Niveles circulantes de subunidad alfa de
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durante el ciclo menstrual y después de la

estimulacion con hormona sintética liberadora
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Las hormonas glicoproteicas (LH, FSH, HCG y TSH) est4n

formadas por dos subunidades que no son idénticas ni cova-
lentes!-3. La primera, subunidad alfa, es quimica e inmunolé-
gicamente similar en las cuatro; la segunda, subunidad beta,
es distinta en todas ellas, y responsable de la especificidad
biolégica e inmunolégica de las hormonas?.

Hasta la fecha se han encontrado subunidades libres en ex-
tractos de hipéfisis fetales y de adultos$9, con o sin estimu-
lacién hipofisiaria con LH-RH42 tanto en el suero como en la
orina 13,
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En el momento hay poca informacién sobre las concentra-
ciones de las subunidades alfa y beta de las hormonas gona-
dotrépicas en la sangre periférica en el curso del ciclo mens-
trual o después de la estimulacién con LH-RH durante fases
definidas dsl ciclo en mujeres ovulatorias normales!4:15.

El objeto de este estudio es determinar los niveles sanguineos
de la subunidad alfa de la hormona foliculoestimulante hu-
mana (FSH-h) en el ciclo menstrual normal y bajo el estimulo
con diferentes concentraciones de LH-RH, el primero vy
segundo dias de la menstruacién.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes. Para medir los niveles de FSH, LH y subunidad
alta de FSH-h en la sangre periférica, se tomaron muestras de
ésta diariamente en 5 mujeres normales (17 a 32 afios de edad)
entre las 10:00 y 15:00 horas, desde el tltimo dia de la
menstruacién hasta el segundo dia del siguiente ciclo. Antes
de iniciar el estudio las 5 mujeres habian tenido por lo menos
3 ciclos menstruales regulares en forma consecutiva (28-32
dias). La ovulacién y la funcién normal del cuerpo liteo se
confirmaron en cada ciclo al medir los valores séricos de
progesterona.

Durante los 2 primeros dias de la menstruacién del mismo
ciclo se inyect6 intravenosamente a estas mujeres LH-RH
(Relefact®) en un solo bolo (10 ug el primer dia y 100 ug el
segundo dia). Se tomaron muestras de sangre después de la
inyeccién a -15, 0, 30 y 60 minutos. La sangre se dej6 coagular
hasta por un méximo de 48 horas. En la mayoria de los casos el
tiempo fue menor de 8 horas, y la muestra se centrifugs
después a 2 000 rpm por 5 minutos. El suero se congeld y se
almacené a -20°C hasta el ensayo. Todas las muestras de una
misma paciente se procesaron en un solo radioinmunoen-
sayo.

Radioinmunoensayo para LH, FSH y subunidad alfa de
FSH-h. Hormona luteinizante (LH ). La LH se midié por el
procedimiento de doble anticuerpo modificado por Mar-
shall'®. La solucién estindar se hizo con la LH hipofisiaria
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humana MCR 69/104. Como hormona rastreadora se utilizé
la LH hipofisiaria purificada ICR-2-69 que suministré el
Profesor Butt. El primer anticuerpo se preparé con gonado-
tropina coriénica humana (“Pregnyl”) inyectada en coneji-
llos de Indias, a una dilucién inicial 1:75 000 (dilucién tinal
1: 375 000). Como segundo anticuerpo precipitante se usoé
IgG de burro anti-conejillo de Indias (suministrada por el

Departamento de Bioquimica de la Universidad de Surrey,
U.K.) a una dilucién inicial de 1:15.

El coeficiente de variacién para muestras dobles dentro del

ensayo fue menor de 8% y entre ensayos de 12%. El rango de
LH en suero para adultos normales establecido en el labora-

torio (Frances Fraser Laboratory, Hammersmith Hospital,

London, U. K.) fue de 2.0 a 8.0 mUl/ml.

La Figura 1 muestra la curva estdndar tipica para el ensayo de

la LH.
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Figura 1. Curva estindar tipica para el radioinmunoensayo de la LH-h. Como
estandar se utiliz6 LH/FSH 69/104.

Hormona foliculoestimulante (FSH). La FSH se midi6

por el radioinmunoensayo de doble anticuerpo modificado
por Marshall'é. En la solucién estindar se utilizé la prepa-
raci6n hormonal MCR 69/104. Como hormona rastreadora se
empleé la preparacién FSH-CPDS-2 suministrada por el Pro-
fesor Butt.

