UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO g
FACULTAD DE MEDICINA., DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO R
*INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL ‘

"HETEROGENEIDAD INMUNOLOGICA DE LAS
SUBUNIDADES ALFA GLUCOPROTEICAS"

DR, MIGUEL AGUSTIN 5. MADERO FERNANDEZ DEL CASTILLO
SERVICIO DE ENDOCRINOLOGIA

HOSPITAL GENERAL DEL CENTRO MEDICO NACIONAL
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL, MEXICO

RIS COR
$AIEA OE ORGEN




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.



INTRODUCCION
~Las hormonas glucoproteicas humanas, hormona luteinizante
{LH), hormona estimulante del folfculo (FSH}, hormona esti-
mulante del tiroides {TS5H) y gonadotropina corlénica (HCG)
estén compuestas de doam subunidades con enlaces no covalen-
tes y que se denominan alfa y beta, estag subunidades difje~
ren entre si por el nimero de amincédcidos que integran su
cadena (ligeramente mayor para la subunidad beta), el nimero
de uniones covalentes disulfuro y su hetercgeneidad exhibida
cuando se someten a electroforesis en gel de poliacrilamida
(). La subunidad beta de cada hormona es la responaable
de 1la actividad bioldgica y actividad inmunolSgica dentro de
1a hormona intacta {2). La subunidad alfno es distinta para
cada hormona, sin embargo, la contribucién de ellas en el
efacto biolégico es el mismo puesto gue la recombinacién de
una subunidad alfa derivada de una hormona con una subunidad
baeta de otra hormona distinta da como resultado una actividagd
biolégica idéntica a la de la hormona de la gue proviene la
correspondiente subunidad beta (3). Ko cbatante que existe
gran similitud entre las subunidades alfa, se reconocen dife-
rencias minimas en el contenido de carbohidratos y la compo-
sicién de aminodcidos™ (4). Al igual gue las subunidades beta,

las alfa pueden circular libremente en el suero pero ninguna
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de las dos tienpe actividad bioclégica independiente si no es
en la forma intacta o unida (5). El origen de las subunida-
das libres circulantes no parece deberne a la disociacién
periférica de la hormona intacta sino a una produccién direc-
ta de la chlula secretora hipofisaria o placentaria segiin el
caso (6). Previamente sc han reportado distintos grados da
reactividad cruzada inmunolégica entre.las subunidades alfa
(7). pero al contrario de las subunidades beta no se recono-
c¢e reacceién cruzada con las correspondientes subunidades alfa
de LY, alfa FS5H, alfa TSH y alfa coridénica de estas espacies

(8).

Mediante el desarrollo de anticuerpos dirigidos contra las
subunidades alfa libres se han generado métodos radioinmuno-
métricoan que utilizan doble anticuerpo para su medicidn (9),
en esta forma se sabe que existe elevacidén de subunidad alfa
zirculante en mujeres postmenopiusicas y en condiclones pato-
18gicas como el hipotiroidismo primaric e hipertiroidismo se-
cundaric (7,10} ¥ en diversos tumores hipofisarios (11-12},

a lo que mis recientemente se ha agregado un grupo de los
previamente conocidos como tumores “no funcicnantes" da hipdé-

fisis (13-14).
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No obatante que existen métodos para la méd‘cién de stbunidades
de hormonas glucoproteicas, la reactividad eruzada para las
distintas subunidades alfa limitan las conclusiones ncerca de
la proveniencia de dicha subupidad o su célphla productora.
Ejemplo de esto es la supresibilidad incompleta Que se obtie-
ne de los niveles circulantes de alfa aubunidad en sujeton
hipotiroideos gue reciben tratamiento de substitucién con
hormonag tiroideas, las cuales por mecanismos de retroalimen-
tacién negativa blogquean la proporcldn de subunidad alfa co-
rreaspendlente a TSH, pero no as! aguella dida por otras hor-
monas glucoproteicas come LH, FSH y HCG (7). Por otro lado,

ge ha demostrado reactividad cruzada entre anticuerpos diri-
gidos contra la subunidad alfa y la hormona intacta (7). Exis-
ten anticuerpos desarrollados especificamgnte contra subunidad
alfa LH, alfa F5H, alfa TSH y alfa HCG. o obatante, duran-—-

te la preparacidén de dichos anticuerpos puede haber contami-
nacién con otras subunidades o pequefios fragmentos con inmuno-

reactividad como ha sido postulado por Dopini y col (15),

En al presente trabajo se evalfian distintops anticuerpos diri-
gidos contra pubunidades alfa de las cuatro hormonas glucopro-
telcas principales ep el ser humano, midiendo su capacidad

para unir a las hormonas intactas utilizando los esténdares




de estuches comerciales para cuantificacién de LH, FPSH, TSH
Yy HCC por radloinmunoanilisis. El objetivo ea establecer el
grado de reactividad cruzada de eastos anticuerpos con la hor-

mona intacta. )

