TESIS PARA LA OBTENCIGN DEL GRADO DE ESPECIALISTA EN ENDOCRINOLOGIA
- Y NUTRICION OTORGADO POR LA UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

( U.N.AJMG ) vy EL INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SociaL ( IMSS')

COMPORTAMIENTO DE LOS ANTICUERPOS ANTISUBUNIDAD ALFA-GLUCOPROTEINAS

Dr. Gustavo R.E, VITE Ruiz

SERVICIO DE ENDOCRINOLOGIA, HOSPITAL GENERAL., CENTRO MEchd Nacio-
NAL, INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURG SOCIAL

? Mexico, D,F. 1984

HOSHIT A
Enseflanza € IKVEST




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



TESIS CON FALLA DE ORIGEN



Indice

l.- lntfcduccién

2.~
.3.—
4.-
5.-
6.-

a.

‘b.

(=)

d-.

e.

£.

Material y Mé&todos

Caracterﬁsficas de las subunidades alfa
Conducta inmunol&gica

Actividad biclSgica

Dindmica de secrecidn hipofisaria y placentaria
de las hormonas glucoproteicas

Secrecién anormal

Aplicacifn gque se le ha dade en clinica a la -

cuantificacién de subunidades alfa glucoprotei-

cas

Resultados

Discusi6n

Conclusiones

Bibliograffa



INTRODUCCION

En la actualidad se han reconocido varias hormonas
de carﬁcter glucoproteico como la Hormona Luteinizante
{(LH}, Hormona Foliculo Estimulante (FSH}, Hormona Esti
mulante del Tiroides (TSH) y Hormona Gonadotropina Co-
ri6nica Humana (hCG). Estés'se componen de dos subuﬁi-
dadés distintas denominadas alfa y beta, las cuales se
unen en forma no covalente (i). Las subunidades alfa -
50N ﬁirtualmente idénticas en las cuatro hqrmonas, a -
las cuales les da la caracteristlca lnmunolégica, en -
tanto las subun;dades beta son distlntas, lo cual les
confiere su actividad'hiolégica espec?fica. Se han des
crito la secuencia de aﬁinoﬁcidos y estructura, tanto
para subunidades alfa como las beta. ias hormqnas glu-
doproteicas se componen de un “"nucleo" o centro protei
co, éon brazos de carhohidratos como cadenas laterales
las cuales terminan usualmente en §cido si?lico, el --
cual forma en péso él 12% para la hCG; el 5% para FSH
¥y el 1% para LH y TSH. Se ha demostrado gque la pérdida

en los residuos de &cido siflico en un 25% para la hCG



produce una disminucién de la actividad biol6gica ini-
cial y la pérdida en forma progresiva una disminucidn

gradual de la actividad biolSgica "“in viveo"”. Se ha ca}l
culado gue el contenido total de carbohidratos para la
hCG es de un 30% del psso. La extraccién de &cido sid-
lico de las cadenas lateralés de carbohidratos como he
mos mencionado previamente produce una disminucién de .
la actividad biolﬁgica en la hCG pero no se ve afecta-
da la actividad inmunol6gica, pero en cambio al ser éz
traido de FSH y LH produce pgrdida de la actividad -

biol@gica y de la inmunol§gica, ésta ﬁltima severamen-
te dafada. Por otra parte, se conoce gue el penfiltimo

residuo de azficar de la cadena lateral de carbohidra-

tos es la galactosa, la cual al ser descubierta es cap
tada Svidamente a nivel hepitico y de esta forma la -

hormena metabolizada. As; se ha sugeride que las hormo
nas glucoproteiéas son metabolizadas por extraccidﬁ de
?cido siglico y_exposici?n de la galactosa, apoyado -

por los estudios en que se demuestra menor contenido ~
de dcido si&lico en la FSH urinaria comparada con la -

sérica. Asf Jda vida media de la hormona guarda una re-

lacién directa con el contenido de aido sidlico (29).



Caracteristicas de las subunidades alfa. .

