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INTRODUCCION 

Las hormonas glucoproteicae humanas, hormona luteinizante 

(LH), hormona estimulante del folículo (FSH), hormona esti

mulante del tiroides (TSH) y gonadotropina cori6nica (HCG) 

están compuestas de dos aubunidades con enlaces no covalen

tes y que se denominan alfa y beta, estas subunidadea difie

ren entro si por el n6mero do aminoácidos que integran su 

cadena (ligeramente mayor para la subunidad beta) , el número 

de uniones covalentes disulfuro y su heterogeneidad exhibida 

cuando se someten a electroforesis en gel de poliacrilamida 

(l) • LB eubunidad beta de cada hormona es la rosponsab le 

de la actividad biol6gica y actividad inmunológica dentro de 

la hormona intacta {2) • La subunidad alfa es distinta para 

cada hormona, sin embargo, la contribución de ellas en el 

efecto biológico es el mismo puesto que la recombinación de 

una subunidad alfa derivada de una hormona con una subunidad 

beta de otra hormona distinta da como resultado una actividad 

biológica idéntica a la de la hormona de la que proviene la 

correspondiente subunidad beta (3). No obstante que existe 

gran similitud entro las subunidades alfa, se reconocen dife

rencias m!nimas en ~1 contenido de carbo~idratos y la compo

sición de aminoácidos~' (4). Al igual que las aubunidades beta, 

las alfa pueden circular libremente en el suero poro ninguna 
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de las dos tiene actividad biológica independiente si no es 

en la forma intacta o unida (5). El origen de las subunida

dea libres circulantes no parece doberae a la disociaci6n 

periférica de la hormona intacta sino a una producción direc

ta de la c&lula secretora hipofisaria o placentaria según el 

caso (6). Previamente se han reportado distintos grados do 

reactividad cruzada inmuno16gica entre. las subunidadea alfa 

(7), pero al contrario de las subunidades bota no so recono

ce reacción cruzada con las correspondientes subunidades alfa 

de LU, alfa FSH, alfa TSH y alfa cori6nica do estas espacies 

(B) • 

Mediante el desarrollo de anticuerpos dirigidos contra las 

subunidades alfa libres se han generado métodos radioinmuno

métricon que utilizan doble anticuerpo para uu medición (9), 

en esta forma se sabe que existe elevación do subunidad alfa 

circulante en mujeres postmenopáusicas y en condiciones pato

lógicas como el hipotiroidismo primario e hiportiroidismo se

cundario (7,10) y en diversos tumores hipofisarios (11-12), 

a lo que más recientemente so ha agregado un grupo de los 

previamente conocidos como tumores "no funcionantes" de hipó

fisis (13-14) • 
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No obstante que existen métodos para la med ci6n de subunidndea 

de hormonas glucoproteicas, la reactividad ruzada para las 

distintas subunidades alfa limitan las conc usiones ncerca de 

la proveniencia de dicha subunidad o su cél la productora. 

Ejemplo de esto es la suprcsibilidad incomp eta que se obtie

ne de los nivelas circulantes de alfa sub+idad en sujetos 

hipotiroideos que reciben tratamiento de e stituci6n con 

hormonas tiroideas, las cuales por mecanis os de retroalimen-

taci6n negativa bloquean la proporci6n de ubunidad alfa co-

rreapondiente a TSJI, pero no así aquella d da por otras hor-

monas 9lucoproteicas como LH, FSH y HCG (7 Por otro lado, 

se ha demostrado reactividad cruzada entrÍ anticuerpos diri

gidos contra la eubunidad alfa y la hormona intacta (7). Exis

ten anticuerpos desarrollados eepecíficam~nto contra aubunidad 

alfa LH, alfa FSH, alfa TSH y alfa nea. 1º obetanta, duran-

te la preparación do dichos anticuerpos p¡edo babor contami

nación con otras subunidndee o pcquenoe f agmentos con inmuno

reactividad como ha sido postulado por Do ini y col (15). 

En el presento trabajo se evalúnn distintos anticuerpos diri-

1 
gidoe contra subunidades alfa de las cuatro hormonas glucopro-

teicas principales en Al ser humano, mid ~ndo su capacidad 

para unir a las hormonas intactas utiliz ndo loa estándares 
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de estuches comerciales para cuantificaci6n de LH, FSH, TSH 

y HCG por radioinmunoanálisis. El objetivo es establecer el 

grado de reactividad cruzada de estos anticuerpos con la hor

mona intacta. 

