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RESUMEN

Se presentaron los resultados del montaje y la estandarizacién de un método
inmunoenzimatico (EIA) para la determinacién de la hormona luteinizante (LH), que
utiliza un anticuerpo policlonal y un anticuerpo monoclonal producidos ambos en el
laboratorio. Este EIA tipo sandwich de LH, demostré ser preciso, sencillo, rdpido y
sensible (0,7 U/L), que tiene un rango dindmico entre 0,8 a 100 U/L para la deteccién de
LH en plasma. La validacion clinica del método se realiz6 en 151 muestras, 21 de hombres
sanos entre los 20 y 35 aflos de edad, 20 mujeres sanas en edad fértil en las 3 etapas
diferentes del ciclo menstrual, 20 embarazadas entre las 9 y 30 semanas de gestacion,
20 nifios prepuberales, 20 mujeres posmenopdausicas. Se compararon los resultados obtenidos
usando este método con la determinacion efectuada por el método de radioinmunoanélisis
(RIA) de referencia (HRP-OMS), empleado en el Instituto Nacional de Endocrinologia de
Cuba y se obtuvo una correlacién de 0,67 y una pendiente de 0,58. El método desarrollado
representa una alternativa (no isotpica) para la determinacién de LH en plasma.
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PLASMA.

Las hormonas gonadotrdpicas:
luteinizante (LH), foliculo estimulante
(FSH) se producen y secretan por la
hipoéfisis, y la gonodatropina coriénica
(HCG) es de origen placentario; la LH y
la FSH son las que regulan la funcién
reproductora en los mamiferos y ejercen
sus acciones primarias sobre las génadas.’
La LH estructuralmente tiene 2 cadenas
polipeptidicas, la cadena alfa (a) y la ca-
dena beta (b) que es la encargada de la
especificidad de accion a los receptores de
cada hormona.? Su cuantificacion es util

para la prediccién y determinacion de la
ovulacién, ademas para el estudio y trata-
miento de la infertilidad y la planificacion
familiar.? También es ttil en el diagndstico
y pronostico de los pacientes con tumores
pituitarios secretores de gonodatropinas,
especificamente de LH.*

En este trabajo se propuso como prin-
cipal objetivo validar el método
inmunoenzimatico, correlacionar los valo-
res de LH obtenidos en el ELISA con los
métodos de referencia (RIA) y evaluar sus
pardmetros operativos y de calidad en las



condiciones de laboratorio; para lo cual se
disefi6 un sistema inmunométrico tipo sand-
wich que emplea un anticuerpo policlonal
de alta avidez como elemento de captura,
un anticuerpo monoclonal de alta especifi-
cidad y un sistema de amplificacion que ase-
gura una alta sensibilidad al ensayo.

METODOS
MONTAJE Y VALIDACION DEL ENSAYO

Primero se produjeron y caracteriza-
ron los reactivos primarios, se selecciona-
ron las concentraciones y los tiempos de
incubacién para calibrar el sistema y esta-
blecer parametros de normalizacion.

Las hormonas LH, TSH y FSH fue-
ron obtenidas en el Instituto Nacional de
Endocrinologia (INEN) y calibradas con-
tra los estdndares internacionales de la
OMS. La HCG fue donada por los labora-
torios "Mario Mufioz" IMEFA. Los res-
tantes reactivos fueron quimicamente pu-
ros obtenidos de Merck o BDH.

Anticuerpos

El antisuero policlonal anti LH 1046
fue obtenido en el INEN. La reactividad
cruzada para la TSH result6 de 10 %, para
FSH 8 % y para la HCG de 29 %.

Los anticuerpos monoclonales usados
fueron el AcM-Lh LD4 y BG7. Su activi-
dad inmunoldgica se evalud en trabajos
previos por RIA y por ELISA de IgG de
ratén.> Sus concentraciones fueron deter-
minadas también por el método de Lowry
con la utilizacién de BSA como estandar.®
A partir del estdndar de LH liofilizado se
prepararon concentraciones para los dife-
rentes puntos de la curva de calibracion
del ensayo: 0,8; 1,6; 3,2; 6,25; 12,5; 25;
50y 100 U/L de LH en tampdn del ensayo.
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Para la especificidad se determind
la reaccién cruzada en el EIA con la utili-
zacién de hormonas puras de FSH, TSH y
HCG a concentraciones desde 1 000 ng/mL
hasta 1 ng/mL, las cuales fueron enfren-
tadas en el ensayo como curvas patrones
al igual que el estdndar de LH en un
mismo ensayo.’

La validacién clinica del ensayo se
realizé de acuerdo con los valores obteni-
dos en sujetos en los que no se encontra-
ron enfermedades ni afecciones endocrinas
o0 estaban sometidos a tratamiento hormo-
nal, los cuales tenian diversas condiciones
fisiol6gicas como hombres sanos entre
20 y 35 afios de edad (n= 21), mujeres
fértiles sanas entre 20 y 35 afios de edad
(n= 20) que tuvieran ciclos menstruales
regulares (28-30 d), mujeres en estado
posmeno-pausico, sanas, mayores de
50 afios que no menstruaran por lo menos
desde 3 afos atrds (n= 20), nifios
prepuberes (hembras y varones) entre los
9-11 afios (n= 20), embarazadas sanas sin
complicaciones entre los 20 y 35 afios de
edad, con edades gestacionales entre las
9-22 semanas (n= 20). Se utilizaron
3 controles de calidad previamente prepa-
rados para el RIA-LH INEN, con diferen-
tes concentraciones de LH alto, medio y
bajo, segun los valores de la curva estandar.

