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RESUMEN

Se determinaron las concentraciones de leptina durante el ciclo menstrual normal
de un grupo (n=19) de mujeres fértiles y las concentraciones diarias de estradiol,
HL y HFS. Se precis6 la actividad inmunolégica de la prolactina por
radioinmunoensayo (RIA) y la actividad biolégica (BIO), por un bioensayo de
proliferacién de las células Nb2 de linfoma de rata. Se establecieron las relaciones
RIA/BIO para la prolactina. Se encontré un aumento de las concentraciones de
prolactina (RIA) coincidente con el pico ovulatorio de HL. Se concluy6 que las
concentraciones de prolactina bioactiva (B1O) fueron significativamente
superiores (p < 0,05) durante las fases periovulatoria 'y IGtea. La correlacion
RIA/BIO para la prolactina oscil6 entre 0,8 y 2,8. Las concentraciones de
leptina mostraron una gran variabilidad entre los ciclos, pero aumentaron durante
la fase IGtea temprana de ciclo menstrual, aunque no fueron estadisticamente
significativas.

Descriptores DeCS: LEPTINAS; PROLACTINA; CICLO MENSTRUAL;
RADIOINMUNOENSAY O.

Durante los Ultimos afios se ha acumu-
lado una enorme cantidad de informacion
derivada de los estudios relacionados con
las determinaciones de las hormonas
implicadas en|os mecanismosde funciona
miento del ciclo menstrual normal,* sin
embargo, el descubrimiento de nuevas

' Licenciado en Bioquimica.

sustancias con potencialidades reguladoras
sobre el ciclo menstrual, como lasleptinas
y las variantes moleculares o isoformas de
FSH y prolactina?® han dado una nueva
proyeccion a estos estudios. Esta perfecta-
mente establecido quelaFSH enformabasal
o estimulada por GnRh se presenta en



diversas formas isoeléctricas con una
distribucién que variaalo largo del ciclo
menstrual.

Laleptina (s) es un producto genético
de 16 kDa conocido como factor de
obesidad, que se deriva principa mente de
lascélulasgrasas, serelacionadirectamente
con el consumoyy distribucion delaenergia
y a parecer estaasociadaconlahomeostasis
del peso corporal.# Recientemente se ha
demostrado que la expresion del gen de la
obesidad (Ob) y los niveles circulantes de
leptina estdn modulados in vivo por una
serie de factores que incluyen la insulina,
los glucocorticoides y las citocinas. Se ha
demostrado la produccién de leptinaen el
tegjido placentario, musculo esquelético de
rata, estdbmago de rata, en las células
epitelialesdel tejido mamario humanoy en
las células hipofisarias de ratas y ratones.®
De acuerdo con su homologia estructural,
laprolactina(Prl) esunacitocinay pertenece
alafamiliade estos péptidos. L os procesos
biol 6gi cos activados por la Prl mediante sus
receptores conducen hacia patrones
especificos de transcripcion genéticay son
dependientes de las lineas celulares y de
su estadio de desarrallo.

LaPrl esunahormonahipofisariaque
influye en varios procesos fisiol bgicos,
dentro de los cuales se encuentran el
desarrollo de las glandulas mamarias,
iniciaciony mantenimiento delalactancia,
lainmunomodulacidn, la osmorregulacion
y €l metabolismo de los lipidos. Se ha
informado que la Prl puede actuar sobre €
tejido adiposo porquelos receptores de esta
hormona aumentan durante la diferencia-
cion de los adipocitos y pudieran estar
relacionados tanto con el desarrollo feta
como con el metabolismo lipidico de los
adipocitos maduros.® La Prl presenta un
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marcado polimorfismo molecular. La
heterogenei dad molecular se ha propuesto
como uno delos posibles mecanismos para
explicar la diversidad de funciones de
algunas hormonas.

