/1213,

7
DTN H TG iy o \/
) -S?.: it 28
o R

Z:; UNERSIDAD NACIONAL AUTONOMA D MEXICO

INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA

LA SUB UNIDAD ALFA DE LA GONADOTROPINA
CORIONICA HUMANA EN EL EMBARAZO
NORMAL.

///~\

DR-}%UEL YARCHMER K, DRI
DR BTG OGN AN Fi
-~ PRUFI 50K 11LLAK

T E S I
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE :
ESPECIALISTA EN GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA
P R E 8§ E N T A
DR. ABEL BARRA URRUTIA

Titular de Tesis:
DR. AQUILES AYALA RUIZ

Febrero 1987



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.



1I.

II1.

v,

v,

V1.

INTRODUCCION
JUSTIFICACION
OBJETIVOS
MATERTAL Y METODOS
RESULTADOS

DISCUSION

. CONCLUSIONES

TABLA 1

TABLA I I

FIGURA T

FIGURA 2

FIGURA 3

VLT, BIBLIOGRAF1A

0
il

D

1CE



I. INTRODUCCION

La hormona gonadotropina coridnica humana (hCG) es
una hormona glucoprotéica producida en el cito y sinciciotro-
foblasto, que en condiciones normales se detecta en mujeres
durante «l cmbarazo normal, Desde su descubrimiento hasta
la fecha, ha tenido un proceso evolutivo en cuanto al conoci~
micnto de sy estructura molecular, propiedades quimicas,
inmunulégicas, y biolégicas, asi como de sus efectos y ensa-
yos clinicos. Con ¢l advenimiento del radioinmunoensayo
y el avance de la tecmologia, se ha obtemido un alto gradoe
de sensibilidad, y con ¢llo, ¢l desarrollo de mejores métodos
inmunolédgicos para la cwantificacién de hCG, lo que ha amplia

do sy aplicacién clinica,

l.os procedimientos de bioensaye para la cuantificscidn
de la hCG en ligquidos y tejidoes, han variado sustancialmente
en sensibilidad o traviés del tiempo (tabla 1),

Historia:

En 1919 (1) Hirose, detectd la presencia de actividad
gonadotrbéfica en extractos de placenta humana, con su biven-
sayo al implantarlos en tejido adipose subcutdneo de conejos; .
observd crecimiento de los ovarios y formacién de cuerpo

1iteo,



Zondek, en 1930 (1), describié el efecto foliculo esti~
mulante y luteinizante que produjo la orins de mujeres post-
menopdusicas v de mujeres embarazadss en bicensayo con ratas
inmaduras y propuso los términos: Prolan A y prolan B al
describir sus efectos.

En 1960, Wide y Gemzell (2), desarrollarcn el inmuanoen~
sayo para la deteccidn de lo molécula  intagcta, utilizando
un sistema de inhibicidn por aglutinacién de hCG,

Con el advenimiento del radioinmunoensayo se ha obtenide
un alto grado de sensibilidad, Odeil y cols. (3) en 1966,
realizaron e} primer radioinmuncensayo pars la cuantificacidn
de hCg y su molécula intacta. Vaitukaitis y cals. en 1972
(4) llevaron a cabs un inmunosndlisis detectando la subunidad
beta de hCG con la obtencidn de un alto gradu de especifici-
dad y sensibilidad, posteriormente se elaboraren radioinmunc-
ensayos para la subunidad alta y al grupo carboxi-terminal

(8) siendo éste Glitimo ¢l mds sensible (tabla I1).