La subunidad alfa de la h{CG tiene ﬁn pgsqmmo1écu1ar de
aproximadamente 14,700 de los cuales i0,0oo.son de'La

porciﬁn proteica y 4,700 para los carbohidratos; con -
un contenido de aminogcidos de- B2 a 92 los cuales pre—A
sentan un total de 5 uniones disulfuro. La secuencia -
de amino?cidos es muy semejante a la de FSH, LH y TSH

{2). Los oligosacgridos se unen a los residuvuos 52 y 78.
La uni@n no covalente en la hormona completa puede ser
disociada por medio de amortiguadores gue contienen u-

rea en cromatograffa de inercambio de iones(3).

Conducta inmunolébgica.

Al purificar hCG, FSH, LH y TSH y posteriormente utili
zar un sistema de radioinmunocandlisis’ (RIA) para la‘-
subunidad alfa de la hCG y analizar la reactividad cru
zada inmunol@gica con las dem§s hormonas glucoprotei-
cas, se encuentran l;neas de respuesta paralelas. De -
la misma forma analizando las subunidades alfa de las
cuatro hormonas con un sistema hom§logo de RIA para la
alfa hCG también se obtienen l;neas de réspuesta para-

lelas, lo que sugiere una homologfa estructural entre



las subunidades'alfa}ﬂépiééﬂé#&sﬁé'con lo que sucede -

éon los efectuados'§§ra;loa‘éiétémés de las subunidades
beta de los mismoé problémaél'rara fines prﬁcticos en -
la espécie humana las subunidades alfa son idénticas en
las cuatro hormonas glucoproteicas, peroc al ser compara
das con variedades no humanas se encuentra un 80% de ho
molog;a en cuanto a presencia y secuencia de los amino&
cidos, pero al analizar su reéctividad crugada no se ob
tiene respuesta paralela, por lo cual se les considera

difefénte a las de otras especies. En cambio las subuni
dades beta en'las hormonas g;ucoproteicas son distintas
para cada una de ellas tanto en la especie humana como

no humana, pero existe gran semejanza para cada una de

ellas entre las diferenteé especies (2). Al analizar la
reactividad cruzada de las subunidades beta de las dis-
tintas especies, se encuentran 1;neas de respuesta para
lela, lo gue les ha conferido gran utilidad en investi-
gaci§n 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 sinte—

8is’' y secreci§n hipofisaria y placentaria. Estos anti-

sueros pueden tener mayvor afinidad a la forma libre de.



}bos sistemas con una‘afxnidadi_1milar.lEntre las subu-

”nmdades beta de hCG y:L e pueden crear sistemas con

varios sitios antigénicos, dependiendo de la egpecifi-
cidad del . anticuerpo, pero hay ‘otro tipo de anticuer-
pos que no se unen a la aubunidad beta de la hormona -
completa, por estar involucrada a la estructura cuater
naria 6 sea la felaci@h que la molécula guarda entre -
sf en el espacio (5).As; lé especificidad depende de =
algunas variables entre las cuales figuran: 1l.- Método
de la transportaci§n o c0njugaci§n del anticuerpo; 2.-
Dosis del ant?geno: 3.- Adyuﬁante utilizado; 4.- Tiempo
y ruta de administraci@n; 5.— Pureza de las subunida-
des por inmunoadsorci@n {(6) . Como mencionaremos mﬁs de
lante las subunidades alfa tienen una mayor respueséa

inmunolégica, la cual reside en un mayor nGmero de éiu

tios antigé&nicos en su estructura proteica (2).

Actividad biolégica. ’

Esta reside en la subunidad beta lo que confiere espe-

cificidad biol6gica. Las hormonas glucoproteicas diso-



ciadas eﬁ éﬁs sﬁbunidﬁdés-no;tienéh'ﬁihéﬁné:;céiﬁidad '
_biolﬁgica, y cuando se encuentra actividad bloldgica -
es’ por contamlnacién de hormona completa. Las subunlda
des ‘puras sin activxdad blolﬁgica, pueden ser recombi-
-nadas con su subunidad complementaria, con restitucitn
de su actividad biolSgica en un 70% para hCG y en un -
30 a 40% para las hormonas glucoproteicas hipofisarias
con especificidad biolégica de la subunidad beta co-
rrespondiente (4,7).