El aumento de los niveles circulantes
de Prl se asocia frecuentemente con la
infertilidad, por lostrastornos que produce
la hormona sobre el metabolismo y la
biosintesis de las células del ovario,”® sin
embargo, se hademostrado laexistenciade
niveles circulantes elevados de Prl con
funcion ovarica conservada.® Esta
dicotomia significa que la presenciade di-
versas variantes de pesos moleculares de
la prolactina y/o la variabilidad en su
actividad bioldgica pudiera ser la causa de
los efectos de la hormona en el ciclo
menstrual. En 1973, Robyn y otros®
describieron un patron de secrecion bifésico
de Prl durante el ciclo menstrual, con un
pico de secrecion a mediados del ciclo y
niveleselevados durantelafaseluteal, pero
estos resultados no pudieron ser confir-
mados.

Algunos autores han encontrado una
elevacion de las concentraciones de Prl a
mediadosdel ciclo. Estudiosrealizados por
Franchimont y otros (1976)* establecieron
gue existe unatendenciaal aumento delas
concentraciones de Prl durante la fase
folicular.

Subramaniany otros?compararon los
niveles de Prl inmunorreactivay bioactiva
durante €l ciclo menstrual en un grupo de
mujeres con infertilidad de causa no
explicada. Estos autores encontraron un
aumento de la actividad bioldgica e
inmunol 6gica a mitad del ciclo menstrual
en un grupo de mujeres normales. Cuando
secompararon lasconcentracionesde Prl a
mitad del ciclo menstrual entre ambos



grupos, sblo encontraron diferencias para
laformabioactivadelahormona

El aumento en laactividad biol6gicae
inmunol 6gica encontradaamitad del ciclo
en el grupo de mujeres controles, no se
pudo demostrar para el grupo de mujeres
con infertilidad de causa no explicada. De
acuerdo con € criterio de los autores, las
alteraciones enladinamicade secrecion de
la Prl podrian ser parte de las diferencias
sutiles que aparecen entre los ciclos de
mujeres normales y los de mujeres con
infertilidad de causano explicada.

Debido a que recientemente han
aparecido publicaciones en las cuales se
ha demostrado que las leptinas estan
implicadas en las funciones de la hipdfisis
anterior,*® se decide desarrollar la presente
investigacion para determinar si existen
cambios ciclicos de las leptinas durante €l
ciclo menstrual normal y cémo se
correlacionan las concentraciones de esta
hormona con la actividad biolégica e
inmunoldgicadelaPrl.

METODOS

OBTENCIONY PROCESAMIENTO
DE LAS MUESTRAS PLASMATICAS

Paralapresenteinvestigacion estudia-
mos los ciclos menstruales de 19 mujeres
sanas, con historia de ciclos ovulatorios y
gue participaron en el estudio en forma
voluntaria.

Obtuvimos las muestras diariamente
durante todo el ciclo menstrual. En cada
extraccién tomamos 5 mL de sangre por
puncién antecubital en tubos heparinizados
los cuales centrifugamos durante 5 min
a2 000xgy 4 °Cy conservamosel plasma
a-20 °C hasta su procesamiento.
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DETERMINACIONES HORMONALES

Determinamos deformaenziméticala
Prl inmunorreactiva, FSHy LHy el E,, por
RIA, mediante un trazador tritiado de
acuerdo con los procedimientos y los
reactivos suministrados por el Programa
de Reactivos Pareados para Investiga
ciones Clinicas en Reproduccion Humana
de la Organizacion Mundial de la Salud
(WHO/HRP).** Analizamos todas las
muestras plasmaticas y los controles de
calidad por duplicadoy en formaparalela
para compro-bar lareproducibilidad y 1a
repetibilidad a concentraciones altas,
medias y bajas segln la curva patron
utilizada.

La sensihbilidad y los coeficientes de
variacionintraeinterensayo parael ELISA
dePrl fueronde 12 muUl/mL, 6,6 y 11,5 %,
respectivamente. Parala LH estos valores
fueronde0,2UI/L, 8,2 y 13,6 %. Losvaores
de sensibilidad, porcentaje de coeficiente
devariacion intraensayo einterensayo para
laFSH fueron de0,8 UI/L, 7,6 %Yy 15,4 %,
respectivamente. Para determinar las
concentraciones de E, por RIA empleamos
un anticuerpo de estradiol-6-CMO-BSA
levantado en congjo, aunadiluciénfinal de
1:210000. Lasensibilidad del ensayofuede
6,4 po/mL y larepetibilidad y reproducibi-
lidad general del ensayofuede8,4 y 12,5 %,
respectivamente.

