2001). Durante este proceso, se forman una serie de intermediarios
con alto contenido en manosa con seis, siete u ocho residuos de este azuUcar,
aunque la estructura MansNAcGlc, es la uUnica con alto contenido en manosa
encontrada en cantidades apreciables en las glicoproteinas maduras. Ademas esta
estructura es el intermediario en la sintesis de oligosacaridos de tipo hibrido y
complejos.

A continuacién, la glicoproteina es transportada a la cisterna media del aparato
de Golgi, donde dependiendo de las reacciones enzimaticas que ocurran pueden
obtenerse dos tipos de estructuras carbohidratadas: precursores de oligosacaridos
de tipo hibrido o precursores de oligosacaridos de tipo complejo.

% La primer reacciéon involucra el agregado de un residuo de N-
acetilglucosamina al C-2 de la manosa «1-3 (manosa d, Figura 8). Esta reaccion
es catalizada por la enzima N-acetilglucosaminiltransferasa 1 (Figura 9, reaccion
6). El producto de esta reacciéon, NAcGlcMansNAcGlc,, puede ser sustrato de dos
enzimas diferentes, originando asi los precursores de oligosacaridos de tipo
complejos o precursores de oligosacaridos de tipo hibrido:

% Precursor de oligosacaridos de tipo complejo: el agregado del residuo
NAcGIlc produce un reordenamiento estérico de los residuos a-manosas unidos al
brazo Manal-6 (manosas h y j, Figura 8) permitiendo que los mismos sean
eliminados por las enzimas a-manosidasa 2 (Tulsiani y col., 1982) o su isoenzima
2x (Chui y col, 1997) (Figura 9 reacciéon 7). De esta forma se origina una

estructura de tipo monoantenaria que sera precursora de estructuras de tipo
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complejo, pues permitird la incorporacion de varios residuos NAcGIc por la accion
sucesiva de distintas N-acetilglucosaminiltransferasas.

El primer producto es una estructura biantenaria, producida por la accién de la
enzima N-acetilglucosaminiltransferasa 2, que agrega un residuo NAcGIc al brazo
Manal-6 (manosa e, Figura 8 y reaccion 8 Figura 9). Esta misma estructura puede
ser convertida en productos altamente ramificados (tri- o tetra-antenas) por la
incorporacién de sucesivos residuos de NAcGIc al C-4 de la manosa a1-3 (residuo
d, Figura 8) y/o al C-6 de la manosa a1-6 (residuo e, Figura 8) mediante la acciéon
de las N-acetilglucosaminiltransferasas 4 y 5, respectivamente (Figura 9,
reacciones 10y 11).

A partir de las estructuras biantenarias y triantenarias también se pueden
sintetizar estructuras de tipo bisectadas, si se incorpora un residuo NAcGlc por
union B1-4 con el residuo interno p-manosa del core (manosa c, Figura 8 y
reaccion 12 Figura 9), reaccion catalizada por la N-acetilglucosaminiltransferasa 3.
La presencia de este residuo bisectado de NAcGIc inhibe la accién posterior de las
N-acetilglucosaminiltransferasas 2, 4 y 5 en ensayos in vitro; sin embargo, se
pueden encontrar estructuras bi-, tri- y tetra-antenarias bisectadas cuando la N-
acetilglucosaminiltransferasa 3 actua después de las otras N-
acetilglucosaminiltransferasas (2, 4 y 5).

% Precursor de oligosacaridos de tipo hibrido: Se producen si la enzima N-
acetilglucosaminiltransferasa 3 (Figura 9 reacciéon 12) agrega un residuo NAcGIc
por unién B1-4 al residuo interno de manosa B1-4 del core (manosa c, Figura 8).
Esta transferencia impide que la enzima a-manosidasa 2/2x elimine los dos
residuos terminales de manosas del brazo Mana1-6 (manosas h y j, Figura 8), de
forma que estos residuos de manosas estaran presentes en la glicoproteina
madura. El otro brazo puede continuar su elongaciéon en la cisterna trans del

aparato de Golgi, con la incorporacién de residuos de galactosa y acido sialico.
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Por otro lado, en la cisterna media del aparato de Golgi también se encuentra
la enzima fucosiltransferasa 8 (Fut8) que agrega fucosa al residuo NAcGIc unido a

la Asn (Longmore y Schachter, 1982) (Figura 9, reaccién 9).
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Figura 9: Biosintesis de N-glicoproteinas I. Se muestra el proceso de glicosilaciéon de proteinas en el RER y
en los compartimientos cis y medio del aparato de Golgi. 1) Oligosacariltransferasa; 2 y 3) a-glucosidasa 1y
2; 4) a-manosidasa 1 del RER; 5) a-manosidasas 1a, 1b y 1c; 6) N-acetilglucosaminiltransferasa 1; 7) a-
manosidasa 2; 8) N-acetilglucosaminiltransferasa 2; 9) fucosiltransferasa; 10) N-
acetilglucosaminiltransferasa 4; 11) N-acetilglucosaminiltransferasa 5; 12) N-acetilglucosaminiltransferasa
3.
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4.1.3 Elongacion de las cadenas carbohidratadas por el agregado de

azucares terminales

La etapa final en la sintesis de los oligosacaridos complejos, que ocurre en la
cisterna trans del aparato de Golgi, consiste en la adicion de galactosa, N-
acetilgalactosamina, acido sialico y/o sulfato.

Cada residuo NAcGIc perteneciente a cualquiera de las estructuras que se
muestran en la Figura 9 puede ser aceptor de un residuo galactosa a través de
una union B1,4 por accion de la enzima galactosiltransferasa (Figura 10, reaccion
13). Finalmente, las enzimas responsables de la adicion de &cido sidlico a las
cadenas de oligosacaridos, la sialiltransferasas, incorporan un residuo de acido

sidlico al residuo galactosa terminal (Figura 9, reaccién 14).
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Figura 10: Biosintesis de N-glicoproteinas II. Se muestra el proceso de elongacion
de las cadenas oligosacaridas en la cisterna trans del aparato de Golgi. 13)
galactosiltransferasa; 14) sialiltransferasa.

En forma alternativa al agregado de galactosa y acido sidlico también es
posible la formacion de estructuras sulfatadas en un numero limitado de
glicoproteinas, como consecuencia de la adiciéon de NAcGal en lugar de galactosa,

y sulfato en lugar de &cido sidlico (Parsons y Pierce, 1980). Por lo tanto, la
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presencia de oligosacdridos sulfatados depende de la accion de la enzima N-
acetilgalactosaminiltransferasa; esta enzima es proteina-especifica, ya que
reconoce una secuencia consenso en la cadena polipeptidica a la cual estad unido el
oligosacarido (Smith y Baenziger, 1992). Curiosamente, esta secuencia se
encuentra presente en la subunidad o de gonadotrofinas, en la subunidad p de LH
y en la subunidad B de CG, por lo que la LH y la gonadotrofina coriénica humana
(hCG) poseen oligosacaridos sulfatados. Sin embargo, la FSH humana (FSHh)
posee predominancia de oligosacaridos con acido sidlico terminal (Baenziger y
Green, 1988) debido a que la secuencia aminoacidica reconocida por la N-
acetilgalactosaminiltransferasa no se encuentra presente en la subunidad p de
FSHh, y a que los oligosacaridos de la subunidad B influencian el procesamiento de
los oligosacaridos de su subunidad o unida, de forma que la subunidad o de FSH

no posee oligosacaridos sulfatados (Smith y Baenziger, 1990).

4.2 Glicosidasas y glicosiltransferasas

Las enzimas que actuan en la biosintesis de N-glicanos pueden clasificarse en
dos grandes grupos: glicosidasas y glicosiltransferasas. El primer grupo
comprende aquellas enzimas que remueven monosacaridos para formar los
intermediarios que seran sustrato de las distintas glicosiltransferasas. Un ejemplo
de estas enzimas son las glucosidasas y manosidasas que actian en el RER y en la
cisterna cis del aparato de Golgi removiendo los residuos de glucosas y manosas
del oligosacarido precursor. El segundo grupo comprende las enzimas que
catalizan la transferencia de un hidrato de carbono a un glicano aceptor, el que

generalmente esta covalentemente unido a una proteina o un lipido.
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4.2.1 Estructura y funcion de las glicosidasas y glicosiltransferasas

En la Figura 11 se muestra un diagrama de la estructura de las

glicosiltransferasas.
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Figura 11: Estructura de las glicosiltransferasas. Se muestra un diagrama de una
glicosiltransferasa con su tipica estructura transmembrana tipo II. Se observa el dominio
amino-terminal corto hacia el citosol, el dominio de anclaje a la membrana, la extensa regién
tallo, y el dominio catalitico globular en el extremo carboxilo-terminal.

Estas enzimas tienen una estructura correspondiente a proteinas
transmembrana tipo II: poseen un dominio amino-terminal corto ubicado hacia el
citoplasma (también llamado cola citoplasmatica), un dominio de anclaje en la
membrana, una region tallo y un dominio catalitico globular en el extremo
carboxilo-terminal, el cual estd ubicado hacia el lumen del aparato de Golgi
(Paulson y Colley, 1989).

La reaccién general catalizada por las glicosiltransferasas se muestra en la
Figura 12. El carbohidrato transferido por cada enzima es cedido por un nucleétido
de azucar de alta energia, que es sintetizado en el citoplasma y debe ser
transportado al lumen del aparato de Golgi. Este transporte se realiza a través de

transportadores de nucledtidos de azucar (Berninsone y Hirschberg, 2000).
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Aceptor Glicosiltransferasa Aceptor glicosilado
+ > +
Dador glicosilado Nucleétido

Figura 12: Esquema de la reacciéon catalizada por las glicosiltransferasas (tomado vy
modificado de Rini y col., 2009).

La especificidad de las glicosiltransferasas es definida no sélo por el azlicar que
transfiere sino también por la estructura del aceptor y el tipo de enlace glicosidico
formado.

Cada glicosiltransferasa transfiere un azlcar a un aceptor especifico generado
por otra glicosiltransferasa, por lo tanto, debe actuar en un estadio particular de la
via de glicosilacion. En consecuencia, las glicosiltransferasas deben estar

correctamente localizadas en las distintas cisternas del aparato de Golgi.

4.2.2 Sialiltransferasas

Las sialiltransferasas® son glicosiltransferasas que catalizan la transferencia de
acido sidlico desde el nucledtido de azucar citidina monofosfato (CMP-AS) a una
variedad de moléculas aceptoras, usualmente estructuras que terminan en
galactosa, N-acetilgalactosamina, u otro acido sialico.

Al igual que las demas glicosiltransferasas, todas las sialiltransferasas tienen
una topologia de proteinas transmembrana tipo II (Figura 13). En el dominio
catalitico, se encuentran cuatro regiones altamente conservadas Ilamadas
“sialilmotifs” o motivos de acido sidlico, que comprenden el motivo L (“long-
sialilmotif”), S (“short-sialilmotif”), III y VS (“very short-sialiimotif”). Un puente

disulfuro estabiliza los motivos L y S (Datta y col., 2001).

! |a nomenclatura usada en la presente Tesis para las sialiltransferasas es la propuesta por
Tsuji y col. (1996).
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Figura 13: Representacion esquematica de las sialiltransferasas. Se muestran los dominios
N-terminal (DN-t), transmembrana (DTM) y la regién tallo. El resto corresponde al dominio
catalitico, que contiene los cuatro motivos de acido sialico (L, S, III y VS). Se marca la
posicién del dominio de unién al nucledtido (DUN), que abarca los motivos L y S; y del
dominio de unidn al aceptor (DUA) que abarca los motivos S, III y VS. Se observa un puente
disulfuro entre los motivos L y S (tomado y modificado de Datta 2009).

Hasta el momento, se han caracterizado alrededor de 20 sialiltransferasas, las
que se clasifican en cuatro grupos segun el tipo de enlace formado y la naturaleza
del aceptor (Harduin-Leppers y col., 2001 y 2005).

En el caso particular de la FSH, la adicién de los residuos de &acido sidlico la
realizan dos enzimas, la ST3GAL3 y la ST6GAL1, ya que esta hormona posee las
estructuras oligosacdridas ASa2-3Galp1-3/4NAcGlc y ASa2-6Galp1-3/4NAcGlc
terminales (Baenziger y Green 1988), que son sustratos de estas

sialiltransferasas.

4.3 Estructura de los oligosacaridos presentes en la FSH

Los carbohidratos constituyen una parte importante de la molécula de FSH ya
que representan entre el 20 y 30 % de su peso molecular. Las diferencias en la
estructura y composicion de los oligosacaridos unidos a la cadena peptidica origina
la heterogeneidad molecular caracteristica de estas hormonas.

La estructura molecular de la porcién carbohidratada de la FSH hipofisaria
humana ha sido determinada por Renwick y col. (1987), y Baenziger y Green

(1988). Los oligosacaridos unidos a la molécula de FSH pueden clasificarse en tres
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grandes categorias: estructuras de alto contenido en manosa, estructuras de tipo

hibrido, y estructuras de tipo complejo (Figura 7).

g -
AR

Estructuras de alto Estructuras de
core contenido en manosa tipo hibrido
(8 88 8 H{é}] +[§%§] 229
Asn Asn Asn Asn Asn Asn

Estructuras de tipo complejo

@ Glucosa QGalactosa @ Acido sialico

O Manosa [ NAcGIc < Fucosa

Figura 7: Estructura de los distintos oligosacaridos presentes en la molécula de FSHhh. Se
muestra la estructura de los oligosacaridos con alto contenido en manosa, de tipo hibrido, y
de tipo complejo. Los residuos indicados entre corchetes (galactosa, acido sidlico y/6 fucosa)
pueden o no estar presentes.

Todas comparten un core comun, formado por la estructura Mana1-3(Manol-
6)ManpB1-4NAcGIcp1-4NAcGIc-Asn, pero difieren en las antenas exteriores.

< Estructuras de alto contenido en manosa: no han completado las etapas de
remocién e incorporacién de nuevos azucares en la cisterna media del aparato de
Golgi. Poseen entre 2 y 6 residuos manosa unidos a las manosas del core.

% Estructuras de tipo hibrido: no han completado las etapas de remocién e
incorporacién de nuevos azucares. Combinan las caracteristicas estructurales de
los oligosacaridos con alto contenido en manosa y complejos. Poseen una antena
con un numero variable de residuos manosa unidos a la Manal-6 del core;

mientras que la otra antena posee la estructura tipica de las cadenas complejas,
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con N-acetilglucosamina y pueden o no haber incorporado galactosa y acido
sidlico. La mayoria de los oligosacaridos de tipo hibrido contienen un residuo de
NAcGIc “bisectado”, unido por enlace p1-4 al residuo p-Man del core.

% Estructuras de tipo complejo: han sido completamente procesadas en todas
las cisternas del aparato de Golgi y tienen mayor variaciéon estructural. Presentan
un numero variable de cadenas unidas a las o-Man del core, formadas por
residuos de N-acetilglucosamina, galactosa y acido sidlico. El nUmero de antenas
es variable. Cada antena puede contener la estructura completa (N-
acetilglucosamina, galactosa y acido sidlico) é estructuras intermedias terminando
en galactosa 6 NAcGlc. Por otro lado, se pueden encontrar residuos sustituyentes
unidos al core, contribuyendo a la variacion estructural de estos oligosacaridos
complejos. Pueden incorporar un residuo de NAcGIc “bisectado” unido por enlace
B1-4 al residuo B-Man del core, o un residuo fucosaal-6 unido al residuo NAcGIc

mas interno del core. Estos residuos sustituyentes pueden o no estar presentes.

4.4 Implicancia de los oligosacaridos en la regulacion de la actividad

biolégica de la FSH

Los oligosacaridos de las hormonas glicoproteicas poseen un papel
fundamental en determinar las caracteristicas fisico-quimicas y biologicas de las
moléculas. Participan tanto en el plegado, ensamblaje, heterodimerizacion vy
estructura conformacional de la hormona, como en determinar el tiempo de
permanencia en circulacion, la interaccion con el receptor especifico y la activacién
de la seiial de transduccion (Ulloa-Aguirre y col., 2009).

En particular, estudios realizados in vitro han demostrado que Ilos
oligosacaridos presentes en la molécula de FSH son fundamentales para su
actividad bioldgica ya que la hormona deglicosilada quimicamente mantiene su

capacidad de unién al receptor pero es completamente inactiva para estimular la
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produccién de AMPc (Sairam y Manjunath, 1982; Manjunath y col., 1982).

