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CAPITULD PRIMERO

INTRODUCCION .

El hombre no puede escapar a la interdependencia
que existe con su medio ambiente y constantemente se

ve afectado por cinco factores criticos principales -

que son:
1. El crecimiento de la poblacién.
2. La utilizacibn irracional de los recursos natura

les disponibles.

3. La desnutricién.
4. La industrializaci6n acelerada, y
5. La contaminacién.

Al analizar las variaciones de estos elementos en
contramos que todos ellos muestran una fntima interde-
pendencia y siguen un patrén matemftico denominado cre
cimiento exponencial. Por ejemplo, en 1650 la pobla -
ci6n mundial era aprbximadamente de 500 millones de ha
bitantes y su tasa de crecimiento cercana al 0.3% -
anual, esta poblacién tard6 en triplicarse un perfodo
de 250 afios ( hasta el afio de 1900 ). Sin embargo la .

poblacién fué nuevameﬁte triplicada de 1970 a 1980 un



perfodo cinco veces menor al anterior. Este incremento
explosivo en la poblacién ha sido m&s espectacular en
ciertas regiones como es el caso de los paises pobres

o en vias de desarrollo (1 ).

En las sociedades primitivas, la elevada mortali-
dad y el promedio de vida corto limitaban los efectos
de una fecundidad alta. Sin embargo, el control de las
enfermedades y los adelantos de la tecnologia han redu
cido en forma sorprendente la mortalidad y la provisién
alimentaria ha aumentado, de tal modo que resulta posi
ble un mejor nivel de salud, de educacién y de calidad
de vida, siemﬁre que el aumento de la poblacién no so-

bre pase a los abastecimientos y servicios,

El nGmero de habitantes de los pafses mids pobres
del mundo, aumenta a una velocidad mayor que el del -~
resto de los palses, por lo que una necesidad actual,
muy urgente, es el de estimular a los pueblos de esca-
sa educacifn para que lleven a cabo un programa de con
trol de la poblacién. El problema no es tan grande en
las naciones m&s ricas, pero adn no ha sido soluciona-~
do del todo; ya que solo una fraccifn muy pequeiia de -
la poblacién mundial se interesa en la comprensién de

estos problemas y en la bfisqueda de soluciones a los



mismos.

Una vez que el hombre tenga conciencia de tal si
tuacién; serd posible anticipar limites y establecer -
controles de la poblacién, como son: el control de na-
talidad, la restriccién del uso de las tierras y el -~
agua, la conservacién y nueva circulacién de recursos,
de modo que la poblacién permanezca debajo de los limi

tes peligrosos, que la conduzcan al caos.

Una de las soluciones puede ser la aplicacién de
métodos anticonceptivos para planear familias pequeiias
con progenies bien alimentadas y recursos sociales es-
tables, sin embargo el bajo nivel econSmico de gran -
parte de la poblacifén ha tenido como consecuencia el -

desconocimiento y la inaccesibilidad de dichos métodos.

El control de la natalidad se ha encontrado en -
nuestro pails, con una serie de obsticulos entfe los -
cuales se destacan la vigilancia de muchos patrones -
culturales tradicionales que ponderan el papel pro -
creativo y maternal de la mujer e inculcan que la aspi
racifn fundamental de toda joven debe ser el matrimo -
nio y la maternidad. A.ello se debe afiadir el tabd -

sexual que implica la poca comunicacidn de estos pro -



blemas y la actitud de algunos grupos, que se oponen a
cualquier mé&todo que obstaculice el funcionamiento na-

tural del organismo.

Si a estas tendencias afiadimos la creencia de la
superioridad masculina, valor inherente a nuestra so -
ciedad pero acentuado en los medios de bajos recursos,
el resultado final es que las mujeres pobres tienen =~
m&s difucultades que aquellas que cuentan con mayores
recurscs eccnémicos, para prevenir la posibilidad de -

un embarazo y para impedirlo f4cilmente (2).

Para cumplir con esta filtima finalidad se requie-
re encontrar los mé&todos mds eficaces para el control
de la poblacién y para ello es necesario, primeramente,
el conocimiento detallado de los sistemas endocrinolé-

gicos que ocurren ep ambos sexos de la especie humana.