Precisamos las concentraciones
plasméticas de leptinas de acuerdo con €l
procedimiento descrito®™ y mediante un
juego dereactivos (Linco Research Inc., &
Louis, MO). El limitede sensibilidad fuede
0,5ug/L y los coeficientesdevariacionintra
e interensayo para concentraciones de
1,6y 11,6 pg/L fueronde2,4 y 4,6 %y de
4,8 y 5,7 %, respectivamente.



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE LA PROLACTINA
DURANTE EL CICLO MENSTRUAL.
BIOENSAYO CON LAS CELULAS Nb,
DE LINFOMA DE RATA

Lalineacelular Nb, fue originalmente
obtenida por cortesia del Dr. PW Gout
(Vancouver, Canadd). Determinamos la
bioactividad delaPrl en el medio condicio-
nado linfocitario utilizando el ensayo de
actividad proliferativa de la hormona
sobre las células Nb,, de acuerdo con el
método descrito por Tanakay otros'®con
ligeras modificaciones. Mantuvimos las
células a 37 °C en medio Fischer que
contenia 10 % de suero fetal bovino (sfb)
y 10 % de suero de caballo (hs) como
fuentes delactégeno, 104 M de 2-mercapto-
etanol, 50 UI/mL depenicilinay 50 pug/mL
de estreptomicina.

Detuvimos las células en la fase G21
tempranadel ciclo celular por preincubacion
durante 24 h en el medio anteriormente
descrito, pero con sfb a 1 %. Bajo estas
condiciones estimulamos las células por
adicion de las muestras en estudio o por
adicién de concentraciones crecientes de
Prl humanapurificada(NIDDK hPRL-2).

Determinamos la actividad de Prl en
fraccionesalicuotas del medio condicionado
(50 pL), en forma directa o diluidas, para
determinar laexistenciade paral elismo por
comparacion contra la curva patron
utilizada. Desarrollamos los cultivos y la
determinacién delacapacidad proliferativa
segun los procedimientos descritos
anteriormente.'” Las variaciones inter e
intraensayo del bioensayo de las células
Nb2 fueron de 3,4y 6,2 %, respectivamente.
El rango dinamico del bioensayo fue desde
3,9 hasta 500 pg/mL y lasensibilidad, de
1,9pg/mL.
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ANALISIS ESTADISTICO
DE LOS RESULTADOS

Realizamos el analisis estadistico
mediante la prueba de la t de Student y
consideramos estadisticamente significa-
tivoslosvaloresdep < 0,05.

RESULTADOS

Determinamos las concentraciones de
FSH, LH y E, através de los ciclos mens-
trual es estudiados para determinar si éstos
se correspondian con los perfiles carac-
teristicos paraciclos menstrualesnormales.
L as concentraciones de todas|as hormonas
estudiadas oscilaron dentro de los rangos
esperados (fig.1) y estuvieron de acuerdo
conlasvariacionesbiol dgicasindividuales
esperadas. El patron de secrecion de Pri
biol 6gicamente activa (fig.2) se caracterizo
por un aumento apartir delafasefolicular
tardia del ciclo menstrual que alcanzé los
valores maximos durante la fase perio-
vulatoria, una disminucion durante los
primeros dias de la fase luteal y un nuevo
aumento afinales de esafase paraa canzar
valores similares alos observados durante
el iniciodelafasefolicular.

Las concentraciones de Prl inmuno-
[6gicamente activa(RIA) semuestran enla
figura3.