Numerosos estudios muestran que las distintas variantes glicosiladas de FSH
presentan diferencias en su actividad biolégica (Ulloa-Aguirrre y col., 1992;
Timossi y col., 2000; Barrios de Tomasi y col., 2002). Como se mencioné
anteriormente, el acido sidlico, residuo terminal de las cadenas de carbohidratos
de la molécula de FSH, estda directamente involucrado en regular su tasa de
depuracion plasmatica (vida media o tiempo de permanencia en circulacion)
(Morell y col., 1971) y, en consecuencia, su actividad biolégica in vivo. Se ha
demostrado que las glicoproteinas a las que se les han removido todos los
residuos de acido sidlico reducen drasticamente su tiempo de permanencia en
circulacién cuando se compara con las formas nativas, debido a que son
removidas de la circulacién por un receptor especifico presente en el higado, que
reconoce los residuos expuestos de galactosa (Ashwell y Harford, 1982). A este
receptor se lo conoce como el receptor hepatico para asialoglicoproteinas (ASGP-
R). El acido sidlico actia por enmascaramiento, encubre los residuos de galactosa
evitando que éstos sean reconocidos por el ASGP-R. En consecuencia, las
glicoformas con mayor contenido de acido sidlico permanecen mas tiempo en
circulacién (Wide, 1986; Ulloa-Aguirre y col, 1992).

El acido siadlico también modula la biopotencia in vitro de la hormona, ya que
su presencia disminuye la afinidad de unién de la FSH a su receptor (Ulloa-Aguirre
y Chappel, 1982; Ulloa-Aguirre y col., 1992; Cerpa-Poljak y col., 1993). En
consecuencia, las variantes de glicosilacion mas sializadas presentan una menor
afinidad por el receptor de membrana y producen una menor respuesta bioldgica
en las células blanco (Zambrano y col., 1999; Timossi y col., 2000).

El efecto biolégico del grado de sializacién de la FSH ha sido estudiado in vitro.
Utilizando como modelo experimental el cultivo de foliculos intactos aislados de

ratdon, se ha demostrado que variantes glicosiladas de FSH fraccionadas de
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acuerdo a su punto isoeléctrico (pI, determinado principalmente por el contenido
de &cido sidlico) y mezclas de estas variantes, producen diferentes patrones de
desarrollo folicular. Asi, las variantes glicosiladas de FSH con menor grado de
sializacién son mas bioactivas debido a que inducen un mayor crecimiento de los
foliculos preantrales a expensas de un incremento en el nimero de células de la
granulosa, rapida formacién del antro y temprana producciéon de estradiol. Sin
embargo, dosis altas de estas variantes glicosiladas pueden tener efectos
negativos, que son evitados cuando se cultivan los foliculos con una mezcla de
variantes con distinto pI (Vitt y col., 1998; Nayudu y col., 2002). Estos datos
sugieren que se requieren diferentes formas de FSH para lograr el crecimiento y la
maduracién folicular, de tal manera que cada mezcla de variantes de FSH
circulante conduciria a un patron caracteristico de desarrollo folicular. La
heterogeneidad molecular de FSH puede representar entonces un mecanismo
fisiolégico a través del cual se regula la potencia del estimulo gonadotréfico (Ulloa-
Aguirre y col., 2001).

El grado de ramificaciéon y la composicion de las cadenas de carbohidratos
también modulan la actividad biolégica de la FSH (Rulli y col., 1999; Creus y col.,
2001). Mas recientemente, se ha observado que glicoformas de FSH con diferente
estructura en sus cadenas de carbohidratos tienen la capacidad de generar
respuestas diferenciales tanto en un cultivo primario de células de granulosa de
rata (Loreti y col., 2013a), como en una linea celular de granulosa humana (Loreti
y col., 2013b).

Las diferentes variantes de glicosilacién de la FSH tendrian, a su vez, la
capacidad de utilizar distintos caminos de transduccidon de sefales. Se ha
propuesto que dependiendo de la estructura de los oligosacaridos, FSH puede
permitir y/o estabilizar conformaciones distintas del complejo hormona-receptor

que capaciten al receptor para activar efectores y cascadas de transduccion
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determinadas y de este modo promover distintas respuestas biolégicas (Ulloa-
Aguirre y col., 1999 y 2003). Estudios realizados en cultivos celulares que
expresan un unico tipo de receptor, han demostrado que variantes de FSH menos
sializadas inducen de manera mas efectiva caminos de sefalizacién intracelulares
mediados por proteinas Gs (Zambrano y col., 1999). Por otro lado, variantes de
origen hipofisario deglicosiladas o moléculas de FSH recombinante con alto
contenido en manosa activarian selectivamente proteinas Gai, mientras que
moléculas de hormona nativa no activan este tipo de proteina G (Arey y col.,
1997). Asimismo, la FSH puede inducir aumento de calcio y activacion de la via
PI3K/PKB en células de la granulosa (Flores y col., 1990; Zeleznik y col., 2003;

Wayne y col., 2007) por mecanismos que son independientes de PKA.

4.5 Cambios en la microheterogeneidad molecular de FSH en

condiciones fisiolégicas y patologicas

Numerosos estudios realizados in vivo e in vitro en animales experimentales y
en humanos, muestran que el entorno hormonal regula la microheterogeneidad
molecular de FSH y, en consecuencia, su potencia bioldgica. Esta regulacion se
ejerce tanto a nivel del grado de sializacion como de la complejidad de los
oligosacaridos unidos a la cadena polipeptidica.

Las primeras evidencias que describieron cambios en la microheterogeneidad
molecular de FSH hipofisaria durante el desarrollo sexual fueron obtenidas en
animales de experimentacion: Chappel y Ramaley (1985) observaron que en la
rata macho de 29 dias de edad, coincidentemente con una elevacion significativa
del contenido de GnRH hipotaldmico, se incrementaba en la hipdfisis la proporcion
de glicoformas de FSH con menor grado de sializacidon. Estos resultados sugieren
que los cambios en la microheterogeneidad molecular de FSH estarian regulados

por la acciéon del GnRH. Por otro lado, Kennedy y Chappel (1985) fueron pioneros
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al describir que la testosterona aumenta el grado de sializacién de la FSH
secretada por células hipofisarias de ratas macho en cultivo. Resultados similares
se describieron in vivo al observar el aumento en el grado de sializacion de la FSH
hipofisaria en ratas adultas respecto de las inmaduras (Ulloa-Aguirre y col.,
1986). Este efecto fue atribuido a los androégenos, ya que al eliminar la accién de
los mismos utilizando la castracion o Ila administracién de antiandrégenos
disminuye el grado de sializacion de la gonadotrofina (Robertson y col., 1982;
Ulloa-Aguirre y col., 1986; Simoni y col., 1992).

La regulacion hormonal de la microheterogeneidad molecular de FSH también
ha sido descripta en la rata hembra. Damian-Matsumura y col. (1999) han
demostrado que los estrégenos inhiben la expresion del ARNm de la
sialiltransferasa St3gal3 hipofisaria en ratas hembras. Estos resultados sugieren
que los esteroides sexuales regularian la expresion génica de las sialiltransferasas
hipofisarias, afectando asi el grado de sializacidon de esta gonadotrofina.

En el hombre, diversos estudios reportan variaciones en la
microheterogeneidad molecular de la FSH durante el desarrollo puberal (Phillips y
col., 1997; Olivares y col., 2004).

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio se han observado
cambios, tanto en el grado de sializacibn como en la complejidad de los
oligosacaridos presentes en la FSH circulante durante el desarrollo puberal
masculino (Campo y col., 2007). En la pubertad temprana, se observd un
predominio de hormona con alto grado de sializacion y baja bioactividad (Tabla
1). En la pubertad media se produce un aumento transitorio en la proporcion de
gonadotrofina con menor grado de sializaciéon; esta hormona presenta una alta
bioactividad in vitro. Cuando el desarrollo puberal se ha completado, se produce
una disminuciéon de la heterogeneidad de la hormona, la cual presenta un alto

grado de sializacién. Esta FSH posee una bipotencia similar a la observada en la
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pubertad temprana.

Tabla 1: Caracterizacion de la microheterogeneidad molecular de FSH

circulante durante el desarrollo puberal masculino

Pubertad temprana Pubertad media Pubertad avanzada
Grado de sializacion  41% intervalode pH 3.5-4.0 40% intervalo de pH 4.0-4.5 56% intervalo de pH 4.0-4.5
Grado de complejidad 61% 54% 77%

Bioactividad baja alta baja

Grado de sializacidn: se muestra el intervalo de pH en el que se aisla la mayor proporcién de
hormona. Grado de complejidad: se muestra la proporciéon de glicoformas de FSH sérica con
oligosacaridos de tipo complejo. Bioactividad: evaluada en base a la produccidon de estradiol en un

cultivo de células de Sertoli inmaduras. Tomado y modificado de Campo y col. (2007).

Cuando se analizé la FSH considerando el grado de complejidad de los
oligosacdridos, se observé que durante el desarrollo puberal se produce un
aumento progresivo de la proporcién de glicoformas de FSH con oligosacaridos
con alto grado de complejidad. Concomitantemente, disminuy6 la proporcion de
glicoformas de FSH con oligosacaridos que no han completado su procesamiento.

Los efectos del GnRH han sido demostrados tanto en cultivos de células
hipofisarias de ratas hembra, en varones y mujeres normales y nifias con
sindrome de Turner (Ulloa-Aguirre y col., 1992; Phillips y Wide, 1994; Wide y
Albertsson-Wikland, 1990). Durante la pubertad se producen modificaciones en la
pulsatilidad del GnRH que podrian afectar la microheterogeneidad molecular de
FSH. En un trabajo previo de nuestro laboratorio se ha observado que en todos los
estadios del desarrollo puberal masculino, el estimulo agudo con GnRH produce
una disminucién en el grado de sializaciéon de la hormona secretada (Ambao y col.,

1999).
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Hipotesis

Sobre la base de los antecedentes mencionados en la Introduccion, se plante6
la siguiente Hipotesis de trabajo:

La regulacion de la funcion de la gonada masculina incluye la accion de
diferentes mezclas de variantes glicosiladas de FSH. El entorno hormonal regularia
el grado de sializacion de los oligosacaridos presentes en esta gonadotrofina a
nivel de la expresion génica de las sialiltransferasas hipofisarias. A su vez, el
grado de sializacion de la FSH modularia la actividad endocrina de la célula blanco
en la gonada masculina.

Para validar esta hipotesis se realizaron estudios clinicos y se utilizaron

modelos experimentales seleccionados especialmente para este fin.

Objetivo General

El objetivo general de la presente Tesis fue determinar la regulacion hormonal
y el mecanismo por el cual se producen cambios en el grado de sializacion de los
oligosacaridos presentes en la molécula de FSH y su posible implicancia fisiol6gica

sobre la regulacion de la funcion testicular.

Objetivos especificos

Los objetivos especificos de este trabajo fueron:
1) Determinar el efecto de la ausencia de funcion testicular desde etapas
tempranas de la vida sobre el grado de sializacion de la FSH sérica y su regulacion

hormonal.
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2) Determinar el efecto de la castracion y de la accion de androgenos y GnRH
sobre el grado de sializacion de la FSH hipofisaria en ratas macho.

3) Determinar el mecanismo de regulacion hormonal de sialiltransferasas a

nivel molecular.

4) Determinar el posible efecto diferencial del grado de sializacion de la FSH

sobre la actividad endocrina de la célula de Sertoli.
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Materiales y métodos

1. Drogas y reactivos

El andlogo de GnRH, Luteoliberina®, fue provisto por Laboratorios Elea (Buenos
Aires, Argentina); el enantato de testosterona, Testoviron® Depot, por Bayer
(Leverkusen, Alemania); la ketamina y la xilasina fueron adquiridas en Holliday-
Scott S.A (Buenos Aires, Argentina). El antagonista de GnRH, Acyline, fue
gentilmente cedido por la Dr. Diana Blithe (NIH/NICHD, USA). El propionato de
testosterona (PT) fue adquirido en Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO, USA).

La FSH hipofisaria humana (FSHhh, NIAMDD-hFSH-2), la FSH recombinante
humana (FSHrh, AFP8468A), los estandares de referencia de FSH, LER 907 y rat-
FSH-RP-2, los estandares de FSH utilizados para la marcacion, hFSH-I-SIAFP-2 vy
rat-FSH-I-9 y los anticuerpos de FSH, anti-hFSH-6 y anti-ratFSH-S-11, fueron
provistos por el National Hormone & Peptide Program, NIDDK (Bethesda, MD,
USA). El anticuerpo anti-IgG de conejo fue provisto por el Dr. Enriori (Buenos
Aires, Argentina).

Las membranas de celulosa para didlisis, los anfolitos (Pharmalyte, con rango
de pH 3.5-10 y 2.5-5), el aD-glucopiranodsido y el metil aD-manopirandsido fueron
obtenidos en Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO, USA). La lectina Concanavalina A
(Con-A) conjugada a Sepharosa 4B, el detergente CHAPS (3-[(3-colamidopropil)
dimetilamonio)]-1-propano sulfonato) y las columnas utilizadas para purificar la
FSH marcada (Sephadex G-25, PD-10), fueron adquiridos en GE Healthcare Bio-
Sciences AB (Uppsala, Suecia). Las membranas concentradoras Centriprep, con un
tamafo de poro de 10.000 fueron provistas por Amicon (Beverly, MA, USA).

El dietilpirocarbonato (DEPC) y la agarosa fueron provistos por GE Healthcare

Bio-Sciences AB, (Uppsala, Suecia). El reactivo Trizol®, la transcriptasa reversa
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SuperScript® 1I, los desoxirribonucleétidos (dNTPs), el inhibidor recombinante de
ribonucleasas (RNAse OUT Inhibitor), la Tag ADN polimerasa, el marcador de
pares de bases (100-bp DNA ladder) y el bromuro de etidio fueron provistos por
Invitrogen by Life Technologies (Carlsbad, CA, USA). Los cebadores fueron
adquiridos en Promega, Biodynamics (Buenos Aires, Argentina). El reactivo
RNAlater® Solution, la ADNasa I recombinante (DNA-free™) y el MOPS (3-
N[Morpholino] Propane Sulfonic Acid) fueron adquiridos en Ambion®-Life
TechnologiesTIVI (Carlsbad, CA, USA).

El anticuerpo anti-FSH (IgG de ratén) y el sistema de revelado EnVision para
inmunohistoquimica, fueron adquiridos en Dako (CA, USA).

El medio de cultivo Dulbecco modificado por Eagle (DMEM), la solucién
nutritiva de Ham F10, los antibidticos penicilina y anfotericina B fueron
suministrados por Gibco® by Life Technologies Corporation (Carlsbad, CA, USA).
La seroalbimina bovina (BSA), la insulina, la transferrina y el acido ascérbico
fueron obtenidos en Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO, USA).

El estradiol radiactivo [6,7->H(N) estradiol] (actividad especifica 49.7 Ci/mmol)
y la testosterona [1, 2, 6, 7-°H(N) testosterona] (actividad especifica 80.4
Ci/mmol) fueron provistos por Perkin Elmer NEN® (Boston, USA). La solucién
centelleadora Optiphase Hisafe 3 fue provista por Perkin Elmer (Boston, USA).
Los esteroides no radioactivos utilizados en los radioinmunoensayos se adquirieron
en Steraloids Inc. (Wilton, USA). El anticuerpo anti-estradiol fue adquirido en
Immunocorp (Montreal, Canadd) y el anticuerpo anti-testosterona (testosterone-
7-a-butirato-BSA) en Medicorp (Montreal, Canadd). Los antisueros anti-ST3GAL 3
y anti-ST6GAL1 fueron gentilmente cedidos por el Dr. E. Berger (Universidad de
Zurich, Suiza) y el Dr. J. Paulson (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA,
USA), respectivamente.

Las placas adsorbidas con los anticuerpos monoclonales para la deteccién de
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inhibina B y subunidad o de inhibinas (C5, R1 e INPRO), los anticuerpos de
deteccién (R1 acoplado a fosfatasa alcalina) y el kit amplificador para
enzimoinmunoensayo (ELISA) fueron provistos por Oxford Bio-Innovation Ltd.
(Oxfordshire, Inglaterra). La inhibina B recombinante humana utilizada como
estdndar para la determinacién del péptido dimérico fue adquirida en Genentech
(San Francisco, CA, USA). Para la cuantificacién de subunidad o de inhibinas se
utilizé una preparacion que alcanza un 75 % de pureza para Pro-aC preparada a
partir de fluido folicular humano.

Todos los reactivos empleados para la preparacidon de soluciones fueron de

calidad analitica o del mayor grado de pureza disponible.

2. Pacientes andérquidos prepuberales y puberales

Las caracteristicas de nuestro Centro nos permiten acceder al estudio de
pacientes con diferentes patologias reproductivas los cuales son derivados desde
otros Centros de Salud a la Divisidon de Endocrinologia del Hospital de Nifios Dr. R.
Gutiérrez.

Para determinar el efecto de la ausencia de gonada desde etapas tempranas
de la vida, se estudiaron las caracteristicas de la microheterogeneidad molecular
de la FSH sérica en pacientes anérquidos.

