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INTRODUCCION 

En la actualidad se han reconocido varias hormonas 

de car?cter glucoproteico como la Hormona Luteinizante 

(LH), Hormona Fol!culo Estimulante (FSH), Hormona Esti 

mulante del Tiroides (TSH) y Hormona Gonadotropina Co-

ri6nica Humana (hCG) . Estas ·se componen de dos subuni

dades distintas denominadas a1fa y beta, l~s cuales se 

unen en forma no covalente (1). Las subunidades alfa -

son virtualmente idénticas en las cuatro hormonas, a -

las cuales les da la característica inmunol6gica, en -. . . 
tanto las subunidades beta son distintas, lo cual les 

confiere su actividad biol6gica especifica. Se han de.!!. 

crito la· secuencia de aminoácidos y estructura, tanto 

para subunidades alfa como las beta. Las hormonas glu-

coproteicas se componen de· un 11 nucleo 11 o e.entro prote_! 

ca, con brazos de carbohidratos como cadenas laterales 

las cuales terminan usualmente en ácido siálico, el --

cual forma en peso el 12% para la hCG; el 5% para FSH 

y el 1% para LH y TSH. Se ha demostrado que la pérdida 

en los residuos de ácido .siálico en un 25% para la hCG 
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produce una disminuci6n de la actividad bio16gica ini-

cial y la p~rdida en forma progresiva una disminuci6n 

gradual de la actividad bio16gica "in vivo". Se ha ca,! 

culada que el contenido total de carbohidratos para la 

hCG es de un 30% del peso. La extracci6n de ácido siá-

lico de las cadenas laterales de carbohidratos como h~ 

mas mencionado previamente proauce una disrninuci6n de 

la actividad biol6gica en la hCG pero no se ve afecta

da la actividad inmunol6gica, pero en cambio al ser e~ 

traido de FSH y LH produce pérdida de la actividad -

biol6gica y de la inmunol6gica, ésta Gltima severamen-

te dañada. Por otra parte, se conoce que el penültimo 

residuo de azacar de la cadena lateral de carbohidra-

tos es la galactosa, la Cual al ser descubierta es ca.12. 

tada ávidamente a nivel hepático y ae esta forma la -

hormona metabolizada. As! se ha ·~ugerido que las horm2 

nas glucoproteicas son metabolizadas por extracci6n de 

ácido siálico y exposici6n de la galactosa, apoyado -. . 
por los estudios en que se demuestra menor contenido -

de ácido si~lico en la FSH urinaria comparada con la -

s~rica. Así ~a vida media de la hormona guarda una re-

laci6n directa con el contenido de a~ido siálico (29). 
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Características de las subunidades alfa. 

La subunidad alfa de la hCG tiene un peso moleCular de 

aproximadamente 14, 700 de los cuales 10 ,000 son de l.a 

porci6n proteica y 4,700 para los carbohidratos1 con -

un contenido de aminoácidos de- 82 a 92 los Cuales pre

sentan un total de s·uniones diSulfuro. La secuencia -

de aminoácidos es muy semejante a la de FSH, LH y TSH 

(2). Los oligosacáridos se unen a los residuos 52 y 78. 

La uni6n no covalente en la hormona completa puede ser 

disociada por medio de amorti"guadores que contienen u

rea en crornatograf!a de inercambio de iones(3). 

Conducta inmunol6gica. 

Al purificar hCG, FSH, LH y TSH y posteriormente· util! 

zar· un sistema de radioininunoan41isis' (RIA) para la.

subunidad alfa de la hCG y analizar la reactividad cr_!! 

zada inmuno16gic"a con las demás hormonas glucoprotei

cas, se encuentran líneas de respuesta paralelas. De -

la misma forma analizando las subunidades alfa de las 

cuatro hormonas con un sistema horn61ogo de RIA para la 

alfa hCG también se obtienen líneas de respuesta para

lelas, lo que sugiere una homolog!a estructural entre 
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las subunidades al~a, en contraste con lo que sucede -

con los efectuados para·los sistemas de las subunidades 

beta de los mismos problemas. Para fines prácticos en -

la especie humana las subunidades alfa son idénticas en 

las cuatro hormonas glucoproteicas, pero al ser campar~ 

das can variedades no humanas se encuentra un 80% de h~ 

molog!a en cuanto a presencia y .secuencia de los aminoá 

cides, pero al analizar su reactividad cruzada no se o~ 

tiene respuesta paralela, por lo 'cual se les considera 

diferente a las de otras especies. En cambio las subun! 