Conociendo que la subunidad alfa no tiene reactivi-
dad cruzada con otras especies, la combinaci§n de sub-
unidad alfa no humana con beta humana, procduce molécu—
las h;bridas con actividad biolﬁgica de la subunidad -~
beta correspondiente. Ya se ha considerado gue la Qida
media de las hormonas esta en relaci§n con el conteni-
do de &cido sialicé, de esta forma las moléculas hibri
das gue contienen mayor cantidad de §cido si&lico au-
mentan su potencia'biol§gica. Asi la actividad biolSgi
ca depende de algunos factores, entre los cuales figu-
ran la concentracién de &cido siﬁlico, alargando 6 a-
cortando la vida media, y su relacién con exposiciQn -
de galactosa y captacipn a nivel heﬁﬁtico activando su
metabplismo: as; como la disociaciﬁn de la hormona en

sus ‘subunidades y ambas contribuir a la reduccitn de -



la actividad bioldgica. Para el reconocimisnto de la -
_hormona por el feceéto?iééiabféaﬁﬁsﬁi;ﬁé§7és§écifico -
es necesario que'esté'compléﬁﬁ; d€;é§£é miéma forma es
_necesaria para su preservacién y p&rd ei alaxgamiento

de su vida media.

Dindmica de la secrecidn hipofisaria_y_g;acentaria de

las hormonas glucoproteicas.

En la gestaciﬁn hCG aparece a los 8 a 10 d;as poste-
riores a la ovulaci@n, Y en esta forma se han detecta
do cantidades considerables de alfa hCG libre en el -
tejido placentario, en el suero y en la orina. En la

eﬁoluci@n de 1la gestacidn hay un aumento marcado de -
alfa hCG libre en el tejido placentaric en relacién -
a4~ la hormona completa. En cambio en el suero la hor-
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 gue el control de la s;ntg
sis de la hormona completa reside en la fracci6n beta
sintetizada. .

En el.tejido hipofisario también se ha encontrado

fraccién alfa libre(8,9). Otras sitvaciones en las -



que se ha encontrado fracc;dn alfa libre son la postme
nopausia (8. 10), asI como la adminlstraclén de LH RH y
TRH (25), no se sabe si es un proceso pasivo Q- se llbez
ra como la hormona completa. Se han encontrado propor-
ciones distintas de subunidades alfa y beta, lo que ha
sugerido que el control de la s;ntésis de cada subuni-.
dad se efectua por cromosomas distintos{ Por otra par-
te la gran similitud entre las subunidades alfa, asf -
como la presentaci§n en exceso tanto en placenta como

en la hipgfisis ha sugerido que el mecanismo de sinte—
sis ¥ secreci@n de estas hormonas podr;a corresponder

alla m?sma porci@n del genoma. Los modelos tumorales -

han sugerido una regulacién independiente para la can-

tidad sintetizada de alfa o beta.

Secreci®n anormal.

Se ha ohservado una amplia heterogeneidad entre los pé&p
tidos hormonales secretados por una variedad de tumores.
De esta forma se conoce que algunas hormonas como la -
insulina, gastrina, parathormona(PTﬁ), corticotropina
" ( ACTH '), son sintetizadas en forma de prohormona o -

precursores en forma "Big" y pueden ser convertidos a



su forma nativa antes de su secrecién. En_éiggﬁ#éiéasos f:

se secretan estas formas grandes, sugirigndoypgfﬁidé -
proporcional de enzimas hidrol;ticas del'tﬁmdr,lp¥bdq—

ciéndose de esta forma mol&culas aberraﬁteé de ia'hormg
na, las cuales pueden ser semejantes a 1&5'fisiol§gica5
conociendo en la actualidad descripciones de material -
inmunolSgicamente indistinguible de las subunidades al-
fa (10). Se han encontrado elevaciones de la subunidad

en pacientes con carcinoma pulmonar de células en avena
con una positividad de élevaciﬁn del 12% para los hom-

bres y el 30% para las mujeres; asg como un 80 y 50% pa
ra hombres y mujeres respectivamente en insuficiencia -
renal crénica (21).

En pacientes con tumor carcinoide géstrico y carcino
ma broncégenc, 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 ectépicas tienen mfnima capacidad
Qe recombinaci§n con la fraccién beta, al contrario de
lo gue sucede con las fracciones normales, medido por -
cuantificacién de receptores a la hormona glucoproteica
¥ por radioinmunoandlisis (11,12).