El primer anticuerpo (conejo anti-FSH) también lo suminis-
tr6 el Profesor Butt y se utiliz6 a una dilucién inicial de
1:200 000 (dilucién final: 1: 1 000 000). EI segundo anti-
cuerpo precipitante fue IgG de burro, anti-conejo (Universi-
dad de Surrey, U. K., despacho HP/D41-IC), a una dilucién
inicial 1:40. ’

El coeficiente de variacion para muestras dobles dentro de un
mismo ensayo fue de 7% y 15% en diferentes ensayos. El
rango de FSH establecido para adultos normales en el labora-

torio (Frances Fraser Laboratory Hammersmith Hospital,
London, U. K.) fuede 1.6 a 8.6 mUI/ml. La Figura 2 muestra
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Figura 2. Curva estandar tipica para el radioinmunoensayo de la FSH-h.

una curva estandar tipica para el radioinmunoensayo de la

FSH.
Subunidad alfa de FSH-h. La subunidad alfa de FSH-h se

midi6 por el radioinmunoensayo de doble anticuerpo, con la
técnica descrita en una comunicacién previa!’. La subunidad
alfa de FSH-h la suministré el Dr. A. F. Parlow (National
Institute of Arthrites, Metabolism and Digestive Diseases,
National Pituitary Agency, USA). La preparacién de la sub-
unidad alfa de FSH-h se empleé tanto para la iodinacién como
para hacer las diluciones estandares.

El primer anticuerpo, conejo antisubunidad alfa de FSH-h,
suministrado por el Dr. Parlow, se utiliz6 a una dilucién
inicial de 1:40 000 (final de 1:200 000). El segundo anticuer-
po precipitante fue la gammaglobulina de burro, anti-conejo,
suministrada por la Universidad de Surrey, U. K., a una

dilucién de 1:50.

La cantidad de subunidad alfa de FSH-h que se puede leer en la
curva estindar varia entre 0.8 y 50 ng/ml (Figura 3). El
coeficiente de variaci6n para muestras dobles dentro del
ensayo fue de 7% y de 15% entre ensayos.

RESULTADOS

En la Figura 4 se observa el promedio de los niveles séricos

(£ ESM) de LH, FSH y subunidad alfa de la FSH-h durante el

ciclo menstrual en 5 mujeres normales. Todos los valores
fueron normalizados en relacién con el dia del pico de la
LH (dia 0). Los resultados muestran que durante la fase

folicular los valores de la subunidad alfa de FSH-h flucttian
entre 2 y 3 ng/ml; algunas de estas fluctuaciones son consis-
tentes con las observadas para LH y FSH. En el dia -2 hay una
inflexién que sugiere un pico preovulatorio, pues se observa
un incremento significante (P < 0.05) entreeldia-1 yel dia0
(elevacién en mitad del ciclo) en la concentracién de LH, FSH
y subunidad alfa de FSH-h con una declinacién significante
(P < 0.05) de estas hormonas desde el dia 0 al dia +1.
Durante la fase liatea declinan los niveles de la subunidad alfa

de FSH-h a valores que fluctan entre 2 y 3 ng/ml.
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Figura 3. Curva estandar tipica del radioinmunoensayo de la subunidad alfa de

FSH-h.
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Figura 4. Niveles de LH, FSH y subunidad alfa de FSH-h durante el ciclo

menstrual en mujeres normales. Los resultados representan el premedio = ESM
de 5 mujeres, siendo centrados en el pico de LH como el dia *0”.

24

Vol. 17 N2 1, 1986

La concentracién sérica (:ESM) de LH, FSH y subunidad alta
de FSH-h presenta un incremento significante (P < 0.001) a
los 30 y 60 minutos de lainyeccién intravenosa de 10.4gy 100

wg de LH-RH.

Los valores més altos se registraron a los 30 minutos de la

estimulacién LH, FSH y subunidad alfa de FSH-h con 10 ugy

100 pg y fueron: 12.04 y 15.12 mUI/ml; 6.02, 5.02, 3.62 y
3.68 ng/ml respectivamente (Cuadro 1, Figura 5).

No se observé ninguna diferencia estadistica (P > 0.5) en la
respuesta hormonal a estimulacién con 10,4g 6 100 ug de LH-

RH (Cuadro 1, Figura 5).

Es importante anotar que aunque es pequefio el niimero de
pacientes que se estudiaron para la investigacién, los resul-
tados estadisticos estdn de acuerdo con otros trabajos en los

16
100 g LHRH © L
10 ug LHRH @ T

LH-h(mU1/ml)

FSH-h(mU /ml)

Subunidad FSH(ng/ml)

-15 0 30 60
Tiempo en minutos

Figura 5. Niveles de LH, FSH y subunidad alfa de FSH-h en 5 mujeres norma-

les después de estimulacién con LH-RH durante el primero y segundo dias de la
menstruaciéon (10 ug el primer dia y 100 ug el segundo dia).
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Cuadro 1
Niveles Séricos de FSH, LH y Subunidad Alfa de FSH-h
Después de Estimulacién con 10 ugy 100 g de LH-RH el
Primero y Segundo Dias de la Menstruacién en 5 Mujeres
Normales durante un Mismo Ciclo.