MATERIAL ¥ METODOS

Los anticuerpos {Ab) preparados en conejo contra las subuni-
dadesa alfa hormona luteinizante {Ab alfa LH}, alfa hormona
folfculo estimulante (Ab alfa FSH), alfa hormona estimulante
del tiroldes {(Ab alfa TS5H) y alfa gonadotropina coridnica

(Ab alfa HCG) fueron obsequio de la National Pituitary Agency,
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA. Los
est&ndares de las hormonas glucoproteicaa {LH, F5H, TSH ¥

HCG se tomaron de diferentes firmps comerciales (Cambridgo
Medical Diagnostica, Ine,, Billerica Ma, EUAr Sorin Biomedica,
S. p. A, Saluggia, Italla y Amersham International, UK).

Del mismo modo los anticuerpos contra la hormona intacta (Ab
LH, Ab FSH, Ab TSH y Ab beta HCG) contenidos en las prepara=-
ciones previas se compararon para aestablecer su capacidad de
inhibir la fijacién de hormona intacta marcada (LH~Il25, FSH-
I125, TSH-I125 y HCG-I125). Las cuentas por minuto se regisg-

traron en un gamaespectdmetro (Packard, chiecago, Ill, EUR).
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Hormona luteinizante

En el estudio de hormona luteinizante se analizaron cinco
grupos de inhibicién de LH-I125, en cada grupo fueron coloca-
dos en tubos de 10 x 75 mm 200 pl de LU purificada preparada
en suero equino a las concentraciones de 0, 10, 27 y 100 mUI/ml
calibrados contra @1 LER 907 en ng/ml y convertido a mUI/ml

de acuerdo al segundo esténdar Internacional de preparado de
orina de mujer postmenopdusica {20. IRP-HMG). Se afiadieron
100 pl de los anticuerpos de acuerdo a los siguientea grupos!
ler grupo Ab LH, 20. Ab alfa LH, 3o, Ab alfa FSH, 4o. Ab alfa
TSH ¥ So. Ab alfa HCG. En todos los tubos se agregaron 100 ul
de‘LH—IlZS; e incubdé por cuatro horas a temperatura ambiente
degpués da lo cual se afiadié el segundo anticuerpo (Inmunoglo-
bulina de cabra contra inmunogleobulina de conejo) preparado

en polietilenglicol, Se incubd por 10 minutes a temperatura
ambiente y se centrifugd a 3000 rpm por 15 minutos, se decantd
el scbrenadante y el precipitado se llevé al contador para ¢o-

nocer las cuentas por minuto,

Hormona estimulante del folfculo
En este estudio también se incluyeron cinco grupos de inhibi-
cién de FSH~I125, en cada grupo se colocaron en tubos 10 x 75

mm 200 pl de FSH purificada preparada en suero equino a con-



centraciones de 0, 10, 30 y 90 mUt/ml comparado al LER.BOT
ng/ml y convertido a mUI/ml de acuerdo al 20. IRP HMG. Se
afjadieron 100 Pl de FSH-I125 a todos los tubos y enseguida
100 ul de los Ab en la forma siguiente: lar. grupo: Ab FSH,
20. Ab alfa FSH, 30. Ab alfa LH, 40. Ab alfa TSH y So. Ab
alfa HOG. Se incubd durante cuatro horaa 5 temporatura am=-
biente y se afadié 1 ml del segundo anticuerpo (inﬁunog;obu-
lina. de cabra contra inmunoglobulina de conejo) proparado en
polietilenglicol, Se incubd por 15 minutos a temperatura
amblente y se procedié a centrifugar, decantar y contar en

la misma forma que se hizo pars el ensayo anterior.