MATERIAL Y METOOOS 

Los anticuerpos (Ab) preparados on conejo contra las subuni

dades alfa hormona luteinizante (l\b alfa LH), alfa hormona 

folículo estimulante (Ab alfa FSH), alfa hormona estimulante 

del tiroides (Ab alfa TSH) y alfa gonadotropina cori6nica 

(Ab alfo UCG) fueron obsequio de la National Pituitary Agoncy, 

National Institutos of Hoalth, sethosda, Maryland, EUA. Los 

est&ndares de las hormonas glucoproteicae (LII, FSH, TSH y 

llCG so tomaron de diferentes firmas comercialos (Cambridge 

Medica! Diagnostica, Inc., Billerica Ma. EVA: Sorin Diomcdica, 

s. p. A, Saluggia, Italia y Amoreham Intornational, UK). 

Del mismo modo los anticuerpos contra la hormona intacta (Ah 

LH, 1\b FSH, Ab TSH y Ab beta HCG) contenidos en las prepara

ciones previas so compararon para establecer su capacidad de 

inhibir la fijación de hormona intacta marcada (Lll-1125, FSH-

1125, TSH-1125 y HCG-1125). Las cuentas por minuto se regis

traron en un gamaespect6metro (Packard, Chicago, Ill, EUA). 
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Hormona lutoinizanto 

En el estudio de hormona luteinizante se analizaron cinco 

grupos de inhibici6n de LH-Il25, en cada grupo fueron coloca

dos en tubos de 10 x 75 mm 200 pl de LH purificada preparada 

en suero equino a las concentraciones de o, 10, 27 y 100 mu:r/ml 

calibrados contra el LER 907 en ng/ml y convertido a mUI/ml 

de acuerdo al segundo estándar internacional de preparado de 

orina de mujer postmenopáueica (2o. IRP-HMG). se anadieron 

100 pl de los anticuerpos de acuerdo a los siguientes grupos1 

ler grupo Ab LH, 2o. Ab alfa LH, Jo. Ab alfa FSU, 4o. Ab alfa 

TSH y So. Ah alfa HCG. En todos los tubos se agregaron 100 pl 

dO LH-1125. Se incubó por cuatro horas a temperatura ambiento 

después de lo cual se anadi6 el segundo anticuerpo (Inmunoglo

bulina de cabra contra inmunoglobulina do conejo) preparado 

en polietilenglicol. Se incub6 por 10 minutos a temperatura 

ambiente y se centrifu96 a 3000 rpm por 15 minutos, ee docant6 

el sobrenadante y el precipitado se llev6 al contador para co

nocer las cuentas por minuto. 

Hormona estimulante del folículo 

E~ este estudio también se incluyeron cinco grupos de inhibi

ción de FSH-Il25, en cada grupo se colocaron en tubos 10 x 75 

mm 200 pl de FSH purificada preparada en suero equino a con-
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centraciones de o, lo, JO y 90 mUI/mi comparado al LER 907 

nq/ml y convertido a mUI/ml de acuerdo al 2o. IRP HMG. Se 

aftadieron 100 pl de FSH-I12S a todos los tubos y enseguida 

loo ul de los Ab en la forma siguientes ler. grupo: Ab FSH, 

2o. Ab alfa FSH, Jo. Ab alfa LH, 4o. Ab alfa TSH y So. Ab 

alfa 1100. Se incub6 durante cuatro horas a temperatura am

bie11te y se aftadi6 l. ml del segundo anticuerpo (inmunoglobu

lina. de cabra contra inmunoglobulina de conejo) preparado en 

polietilenglicol. Se incubó por 15 minutos a temperatura 

ambiente y se procedi6 a centrifugar, decantar y contar en 

la misma forma que se hizo para el ensayo anterior. 

Hormona estimulante del tiroides 

Se analizaron cinco grupos de inhibición do TSH-Il25, en cada 

uno y en tubos de 10 x 75 mm se colocaron 200 pl de TSH puri

ficada y preparada con albúmina s6rica bovina a concentracio

nes de O, 10, 20 y 50 pu1/ml (MRC 68/38). se affadioron a 

todos los tubos 100 pl d~ TSH-1125 y enseguida 100 pl de los 

Ab en la manera siguiente: lar. grupo Ab TSll, 2o. Ab alfa TSH, 

Jo. Ab alfa LJI, 4o. l\b alfa TSH y So. l\b alfa HCG. So incu

b6 durante 24 horas a temperatura ambiento y so agregó l ml de 

segundo anticuCrpo (irununoglobulina de carnero contra inmuno

globulina de conejo) preparado en polietilenglicol. so incubó 
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15 minutos a temperatura ambiento y se procedió a centrifugar, 

decantar y contar en la misma forma que los ensayos anteriores. 