La subunidad beta de la hCG se ha encontrado en tumores
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delorigen trofoblistico y testicular, asf como en los

de crigen del tracto gastrointestinal, encontrande aso
ciaciﬁn de hepatoma y pubertad precoz asf como carcing
ma pulmonar ¥y ginecomastia. También se ha encontrado -
una importante correlaci@n para la subunidad beta de -
la hCG con el grado de actividad de distintos tipos tu
morales, descritos sorprendentemente para el cérvix, -
mama ¥y melanoma y los ya conocidos de gonadas y tracto
gastrointestinal, demostrando de esta forma su utili-

dad como un marcador tumoral endo y ectodgrmico para -
su menitoreo (23). Hay distintos tipos tumorales como
el carcinoma bronc@geno y el carcinoide g&strico, gque

. secretan esta subunidad en conjunto con otras hormonas
asf como presencia de subunidades beta en presencia 6

ausenéia de la subunidad restante(10).

Los pacientes con hipotirecidismo primarioc, suelen -
presentar a nivel hipofisario, elevaciones de la subi-
nidad alfa de TSH, as£ como a nivel sérico. De la mis-
ma forma Kocurides en 1975 encontr6 gue al administrar
TRH a estos pacientes, se produce un aumento en la sub

unidad alfa libre de TSH (8}).

Tumores hipofisarios productores de subunidades alfa.

Los tumores hipofisarios comlinmente secretan cantida-
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des excesivas de PRL GH ACTH, manlfestados por cua— .*

dros clInicos caracteristicos Las hormona' 1ucopro--'

telcas se secretan raramente por los tumores hipoflsa-;

rios (18). El reconoclmlento clinico_d estos sindro-'
mes y la cuantiflcacldn directa de 155;”  ,‘ hi.
sarias facilita 1a evaluacidn tanto diagndstica ‘como -
terapéutlca. '

Los tumores hipofisarios que no se asocian a un ex-
ceso de secreci@n hormonal han sido llamados "Adenomas
crom§fobos'no funcionantes". También se ha propuesto -
por Kovacs la terminolog;a de “"Adenoma de células nu-
las" para los mismos tumores gue no secretan hormonas
{26) en donde se han inclu;do los adenomas productores
de subunidad alfa probablemente en forma erronea. El -
diagn@stico de estos pacientes a menudo es diffcil ya
que no existe un marcador especifico a seguir.

Las subunidades de las hormonas glucoproteicas pueden
ser fdcilmente detectadas en el sueronormal aGn en pre
sencia de una u otra fracciﬁn {8,17).

Se han encontrado concentracicones elevadas de subuni-
dad alfa en asociaci@n con elevaciones marcadas de LH
y FBH en pacientes con falla gonadal primaria. En este
tipo de pacientes la secreci@n es estimulada por la ad
ministraci@n de LH RH y TRH y se suprime con la susti

tucién hormonal respectiﬁa (8).
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Al contrario de esta respuesta 1os paclentes con tumor
_hipofisarlo responden 1evemente en relacién a los pa-'
cientes conlfalla prlmaria, a la admin;straciﬁn de LH.
RH y TRH, lo due ha sugérido relativa autonom;a.de los
tumores productores de subunidad alfa. Asf mismo los -
pacientes con falla p&imaria y tumor hipofisario no -
responden con disminuci§n de las subunidades alfa al -
sexr sustitu;dos (20). Las subunidades alfa son simi-
lares desde el punto de vista inmunol§gico a las autén
ticas subunidades alfa , as; como cromatogrgficamente,
pero difieren al analizar su puﬁto isdeléctrico, capa-
cidad de combinaciﬁn con la subunidad beta corresapon-
diente y en la secuencia de aminodcidos(8,11,12).

Se han descrito tumores hipofisarios que ademés de se-
cretar hormonas pept?dicas § glucoproteicas, secretan
subunidades alfa (15,20,24)encentrando un 10% de fre-—
cuencia ehtre los tumores de tipo funcionante (22). La
secreci§n aislada de subunidad alfa por tumores hipofi
sarios no ha sido bien reconocida, por la ausencia de
las caractergsticas cl;nicas Y sﬁlo se han descrito po
cos casos(l6,22). Estos pacientes tienen una disminu-
cién en los niveles de subunidad alfa glucoproteica -
poéterior a la cirug;a o radioterapia satisfactoria ha

cia los valores normales (20).