Propiedades quimicas:

La gonadotropina .oribénica bumana (hCG) es una glucopro-
teina con peso molecular de 38,000 y un contenido de carbohi-
dratos de 30 por 100. Lla vida media de la WCG es aproximada-
mente <@ 24 horas, en comparacién con 2 horas para la hormona

luteinizante, que obedece sobre todo al mayor contenido



de 4cido sidlico de lo hCG, Como en el caso de otras gluco-
proteinas;  hormona folfculo estimulante (FSH), hormona
luteinizante (LH) y hormona estimulante del tiroides (TSH),-

1a hCG consta de dos subunidades por fuerzas clectrostdticas
e hidrofébicas no covalemtes denominadas alfa y beta. Las
subunidades alfa licnen 39 a 92 aminodcidos cada una y
dos cadenas de carbohidrato unidas por asparginina. Existen
mayores diferencias quinmicas entre la subunidud beta a
otras hormonas glucoprotéicas, La actividad biolégica fnica,
asi como o especilicidad en los radioinmuncondlisis, debe
atripuirse a las diferencins moleculares en las subunidades
beta, (5,0)

Una comparacién de los 110 primeros amincicidos de
las submnidades b-WCG y LH revela que los Y4 son idénticos

Sin embargo, hUl tiene tan solo 115 aminedcidos

restduales en la subunidad, mientras que hCG tienn 145,
Excepto para una posicidon entre los residuos 111 a 115

con ¢l mismo aminodcidu, la secucencia de 35 aminodcidos

del ertremo corboxilo terminal de hCG no estd representado
ea hLit, Lo subunidad b-hCll tiene cuatro cadenas de carbohi-
drato unidas por serina.

Las subunidades separadas de hCG no tienen actividad
hormonal, pero las subunivades disociadas pueden recombinar-~

s¢ para restablecer ] alto grado de actividad original de la



toraona. Do hectio, la unidad alta puede ser reasocisud
con la subunidad beta de otra hormona glucoprotéica, micntras
que la subunidad heta es tambidn reasociuda con la subuiidod
alfa dv otra. Cuando se forman Lales moldéculas hibridas,
lo actividad bidlogica expresada es aguella de la cual derivg

la subunidad beta {Vaitukaivis, Ross v Reichert, 1473),

La molécula de hCC tiene up contenido de carbohidrates
mis alte que ninguna otra hormona humana.  la cadena o
carbohidrato, sobre fas unidades alta v Lewa, estdn coapues-
tas de Adcido sidlico, galactons, fuwiosa, galactosacing o
menosa (Bahi, 1977).  La extracci¢n el aclcar tortined
(4cido sidlico) de la molécula con enzimus espec {Eicas acele
ra notablenente el acraram.emto de la WG en 1o civeulacion
pero no efecty en forma apreciable su jpotencia bioldmiva,
ta eliminacion de les roeducs adicionales (galas vosa oy
glactosaniug) reduce la capacidad de 1o hotmone para eastimu-—
tar la esteroidogdnesis pero ae pats unirse a los #jtios
receptores. Lo extraccidn completa de! carbohidrato des-

truird tanbidn esta GV ma actavidad.

Propiedades biolbgicas:

La  primera  actividad bhorrmonal  wsade  para describir
hCG fué la capacidad para estinular ol crecimiento utorino

y ovirico en hembras inmaduras de ratones {Ascheim y Sordek,



1927), Se han obtemido pruchas de que hCG posee también
un bajo nivel de actividal tipo hormonas foliculo estimulante
y du hormona estimulante del tiroides (Lyon, Simpson y Evans,

1933).

Tombién come la horavna luteinizaste (hLH), hCC puede
inducir madurncidn folicular v ¢urulacidn cuando se administra
por via exbégena a mujeres o hembras de animales, Es va
conocida la actividad bioldyica de estu hormona en producir
uvulacidn y superovulacion en ovarios de mujeres que previa-
mente hun sido condicionadas con hormona foliculo estimulan-
te, también peoduce efecto androgénico en hembras estimulando
las cflulas intersticiales testiculares, efecto atrituible

o la sensibilidid eon In hormona luteinizante (Lib), (1,5,6).

Uu\;m el momenty  presenle, la dnica fuscidn que se
conoee con certeza para fa hCG es el mantenimiento dei cuerpo
tdteo, relevando a la LH aproximudamente el Bo, dia después
de la ovulacibn, cuando comicnza a aparecer la B-hCG en

1a sanpre materna,

La supervivencia continuoda del cuerpo liteo depende
totalmente de Ia hCG, y a su vez, lo continuidad del embarazo
depende de los esteroides del cucrpo ldteo hasta la Ta,
senana de gestacibn, De la Ta. a la 30a, semana, el cuerpo

liteo es relevado gradualmente por la placenta y, hacia



la J0a, semana, la elininacién del cuerpo liteo no ird scgui-

da de aborto por supresidn de estervides (6.