Hormona cstimulante del tiroides

Se analizaron cinco grupos de inhibicién de TSH-I125, en cada
uno ¥ en tubos de 10 x 75 mm se colocaron 200 pl de TSH puri-
ficada y preparada con albimina sérica hovina a concentracio-
nes de 0, 10, 20 y 50 pUI/ml {MRC 6B/38). GSe afladieron a
todos los tubos 100 pl de TSH-I125 y enseguida 100 pl de los
Ab en la manera siguiente: ler. grupo Ab TSH, 20. Ab alfa TSH,
30. AD alfa LH, 40. Db alfa TSH y So. Ak alfa HCG., Se incu-
bd durante 24 horas a temperatura ambiente y se agregd 1 ml de
segundo anticuerpo (inmunoglobulina de carnero contra inmunc-

globulina de conejo) preparado en polistilenglicol, Se incubd
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15 minutos a temperatura ambiente y se procedid a centrifugar,

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

Gonadotropina coriénica humana

Se incluyeron también cinco grupos de inhibicidn de HcG-1125,
en cada uno Y en tubes de 10 x 75 mm se colocaron 100 fl de
HOG purificada a concentraciones de 0, 10, 50 y 100 muUI/ml
calibrado contra el segundo estdndar internacional (20 IS)
para HCG (61/6) en.dondo 1 ng/ml es equivalente a 10 mur/ml.
5e afiadieron 100 Pl de Ab en la siguiente forma: ler grupo

Ab beta HCG, 20. Ab alfa HCG, 3o. Ab alfa LH, 4o. Ab alfa

FSH y So, Ab alfa TSH. Sea incubd durante 30 minutes a 37°C
y se afladieron 100 Fl de HCG=I125 a todos los tubos, So in-
cubd a 37° € por 45 minutos. Se afiadié 1 ml del segundo anti-
cuerpo. Se incubd 15 minutos a temperatura ambiente y me pro-
ced;é a centrifugar, decantar y contar en la misma forma que
sa hizo con los ensayos anteriores.. Todos los ensayos fueron
hechos por duplicado. Las diluciones de Ab gue e usaron son
como siguer Ab alfa LH 1:500, Ab alfa FS5H 1:400, Ab alfa TSH
1:20,000 y Ab alfa HCG 1:2000 de acuerdo a la mayor actividad
demostrada en trabajoé previos realizados en nuestro laborato-

rio, : “
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TLos cilculog de inhibieidén se hicieron con base en el indieco:

B - N5

X 100

BoO ~ NS
en donde B son las cuentas por minuto para cualquiera de las
concentracionas de hormena, Bo son las cuentas por minuto pa-
ra la concentracién O y NS son las cuentas por minuto conside-
radas como unién {nespecifica. Los resultados oxpresados en
porcliento de unién fueron graficados en papel Logit-Log. Los
porcentajes de reacclén cruzada se calcularon con bage en la
pendiente obtenida en cada una de las curvas esténdard linea-

rizadans; la fOrmula empleada para calcular fue:

reaceidn _ 50% de inhibicidén del Ab de referencia
cruzada 50% de inhibicién del Ab problema

X 100

El coeficlente de variaci6n intraensayo fue de 3,1% para LH,

2.44% para FS5H, 1.62% para TSH y 1.99% para HCG.

RESULTADOS

Loa anticuerpos dirigidos contra las subunidades alfa de las
hormonas proteicas, demostraron poseer diferentes tipos de
interaccifn en presencia de las hormonas purificadas intactas

demostréndose diversos grados de reaccién cruzada. Las capa-
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cidades midximas (%) .de fijacidn de hormonas ohscrvadas con cada
anticuerpo se hallan enlistadas en la tabla 1, En ella sze
puede observar gue Ab alfa FSH precipitd niveles de hormona
marcada en proporciones mayores en todos los casos que cual-
quiera de los otros anticuerpos. En menor grado gue Ab alfa
FSH, Ab alfa HOG también prevalecid sobre la poblacidn res-
tante de anticuerpos. A continuacién se seflalan las reacclo=-
nen observadas con log Ab alfa en presencia de concentraclones
conocidas de LH, FSH, TSH y HCG purificadas (Figuraa 1 a 4)

(rabla 2).

Hormona luteinizante

Los Ab alfa FSH y Ab alfa HOG neo exhibieron reacecidén cruza-
da alguna antes las diferentes cantidades de LH (mUI/ml) in-
cluidas en el sistema de radioinmunoandlisis, mientras que
Ab alfa LH y Ab hlfu TSH demostraron un paralelismo semejan-~
te en las curvas de inhibicidén de fijacidén de LH-I125 detec—
tindose en ambos una sensibilidad mayor pafa detegtar concen-—
tracionea minimas de LH (3.0 y 7.0 mUI/ml respectivamente)
que Ab LH {10 mUI/ml). Los porcentajes de reaccidn cruzada

fuaron: Ab alfa LH 142.9% y ADb alfa TSH 189%.