RESULTADOS

En la figura 1 se muestra esquemati-
camente el ensayo. Las condiciones esco-
gidas fueron de 10 ug/mL de anticuerpo
policlonal (AcP) en el recubrimiento y
10 ug/mL del monoclonal (AcM); ambos
clones se comportaron igual en cuanto a
sensibilidad (B) y rango dindmico, ademas
ninguno reconocia a la FSH, la TSH y la
HCG ni aun a altas concentraciones como
1 000 ug/mL.



El limite de deteccion calculado en
22 ensayos independientes fue de 0,7 U/L
de LH. La exactitud se obtuvo con una
recuperacion entre 85 - 103 % en 3 ensa-
yos diferentes con un CV entre 5y 6 %.
En el anélisis del paralelismo se obser-
va que entre la curva que describe los
valores obtenidos por dilucion seriada de
las muestras (B) y la curva patrén (A)
existe paralelismo (fig. 2), el cual se
corrobora al aplicarle el programa esta-
distico de comparaciéon de rectas que
demostré que ambas son rectas parale-
las y coincidentes. A pesar de no en-
contrar reaccion cruzada en los ensayos
de RIA en fase s6lida y fase liquida en
estudios anteriores,’ a altas concentra-
ciones de FSH, TSH y HCG (1 000 ng/mL);

Anti raton - peroxidasa
(1haT.A)

AcM anti - LH 10 pg/mL
(1haTA)

LH patrén o muestra
(1haTA)

Fig. 1. Procedimiento del método
conjugado.

TABLA. Niveles de LH en situaciones fisioldgicas

Placa PVC REC. 10 pug/mL de anti-LH

se encontrd reaccién cruzada en el
ELISA para la HCG.

Para mostrar la precision del ELISA
de LH en plasma humano se usaron con-
troles de calidad alto, medio y bajo, con
coeficientes de variacién aceptables para
este tipo de método.

El andlisis de regresion entre los re-
sultados de la determinacion por RIA y
ELISA se muestra en la figura 3. Se ob-
serva que la pendiente es de 0,58, la re-
gresion de 0,67 y el intercepto de 2,1. La
tabla muestra los resultados obtenidos en
sujetos en situaciones fisioldgicas conoci-
das en las que se modifican las concentra-
ciones de LH, donde se pueden ver ade-
maés las oscilaciones de un ciclo menstrual
completo en ambos métodos.?

A
<

ELISA RIA
Diagnéstico N X DE N X DE
Hombres sanos 21 4,1 7,38 21 31 3,49
Mujeres:
- Fase pre-ovulacion 17 19 1,6 17 37 2,28
- Fase peri-ovulacion 17 72 6,2 17 13,9 15,8
- Fase pos-ovulacion 17 2,6 25 17 43 19
Embarazadas 20 09 0,3 20 303 170
posmenopausica 20 22,1 14,3 20 33,7 19,1
Nifios prepdberes 20 1,35 1,85 20 4,56 6,19
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Fig. 2. Calibracion y paralelismo MICROELISA de LH.
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Fig. 3. Anélisis de regresidn de las muestras de LA por RIA y ELISA.
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DISCUSION

La reactividad cruzada del EIA con la
HCG se atribuye a la presencia del AcP en
el recubrimiento y fue de 29 %, por lo que
estudios posteriores se deben encaminar a
sustituir el AcP por un AcM, que reconoz-
ca un epitope diferente de la hormona para
no limitar su uso.

Los resultados del EIA fueron infe-
riores en 50 % a los del RIA debido a las
diferencias entre las especificidades de los
Acs utilizados en cada método,” pero el
ensayo fue mads sensible (0,7 U/L) que el
RIA de uso actual (1,1 U/L), lo cual per-
mite el monitoreo de casos con bajas con-
centraciones de LH como sucede al inicio
de la pubertad y en casos patoldgicos.?°

La sensibilidad de este método per-
mitiria realizar la determinacién de LH en
orina, pues la toma de la muestra es mas
facil al igual que su procesamiento. !

El amplio rango de este ensayo
(0,7- 100 U/L) también permite la dosifi-
cacion de altas concentraciones de LH en
estados fisioldgicos como la menopausia y
en la deteccién de algunos tumores hipo-
fisarios.**

Los resultados de este trabajo son com-
parables con los estudios multicentros rea-
lizados por otros investigadores®! donde
se emplean métodos enzimdticos y no
instrumentales, por lo que este EIA seria
una alternativa no isotOpica para la deter-
minacién de LH.

SUMMARY

The results of the mounting and standardization of an immunoenzimatic assay (IEA) to determine LH by using a
polyclonal antibody and a monoclonal antibody, produced both at the laboratory, are shown. Thissandwich IEA
of LH proved to be accurate, simple, rapid and sensitive (0.7 U/L) with a dynamic range from 0.8 to 100 U/L for
the detection of LH in plasma. The clinical validation of the method was made in 151 samples, 21 of sound males
aged 20-35, 20 of sound females at fertile age in the 3 different stages of the menstrual cycle, 20 of pregnant
women between 9 and 30 months of gestation, 20 of prepuberal children and 20 of postmenopausal women. The
results were compared by utilizing this method with the determination obtained by the radioimmunoanalysis
(RIA) reference method (HRP-WHO) used at the National Institute of Endocrinology of Cuba. A correlation of
0.67 and a slope of 0.58 were attained. The method developed represents an alternative (non-isotopic) for the
determination of LH in plasma.

Subject headings: LH/analysis; IMMUNOENZYME TECHNIQUES/methods; ENZIME-LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY; PLASMA.
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