Los valores maximos aparecieron
durante la fase periovulatoria del ciclo
menstrual, 1o que coincidié con el pico
ovulatorio de la LH (LH=0). De acuerdo
con las relaciones entre las concen-
traciones de la Prl bioactiva (B1O) e
inmunorreactiva (RIA) (fig.4), durante la
fasefolicular tempranalarelacién entrelas
actividades biol 6gicas einmunol 6gicasfue
de aproximadamente 1 y luego se
observaron 2 zonas con relacion Bio/
Inmuno igual o superior a 2, las cuales



guedaron separadas por unvallealolargo Durantelafasefolicular, lasconcentra

delafase periovulatoria.

cionesdePrl-BIOYy Prl-RIA oscilaron entre

En lafigura5 se muestran los valores 3y 14 ng/mL, pero las diferencias entre
de actividad biolégica e inmunologica ambas actividades no mostraron diferen-
distribuidasenlasdiferentesfasesdel ciclo cias estadisticamente significativas entre

menstrual.

FIG. 1. Determinacién de las
concentraciones de estradioil
(E2), LHy FSH durante el ciclo
menstrual en un grupo de
mujeres normales fértiles. Las
concentraciones de E2 se
expresan ennmol/L, y las de LH
y FSH en UI/L. Se analizaron
19 ciclos menstruales normales.

FIG. 2. Determinacién de las
concentraciones de prolactina
bioactiva (Pri-Bio) durante el
ciclo menstrual normal. Las con-
centraciones se expresan en
ng/mL. Se analizaron 19 ciclos
menstruales normales.

ellas, sin embargo, las concentraciones
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FIG. 3. Determinacioén de las
concentraciones de prolactina
inmunorreactiva (Prl-RIA)
durante el ciclo menstrual
normal. Las concentraciones
se expresan en ng/mL. Se ana-
lizaron 19 ciclos menstruales
normales de mujeres con
historia de fertilidad probada.

FIG.4. Relacién entre las
actividades biolégica (BIO) e
inmunolégica (RIA) de la
prolactina durante el ciclo
menstrual normal. Los valores
se expresan en unidades rela-
tivas y se analizaron 19 ciclos
normales de mujeres con
historia de fertilidad probada.
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FIG. 5. Determinacién de las concentraciones de
prolactina bioactiva (BIO) e inmunorreactiva (RIA) en
diferentes fases del ciclo menstrual normal. Las
concentraciones se expresan enng/mL. Se analizaron 19
ciclos menstruales normales correspondientes a mujeres
con historia de fertilidad probada.

*p<0,05 es el valor de significacion para las diferencias
estadisticas.
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FIG. 6. Determinacion de las
concentraciones plasmaticas

de leptina durante el ciclo 8
menstrual. Las concentra-

ciones se expresan en ng/mL. 6
Se analizaron 19 ciclos mens-

de PrI-BIO fueron siempre superiores.
Durante las fases periovulatoria y
folicular, las concentracionesde Prl-B1O
fueron significativamente superiores
(p < 0,05) ala Prl-RIA. Las concen-
traciones de Prl-RIA durante las 3 fases
del ciclo menstrual fueron muy similares.
L as concentraciones de | eptinamostraron
un comportamiento variablealo largo de
los ciclos menstruales, pero de acuerdo
con el perfil observado, las concen-
traciones aumentan a partir de la fase
folicular temprana y disminuyen en los
dias cercanos a la fase periovulatoria
(fig.6). A partir del dia LH=5 del ciclo
menstrual, se produjo un aumento de las
concentraciones de leptinas, las cuales
disminuyen afinales de lafase|lUtea hasta
alcanzar concentraciones similares alas
observadas durante la fase folicular
temprana.

truales normales. Las con-
centraciones de leptina se
determinaron por RIA.
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DISCUSION

El ciclo menstrual esunasecuenciade
procesos bioguimicos y fisiolégicos cuya
finalidad es producir un 6vulo capaz de ser
fecundado por un espermatozoide. En la
regulacion del ciclo menstrual intervienen
factores hipotalamicos, hipofisarios y
ovaricos, principalmente. Lasintesisinusual
de hormonas, factores liberadores e
inhibidores y efectores inmunol 6gicos
solubles pueden tener un efecto negativo
y producir ciclos menstrualesanovul atorios.
Los mismos factores son capaces de
producir cuerpos lateos insuficientes e
incapaces de mantener una produccién
sostenida de progesterona necesaria para
mantener € dvulofertilizado enlosprimeros
estadios de la implantacion. Estos ciclos
menstruales son frecuentes en mujeres
abortadoras habituales.