Gonadotropina cori6nica humana 

Se incluyeron también cinco grupos de inhibici6n de HCG-Il25, 

en cada uno y en tubos de 10 x 75 mm se colocaron 100 pl de 

HCG purificada a concentraciones de O, 10, SO y 100 mUI/ml 

calibrado contra el segundo estándar internacional (2o IS) 

para HCG (61/6) en dando 1 ng/ml os equivalente a 10 mUI/ml. 

se anadieron 100 pl de Ab en la siguiente formaz ler grupo 

Ab beta HCG, 2o. Ab alfa HCG, Jo. Ab alfa LH, 4o. Ab alfa 

FSH y So. Ab alfa TSH. se incubó durante 30 minutos a 37ºC 

y se aftadieron 100 pl de llCG-Il25 a todos los tubos. So in-

cub6 a 37º e por 45 minutos. so anadi6 1 ml del segundo anti-

cuerpo. Se incub6 15 minutos n temperatura ambiente y se pro

cediq a centrifugar, decantar y contar en la misma forma que 

se hizo con los ensayos anteriores •. Todos los ensayos fueron 

hechos por duplicado. Las diluciones de Ab que se usaron son 

como siguer Ab alfa LH 1 :500, 1\b alfa FSH 1 :400, l\b alfa TSU 

1120,000 y Ab alfa HCG 1:2000 de acuerdo a la mayor actividad 

demostrada en trabajos previos realizados en nuestro laborato-

rio. 
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Los cálculos de inhibición se hicieron con base en el índicoz 