Fs muy probable, aungue no se hoa demostrade on forma
concluyente, que la hCG estimuls 13 esteroidoglnesis en
el testficulo fetal cop Ju consiguiente produccion de androge-
nos que permite levar al cabo la diferenciacion mosculing,

Lo nC6 es segregadu por el trofoblaste y alcanza un
pivel mdximo de 50,000 a4 100,000 wil/ml aproximadamente
a la 10a. stmana de gestacidn,

Por otra parte, on aproximadamente un tercio de pacien-
tes con enfermedad trofolilistics ocurre crecimionto exagerado
de los ovarios, lo gue supicre un efccto combinado de activi-
dad inurinsces de FSH oy LH, aungue el efecto mencioiado
tiende o estabilizense abi co deteraivado grado de crecicien-
to a pesar de la elevacidn progresiva de la concentracién
en hCG; lo que argulic la posibilidad de gue existe otre

facror con uctividyl genadotrdpica en este efecto (1,35),

Apunos estudios evidencian que la hC6 a concentraciones
elevadas manifiesta actividad intrinscea de TSH, toal ascvera~

cibén se ha demostrado in vitree in vivo (1,67,

Propiedades inmunologicas:

Lo moldculs intacta de hCG es altamente antigénica



¢ inmunolégica cuando se inyecta a animales no humanos.

Como la alteracibn quimica de la hormona convierte a hCG

en inmunbgena para la especie humana (Stevens y Crystle,
1973) bajo condicinnes en que la hormona nativa no era
inmundgenn se cree que la hCG es normalmente tolerante
al reconccimionto de linfocitos [ humino pero algunos linfo-
citos B son capaces de fijarla. lLos anticuerpos generados
contra WCG mativa o alterada no se puede diferenciar bien
entre hCG vy hKLH in vitre o in vive. 8 exceptuamos los

35 residuos del C~terminal de la subunidad Beta-hCG, hCG

y BLH son quimicamente muy similares o Jas inmuniraciones
con hCL intacta producen muy pocos anticucrpos especificos.
Ademés la fraccidn de carbohidratos de hOG apenas influyen
al pareccer en la  inmunogenicidad y la especificidad de

ant icuerpos contra hCG.

Las subunidades de hCG son tambilén ontigénicas ¢ inmung
gbnicus. “entras que los anticuerpos a la subunidad alia
no descriminan bien eatre hCC o a la subunidad nlfa de
hormona  luteinizante (hLil), hormona cstimulante del tirai-
des (hTSH) y hormona foliculo estimulante (FSH), los anti~
cuerpos contra hCG muestran grados variables de especifici-
dad a la hormonn progenitora, la reactividad cruzada de ia -~
subunidadBeta~hCG con sueros anti-hLil puede ser todavia redy

cida con ruptura parcial de los enlaces disulfure enla subuni



dad hCG (#ahl, Pandian y thai, 1976). Sin embargo, no se -~

ha encontrado adn un antiswero Beta-hCG yue no reaccione  --

en cierto grade con la hlH. Esta observacidn se halla proba~
blemente relacionada con las estrechas similitudes quimicas

entre las hormonas y, mientras la alteracién estructural re
duce la reaccidn cruzada por destruccidn de algunes determi-
nantes comines de confirmacidn, tal reaccidn persiste por --
Jos determinantes de secuencin consistentes en cadenas jdén—
ticas de aminodcidos,

Los suweros contra hCG intacta v sus Jdos snbunidades son
capaces do neutralizar la accidn biolbégica de la hormonn iu-
vivo. Ni los antisueros a hCG ni sus subunidades son esperi~
ficas pars neutralizar hCO vy todos inhibirdn, cnp cierto gra-
do, la funcidn de otras hormonas glucopratéieas, particular-
mente hil,

Los péptides naturales y sintétices del {ragmento C-tex
minal de 1a subunidad bete-hCG son antigénicos e inmundge-
nos. Estas prquedas moléculas (3,000-4,000 Dattones) son --
. . s . .
inmunodgenos déhiles; sin embargo los anticuerpos contra la -

misma, han sido generados v caracterizades. Los péptidos re-

presentantes de los 35 o mas residuos del fragmento C-termi-
nal de hCG tiene capacidad para inducir formacion de anti---
cuerpos que neutralicen el efecto bioldgico de WG in vivo,’

Los péptides del fragmento C-terminal de Beta-hiG



no son haptenos.