- 13 -

Es importante mencionar. los ﬁaiiazgés ae'Ko;écs en don
de de 343 tumores hipofiéarios,‘sélo 9 pfesentaron po-
sitividad de inmunoperbﬁidaéa para subunidad alfa, deg
cribiendo un s§1o caso pufo y los demﬁs combinados con

otras hormonas (26).

Aplicacidn que se le ha dado a su cuantificaci6n _en

clinica.

Los tumores hipofisarios productores de hormonas glucgo
proteicas 6 peptfdicas son facilmente detectables en -
estadios tempranos, ya que las hormonas espec;ficas -
sirven de marcador tumoral, para el diagnﬁstico tempra
no y monitoreoc en el tratamiento. En cambic los pacien
tes con tumores no funcionantes, crean gran dificultad
en el‘diagnﬁstico temprano,'en el manejo ¥y en el moni-
toreo posterior. De esta forma los pacienteslscn capii
dos por alteraciones visuales y de expansién tumoral y
s6lo pueden ser monitoreados por campimetr;as y estu-
dios radiol@gicos.

Por medio de la cuantificaci®n de subunidades alfa
tenemos la oportunidad de un marcador tumoral m§s y de
brindar al paciente el diagnéstico Y manejo més tempra

no y monitoreo post-~tratamiento.
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También se ha sugerldo la utllidad con prueba“ din&ml-j_

cas con LH RH y TRH en los pacientes con!falla gonadalﬁﬁ

primaria y alteraciones de la silla turcA

les existe hiporespuesta al estimulo hormonal y en 1os
que se debe sospechar tumor hlpofisarioﬁ(151.ﬁotra ob-
servacién ha sido en los pacientes con tiﬁéto#icosis -
con TSH aumentada en donde no sé detecta subunidad be
ta y hay elevaciones de subunidad alfa, en ios que se
debe sospechar tumeor hipofisario (20).

En nuestro medio no se tiene experiencia en la deter
minaci@n de subunidades alfa glucoproteicas, por lo gque
se desconoce su relevancia en diversas circunstancias
como las mencionadas § en otras como-el embarazo nor-
mal o patol@gico, condiciones que sPelen sucederse fre
cuentemente en M§xico. Por este motivo se decidif es-
tudiar la capacidad de los anticuerpos dirigidos con-
tra las subunidades alfa de hCG, FSH, LH, y TSH por'el
método de radioinmunocan&lisis con el £in de precisar -
las condiciones de reacci§n en equilibrio para su apli

cacién en clinica.
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, MATERTIATL, ¥ METCDOS

_Anﬁeéédentés;- Los métodos disefiados para i#'éktfabjr
cibn ae_glucoPrbteinas se conocen desdé 1969f§n_1as:f4
.desd:ipgiones originales de Bahl y Dpnini (1§,i4);
Este procedimiento bgsicamente consiste en ids si¥
gﬁientes pasos: l) fraccionamiento en etanol; 2} cxo
-.matograf;a'de columna en carboxi-metil Sephadex; 3)
filtraci6n en gel de Sephadex G 200 6 G 100; 4) co-
rroboracién por electroforesis de una molécula hete-
rogénea e inmunol?gicamente homogenea.

Posteriormenté Aioj y col. en 1973 efectuaron la
metodolog;a para la disociaci@n de las glucoproteinas
en sus dos subunidades alfa y beéa, por medio de urea
§ porrgcido propi§nico descrito por Pierce y Kourides
(7,17}). .

La purificaci§n posterior de las subunidades se e-
" fectua por medic de cromatograf;a de intercambio de -
iones y pasos sucesivos de filtraciﬁn en gel, siendo
posible preparar subunidades con una contaminacifn me
nor al 1% de hormona completa o de otras subunidades

{3). Posteriormente se han creadoc sistemas de radio-

inmunoandlisis para las subunidades especf{ficas y pa-
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ra la forma nativa, las cuales son la base de la meto
dologfa actual en los Cuéléé;ée uti1izan'sistemas de
‘doble anticuerpo conKtréiadﬁfés marcados conocidos(7,

8,17,19}.

Reactivos.