dades beta en las hormonas glucoproteicas son distintas 

para cada una de ellas tanto en la especie htunana como 

no humana, pero existe gran semejanza para cada una de 

ellas entre las diferentes especies (2). Al analizar la 

reactivid"a.d cruzada de las subunidades beta de las dis

tintaS especies, se encuentran l!neas de respuesta para 

lela, lo que les ha conferido gran· utilidad en investi

gaci6n entre distintas especies. De esta forma la reac

tividad cruzada reside en las subunidades beta para in

terespecies y en las Subunidades alfa para la misma es

pecie. Se han creado antisueros para las subunidades de· 

las hormonas glucoproteicas, para el estudio de s!nte-

. sis· y secrecic:5n hipofis·aria y placentaria. Estos anti

Sueros pueden tener mayor afinidad a la forma libre de. 
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la subunidad que a la forin":.' completa de· la hormona, p~ 

ro tambiéÍi pueden-- Cre·a~~·~:-c·a~t-iCÚerpOs·--::en __ contra de am-

bos. sis·t~:m~S-- ·~o~~- ~-~::_·-~-~-¡~¡:~:~·~·_.:-~¡~~lar . . Entre las subu-
·•• >' 

varios sitios án~igénicos, .dependiendo de la especifi-. . . .- . ·. 
cidad del anticuerpo·, pero hay otro tipo de anticuer

pos que ·no se unen a la Subunidad beta de la hormona -

completa, por estar involucrada a la estructura cuateE, 

naria ~ sea la re1aci6n que la molécula guarda entre 

sí en el espacio (5).Así la especificidad depende de 

algunas variables entre las.cuales figuran: 1.- Método 

de la transportaci~n o conjugaci6n del anticuerpo; 2.

Dosis· del ant~geno; 3.- Adyuvante utilizado¡ 4.- Tiempo 

y ruta de administraci6n; s.- Pureza de las subunida

des por inmunoadsorci6n (6). Como mencionaremos más de 

lante las subunidades alfa tienen una mayor respuesta . 
inmunol6gica, la cual reside en un mayor neimero de si-

tios antig~nicos en su estructura proteica (2). 

Actividad biol~qica. · 

Esta reside en la subunidaq beta lo que confiere espe

cificidad biol6gica. Las hormonas glucoproteicas diso-
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ciadas en s~s subur:iid_~des -no tienen ninguna -a·ctividad 

biol6gica, y cuando se encuentra actividad biol6gica -

es'-por contaminaci6n de hormona completa. Las sub~nid!, 

des puras sin· actividad biol6gica, pueden ser recombi

nadas con su subunidad complementaria, con restituci6n 

de su actividad biol6gica en un 70% para hCG y en un -

.30 a 40% para las hormonas glucoproteicas hipofisarias 

con especificidad bio16gica de la subunidad beta co

rrespondiente (4,7). 

Conociendo que la subunidad alfa no tiene reactivi

dad cruzada con otras especies, la combinaci6n de sub

unidad alfa no humana con beta humana, produce molécu

las h!bridas con actividad biol6gica de la subunidad -

beta correspondiente. Ya se ha considerado que la vida 

media de las hormonas esta en relaci6n con el conteni

do de ácido siálicO, de esta forma las moléculas híbri 

das que contienen mayor cantidad de ~cido siti.1ico a'u

mentan su potencia biol6gica. Asi la actividad biol6g!. 

ca depende de algunos factores, entre los cuales figu

ran la concentraci6n de ~cido si~lico, alargando 6 a

cortando la vida media, y Su relaci6n con exposici6n -

de galactosa y captaci6n a nivel hep~tico activando su 

metabolismo; as! como la disociaci6n de la hormona en 

sus "subunidades y ambas contribuir a la reducci6n de -
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la actividad biol6gica. Pará.el reconocimiento de .la -

hormona por el rec~ptor'del 6rg~~o blarico'específico 

es necesario que ·esté completa'· . ae ·esta misma forma es 

necesaria para su preservaci6n y para e1 alargamiento 

de su vida media. 

Dinámica de la secreci6n hipof isaria y placentaria de 

las hormonas glucoproteicas. 