La Prl eslahormona que més efectos
tiene sobre el ciclo menstrual. La mayor
cantidad de estudios relacionados con los
efectos de la Prl sobre el ciclo menstrual,
han estado relacionados con la produccién
exagerada de la hormona. Mientras que se
conoce muy poco sobre los efectos de la
produccién de Prl en concentraciones
consideradas como fisiol 6gicamente bajas.
La produccién elevada de Prl puede estar
motivada por la presencia de microadeno-
mas hipofisarios, hipotiroidismo, medica-
mentosqueestimulanlasintesisy liberacion
dePrl, determinadas situacionesfisiolégicas
normal es o patol 6gicas 0 causas asociadas
a la presencia de hiperprolactinemia
funcional de origen desconocido. La
hiperprolactinemia o presencia de niveles
elevados de Prl producen anovulacion y
trastornos menstruales, galactorrea con
amenorrea o sin ella, y otros trastornos
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metabdlicos secundarios. Los efectos més
significativos de la produccién disminuida
de la sintesis de Prl, parecen estar
relacionados, en un mayor nivel, con
defectos en la regulacién de la respuesta
inmune y con el funcionamiento de
determinadas lineas celulares del sistema
inmune.18-2-

Lapresenciade hiperprolactinemiaen
mujeres con funcion ovérica conservada
demuestra la importancia que tiene la
existencia de especies moleculares con
actividad biolégica variable, sobre €l
funcionamientoy desarrollo delosfoliculos
ovéricos. De acuerdo con los resultados
encontrados, la produccién de Prl durante
el ciclo menstrual sigue un patrén de
secrecion muy parecido al delaFSH, pero
con diferentes perfiles de actividad
bioldgica e inmunolégica. No se conoce
actualmente cuél es son lasrelaciones entre
los patrones de actividad biolégica de la
FSH y laPrl, pero si se hademostrado que
duranteel ciclo menstrual normal aparecen
diferentes formas de FSH que cambian su
caracter acido-base seglinlasfasesdel ciclo
menstrual.

Las leptinas, como hormonas
reguladoras del metabolismo energéticoy
lipidico, podrian tener un efecto genera
regulatorio sobre el comportamiento del
ciclo menstrual, sin embargo, sera
necesario analizar un mayor nimero de
muestras paradeterminar s lasvariaciones
encontradas no son producidas por
factores detipo metodol 6gico. En estudios
posteriores sera posible determinar si
algunas funciones que se le atribuyen ala
Prl y que estan relacionadas con los sitios
reguladores del hambrey satisfaccion, no
son funciones inherentes propiamente a
las leptinas.



SUMMARY

The concentrations of leptins during the normal menstrual cycle of a group
(n=19) of fertile women and the daily concentrations of estradiol, HL and
HFS were determined. The immunological activity of prolactin was
determined by radioimmunoassay (RIA), whereas the biological activity
(BIO) was determined by a proliferation bioassay of Nb2 cells from rat
lymphoma. The RIA/BIO relations for prolactin were established. It was
found an increase of the concentrations of prolactin (RIA) coinciding with
the HL ovulatory peak. It was concluded that the concentrations of
bioactive prolactin (BIO) were significantly higher (p<0.05) during the
periovulatory and luteal phases. The RIA/BIO correlation for prolactine
oscillated between 0.8 and 2.8. The concentrations of leptine showed a
great variability between cycles, but they increased during the early luteal
phase of the menstrual cycle, although they were not statistically significant.

Subject headings: LEPTINS; PROLACTIN; MENSTRUAL CYCLE;
RADIOIMMUNOASSAY.
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