Se utilii§ buffé; £osféto (-0.01 M PO,, 0.15 M.Na Cl,
a un pH de 7.8 )'obténido de Sigma Chemicai Co{; Sf -
Louis Mo. USA. La hormona purificadé hTsSH se obtuvo
de Sorin Biomedica S.p.A. Saluggia Italia; hLH y hFSH
de Cambridge Medical Diagnostic, Inc. Billerica, Ma,
USA. ¥ la hCG de Amersham International pic Ing¢. 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 Ing

titute of Arthritis, Metabolism and Digestive Diseases.

Caracterfisticas de los anticuerpos.

4
Alfa-hCG.- El anticuerpo contra la subunidad alfa de
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hCG(hCG—SAG) venfa en un ccncentrado 110fillzado y sin.

dllu;r en una'prepar”cidn 0}5 ml.;f Alfa—FSH.- Bl -~

._antlcuerpo contra la suhunldad;alfa de FSH (hFSH 68/38

-alfa FSH #1) venI

lucidn 1 20.
unidad alfa de LH (hLH 68/38 alfa LH #1) venfa en un -

;_Alfa LHle El antlsuero contra la sub-

’*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) venfa en un concentrado de 1 ml en una

dilucidédn 1:50.

Procedimiento.

Se efectuaron diluciones seriadas de los anticuer--
pos (anki—alfa hcG, FSH,LH y TSH) en soluci§n buffer =-
fosfato (PBS) y a continuaci@n se Procedi§ a valorar -
su capacidad de precipitacién {ideal del 50%) en pre-~
sencia de hormona marcada. Posteriormente se incluye-
ron para su estudio comparativo en los sistemas de ra-
dioinmunoandlisis correspondiente en gue se utilizaron
los anticuerpos de alta especificidad (beta hCG, FSH -
ILH y TSH ;ntegras) determinandose el porcentaje de in-

hibicién de fijacifn de la hormona correspondiente.
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El radioinmunoandlisis se efectud tanto con los anti-
cuérpds anti-alfa glucoproteinas como con los anticuer
pos de los Kits comerciales. Para todos los radioinmu-
noanélisis se efectuaron muestras por duplicado. Para
la determinacifn de las cuentas totales se utilizaron
los tubos estandaf antes de la decantaciﬁn. Se utilizé

un contador Packard 5230.

Radioinmunoanidlisis para subunidad alfa de hCG.- El ra

dioinmunoandlisis para la subunidad alfa de hCG se e-
fectud en la siguiente forma: 1) Se utilizaron 100 ul
de PBS para cuentas inespecificas y unidén mé&xima y pa-
ra los tubos estdndar se utilizaron 100 ul de la mues-
tra correspondiente. 2) Se agregaron 100 ul de anti-
alfa hCG en todos los tubos excepto en log de cuentas
inespecificas; se mezclarcen en Vortex y se incubaron
por 30 minutos a 37%. 3)Se agregaron 50 ul de hCG -
marcada con I-125 en todos los tubos; se mezecla en -
Vortex e incuba a 37°C por 45 minutos. 4) Se agregb
1 ml del segundo anticuerpo en todos los tubos; se -
mezcl§ e incub§ por 10 minutos a temperatura ambiente
ée centrifug6 a 3000 RPM; se decant6 el sobrenadante

y se determinaron las CPM del precipitado.
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Radioinmunoandlisis para la subunldad alfa de FSH - Es'

te se efectud de 1la slgulente forma'xl) Se utilizaron

100 ul de PBS para las cuentas inespeciflcas y 200 ul

del estandar 0 para. cuenta nespecificas y unién maxi
ma; la misma cantidad para cada una de las muestras es
tandar de FSH, 2)Se agregaron 100 ul de FSH marcada -
con i-l25iéﬁ}todos-los tubos. 3) Se agregaron 100 ul
de anti-alfa FSH en ﬁoaos iosltubos excepto a los de -
bueﬁtas inespec;ficas. 4)Todos los tubos de incubaron
a temperatura ambiente por 4 hrs. 5) Be agreg§ 1 ml de
reactiﬁo precipitante y se incub§ a temperatura ambien
te por 10 minutos; se centrifug§ por 15 minutos a tres

mil RPM; se decant® el sobrenadante y se determinaxon

las CPM del precipitado.