LTLL



e L

- 10 -

Hormona estimulante del foliculo

Contra lo esperado, Ab alfa FSH fue el {inico incapaz de reco-
nocer los niveles de FSH intacta incluidos en el sistema de
radioligando. Ab alfa 'rén y Ab alfa LH exhibieron paralelis-
mo estrachc en la inhibicién de fijacién de FSH-I125 aungue de
menor sensibilidad (10.0 mUI/ml) y menos acentuado que con al
Ab FSH. La reaccién cruzada fus do 92.8% para Ab alfa T5H y
118% para Ab alfa LH, Ab alfa HOG reacciond paralelamente al

Ab FSH, la reaccidn cruzada fue del 1%.

Hormona estimulante del tiroides

Todos los anticuerpoa contra subunidades alfa presentaron
curvas de inhibicidén de fijacién de TSH-I125 con diversos
grados de paralelismo. Ab alfa FSH exhibid la reaccidn eru-
zada de menor intensidad (menor del 1%} y menor sensibilidad
(50 }ﬂJI/ml). Ab alfa LH y Ab alfa HCG demostraron un parale-
lismo semejante entre sf y mids pronunciado que Ab TSH. La
reaccidn cruzada obtenida con Ab alfa LH fue de 139.5%,
mientras que con Ab alfa HCG de 49,5%. Los niveles de sonsi-
bilidad aleanzados con Ab alfa LH y Ab alfa HOG fueron de 19
Yy 22 pur/ml respectivamente. La curva de inhibiecién generada
con Ab alfa TSH demostré franco paralelismo con aguella dada

por Ab TSH. La reaccidn cruzada fue de 58.3% y la sensibilidad
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de 9.0 pur/ml.

Gonadotropina coridnica

Como eh el caso de FSH, los Ab alfa FSH no reconocieron tam-
poco las concentraciones digponibles de HCOG libre, Las cur-
vas da inhibicidn de HCG-I125 generadas con Ab alfa HCG, Ab
alfa TSH y Ab alfa LH exhibieron franco paralelismo con ague-
lla obtenida con el anticuerpo dirigido contra la subunidad
beta de HCG, aungue con menor sensibilidad (Ab alfa HCG: 24.0
muUI/ml; Ab alfa TEH: 7.0 mUI/ml: Ab alfa LH: mUI/ml). E1
porcentaje de reacclén cruzada obtenido con Ab alfa HCG fue

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

RESULTADOS GLOBALES

Al analizar las grdficas en conjunto destaca que el Ab alfa
FSH desconoce practicamente a la totalidad de las hormonas
glucoproteicas estudiadas, Contrario a esto, Ab alfa TSH
inhibid la fijacién de hormonas radiociodinadas en forma casi
armoniocsa y en ccasiones de mayor intensidad que como lo hi=-
cleron los anticuerpos dirigidos contra la estructura fntegra
de LH, FSH, TSH y HCG. Otro tanto, aungue en forma poco méa-
noa prominente se cbservé también con el anticuerpo alfa LH.

Ab alfa HCG reacciond on Sorma poco acentuada con los radio-
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inmuncensayos de FSH y HCG, tuveo conducta semejante a Ab alfa
LH ¥ Ab alfa TSH en el radioinmunocensayo para TSH ¥y no exhi-
bid reacecién alguna con el radioinmunoaensayo de LH. En los
radioinmunoensayos homdlogos solo Ab alfa FSH no reconocid a

su correspondiente hormona integra libre.

DISCUSION

Los resultados de este trabajo resaltan principalmente la
ausencia de homogeneidad de los anticuerpos dirigidoa contra
la subunidad alfa glucoprotéica para precipitar gubstanciaa
homdlogas o heterdlogas integras. Esto se contrapona a ob-
aervaciones previas en el sentido de gque la gemejanza estruc—
tural y antigénica de las hormonas glucoprotéicas en la misma
especie yace en la subunidad alfa (8). En nuestro estudio
ge chservd la mejor uniformidad de interaccién antigeno-anti-
cuerpo en los ensayos para HOG hecho gue coinclde con otras
observaciones (15)., La razén de esto pudiera tener bases
filogenéticas ya que se ha conasiderado a la HCG como la hor-
mona precursora de las hormonas glucoprotéicas. El comporta-
miento heterogéneo de los anticuerpos quizd sea debido a dife-
rencias en laa determinantes antigénicas lo que constituye una
propiedad inherente a los antigenos en gencral (16), a peasar

de gue puedan tencor pasos moleculares equivalentes o conforma-
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cidén semejante.