Se incluyeron en este estudio 13 pacientes; ocho de ellos en edad prepuberal
los cuales fueron estudiados en condiciones basales y luego de la administracion
de una dosis Unica del analogo GnRH (100 pg). Cinco pacientes en edad puberal
fueron estudiados en condiciones basales y luego de la administracién de enantato
de testosterona; en este caso las dosis fueron variables de acuerdo a la edad del
paciente (entre 25 y 100 mg). Estos tratamientos fueron realizados para evaluar

la funcion del eje hipotdlamo-hipo6fiso-gonadal en el grupo prepuberal y para
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mantener los caracteres sexuales secundarios masculinos en los pacientes
puberales.

El diagndstico de anorquia fue realizado mediante un examen clinico en el cual
se comprobd la ausencia de gonadas por palpacion, la falta de respuesta testicular
a la estimulaciéon aguda con hCG y confirmado por exploracién quirdrgica.

La etiologia de la anorquia fue torsién intrauterina bilateral o unilateral con
atrofia testicular postquirtrgica por correccién de la criptorquidia en el testiculo
contralateral.

Los sueros fueron conservados en la seroteca de la Division de Endocrinologia
del Hospital de Nifios Dr. R. Gutiérrez a -80°C, sin identificacién y almacenados
por patologia y por pruebas funcionales. Este estudio fue aprobado por el Comité

de Etica del Hospital de Nifios Dr. R. Gutiérrez.

3. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, mantenidas en
condiciones de humedad y temperatura controladas, con periodos de 12 h de luzy
12 h de oscuridad, a las cuales se les suministré una dieta balanceada y agua ad
libitum. Todos los procedimientos experimentales in vivo fueron realizados en el
bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental de la Ciudad de Buenos
Aires (IBYME-CONICET), respetandose en todo momento las reglas de la “Guia
para el cuidado y utilizacién de animales de laboratorio” del Instituto Nacional de
Salud de los Estados Unidos (NIH, USA); los procedimientos fueron supervisados

por la Comision del Bioterio del IBYME.

3.1 Disefo experimental

Con el objetivo de estudiar el efecto de los cambios en el entorno hormonal
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sobre las caracteristicas de la microheterogeneidad de la FSH y la expresion
génica de las sialiltransferasas hipofisarias se utilizaron animales en las siguientes
condiciones fisiolégicas y experimentales:

v’ Para analizar los cambios durante el desarrollo sexual: ratas macho de 15,

23 y 60 dias de edad.

v’ Para determinar el efecto de la castracion: se utilizaron ratas macho

adultas sacrificadas a los 2, 5, 10 y 20 dias posteriores a la castracion.

v’ Para evaluar el efecto de factores regulatorios: se administraron

andrégenos y/o un antagonista de GnRH a ratas adultas castradas.

Los animales se dividieron en 5 grupos: i) intactas (C); ii) castrado (Cx); iii)
castrado + propionato de testosterona (Cx+PT); iv) castrado + antagonista de
GnRH (Cx+antGnRH); v) castrado + PT + antagonista GnRH (Cx+PT+antGnRH).
El tiempo de castracion se definid6 segun los resultados obtenidos en los
experimentos realizados para determinar los periodos castracién que se
considerarian en este estudio.

Los animales fueron anestesiados con una solucién de ketamina:xilasina (80
mg/kg peso y 10 mg/kg peso, respectivamente); la castracion bilateral se realizd
por via escrotal, manteniendo intactos los epididimos. Los animales del grupo C
fueron sometidos a operaciéon simulada.

Los tratamientos hormonales se iniciaron inmediatamente luego de la
castracién. Se inyect6 0.250 mg de PT durante dos dias consecutivos por via
subcutdnea disuelto en aceite de maiz (volumen maximo 0.2 mL) y/o una dosis
unica (2 mg/kg de peso) del antagonista de GnRH Acyline (Porter y col., 2006).
Los grupos C y Cx fueron inyectados con vehiculo.

Todos los grupos de animales se sacrificaron por decapitacién entre las 9 y las
11 h de la mafiana y se recolecté sangre troncal para la obtencion de suero. Las

hipofisis fueron disecadas y congeladas inmediatamente en hielo seco é inmersas
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en RNAlater®, segln su uso, y posteriormente fueron almacenadas a -80°C 6 a
-20°C, respectivamente, hasta el momento del procesamiento.

Para analizar los posibles cambios en la microheterogeneidad molecular de la
FSH y en la expresion de las sialiltransferasas hipofisarias durante el desarrollo

sexual, se utilizaron animales de 15 (n=30), 23 (n=30) y 60 dias de edad (n=6).

3.2 Obtencioén de los citosoles de hipofisis

Se obtuvo la fraccion soluble a partir de los homogenatos de tejido hipofisario
correspondientes a cada condicidon experimental por ultracentrifugacion segun la
metodologia descripta por Rulli y col. (1996). Brevemente, las hipodfisis fueron
pesadas y homogeneizadas en 1.2 mL de solucién reguladora fosfato salina (PBS;
10 mM, pH 7.4) con un homogeneizador manual de vidrio-teflén. Todo el proceso
se realiz6 en frio. Los homogenatos se ultracentrifugaron a 100000xg durante 1 h
(centrifuga Sorvall CombiPlus, Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Los
sobrenadantes (citosoles) fueron separados, divididos en alicuotas y congelados a
-80°C hasta su posterior procesamiento. Las hipofisis provenientes de animales
adultos fueron procesadas combinando dos glandulas por grupo, mientras que las
provenientes de animales de 15 y 23 dias de edad se combinaron en grupos de 10

hipofisis para alcanzar la cantidad de FSH necesaria para el andlisis posterior.

3.3 Obtencion de los sueros

La sangre recolectada se colocd a 4°C durante 30 min para la formacién del
coagulo, y se centrifugd a 1200xg durante 10 min. Se separd el suero y se
guardaron alicuotas a -20°C para ser utilizadas posteriormente en las distintas

determinaciones hormonales.
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4. Aislamiento de variantes glicosiladas de FSH

El aislamiento de variantes glicosiladas de FSH se realiz6 por utilizando las
metodologias de isoelectroenfoque (IEF) preparativo y cromatografia de afinidad
en Con-A. Se utilizaron estas metodologias para aislar variantes glicosiladas de
FSH a partir de sueros humanos de pacientes andrquidos, hipofisis de ratas en
distintas condiciones experimentales, una preparacién altamente purificada de

hipofisis humana y FSHrh.

4.1 FSH sérica humana

Los sueros a analizar por IEF preparativo y cromatografia en Con-A fueron
dializados para disminuir la fuerza iénica y adecuarla a las condiciones de las
metodologias. Para ello, se utilizaron membranas de didlisis con un tamano de
poro de 12 kDa. La didlisis se realiz6 a 4°C durante 90 min, en una relacién de
volimenes de 1 mL de suero: 1 L de NaCl 10 mM, realizando un cambio de la

solucion salina transcurridos los primeros 45 minutos.

4.2 FSH hipofisaria de rata

Se utilizaron los citosoles de hipéfisis de rata preparados segun lo descripto en

el item 3.2. Los mismos no requirieron didlisis previa.

4.3 FSH hipofisaria humana

La FSHhh NIAMDD-hFSH-2, provista por el NIH, es una preparacién altamente
purificada que se utiliza como estdndar en estudios de radioreceptores o en
ensayos bioldgicos. Particularmente, se utiliza como estandar en el cultivo de

células de Sertoli inmaduras descripto por Padmanabhan y col. (1987).
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Se utilizé esta gonadotrofina en su estado nativo para estimular las células de
Sertoli en cultivo y para determinar la abundancia relativa de los andlogos de
carga por IEF. La cantidad disponible de esta hormona permitié realizar solamente

2 fraccionamientos independientes, sembrando en cada uno de ellos 0.010 mg.

4.4 FSH recombinante humana

Las preparaciones de variantes glicosiladas de FSHrh con diferencias en su
grado de sializacion que se utilizaron para estimular las células de Sertoli
inmaduras en cultivo, fueron aisladas a partir de FSHrh (AFP8468A).

El aislamiento de los analogos de carga de FSHrh se realizé6 mediante la técnica
de IEF. Se resuspendieron 4 ampollas de FSHrh (equivalentes a 1 mg en términos
del estandar NIAMDD-hFSH-2) en 1.5 mL de agua ultrapura (Barnstead NANOPure
II, Thermo Fisher Scientific, MA, USA); se reservé una alicuota de 0.1 mL para la
determinacion de FSH por radioinmunoensayo (RIE) y el remanente se sembro en

la celda de isoelectroenfoque.

4.5 |Isoelectroenfoque preparativo

4.5.1 Fundamento

El acido siadlico, ultimo residuo de la cadena carbohidratada de la FSH, le
otorga carga negativa a esta hormona y determina su pl. El aislamiento de
analogos de carga de FSH con distinto grado de sializacion se realizé mediante la
metodologia de IEF preparativo, que permite la separacién de proteinas de
acuerdo a sus pls, segun la técnica descripta previamente por Bedecarrds y col.
(1998).

Esta metodologia se basa en la migracion de proteinas cargadas al ser

sometidas a un campo eléctrico en un gradiente de pH. Este gradiente es
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establecido por anfolitos, pequefios aminoacidos con carga. Las proteinas son
electrolitos débiles, es decir que poseen carga de acuerdo al pH del medio en el
cual se encuentran disueltas. Cuando las proteinas cargadas son sometidas a un
campo eléctrico, migran hacia el polo opuesto. Al alcanzar la zona de pH en la cual
su carga neta es 0 se detiene su migracién (Figura 14). Aquellas
proteinas/analogos de carga con mayor grado de sializacion poseeran menor pl

que las que presenten un menor grado de sializacion.

Anodo
(+)

Catodo |.

Carga neta (-3)

pH
[ee]

0 T T T r
0 5 10 15 20

NUmero de fraccion

Grado de sializacién

Figura 14: Separacion de analogos de carga de acuerdo al punto isoeléctrico. A) Los
analogos de carga migran hasta que llegan a la zona de pH en la cual tienen carga neta 0
(pI). B) A menor pI, mayor grado de sializacién.

4.5.2 Procedimiento

Se utiliz6 una celda de IEF preparativo en fase liquida (Rotofor, Bio Rad

Laboratories Inc., CA, USA) con capacidad para 50 mL de muestra, una fuente de
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poder de potencia constante (Power/Pac 3000, Bio Rad, Laboratories Inc., CA,
USA) y un bafo refrigerante (PolyScience, Niles, IL, USA).

La celda de isoelectroenfoque posee una camara de enfoque de forma cilindrica
con una varilla ceramica de refrigeracién ubicada en forma longitudinal en el
centro de la misma. La camara de enfoque estd dividida en compartimientos
determinados por membranas de poliéster de 10 um de poro, dispuestas en forma
paralela, transversalmente al eje de la celda. Estas membranas determinan 20
compartimientos, cada uno de los cuales corresponde a una fraccién con un pH
determinado. La separacién de la muestra ocurre dentro del espacio que se
establece entre la camara y la varilla ceramica. El disefio de esta celda permite
realizar todo el procedimiento en fase liquida, conservando de esta manera la
actividad bioldgica de la muestra analizada.

Antes de sembrar la muestra, se realizd un pre-enfoque con el objetivo de
establecer el gradiente de pH y asi evitar someter a las proteinas presentes en la
muestra a ambientes extremos de pH. Este procedimiento se realizé llenando la
camara con 40 mL de agua ultrapura (Barnstead NANOPure II, Thermo Fisher
Scientific, MA, USA), una combinaciéon de anfolitos y detergente no iénico CHAPS
al 1 % P/V para los sueros o al 0.05 % P/V para los citosoles de hip&fisis y la
FSHhh y FSHrh. La combinacion de anfolitos utilizada fue: 3 % V/V de anfolito con
un rango de pH 3-10 y 0.75 % V/V de anfolito con un rango de pH 2.5-5.0. Este
ultimo anfolito se agrega con el objeto de incrementar la resolucién en el intervalo
de pH donde se aisla la mayor proporcién de FSH. El pre-enfoque se realizd a
potencia constante de 12 W durante 1 h, manteniendo siempre refrigerada la
camara. Finalizado este periodo de tiempo, se detuvo la electroforesis y se
sembraron entre 0.5 y 1.5 mL de suero humano previamente dializado 6 1 mL de
los citosoles de hipofisis, con el agregado de agua ultrapura, de forma tal que el

volumen final en la cdmara de enfoque alcance 50 mL.
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Una vez sembrada la muestra, se conectdé nuevamente la corriente para
realizar el enfoque por un periodo de tiempo de entre 3 y 4 h, a potencia
constante de 12 W, manteniendo siempre refrigerada la celda. Durante este
periodo, se registraron las lecturas de intensidad de corriente cada 30 min; el
enfoque se completd cuando la intensidad de corriente permanece constante
durante al menos 3 registros consecutivos. Luego se procedié a cosechar las
fracciones, aspirando el contenido de cada compartimiento mediante un sistema
de recoleccién simultdnea. Asi se recogieron 20 fracciones de 2.5 mL cada una. De
cada fraccion se separaron alicuotas de 100 pL para la determinacién del pH. El
material remanente fue almacenado a -80°C con el agregado de 500 pL de NaCl
4 M para evitar la interaccion de los anfolitos con la proteina de interés.

La recuperacién de FSH luego de completado el IEF varié entre 60y 75 %.

4.5.3 Tratamiento de las fracciones obtenidas por la técnica de

isoelectroenfoque

Luego de determinar el pH, las fracciones se dializaron exhaustivamente en
forma individual para eliminar los anfolitos y el detergente, utilizando membranas
de dialisis con un tamafio de poro de 12 kDa.

La dialisis se llevo a cabo a 4°C, en una relacién de volimenes de 2.5 mL de
muestra:1 L de solucién, seguln el siguiente esquema de cambios:

e NaCl 1 M durante 4 h

¢ NaCl 1 M durante toda la noche

e NaCl 1 M durante 3 h

e Agua destilada durante 1 h

e Agua destilada durante 1 h

e NaCl 10 mM durante 1 h

Este procedimiento fue necesario para lograr la total eliminaciéon de los
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anfolitos y el detergente en las muestras, ya que los mismos interfieren en forma
significativa en el RIE. Se tomaron alicuotas adecuadas de las fracciones
dializadas para la posterior determinacion de FSH inmunoldgica por RIE; todo el

material fue almacenado a -80°C hasta su posterior analisis.

4.6 Cromatografia de afinidad en Concanavalina A

4.6.1 Fundamento

Las lectinas son glicoproteinas de origen no inmune que poseen la capacidad
de aglutinar células y precipitar oligosacaridos complejos. La cromatografia de
afinidad en lectinas constituye un método simple para el fraccionamiento de
variantes moleculares de una glicoproteina con diferentes estructuras en sus
cadenas carbohidratadas. Se basa en la interacciéon de azlcares presentes en el
oligosacarido, unido a la cadena polipeptidica, con una secuencia especifica de la
lectina.

La Con-A ha sido ampliamente usada para la separacién de glicoformas de
diversas proteinas, entre las que se encuentran FSH (Chappel, 1981; Ulloa-
Aguirre y Chappel, 1982; Foulds y Robertson, 1983; Papandreou y col., 1993),
hCG (Blithe, 1990), LH (Dufau y col., 1972) y la proteina ligadora de esteroides
sexuales (SHBG) (Danzo y Black, 1990). Esta lectina posee alta afinidad de unién
a residuos manosa o glucosa terminales, o a residuos glucosa o manosa internos
sustituidos Unicamente en la posicién C-2 por otro azucar (Ogata y col., 1975).

Teniendo en cuenta la especificidad de unién de esta lectina se pueden separar
tres tipos de estructuras siguiendo el esquema de elucidn propuesto por
Narasimhan y col. (1979):

¢ NR: no retenidas por la lectina, que corresponden a polipéptidos con cadenas

de carbohidratos muy ramificadas y cadenas biantenarias complejas con un
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residuo NAcGIc bisectado.

e DR: débilmente retenidas por la lectina, que corresponden a polipéptidos con
cadenas biantenarias completas y truncadas con residuos galactosa unidos a
NAcGIc.

e FR: fuertemente retenidas por la lectina, que corresponden a polipéptidos
con cadenas con alto contenido en manosa o cadenas de tipo hibrido.

En la Figura 15 se muestran esquemas de las estructuras de oligosacaridos
presentes en los grupos de glicoformas de FSH aisladas en este tipo de

cromatografia.

Cromatografia en ConcanavalinaA

]t ]t ]t ]t ]1 Asn

Estructurade

Estructura Estructura Estructura .
: c - : - : Estructuras Estructurade alto contenido
triantenaria biantenaria biantenaria biantenaria . :
. tipo hibrido en manosa
bisectada completa truncada

@ Glucosa QGalactosa @ Acido sidlico

© Manosa [l NAcGIc <« Fucosa

Figura 15: Estructuras de oligosacaridos presentes en los grupos de glicoformas de FSH
aisladas por cromatografia de afinidad en Con-A. NR: glicoformas de FSH no retenidas, DR:
glicoformas de FSH débilmente retenidas y FR: glicoformas de FSH fuertemente retenidas
por la lectina.