Subunidad alfa de FSH-h

Tiempo FSH mUIl/ml x (£ ES) LH mUlI/ml x (X ES) ng/ml X (£ ES)
(minutos) 10 ng 100 ng 10 ug 100 ug 10 ug 100 g
-15 3.26 (0.53) 2.74 (0.56) a2 0.7 1.76 (0.41) 1.92 (0.26) 1.86 (0.31)
0 2.90 (0.59) 2.8 (0.99) 1.6 (0.47) 1.48 (0.24) 1.90 (0.17) 2.16 (0.29)
30 6.02 (1.55) 5.02 (0.86) 12.04 (1.3) 15.12 (2.0) 3.62 (0.39) 3.68 (0.61)
60 4.46 (0.81) 4.44 (0.74) 9.96 (1.47) 10.6 (1.74) 2.78 (0.41) 3.51 (0.54)

cuales el niimero de pacientes utilizados fue igualmente pe-
quefio!l 15,26730,

DISCUSION

Los cambios en las concentraciones séricas de LH y FSH que
ocurren durante el ciclo menstrual en mujeres normales se
han establecido bien en diversos trabajos '8-22,

Los resultados de este estudio estan de acuerdo con el patrén
de secrecién ya reconocido y ademds muestran que la sub-
unidad alfa de la FSH-h puede circular en forma libre y
alcanza su pico concomitantemente con el de la LH durante el
ciclo menstrual normal.

Se ha demostrado que si se administra LH-RH a hombres y
mujeres normales, hay una liberacién de LH, FSH y subuni-
dad alfa!2:23 y cuando ésta se administra durante las diferen-
tes fases del ciclo menstrual, la maxima respuesta hipofisiaria
a la liberacién de las gonadotropinas ocurre a mitad del
ciclo?4. No se conoce el estimulo para la liberacién de subuni-
dades. En sujetos normales parece que es independiente de la
liberacién de las hormonas intactas?3:25 y es probable que el
alza en los niveles circulantes de las subunidades se deba a una
secrecién de la glandula hipofisiaria mas que a una disocia-
cién de la hormona integra?s.

Por tanto, silaliberacién de gonadotropinas es controlada por
la LH-RH se podra asumir que el aumento de la subunidad alfa
de la FSH-h observado a la mitad del ciclo menstrual, repre-
senta la respuesta de la hipofisis al estimulo endégeno o

ex6geno de LH-RH.
CONCLUSIONES

1. Estan bien establecidos los cambios en las concentracio-
nes séricas de LH-FSH durante el ciclo menstrual nor-
malls 14, 18,20 [os resultados del presente estudio estan de
acuerdo con el patrén reconocido de secrecién de estas
hormonas. Este estudio también demuestra que la subunidad
alfa de FSH-h circula en forma libre con concentraciones altas
a la mitad del ciclo menstrual, coincidiendo con el pico de LH

y FSH y con valores que fluctian entre 2 y 3 ng/ml en la fase

folicular y latea del ciclo menstrual normal.

2. Se demuestra en este trabajo que la respuesta a la adminis-
traci6n de LH-RH en la etapa folicular temprana del ciclo
(dias 1 y 2 de la menstruacién) si se utilizan 10 ug y 100 sges
practicamente idéntica, lo cual lleva a concluir que no hay
necesidad de dosis altas de LH-RH en la prueba de estimula-
ci6én hipofisiaria, pues con dosis tan bajas como 10 ug se
obtienen resultados igualmente satisfactorios, y hay ademas
una disminucién en los costos de la prueba.

AGRADECIMIENTOS

Los autores expresan su gratitud a los miembros del personal
y colegas del Instituto de Obstetricia y Ginecologia, Unidad de
Endocrinologia en el Departamento de Medicina Interna,
Royal Postgraduate Medical School, Hospital Hammersmith,
Londres, sin cuya ayuda este trabajo no hubiera sido posible.

Hay un reconocimiento especial por el estimulo y apoyo
recibidos de los profesores Alvaro Cuadros (Cali, Colombia)

y M. G. Elder (Londres).
SUMMARY
The concentration of alpha subunit of human FSH (h-FSH)

was measured in serum throughout normal menstrual cycles,
and when LH-RH was administered the first and second days
of the menstruation. In normal cycles alpha h-FSH subunit
was showed to circulate in the free form with highest concen-
tration occurring at the time of midcycle peak of LH and FSH.
The concentration of the alpha h-FSH subunit during the
follicular phase was not significantly different from the one
observed during the luteal phase of the cycle.

The response to the administration of different concentra-
tions of LH-RH (10 ug and 100 ug) 1s an increase in circula-
ting levels of alpha h-FSH subunit directly related to the
increases in LH and FSH.
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