La forinulacion de un péptido inmundégeno capaz de
producir un alto anivel de anticuerpos especifices serd
sin duda importante para cualquier aplicacién clinica

potencial relacionada con ln manipulacidn de hCG,

Dist ribucion, metabolisea v cinéticas

La distribucién, metabolismo y excrecién de hCG y
sus subunidades ha sido bien caracterizada. Se han encon-
trado receptores de inmunoreactividad practicamente en
la mayor partec del organismo.

Para investigar el melabolismo de hCG y sus subunida-
des, se han empleado' diversos modelos, los cuales incluyen
la cuantificacién de la misma después de la evacuacidn
del trofublasto y sus determinaciones después de haberse
administrado fuera del embarazo hCG (7). Las curvas de
aclaramiento presents dos componentes exponenciales, uno
ripido y uno lento, la vida media de hCG es aproxiamdamente
de 24 horas para la molécula intacta, cerca de 10 veces
mds que la subunidad Beta-hCG y al rededor de 30 veces
mds que la subunidad alfa, La excrecidn se produce princi-
palmente en la orina, durante el puerperio de un embarazo
de término, se le puede detectar hasta la 6a. semana des-

pués de la interrupeion del embarazo de un parto normal,
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tal excrecidn es producto de los cambios en la compartimen-
talizacidn de la hormona.

Brunner, en 1951 la encontré en el liquido amnidtico.
Las concentraciones en tejidos detales han sido bajas
comparadas o las maternas, La hCG cruca la barrera hemato-
encefalica con dificultad. McCormik (1954) no encontrd
hCG en el liquido cefalorraguides de mujeres embarazadas
(puncién lumbar).

Begshawe (1969) encontré inmunorrcactividad a hCG
en liquido cefalorraguideo de mujeres con neoplasia trofo-
blastica.

Presencia de h(G en neoplasias:

lLa hCG y sus subunidades son secretadas en el cito
y sinciciotrofoblasto, los niveles séricos de la hormona
frecuentemente gestacional, también es detectada en otro
tipo de neoplasias malignas y son amplianente usadas como

marcadores tumorales (9).
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T1. JUSTIFICACION

Se- ha caracterizado el patrén de secrecién de la
malécula intacta de HCG de la subunidad Beta-hCG por RIA
durante el embarazo unorwal., La determinaciéon de la sub-
unidad alfa en el embarazo normal, ha sido caracterizado
sobre tedo al iniciv de la gestacidén y en pocas ocasiones
durante la 2da, mitad de! embarazo,

Las modificaciones sustanciales de los niveles de
altu-hCG  delen  relacionar con alguna alteracién  tanto
de origen materno cowo fetal, por lo que se realizé un
rastreo sistematico de alfa-hCG en mujeres con embarazo
normal.  Fn nuestro medio cualquier inforuacién en este

sent ude es nula.



a)

b)

2.2

1. OBJETIVOS

Determinar un andlisvis cuantitativo prospective de
las concentraciones en suvero de Ja subunidad alfa-

hCG a lo large del embarazo norwal.