En la gestaci6n hCG aparece a los 8 a lo días poste-

rieres a la ovulaci6n, y en esta forma se han detect~ 

do cantidades considerables de alfa hCG libre en el -

tejido placentario, en el suero y en la orina. En la 

evoluci6n de la gestaci6n hay un aumento marcado de -

alfa hCG libre en el tejido placentario en relaci6n -

a- la hormona completa. En cambio en el suero la her-

mona completa es 10 veces mayor que la subunidad·alfa 

de hCG, En el embarazo no existe subunidad beta libre 

de hCG, lo que ha sugerido que el control de la sínte 

sis de la hormona completa reside en la fracci6n beta 

sintetizada. 

En el tejido hipofisario tambi~n se ha encontrado 

fracci6n alfa libre(B,9). Otras situaciones en las -
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que se ha encontrado fracci6n alfa libre son la postm~ 

nopausia (S.10), así coniC:,'la administraci6n.de LH RH y 

TRH (25), no se sabe si es. un proceso. pasivo o se lib~ 

ra como la hormona completa.- Se ,hari encontrado propor

ciones distintas de subunidades alfa y beta, lo que ha 

sugerido que el control de la síntesis de cada subuni~. 

dad se efectua por cromosomas distintos. Poi otra par

te la gran similitud entre las subunidades alfa, así -

como la presentación en exceso tanto en placenta como 

en la hip6f~sis ha sugerido que el mecanismo de sínte

sis y secreci6n de estas hormonas podría corresponder 

a la misma porci6n del genoma. Los modelos tumorales -

han sugerido una regulaci6n independiente para la can

tidad sintetizada de alfa o beta. 

Secreci6n anormal. 

Se ha observado una amplia heterogeneidad entre los P!P 

tidos horinonales secretados par· una variedad de tumores. 

De esta forma se conoce que algunas hormonas como la -

in·sulina, gas trina, parathormona (PTH) , cor.ticotropina 

( "ACTH ·> , son sintetizadas en forma de prohormona o 

precursores en forma "Big 11 y pueden ser convertidos a 
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su forma nativa antes de su secreci6n. En algun~s_Casos 

se secretan estas formas grandes, sugiriendo pérdida -

proporcional de enzimas hidrolíticas del tumor, produ

ciéndose de esta forro~ moléculas aberrantes de 1a·harm2 

na, las cuales pueden ser semejantes a iB.s_ fisiol~gicas 

conociendo en la actualidad descripciones de material -

inrnunol6gicarnente indistinguible de la~ subunidades al

fa (10). Se han encontrado elevaciones de la subunidad 

en pacientes con carcinoma pulmonar de células en avena 

con una positividad de elevaci6n del 12% para los hom

bres y el 30% para las rnujeresi así corno un 80 y 50% p~ 

ra hombres y mujeres respectivamente en insuficiencia -

renal cr6nica (21). 

En pacientes con tumor carcinoide gástrico y carcin2 

ma bronc6geno, se ha logrado purificar las subunidades 

alfa y se han identificado variaciones significativas -

en peso molecular y secuencia de amino~cidos comparada 

con la subunidad alfa estandar. De la misma manera es

tas subunidades alfa ect6picas tienen rn!nima capacidad 

de recombinaci6n con la fracción beta, al contrario de 

lo Cjue ·sucede con las fracciones normales, medido por -

cuantificación de receptores a la hormona glucoproteica 

y por radioinrnunoanálisis (11,12). 

La subunidad beta de la hCG se ha encontrado en tumores 
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de origen trofoblástico y testicular, así como en los 

de origen del tracto gastrointestinal, encontrando as2 

ciaci6n de hepatoma y pubertad precoz así como carcin2 

ma pulmonar y ginecomastia. También se ha encontrado 

una impOrtante correlaci6n para la subunidad beta de 

la hCG con el grado de actividad de distintos tipos t_!! 

morales, descritos sorprendentemente para el cérvix, -

mama y melanoma y los ya conocidos de ganadas y tracto 

gastrointestinal, demostrando de esta forma su utili

dad como un marcador tumoral ende y ectodérmico para -

su monitoreo (23). Hay distintos tipos tumorales como 

el carcinoma bronc6geno y el carcinoide gástrico, que 

secretan esta subunidad en conjunto con otras hormonas 

as! como presencia de subunidades beta en presencia 6 

ausencia de la subunidad restante(lO). 

Los pacientes con hipotiroidismo primario, suelen -

presentar a nivel hipofisario, elevaciones de la subU

nidad alfa de TSH, así como a nivel sérico. De la mis

ma forma Kourides en 1975 encontr6 que al administrar 

TRH a estos pacientes, se produce un aumento en la sua 

unidad alfa libre de TSH (8). 

Tumores hipOfisarios productores de subunidades alfa. 