B NS 
X 100 

BO NS 

en donde B son las cuentas por minuto para cualquiera de las 

concentraciones de hormona, Bo son las cuentas por minuto pa-

ra la concentración O y NS son las cuentas por minuto conside-

radas como unión inespecífica. Los resultados expresados en 

porcionto de unión fueron graficados en papel Lo9it-Lo9. Los 

porcentajes de reacción cruzada se calcularon con base en la 

pendiente obtenida en cada una de las curvas estándard linea-

rizadasr la fórmula empleada para calcular fuez 

reacción 
cruzada 

50% do inhibición del Ab de referencia 
~~~~~~~~~~~~~~~~~~X 100 

5004 de inhibición del Ab problema 

El coeficiente de variación intraensayo fue de 3.1" para Ltt, 

2.44% para FSH, 1.62% para TSH y 1 .. 99% para HCG. 

RESULTADOS 

Los anticuerpos dirigidos contra las subunidades alfa de las 

hormonas proteicas, demostraron poeeor diferentes tipos de 

interacción en presencia de las hormonas purificadas intactas 

demostrándose diversos grados de reacción cruzada. Las capa-
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cidades máximas (%) ,de fijación do hormonas obscrvndaa con cada 

anticuerpo se hallan enlistadas en la tabla l. En ella se 

puede observar que Ab alfa FSH precipitó niveles de hormona 

marcada en proporciones mayores en todos los casos que cual-

quiera de los otros anticuerpos. En menor grado que Ab alfa 

FSH, Ab alfa HCG también prevaleci6 sobre la población res-

tanta de anticuerpos. A continuaci6n se seHalan las reaccio-

nea observadas con los Ab alfa en presencia de concentraciones 

conocidas de LH, FSH, TSH y HCG purificadas (Figuras l a 4) 

(Tabla 2). 

Hormona luteinizante 

tos Ab alfa FSH y Ab alfa llCG no exhibieron roacci6n cruza-

da alguna antes las diferentes cantidades de LH (mUI/ml) in-

cluidas en el sistema de radioinmunoanálisis, mientras que 

Ab alfa LH y Ab alfa TSH demostraron un paralelismo semejan-

te en las curvas de inhibición de fijación de LH-Il25 detcc-

tándose en ambos una sensibilidad mayor para detectar caneen-

tracionea mínimas do LH (3.0 y 7.0 mUI/ml respectivamente) 

que Ab LH (10 mUI/ml). Los porcentajes de reacción cruzada 

ruerons Ab a1fa LH 142. 9" y Ab alfa TSH 189". 

'"' 
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"• 

Hormona estimulante del folículo 

Contra lo esperado, Ab alfa FSH fue el único incapaz de reco

nocer los niveles de FSH intacta inclu!dos en e1 sistema de 

radioligando. Ab alfa TSH y Ab alfa LH exhibieron pilrnlelis

mo estrecho en la inhibición de fijaci6n de FSH--I:l25 aunque de 

menor sensibil.idad (10. O mUI/ml) y menos acentuado que con el 

Ab FSll. La reacci6n cruzada fue do 92 .8" para Ab alfa TSH y 

118% para Ab alfa LH. Ab alfa HOO reaccionó paralelamente al 

Ab FSH, la reacción cruzada fue del 1%. 

Hormona estimulante del tiroides 

Todos los anticuerpos contra subunidades alfa presentaron 

curvas de inhibición de fijación de TSH-1125 con diversos 

grados de paralelismo. Ab alfa FSU exhibió la reacción cru

zada de menor intensidad (menor dol 1%) y menor sensibilidad 

(SO pur/ml). 1\b alfa Lll y Ab alfa HCG demostraron un parale

lismo semejante entre e{ y más pronunciado que Ab TSll. La 

reacción cruzada obtenida con 1\b alfa Lit fue do 139.5%, 

mientras que con 1\b alfa llCG de 49.5%. Los niveles do sensi

bilidad alcanzados con Ab alfa LH y Ab alfa IICG fueron do 19 

y 22 pUI/ml respectivamente. La curva do inhibición generada 

con Ab alfa TSH demostró franco paralelismo con aquolla dada 

por Ab TSH. La reacción cruzada fue de SB.3% y la sensibilidad 
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de 9.0 pUI/ml. 

Gonadotropina cori6nica 

como en el caso de FSH, los Ab alfa FSH no reconocieron tam

poco las concentraciones disponibles de HCG libre. Las cur

vas de inhibici6n de HCG-Il2S generadas con Ab alfa HCG, Ab 

alfa TSH y Ab alfa LH exhibieron franco paralelismo con aque

lla obtenida con el anticuerpo dirigido contra la subunidad 

beta de HCG, aunque con menor sensibilidad (Ab alfa HCGt 24.0 

mUI/ml1 Ab alfa TSH: 7.0 mUI/ml1 Ab alfa LHa mUI/ml). El 

porcentaje de reacción Cruzada obtenido con Ab alfa HCG fue 

de 21%, con Ab alfa TSH 50% y con Ab alfa LH 66%. 

RESU~TADOS GLOBALES 

Al analizar las gráficas en conjunto destaca que ol Ab alfa 

FSH desconoce prácticamente a la totalidad de las hormonas 

glucoproteicas estudiadas. contrario a esto. Ab alfa TSH 

inhibi6 la fijaci6n de hormonas radioiodinadas en forma casi 

armoniosa y en ocasiones. de mayor intensidad que como lo hi

cieron los anticuerpos dirigidos contra la estructura íntegra 

de LH, FSH. TSH y HCG. Otro tanto. aunque en forma poco me

nea prominente se obaerv6 también con el anticuerpo alfa LH. 

Ab alfa llCG reaccionó on ~orma poco acentuada con los radio-
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inmUrioensayos de FSH y HCG, tuvo conducta semejante a Ab alfa 

LH y Ab alfa TSH en el radioinmunoensayo para TSH y no exhi

bi6 reacci6n alguna con el radioinmunoonsayo de LH. En los 

radioinmunoensayos hom6logoe solo Ab alfa FSH no reconoci6 a 

su correspondiente hormona íntegra libre. 

OISCUSION 

Loe resultados de este trabajo resaltan principalmente la 

ausencia do homogeneidad do los anticuerpos dirigidos contra 