4.6.2 Procedimiento

La cromatografia en Con-A se realiz6 de acuerdo al método descripto por
Cheng y col. (1984), modificado por Creus y col. (1996). Todo el procedimiento se
llevoé a cabo a 4°C. Se utilizaron columnas de 0.6 cm de didmetro por 30 cm de

alto conteniendo 2.5 mL de gel de lectina inmovilizada. La columna fue equilibrada
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con solucién de equilibrio (Tris-HCI 50 mM, NaCl 0.5 M, MgCl, 1 mM, CaCl, 1 mM,
MnCl; 1 mM, pH 7.4).
En la Figura 16 se muestra el esquema de elucién utilizado en la

cromatografia.

Citosol de hipcfisis | | Buffer de Equilibrio | | Glucosido 10mM | | Manosido 100 mM
Sueros l l l

ConcanavalinaA

conjugadaa Glicoformas Glicoformas Glicoformas
Sepharosa No Retenidas Débilmente Retenidas Fuertemente Retenidas

Figura 16: Esquema del procedimiento de la cromatografia de afinidad en Con-A.

El volumen de suero sembrado en la columna y las distintas etapas de elucién
fueron determinadas previamente utilizando glicoproteinas con estructuras de
carbohidratos conocidas, como se describié en Creus y col. (1996).

Se sembraron 0.35 mL de suero de los pacientes previamente dializado 6 0.6
mL de los citosoles de hipéfisis. Se permitié que el material ingrese en la columna
y se afiadieron 0.5 mL de solucién de equilibrio. Se interrumpié el flujo durante 30
min para permitir la interaccion de la muestra con la lectina. Finalizado este
periodo de incubacién, se agregaron a la columna 7 mL de solucién de equilibrio y
se recogieron las glicoformas NR. Posteriormente, se afiadieron 0.5 mL de
solucion de equilibrio conteniendo metil aD-glucopiranésido 10 mM (glucdsido) y
se interrumpid el flujo por 30 minutos. Se eluyeron las glicoformas DR con 7 mL
de glucésido. Finalmente, se afadieron 0.5 mL de solucién de equilibrio

conteniendo metil aD-manopirandsido 100 mM (mandsido) y se dejé interactuar
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durante 30 minutos. Se agregaron 7 mL adicionales de mandsido y se recogieron
las glicoformas FR. En todo momento, el flujo de la columna se mantuvo en 14
mL/h (Figura 16).

La recuperacién de FSH luego de realizada la cromatografia varié entre 60 y

85 %.

4.6.3 Tratamiento de las fracciones obtenidas por la cromatografia en

Con-A

Los eluidos cromatograficos conteniendo las glicoformas NR, DR y FR de FSH
fueron dializados contra solucion de NaCl 10 mM, con el objeto de eliminar los
azucares presentes en solucidn. La didlisis comenzé el mismo dia que se realiz6 la
cromatografia, dejandose durante toda una noche a 4°C, en una relacion de
voliumenes de 7 mL de muestra: 2 L de solucion de NaCl 10 mM. Al dia siguiente
se cambid la solucion salina y luego de 3 h se realizaron tres nuevos cambios a
intervalos de 1 hora.

Las fracciones obtenidas en las cromatografias de los sueros de los pacientes
fueron concentradas hasta un volumen menor a 1 mL. No fue necesario
concentrar las fracciones de los citosoles de hipéfisis debido a los altos niveles de
FSH que contenian estas muestras. Se tomaron alicuotas para la determinacién de
FSH inmunolégica por RIE (ver item 5.3) y el material fue almacenado a -80°C

hasta su posterior analisis.

5. Aislamiento y cultivo de células de Sertoli inmaduras

Se utilizd un cultivo de células de Sertoli inmaduras, aisladas de ratas de 8 dias
de edad, para evaluar el efecto del grado de sializacién de la FSH sobre la

actividad endocrina de estas células, en términos de produccién de AMPc,
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estradiol, inhibina B y de la subunidad o de inhibinas.

5.1 Aislamiento de los analogos de carga de FSHrh

Utilizando la metodologia de IEF previamente descripto, se obtuvieron 3
preparaciones de variantes glicosiladas de FSHrh con diferencias en su grado de
sializacion:

- analogos de carga de FSH con mayor grado de sializacién, combinando las
fracciones correspondientes al intervalo de pH 3.00-4.09 (FSHrhs.00-4.09);

- analogos de carga de FSH con grado de sializacion intermedio, combinando
las fracciones correspondientes al intervalo de pH 4.10-4.99 (FSHrh4.10-4.99);

- analogos de carga de FSH con menor grado de sializaciéon, combinando las
fracciones correspondientes al intervalo de pH mayor de 5.00 (FSHrhs5.00).

Estas preparaciones se conservaron en pequefias alicuotas, a -80°C, hasta su

posterior utilizacion.

5.2 Cultivo de células de Sertoli

Las células de Sertoli inmaduras fueron aisladas a partir de testiculos de ratas
de 8 dias de edad utilizando la técnica descripta por Schteingart y col. (1995).
Estas células se caracterizan por su alta capacidad de respuesta a la FSH tanto en
su actividad proliferativa como en la produccion de esteroides y péptidos.

Los animales se sacrificaron por decapitacion y los testiculos se extrajeron en
condiciones de esterilidad. Los testiculos decapsulados se incubaron en medio de
cultivo conteniendo 0.03% de colagenasa y 0.003% de inhibidor de tripsina de
soja por 5 min a temperatura ambiente. El medio de cultivo consistié en una
mezcla 1:1 de medio Ham F10 y DMEM, suplementado con 14.3 mM de

bicarbonato de sodio, 100 U/L de penicilina y 1.1 mM de anfotericina B. Luego de
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la dispersion inicial con colagenasa, los tubulos seminiferos se sedimentaron y se
descart6 el sobrenadante conteniendo las células intersticiales. Los tubulos
seminiferos se lavaron repetidamente y se realizd un segundo tratamiento con
colagenasa. Los mismos fueron incubados durante 10 min a temperatura
ambiente con una solucién de colagenasa 0.03%, inhibidor de tripsina 0.003% y
desoxirribonucleasa 0.03%.

Para el cultivo se utilizé el método descripto por Padmanabhan y col. (1987).
La preparacion celular asi obtenida se lavd varias veces y se resuspendié en el
medio de cultivo anteriormente descripto con el agregado de hidrocortisona 8.3
nM, vitamina E 9.3 mM, insulina 0.9 mM, transferrina 60 nM y metilisobutilxantina
0.1 mM. Se determiné el contenido de ADN del preparado siguiendo el método de
Labarca y Paigen (1980). Este preparado celular fue cultivado a una densidad de
33 pg ADN/pocillo en placas de 24 pocillos a 34°C bajo una atmodsfera de CO,
5%: aire 95%. Se cultivaron las células durante 72 h y luego se removié el medio.
Las monocapas celulares se lavaron una vez con medio y se incubaron
nuevamente con 0.7 mL del medio antes mencionado conteniendo 10 mg/L de
factor de crecimiento epidérmico (EGF), BSA 1 %, 19-hidroxiandrostenediona 2
mM y diferentes preparaciones de FSH en un rango de concentraciones entre 0.08
y 5 ng/mL. Luego de una incubacién de 90 min, se recogieron alicuotas de 0.2 mL
que fueron almacenadas a -80°C hasta el momento en que se realizé el dosaje de
AMPc. Se continu6 la incubacién con los 0.5 mL de medio restantes durante 16 h
adicionales. Finalizado este periodo de tiempo, se recogieron los medios, los que
se almacenaron a -80°C hasta el dosaje

de estradiol e inhibinas.
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6. Determinaciones hormonales

6.1 Determinacion de niveles hormonales en sueros humanos

Los niveles de FSH y LH en el suero de los pacientes en estudio se
determinaron por un ensayo inmunofluorométrico de alta sensibilidad (IFMA,
DELFIA®, Perkin Elmer, Boston, USA). La sensibilidad funcional del ensayo fue de
0.05 y 0.02 UI/L respectivamente, de acuerdo a la preparacién internacional de
referencia 94/632 para FSH (WHO IRP 94/632) y al 2% estandar internacional de
referencia 80/552 para LH (2nd WHO IRP 80/552). Los coeficientes de variacion
(CV) intra- e interensayo fueron < 2.3 % y <52 % paraFSH<3.2 %y <73 %
para LH, respectivamente (Ropelato y col., 1997). Los niveles de testosterona se
determinaron por RIE, utilizando un método comercial (Coat-a-Count, Diagnostic
Products, Los Angeles, CA, USA), como se describié previamente (Trigo y col.,

2004). Los CV intra- e interensayo fueron menor al 10 %.

6.2 Determinacion de los niveles de testosterona en suero de rata

Los niveles de testosterona sérica se determinaron por RIE desarrollado, segun
el método descripto por Suescun y col. (1985). Alicuotas de 300 uL de suero se
extrajeron con 2 mL de éter dietilico; los extractos etéreos se evaporaron a
sequedad bajo aire comprimido y los residuos se resuspendieron en solucién PBS-
gelatina 0.1 %, pH 7.4, en una proporciéon 1:1 (volumen de suero: volumen de
resuspension). La incubaciéon con el anticuerpo (dilucion de trabajo 1/140) y el
trazador (testosterona [1, 2, 6, 7—3H(N)]) se realizé a 4°C durante 18 h. La
separacién del esteroide libre del complejo esteroide-anticuerpo se realizo
utilizando una suspensién de carbon Norit® A, 0.625 g/% P/V en solucidn

amortiguadora de RIE. Luego se determind la radioactividad presente en los
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sobrenadantes, que contenian la fracciéon unida usando una solucién centelleadora
comercial en un contador de centelleo liquido (RackBeta 1214, Wallac, Abbott
Laboratories, IL, USA).

El anticuerpo anti-testosterona presentd una reaccién cruzada del 35 % con
dihidrotestosterona (DHT). El limite inferior de deteccién fue de 12.5 pg/tubo. El
CV intra- e interensayo fue menor al 12 %. Los resultados se expresaron como

ng/mL de suero.

6.3 Determinacion de FSH

La determinacién de los niveles de FSH se realiz6 utilizando un RIE de doble
anticuerpo desarrollado en nuestro laboratorio, segin la metodologia previamente
descripta por Creus y col. (2001) para la FSHh y Rulli y col., (1995) para la FSH
de rata (FSHr).

Como trazador se utilizaron los estandares hFSH-I-SIAFP2 para FSHh vy
NIDDK-rFSH-I-9 (AFP-12828B) para FSHr, marcados con '?°I; la iodinacién se
realizé siguiendo el método de cloramina-T (Greenwood y col., 1963) y la
hormona iodinada se purificé a través de una columna de Sephadex G-25. La
incubacion con el primer anticuerpo (NIDDK-anti-hFSH-6, dilucion 1/80000 vy
NIDDK-anti-rFSH-S-11, dilucién 1/40000) y el trazador se realizé a 4°C durante
18 horas. Posteriormente se agregd el segundo anticuerpo (suero de cabra anti-
IgG de conejo; diluciéon 1:15) y se incub6 durante 3 h a 4°C. Se precipito la
fraccién libre de la unida con el agregado de polietilenglicol al 6 %. La hormona
libre se separé por centrifugacion y aspiracion de los sobrenadantes y se
determiné la radioactividad presente en los precipitados que contenian la fraccion
unida, en un contador de centelleo sélido Wizard Automatic Gamma Counter,
Perkin Elmer, Boston, USA). Como preparacion de referencia para FSHh se utilizd

el estandar LER-907. La sensibilidad del ensayo fue de 4.6 ng/tubo. Los CV intra-
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e interensayo fueron 9 y 12 %, respectivamente. En el RIE de FSH de rata, se
utilizé el estdndar rat-FSH-RP-2. La sensibilidad de este ensayo fue de 0.47

ng/tubo. Los CV intra- e interensayo fueron menores al 10 %.

6.4 Determinacion de los niveles de AMPc

Los niveles de AMPc de los medios condicionados se determinaron utilizando
un RIE comercial, siguiendo las instrucciones del proveedor (Immunotech,
Beckman Coulter, CA, USA). La sensibilidad del ensayo fue 0.2 nM y los CV intra-
e interensayo fueron menores al 10 %. Los resultados se expresaron como

pmol/mL.

6.5 Determinacion de estradiol

Los niveles de estradiol en los medios condicionados se determinaron por RIE
como fue descripto previamente por Escobar y col. (1976). Alicuotas de 100 pl de
los medios condicionados se incubaron con el anticuerpo (dilucién de trabajo
1/2000) y el trazador (estradiol [6,7-3H(N)]) a 4°C durante 18 h. La separacion
del esteroide libre del complejo esteroide-anticuerpo se realizé utilizando una
suspension de carbén Norit®A 0.625 g /% P/V en solucién amortiguadora de RIE.
Luego se determindé la radioactividad presente en los sobrenadantes, que
contenian la fraccion unida, como se describié en 10.2.

Este ensayo utiliza un anticuerpo especifico que posee una reaccién cruzada
menor a 1 % con estrona y estriol. El limite inferior de deteccion fue de 6.25 pg/

tubo. Los CV intra- e interensayo fueron 8 y 15 % respectivamente.

66



Materiales y Métodos

6.6 Determinacion de los niveles de inhibina B y de la subunidad o de
inhibinas

Los niveles de inhibina B y de la subunidad o de inhibinas, Pro-aC, se
determinaron a través de un ELISA especifico de dos sitios segin se describio
previamente por Groome y col. (1994, 1995 y 1996). Dicho inmunoensayo se
basa en el uso de un anticuerpo monoclonal inmovilizado que actia como
anticuerpo de captura y un segundo anticuerpo monoclonal el cual esta conjugado
a fosfatasa alcalina y actia como anticuerpo de deteccién (R1). Los anticuerpos de
captura se encuentran acoplados covalentemente a través de sus residuos
carbohidratados en la regién Fc a una placa especialmente tratada (Avidplate-HZ)
y estan dirigidos contra la regiéon BB (C5) o Pro-a (INPRO) segun la inhibina que

se desee detectar (Figura 17).

INPRO RI
e | | Subunidad «
Pro oN aC

(6kDa) (23kDa) (18/20 kDa)
Pro pB
(40kDa) (14kDa)T
Cc5 BB
Figura 17: Reactividad de los anticuerpos utilizados en el ELISA para inhibinas. El ensayo
para Pro-aC utiliza INPRO y R1, el ensayo para inhibina B utiliza C5 y R1.

Las muestras se diluyeron con solucién diluyente (Tritén X-100 4.5% V/V, BSA
10% P/V, azida sédica 0.01% P/V y NaCl 0.15 M en Tris-HCI 0.1M, pH 7.5) para la
determinacion de Pro-aC o con suero fetal bovino para la determinacién de
inhibina B, de acuerdo a la cantidad estimada de inhibina presente.

Para la determinacion de inhibina B, las muestras fueron tratadas previamente.
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Un volumen de 50 pL de una solucién acuosa de SDS al 6 % P/V se adiciond a 100
ML de las muestras diluidas y estandares y se llevaron a 100°C durante 3-5
minutos. Luego, se agregaron 100 pL de solucion diluyente y 50 pyL de una
solucién recién preparada de perdxido de hidrégeno (H,O, Merck, Darmstadt,
Alemania) 6 %. Se dejé en contacto por 30 min a temperatura ambiente,
lograndose la oxidaciéon total de los residuos metionina del epitope del péptido a
medir de forma de obtener una mejor interaccidén con el anticuerpo de captura.

Para la determinacion de Pro-aC, no fue necesario realizar un tratamiento
previo a las muestras.

Las muestras (100 pL para inhibina B y 50 yL para Pro-aC) se sembraron en
placas de 96 pocillos conteniendo el anticuerpo de captura inmovilizado y se
incubaron durante una noche a temperatura ambiente. Luego se realiz6 el lavado
de las placas con solucién de lavado (Tween 20 0.05% V/V y NaCl 0.15 M en Tris-
HCl 0.025 M, pH 7.5) utilizando un lavador automatico de microplacas (Wellwash
4M K2, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) para eliminar los compuestos no
capturados presentes en la muestra y se adicioné el segundo anticuerpo. Este es
un anticuerpo monoclonal de ratén dirigido contra la region aC de la subunidad
o (R1) que esta acoplado a fosfatasa alcalina. Las muestras se dejaron en contacto
con este segundo anticuerpo durante 3 h a temperatura ambiente. El exceso de
anticuerpo se removié mediante un lavado muy exhaustivo con la misma solucion
mencionada anteriormente.