Los twnores hipofisarios comanrnente secretan cantida-
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des excesivas de PRL, GH, ACTH ,_ rn~rÍif_ést~dos por cua

dros cl!niCos: caracter!~-t-iCos-. ·La"-s -hOrrnoOaS_.·91ucopro-
. - - .. -. '"' . 

teicas . se·:'._ secre·t:an ': 0

ra,;·kme:n-te ~por --.:~·af:; .. t·~-6~~ª-,, ?i·p¡;f·isa
rios (18). El reconocimiento cll'.~¡cd 'de':Ei~:to.s :s!ndro

mes y la cuantificaci~n directa de' las .'hC>:§~n~s, hipo f.:!,_ 

sarias facilita la evaluaci6n tanto diagn6~tica como -

terapéutica. 

Los tumores hipofisarios que no se asocian a un ex

ceso de secreci6n hormonal han sido llamados "Adenomas 

crom6fobos no funcionantes 11
• También se ha propuesto -

por Kovacs la terminolog!a de "Adenoma de células nu

las" pcira los mismos tumores que no secretan hormonas 

(26) en donde se han inclu!do los adenomas productores 

de subunidad alfa probablemente en forma erronea. El -

diagnóstico de estos pacientes a menudo es difícil ya 

que no existe un marcador específico a seguir. 

Las Subunidades de las hormonas glucoproteicas puedeñ 

ser fácilmente detectadas en el sueronormal aGn en pr2 

sencia de una u otra fracci6n (8,17). 

Se han encontrado concentraciones elevadas de subuni-

dad alfa en asociación con elevaciones marcadas de LH 

y FSH en pacientes con falla gonadal primaria. En este 

tipo de pacientes la secreci6n es estimulada por la ag, 

ministraci6n de LH RH y TRH y se suprime con la susti 

tuci6n hormonal respectiva ( 8,). 
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Al contrario de esta respuesta -1os pacientes con tumor 

hipofisario responden levemente en relaci6n a los pa

cientes con falla primaria, a la administraci6n de LH 

RH y TRH, lo que ha sugerido relativa autonomía de los 

tumores productores de subunidad alfa. As! mismo los -

pacientes con falla primaria y tumor hipofisario no -

responden con disrninuci6n de las subunidades alfa al -

ser sustituídos (20). Las subunidades alfa son simi-

lares desde el punto de vista inmunol6gico a las auté~ 

ticas subunidades alfa , as! como cromatográficamente, 

pero difieren al analizar su punto isoeléctrico, capa

cidad de combinaci6n con la subunidad beta correspon-

diente y en la secuencia de aminoácidos(S,11,12). 

Se han descrito tumores hipofisarios que adem~s de se

cretar hormonas pept!dicas 6 glucoproteicas, secretan . . 
subunidades alfa (15,20,24)encontrando un 10% de fre-

cuencia entre los tumores de tipo funcionante (22). La 

secreci6n aislada de subunidad alfa por tumores hipofi 

sarios no ha sido bien reconocida, por la ausencia de 

las características clínicas y s6lo se han descrito p~ 

cos casos(l6,22). Estos pacientes tienen una disminu-

ci6n en los niveles de subunidad alfa glucoproteica 

posterior a la cirugía o radioterapia satisfactoria h~ 

cia los valores normales (20). 
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Es importante mencionar los hallazgos de Kovacs en do~ 

de de 343 tumores hipofisarios, s6lo 9 presentaron po-. . 
sitividad de inrnunoperoxidasa para subunidad alfa, de~ 

cribiendo un s6lo caso puro y los dem~s combinados con 

otras hormonas (26). 

Aplicaci6n que se le ha dado a sU cuantificaci6n en 

clínica. 

Los tumores hipof isarios productores de hormonas gluc~ 

proteicas 6 peptídicas son fScilmente detectables en -

estadios tempranos, ya que las hormonas espec~ficas -

sirven de marcador tumoral, para el diagn6stico tempr~ 

no y monitoreo en el tratamiento. En cambio los pacie~ 

te.s con tumores no funcionantes, crean gran dificultad 

en el.diagn6stico temprano, en el manejo y en el moni-

toreo posterior. De es~a forma los pacientes son capt~ 

dos por alteraciones visuales y de expansi6n tumoral y 

s6lo pueden ser monitoreados por campimetr!as y estu

dios radiol6gicos. 

Por medio de la cuantificaci6n de subunidades alfa 

tenemos la oportunidad de un marcador tumoral más y de 

brindar al paciente el diagn6stico y manejo más tempr~ 

no y monitoreo post-tratamiento. 