la subunidad alfa glucoprotéica para precipitar substancias 

homólogas o hoter6logas íntegras. Esto se contrapone a ob

sorvaciones previas en el sentido de que la semejanza estruc

tural y antigénica do las hormonas glucoprotéicas on la misma 

especie yace en la subunidad alfa (8). En nuestro estudio 

se observó la mejor uniformidad de interacción antígeno-anti

cuerpo en los ensayos para JICG hecho que coincide con otras 

obsorvaéiones (15). La raz6n de esto pudiera tenor bases 

filogenéticas ya que se ha considerado a la HCG como la hor

mona precursora do las hormonas glucoprotéicae. El comporta

miento heterogéneo do los anticuerpos quizá soa debido a dife

rencias en las determinantes antigénicas lo que constituye una 

propiedad inherente a los antígenos en general (16), a pesar 

de q•.i.:? puedan tener posos moleculares equivalentes o conforma-
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ci6n semejante. 

uno do los hechos más sobresalientes fue la incapacidad de

mostrada por Ab alfa FSH para precipitar los diferentes tipos 

de hormona intacta incluídos en el sistema de radioinrnunoaná

lisis, preservando la capacidad de precipitar el hom6lo90 mar

cado con I-125, incluso en proporciones sensiblemente mayores 

que cualesquiera do los otros anticuerpos. La razón para este 

fenómeno la desconocemos, ya que, por otra parte este tipo de 

hallazgo al parecer no ha sido reportado previamente y se 

aparta del concepto general de radioinmunoanálisis en donde 

el anticuerpo siempre exhibe mayor afinidad por el antígeno 

libre o purificado que el radioiodinado. Es difícil la posi

bilidad de que haya existido un error# ya que esta conducta de 

Ab alfa FSH so puso de manifiesto en repetidos ensayos y ante 

diferentes hormonas glucoprotéicas. Otra explicación alterna 

es que las propiedades antig6nicas do la hormona marcada con 

I-125 en los diversos ensayos fueran muy diferentes de sus 

homólogos no marcados. Por último, cabe la posibilidad de 

un fenómeno do prozona. Ab alfa TSH exhibió un comportamien-

to homogáneo y casi igual que todos los anticuerpos anti-molé

cula intacta. Esto hacho explica por qué en estudios previos 

so lo ha utilizado para medir producción de alfa proteína en 
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condiciones anorma1es (10,14). Lo mismo podría decirse de 

Ab alfa Lit que se comportó en forma semejante aunque menos 

homogénea quo Ab alfa TSH. 

Ab alfa HCG oxhibi6 una conducta altamente discriminatoria 

para LH lo que lo hace útil en la determinación de eubunida-

des alfa, sobre todo en los casos de postmenopausia, en donde 

las concentraciones altas de qonadotropinas podrían dar una 

reacción cruzada con Ab alfa TSH y Ab alfa LH. Por este mo

tivo convendría utilizarlo también en ol estudio diagnóstico 

do los adenomas hipofiearioe no funcionantes. Por otra parte, 

destaca que junto con Ab alfa Lll se observó una gran capacidad 

de saturación cuando se ponen a reaccionar Ab alfa HCG y LH en 

presencia de TSll. Este tip~ de conducta al parecer no ha sido 

descrita con anterioridad aunque no debe de extranar que TSH 

pueda tener capacidad antig6nica mayor ante Ab alfa HCG y Ab 

alfa LH ya que ontogénicamonte Lll y HCG tienen activldad intrín

seca de TSH, situación que no se ha constatado que compartan 

otras substancias glucoprotéicas u hormonas adenohipofieariae. 

Esto hallazgo permite suponer que los anticuerpos Ab alfa Lit y 

Ab alfa HCG pudieran sor de gran utilidad en el estudio del 

hipertiroidiemo secundario. 
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se concluye que las subunidades alfa LH, PSH, TSH.Y HCO en 

el humano no comparten las mismas determinantes antig,nicaa 

a pesar de la estrecha semejanza en el número y tipo de ami

noácidos de que están compuestas. Cuando se trata de estudiar 

producci6n hormonal alfa en humanos, resultaría conveniente 

efectuar estudios con radioinmunoensayos heter61ogos de Ab alfa 

TSH, Ab alfa LH y Ab alfa HCG. 

' . 



Tabla l. Capacidad máxima de fijaci6n hormonal (I-125) obtenida 
con anticuerpos anti-alfa glucoproteina 

Anticuerpo LH FSH 

" 
HCG TSH 

Anti-alfa-LH 29, 59 11,95 28.06 16.09 

Anti-alfa-FSH 49.42 27,3 39,01 54,9 

Anti-alfa-HCG 37,57 22,93 30,77 46.0 

Anti-alfa-TSH 5,3 15.09 20,66 49,9 



Tabla 2. Porcentaje de reacciones cruzadas 

Anticuerpo LH FSH HCG TSH 

Anti-alfa-LH 142.9 110.a 66.Dl 139. S6 

Anti-alfa-FSH l 1 1 1 

Anti-alfa-HCG l l 21.01 49.SS 

Anti-alfa-TSH 189 92.B so.si SB.34 

' 
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Figura l. curvas do inhibici6n usando anticuerpos anti alfa 
eubunidades de hormonas glucoprotóicae en ensayo 
heter6logo de LH 
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Figura 2. curvas do inhibición usando anticuerpos anti alfa 
subunidades de hor1nonas glucoprotéicas on onsnyo 
hetor61ogo do FSH 
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Figura J. Curvns do inhibici6n usando anticuorpos anti nlfo 
aubunidad do hormonas glucoprotéicae en ensayo 
hoter6logo do JlHCG 
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Figura 4. curvas de .t.nhibici6n usando anticuerpos anti alfa 
subunidad de hormonas glucoprot6icae en ensayo 
heter6lo90 de TSH 
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