Con el objeto de optimizar la sensibilidad de los ensayos de inhibina, todos
incluyen, en la ultima etapa del procedimiento, la amplificacién de la sefial de
color generada por la fosfatasa alcalina acoplada al segundo anticuerpo. Con este
fin, se utiliza un sistema especial de amplificacion para ELISA. Este sistema se
caracteriza por la interacciéon de la enzima con un sustrato que inicia una reaccion

enzimatica secundaria, que resulta en desarrollo de color como producto final.
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El resultado de la reaccibn es una coloracién roja cuya intensidad es
directamente proporcional a la concentracion de inhibina presente en la muestra
original. La absorcién fue determinada en un lector de microplacas (Multiskan EX,
Thermo Scientific, Baltimore, MD, USA) a una longitud de onda de 492 nm con un
filtro de referencia a 620 nm.

La sensibilidad de estos ensayos fue de 15 pg/mL para inhibina B y de 6 pg/mL
para Pro-aC. Los CV intra- e interensayo fueron menores del 10 % para ambas
determinaciones.

El ensayo de inhibina B presenta una reaccién cruzada menor del 0.1 % con la

activina A, activina B y folistatina, y menor del 0.5 % con inhibina A.

7. Analisis de la expresion del ARNm de las sialiltransferasas

hipofisarias St3gal3y St6gal1

La expresion del ARNm de las sialiltransferasas hipofisarias St3gal3 y St6gal1
se realizd por la técnica de retrotranscripcién (RT) seguida de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) en condiciones semicuantitativas. Esta técnica se utilizd
para el analisis en hipofisis de rata en todas las condiciones experimentales

estudiadas. El procedimiento se realizd6 con material estéril y libre de nucleasas.

7.1 Extraccion del ARN total

Se extrajo el ARN total utilizando el reactivo comercial Trizol® Reagent, basado
en la técnica desarrollada por Chomczynski y Sacchi (1987), siguiendo las
indicaciones del fabricante.

Las hipofisis fueron pesadas y homogeneizadas con 1 mL de Trizol/100 mg de
tejido usando un homogeneizador manual de vidrio-teflén. Luego, se transfirid el

homogenato a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se incubé 5 min a
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temperatura ambiente para permitir la disociacion completa del complejo de
nucleoproteinas. Se agregaron 200 pL de cloroformo/mL de Trizol y se agité
vigorosamente por 15 segundos. Se dejé reposar 3 min a temperatura ambiente y
se centrifugd durante 15 min a 12000xg a 4°C. Posteriormente, se transfirid la
fase acuosa (superior) a un tubo de 1.5 mL, se agregaron 500 pL de isopropanol
frio/mL de Trizol y se agité suavemente por inversidon para precipitar el ARN. Se
incubé 30 min a temperatura ambiente y se guard6 a -20°C. Al dia siguiente, se
centrifugd durante 10 min a 12000xg a 4°C. Se descarté el sobrenadante y se
agregd 1 mL de etanol al 75% V/V (frio) en H,O libre de nucleasas. Se agitd
vigorosamente y se centrifugd a 7500xg a 4°C por 5 minutos. Se descartd el
sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendi6 en 20 pL de agua libre de
nucleasas. Las muestras de ARN total asi obtenidas se almacenaron a -80°C hasta
su posterior utilizacion.

El H,O libre de nucleasas se obtuvo por esterilizacién de agua deionizada

previamente tratada con DEPC (H,O-DEPC 0.1 % V/V).

7.2 Cuantificacion del ARN total

La concentracién de ARN total en cada muestra se realizd por medicién de la
absorbancia a 260 nm, con un espectrofotémetro DU 800 (Beckman Coulter, CA,
USA). El grado de pureza del ARN total se determind por el cociente obtenido de
los valores de absorbancias determinadas a 260 y 280 nm, el cual evalta la
contaminacion con proteinas (cociente éptimo entre 1.8 y 2.0) y a 260 y 230 nm,
el cual evalta la contaminacién con solventes organicos (cociente 6ptimo mayor a

1.8).
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7.3 Tratamiento con ADNasa

Con el objetivo de eliminar una posible contaminacién con ADN gendmico, el
ARN extraido fue sometido a una digestién con ADNasa I recombinante (DNA-
freeTM) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Se tomaron alicuotas de 10 ug de ARN total en microtubos de 0.2 mL de pared
delgada, se agregaron 5 pL de buffer de reaccion 10x, 1 yL de ADNasa (2 U) y se
completdé hasta un volumen de 50 pL con agua libre de nucleasas. La reaccion
enzimatica se realiz6 a 37°C durante 30 min en un termociclador T-Gradient
(Biometra, Goettingen, Alemania) y se detuvo por agregado de 5 pL de reactivo
de inactivacion. Se agité vigorosamente durante 2 min a temperatura ambiente y
se centrifugd a 10000xg a 4°C por 2 min. Finalmente, el sobrenadante de cada
muestra se transfirié cuidadosamente a un nuevo tubo.

La concentracién de ARN total de cada muestra luego del tratamiento se
determiné como se mencion6 en el item 7.2. Luego del tratamiento las muestras

se almacenaron a -80°C.

7.4 Verificacion de la integridad del ARN total

La integridad del ARN total luego del tratamiento con ADNasa se verificé por
electroforesis en gel de agarosa 1% P/V empleando la solucién reguladora MOPS
1x (MOPS 20 mM, acetato de sodio 8 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0) y 6% V/V de
formaldehido como agente desnaturalizante. Se tomdé 1 ug de ARN total de cada
muestra, se completd hasta un volumen de 10 pL con agua libre de nucleasas y se
adicionaron 20 pL de la solucién desnaturalizante FMF (50 % V/V formamida, 2x
MOPS, 7% V/V formaldehido). Las muestras se desnaturalizaron por incubacién a
75°C durante 5 min y posteriormente se mantuvieron en hielo. Se adicionaron 2

uL de la solucién de carga para ARN (glicerol 50% V/V, azul de bromofenol 0.25%
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P/V y xilén cianol 0.25% P/V) y 0.3 uL de una solucién 2.5 mg/mL de bromuro de
etidio. Se sembraron las muestras en el gel y la corrida electroforética se realizé
con solucién de MOPS 1x durante 40 min a 70 V. Se fotografié el gel con un
sistema digital de captacién de imagen (Digi DocIt, UVP, Inc. Upland, CA, USA),
usando una camara Canon Powershot G10 14.7 MP y un transiluminador UV.
Tanto la cuba electroforética como la cama y peines fueron pretratados con H,0; e
NaOH con el fin de inactivar nucleasas.

En la Figura 18 se muestra un gel representativo de la electroforesis de ARN

total en condiciones desnaturalizantes.

<—28S
<—18S

Figura 18: Electroforesis de ARN total en condiciones desnaturalizantes. Imagen digital
monocromatica del gel de agarosa 1 % tefiido con bromuro de etidio. Se observan
claramente las bandas correspondientes a la subunidad mayor y menor del ARN ribosomal
(28s y 18S).
El ARN ribosomal constituye mas del 80% del ARN total, una clara visualizacién
de las bandas correspondientes a la subunidad mayor (28S) y a la subunidad

menor (18S) y una relacion 28S/18S cercana a 2 indican la integridad del ARN

total.

7.5 Reaccion de retrotranscripcion del ARNm

Se realizé la RT de los ARNm a partir del ARN total utilizando como cebadores
oligonucledtidos de desoxitimidina (oligo-dT). Estos cebadores estan compuestos

por 15 nucleétidos de base timina, complementario a la terminacion poliadenilada
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presente en el ARNm de organismos eucariotas, y permiten la retrotranscripcién
especifica de este tipo de ARN.

En microtubos de 0.2 mL de pared delgada, se tomaron alicuotas de 1 ug de
ARN total tratado con ADNasa, se agreg6é 1 uL de desoxinucleétidos (dNTPs) 10
mM (cada uno), 1 pL de oligo-dT 0.5 pg/pL y H,O libre de nucleasas suficiente
para completar un volumen total de 12 pL. Se incubé a 65°C durante 5 min en un
termociclador T-Gradient (Biometra, Goettingen, Alemania) seguido de 1 min en
hielo y se agregaron 4 uL de buffer de reacciéon 5x (Tris-HCI 250 mM, KCI 375 mM,
MgCl, 15 mM, pH 8.3), 2 pL de ditiotreitol (DTT) 0.1 M y 1 pL de inhibidor de
ribonucleasas recombinante 40 U/uL (RNaseOUT inhibitor). Se incubdé a 42°C
durante 2 min y se agregd 1 uL de la transcriptasa reversa SuperScript II (200
U/uL).

La reaccién de RT se llevd a cabo a 42°C durante 50 min en un volumen final
de 20 pL. Finalmente, la enzima se inactivé por incubacién a 70°C durante 15 min
y las muestras se almacenaron a -20°C hasta su posterior utilizacién. Como

control negativo se utilizdé un tubo de reaccién en ausencia de ARN.

7.6 Reaccion en cadena de la polimerasa

7.6.1 Diseno de cebadores

Las secuencias de los cebadores usados en la reaccion de PCR se muestran en

la Tabla 2.

Tabla 2: Secuencia de los cebadores utilizados en la reaccién de PCR

Een N° acceso a Oligonucledtido sentido Oligonucledtido antisentido Producto
GenBank 5'-3' 5'-3' (pb)
St3gal3 NM_031697 TCAAGTGGCTGAAGTACATC GTTGTGTGTCCAGGACTCTT 346
Stégall NM_147205 GAGTTACCGAAGGCTGAACC CAACGAATGTTCCGGAAGCCAGA 369
Gapdh NM_017008 GTAGCCATATTCATTGTCATA ATTGCAT CCTGCACCACCAA 515
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Para la amplificacién por PCR de los ADN copia (ADNc) de la sialiltransferasa
St3gal3 se utilizaron los cebadores disefiados previamente por Damidn-Matsumura
y col. (1999). Estos cebadores estan ubicados en dos exones diferentes de modo
que salteen una region intronica, con el fin de evitar la amplificacion de material
gendmico.

Para la amplificacién de los ADNc de la sialiltransferasa St6gall se disefaron
cebadores basados en la secuencia del ARNm reportada previamente por
Weinstein y col. (1987). Se utilizé el programa computacional “Oligos” version 4.0
de Wojciech Richlijk, considerandose la temperatura éptima, la adecuada relaciéon
de bases GC/AT y se evitd la formacién de enlaces inter e intracatenarios.

Asimismo, se realizé la amplificacién del ADNc de la enzima gliceraldehido-3-
fosfato-deshidrogenasa (Gapdh) que se utiliza para normalizar la amplificaciéon de
los ADNc de interés, controlando posibles variaciones en la concentraciéon del ARN
total utilizado en la RT-PCR. Para la amplificacién de un fragmento de 515 pb de
Gapdh fueron utilizados los oligonucleétidos descriptos previamente por Timossi y
col. (2000).

La especificidad de los cebadores fue comprobada realizando una RT-PCR en
condiciones estandar (Ta 55°C, 35 ciclos) a partir de ARN total extraido de
cerebro de ratas macho adultas (Figura 19). Se visualizé una Unica banda a la
altura correspondiente al tamafio molecular esperado para cada ADNc amplificado.
La misma fue secuenciada en Macrogen Inc. (Seul, Corea) y la secuencia obtenida

coincidioé con la esperada para cada gen en estudio.

74



Materiales y Métodos

PM  St3gal3 St6gall Gapdh

600 pb

400 pb
300 pb

Figura 19: Especificidad de los cebadores utilizados en la PCR. Imagen digital del gel de
agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio. Se amplificd a partir de ADNc de cerebro de
ratas macho adultas. En la primera calle se observa el marcador de peso molecular (PM). Se
visualizan bandas Unicas del tamafio molecular esperado correspondientes a la amplificacidén
por PCR del ADNc de las sialiltransferasas St3gal3, St6gal1y Gapdh.

7.6.2 Optimizacion de las condiciones de reaccién para Ila

semicuantificacion

Con el fin de optimizar las condiciones de la reaccion, se determind para cada
amplicén, el nimero de ciclos que se encuentran en la fase exponencial de
amplificacién. Esto se basa en la observacién de que antes de alcanzar el plateau
en una amplificacién por PCR, existe una relacién lineal entre la cantidad del ADNc
inicial y el producto final (Gause y Adamovicz, 1994).

La reaccién se realiz6 en microtubos de 0.2 mL de pared delgada; se utiliz6 1
ML de ADNc simple cadena obtenido de la RT; se agregaron 1 uL de MgCl, 50 mM,
1 pL de dNTPs 10 mM c/u, 1 pL de cebadores sentido y antisentido 20 uM, 0.5 puL
de Taq ADN polimerasa (5 U/uL) y solucién reguladora de pH para Tag ADN
polimerasa suficiente para completar un volumen final de 50 yL. En cada reaccién
se incluydé un control negativo reemplazando el ADNc por H;O libre de nucleasas.

En primer lugar se evalud la temperatura 6ptima de hibridacién (Ta) para cada

juego de cebadores a partir de ADNc de cerebros de ratas macho adultas. La

75



Materiales y Meétodos

reaccion se llevd a cabo a Ta variables (52-62°C) utilizando 30 ciclos de
amplificacion.
Se siguio el siguiente ciclo de temperaturas:
- desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min
- desnaturalizaciéon a 94°C por 30 s
- hibridacion a 52-62°C por 30 s x 30 ciclos

- extension a 72°C por 1 min

extension final a 72°C por 7 min

almacenamiento a 4°C

En la Figura 20 se observan las variaciones en la densidad 6ptica del producto
de amplificaciéon en funcién de la Ta para cada juego de cebadores. En base a
estos resultados, se decidié utilizar una Ta=60°C en todos los casos, ya que al ser
la mas alta entre las que permiten una buena amplificacion de todos los

productos, reduce los posibles alineamientos inespecificos.

Ta (°C)
52 55 57.5 60 62

St3gal3

St6gall

Gapdh

Figura 20: Evaluacion de la Ta 6ptima para la PCR. Imagen digital del gel de agarosa al 1.5
% tefiido con bromuro de etidio. Se amplifico a partir de ADNc de cerebro de ratas macho
adultas. Se observan las bandas correspondientes a la amplificacion por PCR del ADNc de las
enzimas St3gal3, Stégally Gapdh a distintas Ta.

Luego se evalud el numero 6ptimo de ciclos de amplificacién para cada juego

de cebadores. Como el nimero de ciclos depende de la cantidad de ADNc presente
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en la muestra, la optimizacion se realizd a partir de ADNc obtenido por RT de 1 ug
de ARN total extraido de hipdfisis de ratas macho adultas. La reaccién se llevé a
cabo a Ta=60°C y un numero variable de ciclos de amplificacién. Se siguid el
siguiente ciclo de temperaturas:

- desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min

- desnaturalizacion a 94°C por 30 s

- hibridacion a 52-62°C por 30 s x 22-40 ciclos

extension a 72°C por 1 min

extension final a 72°C por 7 min
- almacenamiento a 4°C

En la Figura 21 se muestra un ejemplo de las variaciones en la densidad optica
del producto de amplificacion en funcién del nimero de ciclos para cada juego de

cebadores obtenidos a partir de ADNc de hipdfisis de ratas macho adultas.

# CICLOS
22 25 28 30 32 35 40

S ——m
Gapdh | : -

Figura 21: Evaluacién del nimero 6ptimo de ciclos para la PCR. Imagen digital del gel de
agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio. Se amplificé a partir de ADNc de hipdfisis de
ratas macho adultas. Se observan las bandas correspondientes a la amplificacién por PCR del
ADNCc de las enzimas St3gal3, Stégal1y Gapdh.

En todos los casos, se escogié un numero de ciclos tal que se encuentre en la
fase lineal de amplificacién y permita la deteccién del producto sin saturacién de la
sefial. Se utilizaron 30 ciclos para amplificar el ARNm de ambas sialiltransferasas y

25 ciclos para el ARNm de la Gapdh.
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7.6.3 Electroforesis de los productos de PCR y cuantificacion de la

expresion

Los productos de PCR fueron separados electroforéticamente en geles de
agarosa 1.5% P/V conteniendo 0.15 pg/mL de bromuro de etidio junto a un
marcador de pares de bases (100-bp DNA ladder). Para la preparacion del gel se
empled una solucién TBS 0.5x (Tris 45 mM, acido bérico 45 mM, EDTA 1 mM, pH
7.5). A cada muestra se adicioné 1/5 parte de solucion de carga para ADN
(glicerol 30% V/V, azul de bromofenol 0.25% P/V y xilén cianol 0.25% P/V). Se
sembraron las muestras en el gel y la corrida electroforética se realizd con
solucion de TBS 0.5x durante 30 min a 75 V. Se fotografié el gel con el sistema
digital de captacién de imagen mencionado en el punto 6.4, utilizando un
transiluminador UV. La intensidad de las bandas se cuantific6 por densitometria
utilizando el programa Gel-Pro Analyzer 3.1 (Media Cybernetics, Bethesda, ND,
USA) y se expres6 como densidad éptica integrada (DOI). La expresion relativa de
las sialiltransferasas St3gal3 y St6gall para cada condicion experimental se
determind calculando la relacién entre la DOI correspondiente al gen de interés y

la del gen de Gapdh.