- 14 -

También se ha sugerido la utilidad con prUeba~ dinámi-
... 

cas con LH RH y TRH en los pacientes con·fall~ gonadal 
.;·;. 

primaria y alteraciones de la silla. tui-ca·,·:. 'en':· ióS cua~_ . . . 

les existe hiporespuesta al est!mulo hO~O:~~l .·y en· los 

que se debe sospechar tumor hipofisario :(lS). Otra ob

servaci6n ha sido en ·las pacien~es con tirotoxicosis -

con TSH aumentada en donde no se detecta subunidad b!, 

ta y hay elevaciones de subunidad alfa, en los que se 

debe sospechar tumor hipofisario (20). 

En nuestro medio no se tiene experiencia en la det~r 

minaci6n de subunidades alfa glucoproteicas, por lo que 

se desconoce su relevancia en diversas circunstancias 

como las mencionadas 6 en otras como el embarazo nor-

mal o patol6gico, condiciones que ·suelen sucederse fr!_ 

cuentemente en M~xico. Por este motivo se decidi6 es-

tudiar la capacidad de los anticuerpos dirigidos con-

tra las subunidades alfa de hCG, FSH, LH, y TSH por el 

método de radioinmunoanálisis con el fí.n de precisar -

las condiciones de reacci6n en equilibrio para su apl~ 

caci6n en clínica. 
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, MATERIAL Y METODOS 

Antecedentes.- Los métodos diseñados para la extrae- · 

ci~~ de glucoproteinas se conocen desde 1969 en las 

descripciones originales de Bahl y Donini (13,14). 

Este procedimiento básicamente consiste en los si

guientes pasos: 1) fraccionamiento en etanol; 2) cr2 

matografra· de columna en carboxi-metil Sephadex; 3) 

filtraci6n en gel de Sephadex G 200 6 G 100; 4) co

rroboraci6n por electroforesis de una molécula hete-

rogénea e inmuno16gicamente homogenea. 

Posteriormente Aloj y col. en 1973 efectuaron la 

metodología para la disociaci6n de las glucoproteinas . . 
en Sus dos subunidades alfa y beta, por medio de urea 

6 por ácido propi~nico descrito por Pierce y Kourides 

(7,17). 

La purificaci6n posterior de las subunidades se e-

fectua por medio de cromatografía de intercambi~ de -

iones y pasos sucesivos de filtraci6n en gel, siendo 

posible preparar ·subunidades con una contaminaci6n tn,!!. 

nor al'l% de hormona completa o de otras subunidades 

(3). Posteriormente se han creado sistemas de radio

irununoanálisis para las ·subunidades específicas y pa-
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ra la forma nativa, las cu?les son la base de la met2 

dolog!a actual en los Cualés.Se utilizan sistemas de 

'doble anticuerpo con trazadores marcados conocidos(7, 

B,17,19). 

Reactivos. 

Se utiliz6 buffer fosfato ( D.01 M P04 , Q.15 M.Na Cl, 

a un pH de 7.8) obténido de Sigma Chemical Ca., St -

Louis Mo. USA. La hormona purificada hTSH se obtuvo 

de Sorin Biomedica S.p.A. Saluggia Italia¡ hLH y hFSH 

de Cambridge Medical Diagnostic, Inc. Billerica, MA, 

USA. y la hCG de Amersham International pie Inc. Cam-

bridge United Kingdom. Las hormonas radioiodinadas se 

obtuvieron también de las mismas casas comerciales. 

Los anticuerpos generados contra las subunidades alfa 

de hCG, FSH, LH, y TSH se obtuvieron a través de la -

National Pituitary Agency., National Institute of -

Health Bethesda Maryland, USA., National Institute of 

Child Health and Human Development y del National In~ 

titute of Arthritis, Metabolism and Digestiva Oiseases. 

Caracter!sticas de los anticuerpos. 
¡ 

Alfa-hCG.- El anticuerpo contra la subunidad alfa de 
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. . . 

hCG(hCG-SA6) ven!a en un concentrado liofilizado y sin. 

diluir en Í.uia pr~pa~acicSn •de• o. 5' ml. Alfa-FSH.- El -
. ' '. -·_· -_.-,, ·.:_.··-<>~:, -,: .·,:.!.;.,;,-.;-· o -

anticuerpo·;contra::1a•subunidad·alfa de FSH (hFSH 68/38 

alfa. FSH #l) ve~Íá; ~n· iill._'c~ncentrado de l ml de una d! 

lucicSn 1: 20 • · Á1:fa..:r:i1. - El anti suero contra la sub-

unidad alfa de LH (hLH 68/38 alfa LH #l) ven!a en un -

concentrado de 1 ml en una dilucidn 1:5. Alfa-TSH.-

El antisuero contra la subunidad alfa de TSH (hTSH 68/ 

38 alfa TSH #1) ven!a en un concentrado de 1 ml en una 

dilucidn 1:50· 

Procedimiento. 