Correlacionar los niveles coanlitativos de la subunl-
dad alfa-hCG con los de la subunidad Bera-hCH durante

el embarazo normal,



IV, MATERTAL Y METODOS

Se obtuvieron muestras de sangre cn venopuncién a
250 mujeres con embarazo no complicado y con difercnte
edad gostacional. La cantidad de sangre obtenida fud
de 5 mi.  Las muestras se centrifugaren o 1,500 x g, los
sucres s scpararon para sy almacenawiento a -20°C, hasta
su cvantificacidn, Las muestras se ctiquetaron utilizando
como  determinac ion de o edad gestacional, 13 fecha de
Ta 61 ima menstruacion (FUM) ¢ la regla de Neogele. Cuando
estu infurmacidn no pude precisarse, In fecha del especimen
s0  establecid de ancuerdo a un andlisis retrospectivo,
considerando la edad gestacional detectada en el producto
i sy onactmiento por valoracidn de Capuerro.

Labuiutarios

Fa la cuantificacion de subunidad alfa v beta de
hCG, se cmpleo el sistema de radioinmunoanilisis con doble
anticaerpe, (10,11) pava su determinacidn en suvero,

Lus wntisucros especificos antialfa y antibera hCG,
ssi como WCH purificada, campleads como prepasracién de
referencia, ast como para sy iodinacidn, fueron obsequiadas
por la Apencia MNacional de la Pitaitario (National Tastitu-

tes ot Heaft, Bethesda Maryoeland, USA).  la reaccidn



- lho-

crizady de  los  antisuervs con la hormons  luteinizante
de origen hipofisiurvio ¢s minima o nula (8), Fn el vasuyo
se utilizé hCG~1-15 comu sustancia radicicdinada.  Ef
nivel de sensibilidud mdximo para Ja deteccidn de heta~
hCG es superior a 1.0 ag/ml. (10 «lll/mi) micntras que
¢l de atfa-hCG es de 5 ng/ml. (50,0 Oult/ml), los coeficien
tes de variacidn intra v extruenrayo en wrehos  sistomas
fucron interiores al U4,  Fl oandlirzis cstadistico de
los resultudos, se hizo de acuerdo a SNEDECOR + COUHSAY
(12). las diferencias en los promedios fueron comparadas
mediante la t de Student, usi mismo se efectud un andlisis
de regresidn lineal de cwadrados ninimos para comparar
los niveles obtenidos de WG en los radioinmunoandlis(s

para subunidad alfa y beta,
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V. RESULTADOS

Los promedios de los valores obtenidos para las subuni
dades de hCG se hallan ilustradas en las figuras 1 y 2.
En el sistema para determinar beta-hCC se obtuvo un incre-
mento sensible entre la semana 9 y 14 con decremento progre
sivo después de este perfodo que se estabilizd a partir
de la semana 25 de gestacidn, con varisciones hasta el
final del embarazo, La subunidad alfa de hCG exhibid un
patrén muy diferente, ya que tendid a elevarse conforme
se avanzaba en la edad gestacional y sus concentraciones
se mantuvieron sistemiticamente por arriba de 15,0 UI/ML.
En la figura 3 se han ilustrado curvas comparativas que
demostraron tener una diferencia sensible sobre todo en
la segunda mitad del embarazo (p=« 0.001). Sin embargo,
entre la semana 35 y 37 se observé un descenso sensible
en los niveles de alfa-hCC aunque siempre se mantuvieron
por arriba de 1las cifras registradas en la semana 25.
La.s diferencias de concentracién dno hCG, alfa y beta-hCG
fué clara y alfn-hCGC se encontrd siempre por ariba de
su contraparte beta, sin llegarse a obtemer correlacidn

alguna.



T

VI, DISCUSION

En el presente estudic se demuestra ea el sistema
para determinar beta-hCG, que se obtuve wn  incremento
sensible entre la semana G y 14 de gestacidn, con decremen~
to progresivo después de este periodo que se estabilizd
a partir de la semana 25 de gestscién. La produccién de
la subunidad alfa, mostré un patrén diferente con ung
sobreproduccidén a partir de la semona 25 y que aumenta
conforme se avanza en la edad gestacional, mostrando una
diferencia sensible sobre todo en la segunda mivad del
embarazo. Sin embargo, entre la semana 35 y 37 se observd
un descenso sensible en los niveles de alfa-hCG, mantenién-
dose siempre por arriba de la semana 25, sin poderse preci-
sar la causa.