8. Inmunohistoquimica de las sialiltransferasas hipofisarias

STGAL3 y ST6GAL1

En cortes de hipdfisis de ratas macho provenientes de las distintas condiciones
experimentales se realizé6 inmunohistoquimica para determinar la presencia de las
sialiltransferasas en estudio. Se utilizaron los anticuerpos gentilmente cedidos por
el Dr. E. Berger (Universidad de Zurich, Suiza) y el Dr. J. Paulson (The Scripps
Research Institute, La Jolla, CA, USA).

Las hipofisis se fijaron en solucion de Bouin durante 8 h, luego se
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deshidrataron e incluyeron en parafina. Los tacos fueron cortados en secciones
seriadas de 4 um en diferentes niveles. Los cortes fueron tratados con H;0; al 3%
a fin de anular la actividad peroxidasa enddgena de neutrdéfilos y hematies. Se
incubaron con los anticuerpos primarios anti-ST3GAL3 (dilucion 1/50), anti-
ST6GAL1 (dilucién 1/50) y anti-FSH (dilucién 1/100) durante 1 h a temperatura
ambiente. Luego de lavar exhaustivamente, se incubaron con el reactivo EnVision
durante 30 minutos. La reaccién se revel6 con el cromogeno diaminobencidina
(DAB) 0.5 mg/mL y H,0, 30 VOL, 1/1000 en solucion amortiguadora Tris-HCI. Se
incluyd un control negativo, reemplazando el anticuerpo especifico por suero
normal de conejo 6 solucion fosfato amortiguadora de pH; y un control positivo,
utilizando cortes de higado y/o cerebro de rata.

Se obtuvieron microfotografias que fueron analizadas mediante
videomicroscopia computarizada (Imaging Technology, software Optimas,
OPTIMAS Corporation, Bothell, WA, USA). Se estudiaron 4 hipofisis/grupo en 2
niveles. Se registré6 un minimo de 10 imdgenes por corte. Las mediciones fueron
procesadas y se calcularon los siguientes parametros estereoldgicos: la densidad
de volumen (DV), definida como el promedio del area inmunomarcada/ area de
referencia (AR) y la densidad de células (DC), definida como el numero de
células/um?. El AR es un valor fijo que representa el drea total a través de la cual

fueron contadas las células.

9. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como media + error estandar (EEM).
Para realizar el andlisis estadistico de los resultados expresados en porcentaje
se utilizd la transformacién arcoseno Vp, siendo p la proporciéon (0<p<1). Las

restantes variables a analizar fueron transformadas a logaritmo decimal.
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El analisis estadistico de los resultados se realizd utilizando la prueba t de
Student cuando se compararon dos grupos. Para las comparaciones multiples se
utilizé analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de la prueba de Tukey-
Kramer. Para los analisis de las curvas dosis-respuesta se utiliz6 analisis de
varianza de dos factores (ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni. Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas cuando el valor de
p resulté menor de 0.05.

Se utilizdé para el analisis estadistico el programa GraphPad Prism version 5.0

para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA, www.graphpad.com).
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Capitulo |

Regulacion hormonal de la microheterogeneidad

molecular de FSH sérica en pacientes anorquidos

El primer objetivo de este trabajo de Tesis fue estudiar 13 pacientes
anoérquidos, derivados a la Division de Endocrinologia del Hospital de Nifios R.
Gutiérrez, con el fin de determinar el efecto de la ausencia de testiculo desde
edades tempranas de la vida sobre el grado de sializacién, la complejidad de los
oligosacaridos de FSH y la accibn de GnRH vy testosterona sobre estas

caracteristicas moleculares de la gonadotrofina.

1.1 Pacientes anérquidos en edad prepuberal

Se incluyeron 8 pacientes anérquidos, estudiados entre los 0.8 y los 13.4 afos
de edad; el diagnéstico fue confirmado por palpaciéon durante el examen clinico,
por la ausencia de respuesta gonadal al estimulo con hCG y por exploracion
quirdrgica.

Cinco de estos pacientes fueron analizados en condiciones basales y luego de
la administracién de un estimulo agudo con GnRH, prueba funcional que se realizé
en la Divisién de Endocrinologia del Hospital de Nifios R. Gutiérrez, para evaluar la

actividad del eje hipéfiso-gonadal.

1.1.1 Datos clinicos y perfil hormonal sérico

En la Tabla 3 se muestran los datos obtenidos en el examen clinico y el perfil
hormonal sérico determinado en los pacientes estudiados. Los parametros

evaluados fueron: la edad cronoldgica, el vello pubiano, el estadio de desarrollo
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genital segun Tanner (G), los niveles de testosterona plasmatica y las

gonadotrofinas séricas (FSH y LH).

Tabla 3: Datos clinicos y perfil hormonal sérico basal

Pacientes EC VP G T LH FSH
(afios) (nmol/L)  (UI/L) (UI/L)

1 0.8 1 I <0.35 16.8 66.0

2 1.3 1 I <0.35 0.5 7.8

3 2.4 1 I <0.35 5.9 63.0

4 5.7 1 I <0.35 0.2 14.0

5 6.6 1 I <0.35 1.9 20.1

6 11.7 2 I <0.35 4.1 32.5

7 12.3 1 I <0.35 23.8 28.0

8 13.4 1 I <0.35 23.5 67.7

EC: Edad cronoldgica; VP: Vello pubiano; G: Estadio de desarrollo genital segin Tanner; T:
Testosterona; LH: Hormona Luteinizante; FSH: Hormona Foliculo-Estimulante. Los niveles de LH
se expresan en UI/L del 2° WHO IRP 80/552 y los de FSH en UI/L del WHO IRP 94/632.

En este grupo de pacientes, la testosterona sérica se encontrdé dentro del
rango prepuberal normal. A excepciéon de dos pacientes con valores bajos de LH
(#2 y #4), los niveles de ambas gonadotrofinas se hallaron marcadamente
elevados con un alto grado de variabilidad individual, en todos los casos los
niveles de FSH superaron a los de LH.

Al analizar el efecto del GnRH, evaluado luego de 60’ de su administracion, se
observé un aumento de FSH de 1 a 3 veces mientras que los niveles de LH

aumentaron de 2 a 9 veces respecto del valor basal (Figura 22).
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Figura 22: Niveles individuales de FSH (panel A) y de LH (panel B) en pacientes anérquidos
en edad prepuberal en condiciones basales y luego de un estimulo agudo con GnRH.

1.1.2 Abundancia relativa de analogos de carga de FSH sérica. Efecto

de GnRH

Los analogos de carga de FSH, con diferencias en su grado de sializacion,

fueron aislados utilizando IEF preparativo, como se describié en Materiales y

Métodos.

La Figura 23 (paneles A y B) muestra los resultados obtenidos al analizar la
abundancia relativa de los andlogos de carga de FSH sérica, en condiciones

basales y luego de 60’ de la administracion de GnRH.
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Figura 23: Abundancia relativa de analogos de carga de FSH sérica en pacientes andérquidos
en edad prepuberal. Efecto de GnRH. A) Se muestra la proporcion (% del total de FSH
recuperada) de analogos de carga en intervalos de 0.49 unidades de pH, en condiciones
basales y luego de 60’ del estimulo con GnRH. * p<0.05: proporcidon predominante de
hormona aislada en el rango de pH 3.50-4.99. ND: no detectable. B) Proporcién de hormona
(% del total de FSH recuperada) aislada a pH<3.99 y pH>4.00 en condiciones basales y
luego de 60’ del estimulo con GnRH. Los resultados se expresan como media + EEM.

En condiciones basales se detecté hormona en un amplio rango de pH: 2.50-
5.99. La marcada heterogeneidad molecular de la FSH circulante en los pacientes
estudiados, no permitié identificar una proporcion predominante de hormona en

un intervalo acotado de pH (0.49 unidades); el 79.3 £ 3.0 % de la FSH total

recuperada se aislé en un rango de pH 3.50-4.99 (Figura 23, panel A).
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Cuando se analizé la proporcién de hormona aislada por debajo de pH 3.99
(mayor grado de sializacién) y por encima de pH 4.00 (menor grado de
sializacién) no se observaron diferencias en las proporciones relativas de andlogos
de carga: pH<3.99: 46.8 £ 2.9 % y a pH>4.00: 54.3 = 2.3% (Figura 23, panel
B).

Estas caracteristicas descriptas en condiciones basales no fueron modificadas
por la administracion de GnRH (Figura 23, paneles A y B). Al igual que en la
condicién basal, no se observd una proporcion predominante de FSH en un
intervalo acotado de pH; el 80.4 + 2.10 % de la FSH total recuperada se aislé en
un rango de pH 3.50-4.99 (Figura 23, panel A). Asimismo, no se observaron
diferencias en las proporciones de hormona aisladas por debajo de pH 3.99 vy por

encima de pH 4.00: 44.1 £ 5.4 y 57.2 £ 4.8 %, respectivamente.

1.1.3 Abundancia relativa de variantes dlicosiladas de FSH con
diferencias en el grado de complejidad de sus oligosacaridos. Efecto

de GnRH.

Las variantes glicosiladas de FSH con diferencias en el grado de complejidad de
sus oligosacaridos fueron aisladas mediante cromatografia de afinidad en Con-A,
como se ha descripto en Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos al determinar la abundancia relativa de las
glicoformas de FSH sérica con distinto grado de complejidad en sus oligosacaridos

se muestran en la Figura 24.
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Figura 24: Abundancia relativa de glicoformas de FSH sérica con diferente grado de
complejidad en sus oligosacaridos en pacientes andrquidos en edad prepuberal. Efecto de
GnRH. Se muestra la proporcién (% del total de FSH recuperada) de glicoformas de FSH no
retenidas (NR), débilmente retenidas (DR) y fuertemente retenidas por la lectina (FR) en
condiciones basales y luego de la administracién de GnRH. Los resultados se expresan como
media £ EEM. *: p<0.05 DR vs NR y FR.

En condiciones basales, se observd un predominio de glicoformas de FSH con
oligosacaridos biantenarios y truncados, débilmente retenidos por la lectina: DR:
49.0 £ 5.3 vs NR: 30.0 £ 4.6 y FR 22.0 £ 3.9 %, p<0.05. No se observaron
diferencias entre las proporciones de glicoformas con oligosacdridos altamente
ramificados y las que contenian oligosacaridos con un menor grado de
procesamiento, de tipo hibrido y de alto contenido en manosa.

La administracion de GnRH no indujo cambios en estas proporciones relativas:

DR: 47.0 £ 7.2 vs NR: 27.0 £ 7.2 y FR: 26.0 £ 5.8 %, p<0.05.
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1.2 Pacientes anérquidos en edad puberal

Se incluyeron 5 pacientes entre 13.5 y 19.2 afios de edad los cuales fueron
estudiados en el dia previo a la administracion de enantato de testosterona (ET) y
luego de 7/14 dias de la administracién de este androgeno; este tratamiento se
utilizé para mantener los caracteres sexuales secundarios en los pacientes en

edad puberal con esta patologia.

1.2.1 Datos clinicos y perfil hormonal sérico

En la Tabla 4 se muestra el perfil hormonal sérico determinado en los pacientes
estudiados. Los parametros evaluados fueron: la edad cronolégica, los niveles de
testosterona plasmatica y de las gonadotrofinas séricas (FSH y LH) antes y

después de la administracion de ET.

Tabla 4: Perfil hormonal sérico de pacientes en edad puberal en
condiciones basales y bajo tratamiento con ET.

Pacientes EC T LH FSH
(afios) Pre-ET Post-ET Pre-ET Post-ET Pre-ET Post-ET
1 13.5 0.5 8.5 28.6 23.0 99.2 114.0
2 14.0 0.4 6.0 25.8 20.0 32.5 77.7
3 15.7 0.9 5.6 23.5 29.3 67.7 73.9
4 14.4 1.4 4.0 13.4 10.5 56.1 79.3
5 19.2 1.2 9.3 38.2 28.9 50.3 68.3

EC: Edad cronolédgica; T: Testosterona (nmol/L); LH: Hormona Luteinizante (UI/L del 2° WHO IRP
80/552); FSH: Hormona Foliculo-Estimulante (UI/L del WHO IRP 94/632); ET: enantato de
testosterona; Pre-ET: dia previo a la administracion de ET; Post-ET: luego de 7/14 dias de
administracion de ET.

Los niveles de testosterona sérica determinados previamente a la
administracion del andrégeno se encontraron dentro del rango prepuberal; la
terapia hormonal de reemplazo elevé los niveles de testosterona al rango puberal;

sin embargo, este aumento no alcanz6 significancia estadistica debido al nimero
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de pacientes incluidos en este estudio.

Los niveles de gonadotrofinas permanecieron muy elevados. Si bien la LH
disminuy6 en 4 pacientes luego de la administraciéon del andrégeno, este cambio
no alcanzé significancia estadistica. Resultados similares se obtuvieron con los
niveles de FSH, los cuales mostraron una tendencia al aumento luego de la

administracién del andrégeno (NS).

1.2.2 Abundancia relativa de analogos de carga de FSH sérica. Efecto

del enantato de testosterona

La Figura 25 (paneles A y B) muestra los resultados obtenidos al analizar la
abundancia relativa de los andlogos de carga de FSH sérica, en condiciones
basales y luego de la administracién de ET.

En los pacientes en edad puberal analizados previamente a la administracion
de ET se observd, en forma similar a lo descripto previamente en pacientes en
edad prepuberal, una marcada heterogeneidad molecular de la FSH circulante. La
hormona se recuperd en un amplio rango de pH: 2.50-5.49 (Figura 25, panel A).
No se observd una proporcion predominante en un intervalo acotado de pH; un
65.4 £ 4.9 % se aisldé en un rango de pH 3.50-4.49 (p<0.05).

Luego de la administracién de ET, la mayor proporciéon de hormona se aislé en
el mismo rango de pH que el observado en condiciones basales (3.50-4.49) y
correspondié al 74.5 £ 7.0 % de hormona total recuperada en el IEF (p<0.05)
(Figura 25, panel A).

La proporcion de hormona recuperada a pH<3.99, no se modificé por efecto
del andrégeno; en condiciones basales se recuper6 un 48.4 = 4.6 % y luego de la
administraciéon de ET, el 47.3 £ 5.8 % de la hormona; ambas proporciones se
aislaron en el mismo rango de pH (NS). Del mismo modo, la proporciéon de FSH

aislada a pH>4.00, tampoco presentd variaciones luego del tratamiento: basal:
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51.6 + 4.6 vs post ET: 52.2 £ 5.7 %, NS (Figura 25, panel B).
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Figura 25: Abundancia relativa de analogos de carga de FSH sérica en pacientes anérquidos
en edad puberal. Efecto de la administracion de enantato de testosterona (ET). A) Se
muestra la proporciéon (% del total de FSH recuperada) de analogos de carga de FSH en
intervalos de 0.49 unidades de pH, en condiciones basales y luego de la administracién de
ET. * p<0.05: proporcién predominante de hormona aislada en el rango de pH 3.50-4.49. B)
Proporcion de hormona (% del total de FSH recuperada) aislada a pH<3.99 y >4.00 en
condiciones basales y luego de la administraciéon de ET. Los resultados se expresan como
media £ EEM.
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1.2.3 Abundancia relativa de variantes glicosiladas de FSH con
diferencias en el grado de complejidad de sus oligosacaridos. Efecto

del enantato de testosterona

Los resultados obtenidos al determinar la abundancia relativa de las
glicoformas de FSH sérica con distinto grado de complejidad en sus oligosacaridos
se muestran en la Figura 26.

En condiciones basales, las glicoformas de FSH mostraron una distribucién
similar a la descripta en los pacientes en edad prepuberal. Se observé un
predominio de glicoformas de FSH con cadenas carbohidratadas biantenarias y
truncadas, mientras que las proporciones de glicoformas con oligosacaridos
altamente ramificados y de tipo hibrido y de alto contenido en manosa resultaron
de igual magnitud: DR: 54.9 = 10.1 vs NR: 23.3 £ 5.2 y FR 22.8 £ 6.5 %,

p<0.05 (Figura 26).
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Figura 26: Abundancia relativa de glicoformas de FSH sérica con diferente grado de
complejidad en sus oligosacaridos en pacientes anérquidos en edad puberal. Efecto de la
administraciéon de enantato de testosterona (ET). Se muestra la proporcién (% del total de
FSH recuperada) de glicoformas de FSH no retenidas (NR), débilmente retenidas (DR) y
fuertemente retenidas por la lectina (FR) en condiciones basales y luego de la administracion
de ET. Los resultados se expresan como media £ EEM. *: p<0.05 DR basal vs NR y FR basal;
@: p<0.001 FR post ET vs NR y DR post ET; n: p<0.05 NR basal vs NR post ET.

La administracién de ET a este grupo de pacientes produjo modificaciones en la
abundancia relativa de las glicoformas de FSH determinadas en la condicién basal.