Se efectuaron diluciones seriadas de los anticuer--

pos (anti-alfa hCG, FSH,LH y TSH) en solucicSn buffer -

fosfato (PBS) y a continuacidn se procedid a valorar -

su capacidad de precipitacidn (ideal del 50%) en pre-

sencia de hormona marcada. Posteriormente se incluye-

ron para su estudio comparativo en los sistemas de ra-

dioinmunoan~lisis correspondiente en que se utilizaron 

los anticuerpos de alta especificidad (beta hCG, FSH· -

LH y TSH íntegras) determinandose el porcentaje de in-

hibicidn de fijacidn de la hormona correspondiente. 
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El radioirununoan4lisis se efectu6 tanto con los anti

cuerpos anti-alfa glucoproteinas como con los anticue~ 

pos de los Kits comerciales. Para todos los radioinmu

noan4lisis se efectuaron muestras por duplicado. Para 

la determinaci6n de las cuentas totales se utilizaron 

los tubos estandar antes de· la decantaci6n. se· utiliz6 

un contador Packard 5230. 

Radioinmunoanálisis para subunidad alfa de hCG.- El r~ 

dioinmunoanálisis para la subunidad alfa de hCG se e

fectu6 en la siguiente forma: 1) Se utilizaron 100.ul 

de PBS para cuentas inespecíficas y uni6n máxima y pa

ra los tubos estándar se utilizaron 100 ul de la mues

tra correspondiente. 2) Se agregaron 100 ul de anti

alfa hCG en todos los tubos excepto en los de cuentas 

inespec!ficas; se mezclaron en Vortex y se incubaton 

por 30 minutos a 37°c. 3)Se agregaron 50 ul de hCG -

marcada con I-125 en todos los tubos; se mezcla en -

Vortex e incuba a 37°c por 45 minutos. 4) Se agreg6 

1 rnl del segundo anticuerpo en todos los tubos; se -

mezcld e incubd por 10 minutos a temperatura ambiente 

se centrifug6 a 3000 RPM; se decant6 el sobrenadante 

y se determinaron las CPM del precipitado. 
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Radioinmunoanálisis para la subunidad·al.fa de FSH.- E~ 

te se efectuó de la siguiente forma: .i) s.i utilizaron 
.- ' . . . . 

100 ul de PBS para las cuentas ine~~ec!ficas y 200 ul 

del estandar o para cuentas inespec!ficas y unión máx!_ 

ma; la miSma cantid~d',··pa~~ .. :~·¡d,a:-'.-tu1~ ae las muestras e~ 

tandar de FSH. 2) Se agregaron 100' ul de FSH marcada -

con I-1.25 .. en todos· los tubos. 3) Se agregaron 100 ul 

de anti-alfa FSH en todos los tubos excepto a los de -

Cuentas inespec! fic·as. 4) Todos los tubos de incubaron 

a temperatura ambiente por 4 hrs. 5) Se agregó 1 ml de 

reactivo precipitante y se incub6 a temperatura ambieE 

te por 10 minutos1 se centrifug6 por 15 minutos a tres 

mil RPM; se decant6 el sobrenadante y se determinaron 

las CPM del precipitado. 

Radioininunoanálisis para subunidad alfa de LH.- Se e

fectuó de la siguiente forma: l)Se incluyeron 100 ul -

de PBS para cuentas inespec!ficas, y para la uni6n má

xima se utilizaron 200 ul del estandar O;~sta misma 

cantidad se agreg6 a las cuentas inespec!ficas; para -

las muestras estandar se agregaron 200 ul para cada u-

na de ellas. 2)Se agregaron 100 ul de anti-alfa LH a -

todos los tubos, excepto a los de cuentas inespec~fi-
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cas;todos los tubos- se mezclaron-en Vortex e· incubaron 

a temperatura ambiente 'pOr 2 .hOras. _3) Se agregaron -

100 ul de LH marcada con I-125 a todos los tubos e in

cubaron dos horas a temperaturá ambiente. 4) Se agreg6 

l ml del reactivo precipitante e incub6 por 10 minutos 

a temperatura ambiente; se centrifug6 por 15 minutos a 

3000 RPM; se decant6 y se determinaron las CPM del pr~ 

cipitado. 