Radiocinmunoanilisis para subunidad alfa de LH.- Se e-

fectu§ de la siguiente forma: 1)Se incluyeron 100 ul -
de PBS para cuentas inespecfficas, y para la unién mg—
xima se utilizaron 200 ul del estandar o;ésta misma -
cantidad se agreg§ a las cuentas inespecificas; 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 inespecifi-



cas,todos 1os tubos se. mezclaron en Vortex e 1ncubaron
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 temperatura ambiente. 4) Se agregé
1 ml del reactivo precipitante e incub§ por 10 minutos
a temperatura ambiénte; se centrifugb poxr 15 minutos a
3000 RPM; se decant§ y se determinaron las CPM del pre

cipitado.

Radiocinmunocandlisis para subunidad alfa de TSH.— Este

se efectu6 de la siguiente forma: 1) Para las cuentas
inespec;ficds ¥y para la uniﬁn mﬁxima se utiliz§ PBS a
raz@n de 200 ul y la misma cantidad para las muestras
estandar. 2) Se incluyeron 100 ul de PBS para cuentas
inespec;ficas y. la mismé cantidad de anticuerpo anti-
alfa TSH para los demas tubos. 3) Se agregaron 100 ul
de TSH-marcada con I-125 en todos los tubos; se incu-
b§ de 16 a 24 hrs a temperatura de 18 a 25°C. 4) Se a
greg§ 1l m)l de reactivo precipitante e incub§ por 15 -
minutos a la misma temperatura. 5) Se centrifugé por

15 minutos a 3000 RMP; se decant6 y se detefminaron -

las CPM del precipitado.
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RESULTADOS

En las figuras 1 a 4 se hayan graflcadas 1as dlluc10 . )

nes graduales de antlcuerpo en que se preclpltaron las

cuentas por minuto de hormonafmarcada 'ﬁcé}‘ESH, LH y';s
TSH) .En todos los casos las:diluciones tomadas para la
elaboraciﬁn de la curv stanc -orrespondlente fue-

1:50% (B/T), seméjante a la

ron aquellas equivalénte
presentada por los anficuerpos dlrlgidos contra la molé
cula intacta, -_ _

Como puede apreciarse en la figura 2 se detecta un -
punto prematuro de decaimiento para alcanzar una preci-
pitaci@n del 50% por parte de anti-alfa FSH, lo que tra
duce una escasa capacidad neutralizante. Con el resto -
de los aﬁticuerpos (anti-alfa hCG, LH, TSH ) se cbservs
interacci§n antfgeno-anticuerpo con las distintas con-
centraciones y las curvas de precipitacidn obtenidas -
fueron mﬁs bién definidas.

Una vez que se habia precisade la dilucién de los an
ticuerpos correspondientes a las subunidades alfa, se -
procedif a caracterizar los porcentajes de inhibicitn -
de la fijacifn utilizando hormona altamente purificadas

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



De acuerdo a las curvas . de ;nhiblcién de la:fijaC16 _de -

hormona marcada se obtuvo una mejor dlstrlbucién_de la_—-T

con. una“ aparente capacidad de. preclpltaclén mayor por paxr

te de antiﬁlflﬁLH 1”‘.stajcircunstancia no se pudo iden-
tiflcar paraleliémo alguno.* En FSH al igual que LH tampo
co se, corrobor6 paralelismo con FSH intacta. La curva gde-
nerada’ con'anti-alfa FSH demostr§ escasa inhibicidn de -
FSH 1-125, la cual fué casi horizontal. Con TSH fué posi-
ble generar una curva paralela con TSH intacta; sin embar
go de acuerdo a la pendiente por hallarse poco inclinada
dis la impresiﬁn de no poder diferenciarse adecuadamente
entre los niveles de TSH intacta. No obstante el parale-

lismo fué evidente aungue mencs acentuado gue para el ca-

so de hCG.

DISCUSION

Los resultados de este estudio han permitido definir

la capacidad de precipitacién de una poblacién de anti-
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cuerpos dirigidds'confré §ﬁbﬁﬁia$é;éia1fa.dé'diversas -
hormonas proteicas ( hCG, FSH, iH}ITSH ) Qué_fuerop obte-
nidos a traves de la égencia:NaciQﬁél de ia Pituitaria, -
para éu uso en radioinmunoéhglisié.