Uno da los hechos mis sobrasalientes fue la.incapacidad de-
mostrada por Abh alfa FS5H para precipitar los diferentes tipos
de hormona intacta incluidos en el sistema dea radioinmunoan#-
lisis, preservando la capacidad de precipltar el homélogo mar-
cado con I-125, incluso en proporcliones sensiblemeante mayorea
gue cualeaquiera de los otros anticuerpos. La razén para este
fenéﬁeno la desconocemos, ya gue, por otra parte este tipo de
hallazgo al parecer no ha sido reportado previamente y se
aparta del concepto genoral de radioinmuncandlieis en donde

el anticuerpo siempre exhibe mayor afinidad por el antigeno
libre o purificado que el radiociodinado. Es diffcil la posi-
bilidad de gue haya existido un error, ya que esta conducta de
Ab alfa FSH so puso de manifieato en repetidos ensayos ; ante
di ferantes hormonas glucoprotéicas. Otra explicacién alterna
es que las propiedades antigénicas de la hormeona marcada con
I-125 an los diversos ensayos fueran muy diferentes de sus
hom&logos no marcados. Por iiitimo, cabe la posibilidad de

un fendémeno de prozona. Ab alfa TSH exhibid un comportamien-
to homogéneo y casi igual que todos los anticuerpos anti-molé-
cula intacta. Este hacho explica por qué en estudios previos

se le ha utilizado para medir produccidén de alfa proteina en
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condiciones anormales {10,14). Lo miamo podria decirse de
Ab alfa LH que ase comportd en forma semajante aungue menos

homogénea que Ab alfa TSH,

Ab alfa HCG oxhibid una conducta altamente discriminatoria
para LH lo gque lo hace Gtil en la daterminacidn de subunida-
des alfa, asobre todo en los casom de postmenopausia, en donde
las concentraciones altas de gonadotropinas podrian dar una
reaccidn cruzada con Ab alfa TSH y Ab alfa LH. Por este mo-
tivo convendria utilfzarlo también en el eatudio diagnéstico
de los adenomas hipofisarios no funcionantes. Por otra parte,
deataca que junto con Ab alfa LH se observd una gran capacldad
de saturacién cuande se ponen a reacclonar Ab alfa HCG y LH en
presencia de TSH. Esta tipg de conducta al parecer no ha sido
descrita con anterioridad aungue no debe de extraflar gue TSH
pueda tener capacidad antigénica mayor ante Ab alfa HCG y Ab
alfa LH va gue ontogénicamente LH y HCG tienen actividad intrin-
seca de TSH, situacién que no se ha constatado Que compartan
otras substancias glucoprotéicas u hormonas adenohipofisarias.
Este hallazgo permite suponer que los anticuerpos Ab alfa LH y
Ab alfa HCG pudleran ser de gran utilidad en el estudio del

hipertircidiamo secundario,
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Se concluye gue las subunidades alfa LH, FSH, TSH y HCG enh

el humano no comparten las migmas determinantes anfigénicas

a pesar de la estrecha semejanza en el nimerc y tipo de ami-
nofclidos de qua estdn compuestas. Cuando se trata de estudiar
produceién hormonal alfa en humanos, resultaria conveniente
efectuar estudios con radioinmunoensayos heterdlogos de Ab alfa

TSH, Ab alfa LH y Ab alfa HCG,



Thbla 1. capacidad mixima de f£ijacidn hormonal (1-125) obtenida

con anticuerpos anti-alfa glucoproteina

Anticuerpo LH FSH % HCG TSH
Anti=alfa~LH 29,59 11,95 28,06 16.09
Antli-alfa-FsH 48,42 27.3 38,01 54.8
Anti-alfa~HOG 37.57 22,93 30,77 46.0
Anti-alfa-T5H 5.3 15.09 20,66 49,9




Tabla 2. Porcentaje de reacciones cruzadas

Anticuerpo LH : FSH HCG TSH
Anti-alfa-LH 142.9 l18.8 66,01 139,56
Anti-alfa-FsH 1 1 1 1
Anti-alfa~HCG 1 1 21,01 49,55

Anti-alfa-TSH 189 92.8 50,51 58.34
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