Radioinmunoanálisis para subunidad alfa de TSH.- Este 

se efectu6 de la siguiente forma: l) Para las cuentas 

inespec!ficas y para la uni6n m~xima se utiliz6 PBS a 

raz6n de 200 ul y la misma cantidad para las muestras 

estandar. 2) Se incluyeron 100 ul de PBS para cuentas 

inespecíficas Y. la misma cantidad de anticuerpo anti

alfa TSH para los demás tubos. 3) Se agregaron 100 ul 

de TSH marcada con I-125 en todos los tubos; se incu

b6 de 16 a 24 hrs a temperatura de 18 a 2sºc. 4) Se a 

greg6 1 ml de reactivo preyipitante e incub6 por 15 -

minutos a la misma temperatura. 5) Se centrifug6 por 

15 ·minutos a 3000 RMP; se decant6 y se determinaron -

las CPM del precipitado. 
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RESULTADOS 

En las figuras 1 a 4 se hayan graficadas · ia·s di_luci.2_ 

nes graduales de ~nticuerpo en que se precipitaron las 

cuentas por minuto de hormo~a .... márc~.da :.:· (~C·~·; FSH, LH y - ' 

TSH) • En todos los casos las ;diluc:iones ·:.tomadas para la 
··>C¿_;_.,J.i:,:·'··" . · 

elaboraci6n de la Curva·: __ eSt-¿indéÍi:_:¡ c_Ori:espondiente fue-
_ .. _.~:~---';·~·~'/--.~·:.--;::--.. :::·-.\·-----__ .. 

ron ai:¡uellas equivaien'te~'1ai"iso% ''<BÍTl; semejante a la 

presentada por los anticuerpos dirigidos contra la mol! 

cula intacta. 

Como puede apreciarse en la figUra 2 se detecta un -

punto prematuro de decaimiento para alcanzar una preci-

pitaci6n del 50% por parte de anti-alfa FSH, lo que tra 

duce una escasa capacidad neutralizante. Con el resto -

de los anticuerpos (anti-alfa hCG, LH, TSH ) se observ6 

interacci6n antígeno-anticuerpo con las distintas' con

centraciones y las curvas de precipitación obtenidas -

fueron más bién definidas. 

Una vez que se había precisado la diluci6n de los an 

ticuerpos correspondientes a las subunidades alfa, se -

procedi6 a caracterizar los pcircentajes de inhibici6n -

de la fijaci6n utilizando hormona altamente purificadas 

libre y marcada (I-125) ver fig.ºde la 5 a la 8. 



- 22 -

De acuerdo a las curvas de inhibici6n de lá fijaci6n de -. ·. - - -·.- - ·- - '- '· ' 

hormona marcada se ·:obtuvo '.Una ··~ej~:c:-.. -'di.st~'i'í;ü6i~ri:'_~-d~_ ·: l'a --

curva cori· el aritiS~~~-~-:;:-~ó-~t~~-- ~~-~a-~~~-·:· i·i:it'a·~-t~.'" E~- ei. ~-a-

,, - -'~~-

con una apare~te·_,:·capS'Ci·d~d,de pr8cipitaci6n mayor por pa_;: 
· .. ,--

te de antialfa~LH,-:en· l:!sta circunstancia no se pudo iden

tificar par;,.Íeii.smo alguno. En FSH al igual que LH tamp2 

ca se corrob0r6 paralelismo con FSH intacta. La curva ge

nerada Con anti-alfa FSH demostr6 escasa inhibici6n de -

FSH I-125, la cual fué casi horizontal. Con TSH fué posi-

ble generar una Curva paralela con TSH intacta; sin emba~ 

90 de acuerdo a la pendiente por hallarse poco inclinada 

di6 la impresi6n de no poder diferenciarse adecuadamente 

entre los niveles de TSH intacta •. No obstante el parale

lismo fu~ evidente aunque menos acentuado que para el ca-

so de hCG. 

DISCUSION 

Los resultados de este estudio han permitido definir 

la capacidad de precipi'taci6n de una poblaci6n de anti-
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cuerpos dirigidos contra ~ub~ilid~de~·alfa d~ diversas 

hormonas proteicas ( hCG, FSH, LH, TSH ) que. fueron obte

nidos a traves de la agencia Nacional de la Pituitaria, -

para su uso en radioininunoan~lisis. 