No se observé el predominio de glicoformas con cadenas carbohidratadas
biantenarias y truncadas; la proporcién de glicoformas con oligosacaridos
altamente ramificados aumenté alcanzando un 41.6 + 2.3 % del total de hormona
recuperada. Concomitantemente, el tratamiento con andrégenos indujo cambios
en la proporcién de glicoformas con oligosacadridos de tipo hibrido y de alto
contenido en manosa (FR basal: 22.8 = 6.5 vs FR post-ET: 11.1 £ 2.6 %). Esta

diferencia no alcanzé significancia estadistica (Figura 27).
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Figura 27: Efecto de los andrégenos sobre la abundancia relativa de glicoformas de FSH
sérica con diferente grado de complejidad en sus oligosacaridos en pacientes anérquidos en
edad puberal. Valores individuales de la proporcidon (% del total de FSH recuperada) de
glicoformas de FSH no retenidas por la lectina (NR; panel A) y fuertemente retenidas por la
lectina (FR; panel B). *: p<0.05 respecto del basal. ET: enantato de testosterona.

En dos de los pacientes estudiados, la proporcion de glicoformas cuyas

cadenas de

carbohidratos no completaron

la incorporacion de azucares

permanecié sin cambios luego de la administracion de ET.
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Capitulo 11

Regulacion hormonal de la microheterogeneidad

molecular de FSH hipofisaria en ratas macho

En base a trabajos previos en los cuales se describieron cambios en el grado
de complejidad de los oligosacaridos presentes en la FSH hipofisaria durante el
desarrollo sexual de la rata macho (Rulli y col.,, 1999), se utiliz6 este mismo
modelo experimental para evaluar posibles variaciones concomitantes en el grado
de sializacién de esta gonadotrofina.

Se incluyeron en este estudio animales de tres edades diferentes: 15, 23 y 60
dias de edad en condiciones basales.

Los animales adultos fueron estudiados: a) luego de la castracion, para
determinar el efecto de la ausencia de factores regulatorios sobre la
microheterogeneidad de la FSH sintetizada y b) luego de la administracion de
androgenos y/o un antagonista de GnRH, para determinar posibles efectos de

estos factores regulatorios sobre las caracteristicas inducidas por la castracién.

2.1 Variaciones en el grado de sializacion de FSH hipofisaria en

distintos estadios del desarrollo sexual

2.1.1 Concentracion de FSH hipofisaria y niveles de FSH y testosterona

séricos

En primer lugar se determinaron los perfiles hormonales, concentracion de FSH
hipofisaria y los niveles de FSH y testosterona séricos, en los tres grupos de

animales estudiados en diferentes estadios del desarrollo sexual (Tabla 5).

93



Resultados

Tabla 5: Concentracion de FSH hipofisaria y niveles de FSH y testosterona
séricos en distintos estadios del desarrollo sexual.

Edad FSHh FSHs T
(dias) (ng/mg tejido) (ng/mL) (nmol/L)
15 75.1 £ 2.0° 4.0 £0.4° 2.39 + 0.24°

23 296.0 £32.4° 9.2 +£1.0° 3.05 + 0.21°
60  179.0 + 9.2° 6.6 £1.2° 21.06 + 3.26°

FSHh: FSH hipofisaria; FSHs: FSH sérica; T: testosterona. Se muestran los resultados obtenidos

por triplicado en tres experimentos independientes, expresados como media + EEM. Distintas

letras indican diferencias significativas (p<0.01).

La concentracién de FSH hipofisaria y los niveles séricos alcanzaron sus valores
maximos en los animales de 23 dias (p<0.001). La testosterona sérica se

mantuvo sin cambios en los animales de 15 y 23 dias y aumenté marcadamente

en los animales adultos (p<0.001).

2.1.2 Abundancia relativa de analogos de carga de FSH hipofisaria

La Figura 28 muestra la abundancia relativa de analogos de carga de FSH

hipofisaria determinada en animales de las tres edades incluidas en este estudio.
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Figura 28: Abundancia relativa de analogos de carga de FSH hipofisaria en ratas macho en
diferentes estadios del desarrollo sexual. Se muestra la proporcién (% del total de FSH
recuperada) de andlogos de carga de FSH en intervalos de 0.29 unidades de pH, en ratas de
15 (panel A), 23 (panel B) y 60 (panel C) dias de edad. Se muestran los resultados obtenidos
por triplicado en tres experimentos independientes, expresados como media * EEM.
Proporcién predominante de hormona aislada en intervalos de pH: 4.10-4.69, ** p<0.01
(panel A); 3.80-4.69, * p<0.05 (panel B) y 3.80-4.09, *** p<0.001 (panel C).
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En todos los estadios del desarrollo sexual estudiados, la FSH se aislé entre pH
2.17 y 6.39; sin embargo, se observaron variaciones en la proporcién relativa de
los analogos de carga de FSH hipofisaria asociadas con la edad (Figura 28). En
ratas de 15 dias de edad, la proporcion predominante de FSH hipofisaria (40.0 +
2.2 %, p<0.01) se aislé en el intervalo de pH 4.10-4.69; en animales de 23 dias
la proporciéon predominante se aislé en un intervalo de pH mas amplio: 3.80-4.69,
y correspondi6é al 55.7 £ 0.4 % (p<0.05) de la hormona total recuperada. En
ratas adultas la proporcion predominante se aislé en un intervalo de pH mas
acotado y en una proporcibn menor que los descriptos en las condiciones

mencionadas anteriormente: pH: 3.80-4.09 (29.5 £+ 1.0 %, p<0.001).

2.2 Microheterogeneidad molecular de FSH hipofisaria en

animales castrados

En este estudio se incluyeron ratas adultas (60 dias de edad) intactas (C) y
luego de 2, 5, 10 y 20 dias de castracidén (Cx,, Cxs, Cxio Y Cx,0, respectivamente).
Los periodos de castracién fueron establecidos en base a un trabajo preliminar,
donde se evaluaron periodos de hasta 40 dias post-castracién; estos resultados
mostraron que durante periodos de castracién superiores a los 20 dias,
permanecen sin cambios las caracteristicas de la microheterogeneidad molecular
de FSH inducidas por la ausencia de gonada que se manifiestan a partir de los 2

dias de castracion.

2.2.1 Concentracion de FSH hipofisaria y niveles de FSH y testosterona

séricos

La Tabla 6 muestra la concentraciéon de FSH hipofisaria y el perfil hormonal

sérico luego de diferentes periodos de castracion en ratas adultas.
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Tabla 6: Concentracion de FSH hipofisaria y niveles de FSH y testosterona
séricos en ratas adultas intactas y luego de distintos periodos de

castracion.
Grupos
experimentales F=Hh Sl T
(ng/mg tejido) (ng/mL) (nmol/L)

C 179.0 £ 9.2° 6.6 £1.2° 21.06 + 3.26°
Cx2 129.5 + 8.1°°¢ 14.3 £ 0.6° 1.18 + 0.10°
Cxs 116.0 +9.6° 16.4 + 1.0° 1.84 + 0.45°
Cx1o 173.5 £17.9°°  19.6 + 0.8° 1.87 +0.24°
Cx20 271.7 + 17.0¢ 21.5 +1.3° 1.56 + 0.31°

FSHh: FSH hipofisaria; FSHs: FSH sérica; T: testosterona. C: ratas adultas intactas; Cx: ratas
adultas con distintos periodos de castracion (ver subindice). Se muestran los resultados obtenidos
por triplicado en tres experimentos independientes, expresados como media £ EEM. Distintas
letras indican diferencias significativas (p<0.01).

Luego de dos dias de realizada la castracién se observé una disminucion
significativa en la concentracion de FSH hipofisaria que se mantuvo hasta los 5
dias post-castracién; sin embargo, estos niveles recuperaron los valores de los
animales intactos a los 10 dias de castracién, resultando significativamente
aumentados a los 20 dias. Los niveles séricos de FSH se elevaron inmediatamente
después de la gonadectomia y se mantuvieron elevados durante los periodos
estudiados (p<0.01). La testosterona circulante disminuyd significativamente
luego de dos dias de la cirugia manteniéndose en los mismos niveles en todos los

periodos post-castracién estudiados (p<0.001).

2.2.2 Efecto de la castracion sobre la abundancia relativa de analogos

de carga de FSH hipofisaria

La Figura 29 muestra el efecto de 2 y 5 dias de ausencia de gonada sobre la
abundancia relativa de analogos de carga de FSH hipofisaria en ratas adultas. El
perfil de distribucidon de analogos de carga luego de 10 y 20 dias de castracidon no
presentd diferencias respecto del observado luego de 5 dias de castracion; por

este motivo los resultados no han sido incluidos en la figura.
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Figura 29: Efecto de la castracion sobre la abundancia relativa de analogos de carga de FSH
hipofisaria en ratas macho adultas. Se muestra la proporcidon (% del total de FSH
recuperada) de andlogos de carga de FSH en intervalos de 0.29 unidades de pH, en ratas
adultas intactas (C, panel A) y luego de 2 y 5 dias de castracion (Cx, y Cxs, paneles By C,
respectivamente). Se muestran los resultados obtenidos por triplicado en tres experimentos
independientes, expresados como media + EEM. Proporciéon predominante de hormona
aislada en intervalos de pH: 3.80-4.09, *** p<0.001 (panel A), 4.10-4.69, *p<0.05 (panel
B) y 4.40-4.69, ** p<0.01 (panel C).
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La castracion indujo cambios en el perfil de distribucion de los andlogos de
carga de FSH hipofisaria, respecto de los animales adultos intactos.

En todos los periodos de castracion estudiados, el intervalo de pH en el cual se
aislé la proporcion de hormona predominante fue mas alto que el descripto en los
animales intactos. Luego de 2 dias de castracion (Cx,), la proporcion
predominante de FSH (55.8 £ 0.4 % del total de la hormona recuperada, p<0.05)
se aislé en un intervalo de pH mads amplio respecto del observado en las otras
condiciones experimentales estudiadas: 4.10-4.69. En los periodos de castracion
5, 10 y 20 dias la proporciéon predominante de hormona se aislé en un intervalo de
pH mas acotado: 4.40-4.69 (Cxs: 32.6 £ 1.0 %, p<0.01; Cxy: 34.9 £ 2.5 %,
p<0.001 y Cxg: 31.1 £ 0.6 %, p<0.001).

Cuando se analizé la abundancia relativa de hormona aislada en los extremos
del gradiente de pH luego de la castracidon, se observé una tendencia a la
disminucion de esta proporcion a pH menor de 3.20: C: 7.2 £ 1.1 % vs Cx,: 3.2 £
2.3 %, Cxs: 3.9 £ 1.2 %, Cxgo: 3.1 £ 1.6 % y Cxy: 3.7 £ 0.2 % (Figura 30, panel
A). Concomitantemente, la proporcion de hormona aislada a pH mayor de 5.00
aumento significativamente luego de los 10 dias post gonadectomia: C: 9.8 + 1.0

% vSs Cxjo: 16.3 £ 0.5 % y Cxy: 15.8 £ 1.0 %, p<0.01 (Figura 30, panel B).
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Figura 30: Proporcién de FSH aislada en los extremos del gradiente de pH. Se muestra la
proporcion de hormona (% del total de FSH recuperada) aislada a pH menor de 3.20 (panel
A) y pH mayor de 5.00 (panel B) en ratas adultas intactas (C) y luego de distintos periodos
de castracion (Cx). Se muestran los resultados obtenidos por triplicado en tres experimentos
independientes, expresados como media + EEM. Distintas letras indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01).

2.2.3 Efecto de la castracion sobre la abundancia relativa de
glicoformas de FSH hipofisaria con diferente grado de complejidad en

sus oligosacaridos

En ratas adultas intactas, se observd un predominio de glicoformas de FSH con
oligosacaridos de tipo complejo (NR+DR), mientras que las glicoformas con

oligosacdridos con menor grado de procesamiento, de tipo hibrido y de alto
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contenido en manosa (FR), estuvieron presentes en menor proporcion: NR: 44.1

+ 6.2 + DR: 30.5 £ 5.8 vs FR: 25.4 £ 2.2 %, p<0.001 (Figura 31).
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Figura 31: Abundancia relativa de glicoformas de FSH hipofisaria con diferente grado de
complejidad en sus oligosacaridos en ratas adultas. Se muestra la proporcién (% del total de
FSH recuperada) de glicoformas de FSH con oligosacaridos complejos (NR+DR) vy
fuertemente retenidas por la lectina (FR). Se muestran los resultados obtenidos por triplicado
en tres experimentos independientes, expresados como media £ EEM. ***: p<0.001 NR+DR
vs FR.

La castracion afectd las caracteristicas del perfil de distribucion de glicoformas

de FSH hipofisaria (Figura 32).
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Figura 32: Efecto de la castraciéon sobre la abundancia relativa de glicoformas de FSH
hipofisaria con diferente grado de complejidad en sus oligosacaridos en ratas adultas. Se
muestra la proporcién (% del total de FSH recuperada) de glicoformas de FSH no retenidas
por la lectina (NR, panel A) y fuertemente retenidas por la lectina (FR, panel B). Se muestran
los resultados obtenidos por triplicado en tres experimentos independientes, expresados
como media £ EEM. Distintas letras indican diferencias significativas (p<0.01).

En todos los periodos de castracidon analizados se observé una disminucién
significativa de la abundancia relativa de glicoformas con oligosacaridos altamente
ramificados (NR): C: 44.1 £ 6.2 vs Cx,: 15.4 £ 4.7, Cxs: 10.9 £ 2.1, Cxyo: 6.2 £
1.4 y Cxy: 8.0 £ 3.7 %, p<0.001 (Figura 32, panel A). Concomitantemente, se
observé un aumento en la proporcién de glicoformas con oligosacaridos con menor
grado de procesamiento (FR): C: 25.4 + 2.2 vs Cx;: 45.5 £ 0.7, Cxs: 53.9 £ 6.8,
CXq0: 61.0 £ 4.4 y Cxy: 56.7 £ 7.8 %, p<0.01 (Figura 32, panel B).

Cabe sefalar que la proporcion de glicoformas con cadenas carbohidratadas

biantenarias y truncadas (DR) no resulté afectada por la castracion: C: 30.5 £ 5.8

vs Cxz: 39.1 £ 4.1, Cxs: 35.2 £+ 6.2, CXyo: 32.8 = 4.6 y Cxypo: 35.3 £ 8.9 % (NS).
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2.3 Grado de sializacion de FSH hipofisaria en ratas macho
adultas castradas. Efecto de la administracion de andrégenos

y/0 un antagonista de GnRH

En este estudio se utilizaron ratas adultas (60 dias de edad), las cuales se
castraron y fueron sacrificadas luego de 2 dias de tratamiento con andrégenos y/o
antagonista de GnRH, iniciado inmediatamente después de la cirugia. Se eligio
este periodo de castracién ya que resultd el menor tiempo al cual se observaron
cambios significativos en los pardmetros estudiados, los cuales no se modificaron
a tiempos de castracibn mdas prolongados. Los animales se dividieron en tres
grupos: Cx,+PT, a los cuales se les administrd el andrégeno; Cx,+antGnRH, un
antagonista de GnRH y Cx,+PT+antGnRH la combinacion de ambas hormonas,

segun se detalla en Materiales y Métodos (item 3).

2.3.1 Concentracion de FSH hipofisaria y niveles de FSH y testosterona

séricos

La Tabla 7 muestra la concentracién de FSH hipofisaria y el perfil hormonal
sérico luego de los diferentes tratamientos administrados a las ratas adultas

castradas.
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Tabla 7: Efecto de los tratamientos sobre la concentracion de FSH
hipofisaria y niveles de FSH y testosterona séricos en ratas adultas

castradas
Grupos
. FSHh FSHs T
experimentales
(ng/mg tejido) (ng/mL) (nmol/L)
Cx2 129.5 £ 8.1 159 £0.70° 1.18 +0.10?
Cxa+PT 181.3 £ 12.6° 4.34 £0.45° 18.36 +0.81°

Cx2 +antGnRH 133.2 £12.4% 2.81 +£0.38° 0.74 £0.14°
Cx2+PT+antGnRH  167.1 + 7.9° 4.61 +1.15° 14,50 +1.07°

FSHh: FSH hipofisaria; FSHs: FSH sérica; T: testosterona. Los resultados se expresan como media

+ EEM de 3 experimentos independientes en cada condicién experimental. Distintas letras indican

diferencias significativas (p<0.01).

La concentracion hipofisaria de FSH aumentd en los grupos que recibian
testosterona respecto del grupo castrado, ya sea cuando se administré como Unica
hormona o en combinacion con el antagonista de GnRH (Cx,+PT vy
Cx,+PT+antGnRH vs Cx, p<0.01).

Los niveles séricos de FSH disminuyeron luego de la administracién del
androgeno y/o el antagonista de GnRH respecto de los valores observados en
animales con 2 dias de castracién (p<0.001).