No contamos con una explicacién para este fendmeno,
Por otro 1lado, desconocemus que la hipdéfisis de la embara-
zada pueda sufrir cambios en su tamoio, capaz de producir
sustancias glucoproteicas dque puedon reaccionar con el
sistema de radioinmunoensayo. También se sabe de la produc
cidn por otros tejidos, de sustancias parecidas a la hCG
que en determinado memento puedan estar reaccionandn con

el sistema empleado.
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VI[. CONCLUSIONES

La subunidad alfa de hCG tiende a elevarse en la
2da, mitad del embarazo, hemos teorizado que esta elevacidn
hasta el momento es inexplicable, no obstante puede deberse
as

a) Otras formas de alfa-glucoproteinas sintetizadas

en tejido hipofisiario materno.

b) En base a que existe una relacidn inversa en cuanto
a proporcidn del siciciotrofeblasto en relacidn
al citotrofoblasto a medida que avanza el embara-
zo0, es factible que csta elevacion se  asocie
con mayor produccidn de o subunidad alfo-hC

en el siciciotrofeblastu.

c¢) Es pusible alguna contribucién de la hip6fisis
retal,

d)} Puede existir produccidn de la subunidad alfa
en una fucnte extra hipofisiaria fetal dado que
se ha encontrado inmunorcactividad cn otros teji-
dos, asi como isbdmeros de la hormony que puede

ser de origen placentario.



BIOENSAYOS PARA hCG

FRSAYO STSTEMAN SENSIRH.IDAD AVTOR
B 1) PESO UTERINO  RATON 0.1 Ut KLINEFELTER Y COLS, {(1943)
I
g 2) PESO UTERINO RATAS 0.25 't KLINEVELTER Y COLS, (1943)
g 33 PROSTATA YENTRAL DE
A RATA 0,25 Ul DLOAFALUSY Y COIS, (1950)
¥
0 4) DEPLECTON AC. ASCOR
BICO QVARIO DE RATAS 0.25 UL PARLOW Y COLS. (1961)

[
§ 5) HIPEREMIA OVARICA
v RATAS 0.5 I FARRIS B, J., (1948}
i
v 6) ESPERMIACION (RANAS) 5.0 Ul SALYATITRRA ¥, (1952)
0O

7) OVULACION (CONEJAS) 40 158 FRIEDMAN M, . (1932
;2 1) PREPARACION CUERPO 3,0 wUI/ML SAXENA Y COLS (1974)
v LUTEC BOVINO
1
T 2} PREPARACION CELULAS 20 ulfI/ML DUFAMI ¥ COLS (1974)
R INTERSTTCTALES
o {TESTICULO RATA)

TABLA 1 DIOENSAYOS PARA h(G, CRONOLOGLA Y SENSIRILUDAR

- of -



[NMUROENSAYOS PARA hCG
SISTEMNA SENSTHTLIDAD AUVTOR
1) INHIBICION POR .
AGLUTINACION 0.3 UE/MIL WIDE ¥ GEMZELL (1960)
2) RADTOINMUNOLNSAYO
SUERD ANTT-0CG 10 mUT/ML OBELL Y COLS.  (1966)
3) RADIOINMUNOENSAYO
SUERD ANTI-BETA-WCG S mUT/ML VATTUKAITIS ¥ COLS, (1972)
1]
&
4) RADIOINMUNOENSAYO SUERO v
ANTI--ALFA-KCG 50 mU1/ML BIRKEN Y CANDFIELD (1977)
5) RADLIOINMUNOENSAYO SUERO ANT1- s.g vy
COON-BETA-hCG 5 NG/MIL, BTRKEN Y CANDFIELD (1977) % E_ﬂ‘
-
6) RADIOTNMUNOENSAYO SUERO ANTI- =
COOH-BETA-hCG EN EXTRACTO DE rfd’:‘
-
ORINA (CONCANAVALINA A) 50 PG/ML AYALA Y COLS. (1978) . <
oy =
TABLA 2 INMUNOENSAYOS PARA hCG, CRONOLOGIA Y SENSIBILIDAD OBTENTDA (2,3,10) ﬁ <
o
i T.Ea

E:
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