En la fase inicial del estudio correspondiente a los 

porcentajes de precipitaci6n de hormona marcada se encon

tr6 que para neutralizar el 50% de antígeno de FSH, se r~ 

quieren grandes concentraciones de anticuerpo (1:200) és

to a.an cuando pudiera ser debido a condiciones de almace

namiento en que se mantuvo el anticuerpo y perdiera así -

capacidad para precipitar FSH, también pudiera estar dado 

por el tiempo de almacenamiento, en que se perdiera dicha 

capacidad, sin embargo llama la atenci6n que esto no ha

lla sucedido con los dem~s anticuerpos. Eliminando cual

quiera de las circunstancias señaladas, podría concluirse 

que para el anticUerpo anti-alfa FSH se necesitan gran

des cantidades para reconocer a la mol~cula intacta puri

ficada; ello traduce una gran limitaci6n para su empleo -

rutinario en la deterrninaci6n por radioinmunoanálisis de 

la subunidad alfa de FSH. No obstante los resultados de -

la curva de inhibici6n de FSH apoyan más el concepto de -

deterioro del anticuerpo, además de acuerdo a Donini y -

col. anti-alfa FSH deberá precipitar cuando menos cantid~ 

des proporcionales de la hormona purificada. 
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Por otro lado puesto que. se precipitaron.el 50% de las· -

cuentas de FSH I.;.125 y no; se discrimin6 bUn 'entre ilive-
" - - , 

les de FSH · 1ibl:-é·;>Efi·: ~-~~I-6-~~~rp·~' _-es .. ae_ ·muy escasa especi-

ficidad. 
; 

La curva para hCG mostr6 un.mayor paralelismo y una in-

clinaci6n muy satisfactoria, ya que independientemente

del anticuerpo hay qlle recordar que hCG en su porci6n -

proteica posee más.diferencias estructurales con las de

más hormonas, con una mayor solidez estructural, as! ca-

mo mayor antigenicidad de la subunidad alfa. 

Al analizar la curva estandar de inhibici.6n para LH -

la mayor inclinacidn de anti-alfa LH nos traduce mayor 

especificidad; dando la impresi6n de reaccionar con un 

componente de mayor af,inidad que alfa LH y demostrando 

que el determinante se encuentra en la subunidad alfa. 

Para conocer lo que ·sucede a este nivel será necesario -

en forma posterior las pruebas para reactividad crUzada 

en todas sus formas. 

En la curva correspondiente para TSH nos llama la a-

tenci6n la coincidencia del paralelismo observado entre 

TSH y hCG, 1o que probablemente tiene relaci6n filogen! 

tica con la conocidá actividad·intrínseca de TSH para la 

hCG. Quiza la menor diferenciaci6n entre los niveles re-
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fleja mayor especificidad para la cuantificación de subu

nidades alfa proteica en forma gen~rica. · 

Se concluye que en la elaboraci6n de los radioinmunoa

n41isis de subunidades alfa proteicas, los resultados que 

se· obtengan de su medici6n deben tener en cuenta las pro

piedades inherentes de los anticuerpos aqu! estudiados, -

ya que como fué demos~rado exhiben importantes particula

ridades de comportamiento. 
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Curva de diluci6n del anticuerpo anti-alfa hCG . 

. (B/T)= Porcentaje de precipitaci6n de las cuen

tas totales de hCG marcada. 
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Figura No. 2 

Curva de dilución del anticuerpo anti-alfa FSH. 
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Curva de dilución del anticuerpo anti-alfa LH • 
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Figura No. 4 

Curva de dilución del anticuerpo anti-alfa TSH. 
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Curva estándar del anticuerpo anti~alfa hCG (circulas 
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Figura No. 6 

Curva estándar del anticuerpo anti-alfa FSH (círculos 

abiertos) en relaci6n co~ la curva para el anticuerpo 

contra FSH integra (c!rculos cerrados) . 
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Curva estándar del anticuerpo an.ti-alfa LH (c!rculos 

abiertos) en relación con la curva para el anticuer

po contra LH· !ntegra (c!rculos cerrados)_. 

.. 
- .. 
- .. -
" 

.. 
l" .- • 
~ M ... ·• .. 

. . .. 

. . 
• • 

Figura No. 8 

Curva estándar del anticuerpo anti-alfa TSH (círculos 

abiertos) en relación con la curva para el anticuerpo 

contra TSH íntegra (c!r~ulos cerrados) • 
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