La administracion de PT elevd los niveles de andrégeno circulantes a valores
similares a los descriptos en los animales intactos (C: 21.06 * 3.26 vs Cx,+PT:
18.36 £ 1.80 y Cx,+PT+antGnRH: 14.50 + 1.07 nmol/L, NS). Los niveles de
testosterona en el grupo de animales castrados que recibieron solamente el

antagonista de GnRH, no se diferenciaron de los niveles observados luego de 2

dias de castracion.
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2.3.2 Efecto de la administraciéon de andrégenos y/o un antagonista
de GnRH sobre la abundancia relativa de analogos de carga de FSH

hipofisaria

La Figura 33 muestra la abundancia relativa de andlogos de carga de FSH
hipofisaria luego de los tratamientos en ratas adultas castradas.

La administracién del andrégeno a ratas castradas produjo un cambio en el
intervalo en el cual se aislé la proporcion predominante de hormona; el 36.6 £ 0.5
% de la hormona se aisl6 en el intervalo 3.80-4.09 (p<0.01; Figura 33, panel A).
Este perfil resulté similar al descripto en animales adultos intactos (item 2.2.2).

Por otro lado, en las ratas castradas tratadas con un antagonista de GnRH la
proporcién predominante de FSH se aislé en el intervalo de pH 4.10-4.69,
correspondiendo al 52.2 £ 6.1 % de la hormona recuperada (p<0.05; Figura 33,
panel B). Este perfil de distribucion de analogos de carga resulté similar al
obtenido en los animales con 2 dias de castraciéon (item 2.2.2).

Cuando se combinaron ambos tratamientos (PT + antagonista de GnRH) el
perfil de distribucién de andlogos de carga de FSH fue similar al obtenido en el
grupo tratado con andrégeno y también al descripto en animales intactos (item
2.2.2). La proporcién predominante de hormona se aislé en el intervalo de pH
3.80-4.09, correspondiendo al 42.4 £ 3.5 % de la hormona recuperada (p<0.01;

Figura 33, panel C).
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Figura 33: Efecto de la administracion de andrégenos y/o un antagonista de GnRH sobre la
abundancia relativa de analogos de carga de FSH hipofisaria en ratas adultas castradas. Se
muestra la proporcion (% del total de FSH recuperada) de analogos de carga de FSH en
intervalos de 0.29 unidades de pH, en ratas adultas castradas (Cx,, panel A), luego de la
administracion de propionato de testosterona (Cx,+PT, panel A), un antagonista de GnRH
(Cxo+antGnRH, panel B) y la combinacidon de ambos (Cx,+PT+antGnRH, panel C). Se
muestran los resultados obtenidos por triplicado en tres experimentos independientes,
expresados como media + EEM. Proporcion predominante de hormona aislada en intervalos
de pH: 3.80-4.09, ** p<0.01 (panel A), 4.10-4.69, * p<0.05 (panel Ay B) y 3.80-4.09, *
p<0.05 (panel C).
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Si bien no se observaron diferencias significativas en la proporcion de hormona
aislada en los extremos del gradiente de pH (pH menor de 3.20 y mayor de 5.00)
luego de 2 dias de castracién, es importante sefialar que, como se mostrd
previamente en el item 2.2.2, las diferencias en el extremo superior del gradiente

de pH alcanzaron significancia estadistica a partir de los 10 dias de castracion.
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Capitulo 111

Regulacion hormonal de la expresion de

sialiltransferasas hipofisarias en ratas macho

En el Capitulo anterior se describid que durante el desarrollo sexual de la rata
macho aumenta el grado de sializacion de la FSH hipofisaria. La castraciéon de
animales adultos induce la sintesis de FSH con menor grado de sializacién; estos
cambios pueden ser revertidos por la administracion de testosterona.

En base a estos hallazgos, es posible postular que el entorno hormonal
regularia la expresion de las enzimas hipofisarias responsables de la incorporacion
de acido sidlico, afectando asi el grado de sializacion de la gonadotrofina.

El siguiente objetivo de la presente Tesis fue determinar el posible efecto de
los cambios en el entorno hormonal -durante el desarrollo sexual, luego de la
castracién y en animales tratados con androégenos y un antagonista de GnRH-

sobre la expresion génica de St3gal3y St6gall en hipdfisis de ratas macho.

3.1 Expresion génica de sialiltransferasas St3gal3 y St6gal1 en

distintos estadios del desarrollo sexual

La Figura 34 muestra la expresién génica de las sialiltransferasas St3gal3 y
St6gal1l determinada en hipofisis provenientes de ratas de 15, 23 y 60 dias de

edad.
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Figura 34: Expresion génica de las sialiltransferasas hipofisarias St3gal3 (panel A) y St6gal1
(panel B) relativas al ARNm de Gapdh en ratas en distintos estadios del desarrollo sexual. Se
muestran los resultados obtenidos por triplicado en tres experimentos independientes,
expresados como media £+ EEM. *** p<0.001: 60 vs 15y 23 dias de edad.

La expresion génica de la sialiltransferasa St3gal3 no presentd variaciones
significativas en los diferentes estadios del desarrollo sexual (0.69 £+ 0.09, 0.71 =
0.09 y 0.87 £+ 0.12 para animales de 15, 23 y 60 dias de edad, respectivamente;
NS).

Contrariamente, la expresion génica de la sialiltransferasa St6gal7 aumentd
significativamente en ratas adultas respecto de las mas jévenes (0.35 = 0.06,

0.46 £ 0.03 y 1.37 £+ 0.24 para animales de 15, 23 y 60 dias de edad,

respectivamente; p<0.001).

3.2 Efecto de los distintos tiempos de castracion sobre la

expresion de las sialiltransferasas hipofisarias

3.2.1 Expresion génica de sialiltransferasas St3gal3y St6gal1

En coincidencia con los resultados obtenidos durante el desarrollo sexual, los
niveles del ARNm de la enzima St3gal3 no presentaron cambios luego de la

castracién de animales adultos: Cx,: 1.1 £ 0.1, Cxs: 1.07 £ 0.15, Cxy: 1.01 £

0.13 y Cxy: 1.04 £ 0.19 veces respecto del control (Figura 35).
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Figura 35: Efecto de la castracidon sobre la expresidn génica de las sialiltransferasas
hipofisarias St3gal3 (panel A) y St6gall (panel B) relativas al ARNm de Gapdh en ratas

adultas intactas (C) y luego de distintos periodos de castraciéon (Cx,, Cxs, Cxig Y CXp0). Se

muestran los resultados obtenidos por triplicado en tres experimentos independientes,
expresados como media £ EEM. * p<0.05 respecto de ratas adultas intactas.

Por el contrario, la expresién génica de la sialiltransferasa St6gal1 disminuyd

en forma transitoria luego de 2 dias de castracion (Cx,: 0.7 £ 0.1 veces respecto

de C, p<0.05); posteriormente, mostré un aumento progresivo hasta alcanzar los
20 dias de castracion (Cxs: 1.18 + 0.15, Cxyo: 1.40 £ 0.09, Cxy: 1.56 £+ 0.2 veces

respecto de C, p<0.05; Figura 35).

3.2.2 Deteccion de sialiltransferasas por inmunohistoquimica

Se utilizd la técnica de inmunohistoquimica para evaluar la presencia de las
sialiltransferasas en cortes de tejido hipofisario proveniente de animales adultos
intactos y con 2, 5, 10 y 20 dias de castracién. En la Figura 36 se muestra una

imagen representativa de los resultados obtenidos en este estudio.
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Figura 36: Microfotografias de inmunohistoquimica de FSH y de sialiltransferasas ST3GAL3 y
ST6GAL1 en cortes de hipdfisis de ratas macho adultas intactas (C) y con distintos periodos
de castracion (Cx,, Cxjo Y Cxz0). Se muestran campos representativos de la
inmunomarcaciéon para FSH, ST3GAL3 y ST6GAL1. Escala en A: 60 um; escala en By C: 35
pm.
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Se evaluaron la densidad de volumen y la densidad de células descriptos en el
item 7 de Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla

8.

Tabla 8: Valores de densidad de volumen y densidad de células en cortes de
tejido hipofisario de ratas adultas intactas y castradas luego de distintos
periodos de castracién.

SILpEs DV DC
experimentales
(x 107 (x 10

C 7.2 £0.2° 5.7 £0.1°
Cx2 8.0 £0.1° 6.5 +0.1°
Cxs 11.2 £0.6° 7.3 £0.1°
Cxio 11.8 £1.1° 7.0 +0.3°
Cx20 18.8 £ 0.6° 9.8 £0.3°

DV: densidad de volumen; DC: densidad de células (um?/um?); C: ratas adultas intactas; Cx,,
Cxs, CXq9 ¥ CxXgo: ratas adultas con 2, 5, 10 y 20 dias de castracion, respectivamente. Los
resultados se expresan como media £ EEM de 3 experimentos independientes realizados con
triplicados de cada condiciéon experimental. Distintas letras indican diferencias significativas
(p<0.05).

La deteccion de FSH por medio de su anticuerpo especifico en los cortes de
tejido analizado se localizé en células soélidas y vacuoladas con patron
citoplasmatico granular difuso, caracteristico de células gonadotropas. En el tejido
proveniente de animales adultos intactos, se observaron areas con regular
cantidad de gonadotropos alternando con areas sin gonadotropos. Luego de 5 dias
de castracién, la cantidad de estas células aumentd progresivamente hasta
alcanzar los valores mas elevados de DV y DC a los 20 dias posteriores a la
castracién (Figura 36, panel A y Tabla 8).

La Figura 37 muestra el efecto de castracion sobre la densidad de volumen en

las inmunomarcaciones de las sialiltransferasas ST3GAL3 y ST6GALL1.
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Figura 37: Valores de densidad de volumen (DV) de ST3GAL3 (panel A)y ST6GAL1 (panel B) en
cortes de hipodfisis de ratas adultas intactas (C) y luego de distintos periodos de castracion (Cx,,
Cxs, Cxip Y CXp). Se muestran los resultados obtenidos por triplicado en tres experimentos
independientes, expresados como media £ EEM. *** p<0.001 respecto de ratas adultas intactas.

Se observd la presencia de la sialiltransferasa ST3GAL3, evidenciada como
granulos de color ocre localizados en el citoplasma de células vacuoladas,
correspondientes a gonadotropos (Figura 36, panel B). No se observaron
diferencias significativas en la densidad de volumen de los cortes de hipdfisis
provenientes de los animales intactos y castrados: C: 5.2 + 0.4 x 107 vs Cx,: 5.5
+ 0.4 x 107, Cxs: 5.6 £ 0.2 x 1073, Cxy: 6.2 = 1.2 x 107 y Cxpo: 6.8 £ 0.6 x 107
(NS; Figura 37, panel A), indicando que no hubo variaciones en la cantidad de
células positivas para esta sialiltransferasas entre los distintos grupos
experimentales.

En los cortes de tejido provenientes de animales adultos intactos se observd la
presencia de sialiltransferasa ST6GAL1 en una cantidad considerable de

gonadotropos, mayor en relacion a la observada en el mismo grupo para la
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sialiltransferasa ST3GAL3 (Figura 36, panel C). Luego de 2 dias de castracién, se
observaron escasas células inmunopositivas para la sialiltransferasa ST6GAL1. A
partir de los 5 dias de castraciéon se detecté un incremento progresivo en la
cantidad de gonadotropos positivos, como se reflejé en los valores de DV: C: 7.1
+ 0.1 x 107 vs Cxs: 9.3 + 0.3 x 1073, Cxyo: 10.9 £ 1.2 x 107y Cxp: 15.3 £+ 0.7 X

1073 (p<0.05; Figura 37, panel B).

3.3 Efecto de la administracion de andrégenos y/o un

antagonista de GnRH a ratas adultas castradas

Se determind el efecto de la administracion de PT y/o antGnRH sobre la

expresion génica de las sialiltransferasas en estudio (Figura 38).

>
oy}

St3gal3 St6gal1

1.5 1.5

(veces de variacion)
(veces de variacion)

ARNm St3gal3/ARNm Gapdh
ARNmM St6gal1/ARNm Gapdh

Figura 38: Efecto de de la administraciéon de andrégenos y/o antagonista de GnRH sobre la
expresion génica de las sialiltransferasas hipofisarias St3gal3 y St6gal1. Se analizaron ratas
adultas intactas (C), luego de 2 dias de castracidon (Cx;) y de la administraciéon de propionato
de testosterona (Cx,+PT), un antagonista de GnRH (Cx,+antGnRH) y la combinacion de
ambos (Cx,+PT+antGnRH). Se muestra la expresion génica del ARNm de las
sialiltransferasas St3gal3 (panel A) y St6gall (panel B) relativa al ARNm de Gapdh. Se
muestran los resultados obtenidos por triplicado en tres experimentos independientes,
expresados como media £ EEM. * p<0.05, ** p<0.01 respecto de C.
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El reemplazo hormonal no afectd la expresion génica de la enzima St3gal3

(Cxp: 1.04 £ 0.10, Cx,+PT: 1.08 + 0.11, Cx,+antGnRH: 1.08 + 0.14 vy
Cx,+PT+antGnRH: 1.16 £ 0.15 veces respecto de C, NS).

Por el contrario, la administraciéon del andrégeno, recupero la expresidn génica
de la sialiltransferasa St6gal1 observada en los animales adultos intactos (Cx,+PT:
1.09 £ 0.07 veces respecto de C, NS). El antagonista de GnRH en ausencia de
testosterona no fue capaz de revertir el efecto de la castracién sobre la expresion
de esta enzima (Cx,+antGnRH: 0.63 £ 0.18 veces respecto de C, p<0.01).
Cuando se combinaron ambos tratamientos (PT + antGnRH) la expresion de

St6gali fue similar a la obtenida en los animales intactos (Cx,+PT+antGnRH: 1.22

+ 0.08 veces respecto de C, NS).
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Capitulo 1V

Efecto del grado de sializacion de la FSH sobre la

actividad endocrina de células de Sertoli inmaduras

Como se describié en los capitulos previos, la regulacién hormonal del grado de
sializacién de la hormona y la distribucién relativa de los andlogos de carga
sintetizados en estadios especificos de la maduracidon gonadal, sugieren que los
procesos de proliferacion y maduracion de las células de Sertoli requeririan el
estimulo de variantes de glicosilacion de FSH con biopotencia variable. Sin
embargo, el efecto de las diferencias en la estructura de los oligosacaridos
presentes en la molécula de FSH sobre la actividad enddcrina de las células de
Sertoli aun no ha sido estudiado.

El objetivo del presente capitulo consistid en explorar el efecto del grado de
sializacion de la FSH sobre la actividad endoécrina de la célula de Sertoli en
términos de produccién de AMPc, estradiol, inhibina B y del precursor de la
subunidad alfa de inhibina, Pro-aC.

Se utilizdé un cultivo de células de Sertoli inmaduras, aisladas de ratas de 8 dias
de edad, las cuales se caracterizan por su alta capacidad de respuesta a la FSH
tanto en su actividad proliferativa como en la produccién de esteroides y péptidos.
La respuesta de las células fue analizada luego del estimulo con dos preparaciones
de FSH nativa: FSHrh e FSHhh y con mezclas de analogos de carga de FSHrh con

diferente grado de sializacién.
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4.1 Efecto de FSHrh y FSHhh sobre la actividad endécrina de

células de Sertoli inmaduras

4.1.1 Produccion de AMPc

Se determinaron los niveles de AMPc en los medios condicionados de las
células de Sertoli inmaduras estimuladas con FSHrh y FSHhh. Los resultados se

muestran en la Figura 39.
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Figura 39: Efecto de FSHrh 6 FSHhh sobre la produccion de AMPc. Las células de Sertoli
inmaduras fueron estimuladas con diferentes dosis de hormona (0.08 a 5 ng/mL en términos
del estandar NIAMDD-hFSH-2). Se muestran los resultados obtenidos en un cultivo
representativo de 3 experimentos independientes, expresados en veces de estimulo respecto
de la condicién basal, como media + EEM de triplicados de cada condiciéon experimental. *:
p<0.05 respecto del basal.

Dosis crecientes de FSHrh y FSHhh (0.08, 0.16, 0.32, 0.63, 1.25, 2.5 y 5.0
ng/mL) agregadas al cultivo indujeron una estimulacién en forma dosis-
dependiente de la producciéon de AMPc a partir de la dosis 0.63 ng/mL. Los niveles
del segundo mensajero fueron: FSHrh: 13.1 £ 0.5 y FSHhh: 18.2 £ 2.1 vs basal:

3.4 £ 0.1 pmol/mL (p<0.05). Cuando se utilizaron dosis mas altas de hormona se

observaron diferencias en la magnitud de la respuesta al estimulo con ambas
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preparaciones de FSHh nativa. El nivel de AMPc determinado en los medios
condicionados de los cultivos estimulados con 2.5 ng/mL de FSHrh fue de 45.7 £
1.0 pmol/mL (p<0.001) y con hormona hipofisaria fue de 64.5 £ 2.8 pmol/mL
(p<0<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>