En la fase inicial del estudio correspondiente a los -
porcentajes de precipitaciﬁn de hormona marcada se encon-
tr§ que para neutralizar el 50% de antfgeno de FSH, se fg
guieren grandes concentraciones de anticuerpce (1:200) §s—
to aqn cuando pudiera ser debido a condiciones de almace-
namiento en gue se mantuvo el anticuerpo y perdiera as; -
capacidad para precipitar FSH, también pudiera estar dado
por el tiempo de almacenamiento, en que se perdiera dicha
capacidad, sin embargo llama 1la atenci@n que esto no ha-
lila sucedido con los demas anticuerpos. Eliminando cual-
quiera de las circunstancias sefialadas, podrfa concluirse
que para el anticderpo anti-alfa FSH se necesitan gran-
des cantidades para reconocer a la molé&cula intacta puri-
ficada; ello traduce una gran limitaciﬁn para su empleo -
rutinario en la determinacidn por radioinmunoanidlisis de
la subunidad alfa de FS8H. No cobstante los resultados de -
la curva de inhibici§n de FSH apoyan mé&s el concepto de -
deterioro del anticuerpo, ademis de acuerdo a Donini y -
col. anti-alfa FSH debers precipitar cuando menos cantida

des proporcionales de la hormona purificada,
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Por otro lado puesto que se precmpltaron el 50% de las =

cuentas de FSH I~125-y no: éerdiscrlminﬁ bién entre nlve-

1es de FSH llbre, n ;cgg;pglgs{defmuy escasa especi-
'fiCldad , . ¥ _' -
- La curva para hCG mostr6 un; mayor paralelismo ¥ una in-

clinaciﬁn muy satisfactoriayrya que independientemente-

del anticuerpo'haykqﬁe recﬁraéf gue hCG en su porcién -

proteica posee m&s'diferéncias estructurales con las de-
mgs hormonas, con una mayor solidez estructural, asfi co-
moe mayor antigenicidad de la subunidad alfa.

Al analizar la curva estandar de inhibicidn para.LH -
la mayor inclinaciﬁn de anti-alfa LH nos traduce mayor -
especificidad; dando la impresi@n de reaccionar con un -
cbmponente de mayor afiinidad que alfa LH y demostrando -
gue el determinante se encuentra en la subunidad alfa.
Para conocer lo que sucede a este nivel ser§ necesario -
en forma posterior las pruebas para reactividad crizada
en todas sus formas.

En la curva correspondiente para TSH nos llama la a-
tencidén la coincidencia del paralelismo observado entre
TSH ¥ hCG, lo gque probablemente tiene relaciﬁn filogeng‘
tica con la conocida actividad'intr;nseca de TSH para la

hCG. Quiza la menor diferenciacidén entre los niveles re-
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fleja mayor especificidad para la cuantificacién de subu-
nidades alfa proteica en forma genérica. - i

Se éoncluye que en la elaboracidén de los radioinmunoca-
nilisis de subunidades alfa proteicas, los resultados gue
se obtengan de su medici@n deben tener en cuenta las pro-
piedades inherentes‘de los anticuerpos aqu; estudiados, -~

ya que como fu&é demostrade exhiben importantes particula-

ridades de comportamiento,
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Curva de dilucidén 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 dilucin del anticuerpo anti-alfa FSH.
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Figura No. 3
Curva de dilucién del anticuerpo anti-alfa LH.
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Figura No. 4
Curva de dilucidn del anticuerpo anti-alfa TSH.
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Figura No. 5 .
Curva estdndar del anticuerpo anti-alfa hCG (circulos
ébiertos) en relacién con la curva para el antiéuerpé
contra la subunidad beta de la hCG (circulos cerrados).
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Figuré No. 6
Curva esténdar del anticuerpo anti-alfa FSH (circulos
abiertos) en relacifin con la curva para el anticuerpo
contra FSH Iintegra icIrculos cerrados) .
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Curva estidndar del ahticuerpd”aqti—alfa LH (circuloé B
abiertos) en relacifn con la curva para el anticuer--
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Figura No. 8 .
Curva estdndar del anticuerpo anti-alfa TSH (circulos
abiertos) en relacifn con la curva para el anticuerpo

contra TSH Integra (cfrculos cerrados).
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