En vista de que los mecanismos que gobiernan el -
control de la reproduccién son muy variados, es necesa
rio conocer todas sus interrelaciones, ya que un cono-
cimiento inadecuado podrfa llevar a un desequilibrio -
hormonal que lejﬁs de cumplir con su cometido causarfa

un efecto dafiino al organismo.



Por lo tanto siendo un tema de actualidad para -
los paises en.vIas de desarrollo como es el caso de ME
xico, nos parece una contribucién importante analizar,
hasta donde es posible, los conocimientos que tenemos
sobre esa complicada maquinaria hormonal que se invo -

lucra en la biologfa de la reproduccifn.

Para ello , se describen en este trabajo algunos
de los esfuerzos realizados hasta el momento y que con
ducen al conocimiento del control endocrinolégico de -
la reproduccién, sin querer de ninguna manera cubrir -
completamente este campo, ya que debido a la importan-
cia que este fenfmeno adquiere en nuestros dfas, la -
cantidad de aportaciones cientfficas es enorme y casi

imposible de cubrir.

Por lo que tenemos la firme conviccién de que es-
te esfuerzo ofrecerf algunas ideas Gtiles a todos aque

llos estudiosos de la reproduccién.



CRAPTIVLO SHSTEIDO

ANTECEDENTES.

La historia de la endocrinologia, se remonta a fi
nales del siglo pasado, aunque podemos decir que los -
principales descubrimientos sobre su funcién en el or-
ganismo se llevaron a cabo a principios del presente -

siglo.

Las primeras observaciones endocrinolfgicas fue -
ron puramente clinicas, a partir de sindromes‘cuya -
etiologfa no estaba bien definida. Pero fueron las ob-
servaciones de Claude Bernard en 1854-1885 las prime -
ras evidencias y las de muchos otros después, las que
fueron acumulando hechos relacionados con las funcio -
nes de las glé&ndulas endocrinas, llegdndose a demos -
trar que sus efectos no eran debidos a la gl&ndula mis
ma, sino a principios activos especificos originados en

ellas ( 3 ).

El sistema endécrino regula a través de las hormo
nas, précticamente la totalidad de las reacciones del

organismo, constituyendose asf, en un sistema que le



permite adaptarse a todas las variaciones que le vie -

nen impuestas ya sea desde el exterior o del interior.

De acuerdo con la definici6n de Starling, toda -~
hormona es secretada por una glidndula endocrina cons -
tituida por tejidos especializados y es transportada -

por la séngre hasta el tejido receptor.

A estas sustancias o principios activos especffi-
cos se les llam6 " hormonas "; término sugerido por -
Hardy y usado por Bayliss y Starling en 1902 ( 4 ), -
que deriva de una rafz griega que significa " excitar

o mover ",
DE LA HORMONA .

Por 1o tanto podemos definir una hormona, como la
sustancia qufmica producida por .las gl&ndulas endocri-~
nas,que regulan y coordinan las funciones biol&gicas -
del organismo. Muchas son especificas en su forma de -

acutar sobre ciertos tipos de células.

Es importante sefialar que las hormonas incluyen
diversos tipos de compuestos quimicos; por ejemplo, -

pueden ser:
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a) Péptidos.

b) Protefnas.
c) Esteroides.
d) Catecolaminas.

e) Tipos derivados de amino&cidos.

Una forma como las hormonas pé&ptidicas ejercen -
sus efectos es por que las células sensibles a la hor-
mona en particular, poseen receptores especificos en -
su membrana, mediante los cuales " reconocen " la pre~
sencia de la hormona y gracias a los cuales se estable
cen una serie de reacciones dentro de la c€lula en res

puesta a dicha hormona.

Como sefialaremos mis adelante, el AMP cfclico in-
terviene en muchas de las reacciones causadas por las
hormonas. Por lo menos en algunos casos, se cree que -
las reacciones iniciadas por una hormona en una cé&lu -~
la especifica dependen de que algunos genes puedan en-
trar en actividad o, por el contrario, ser&n inhibidos
originandose as! las respuestas a la hormona en la cé&-

lula afectada.

Las hormonas producidas por las gldndulas endocri

" nas son esenciales para la vida. Algunas estin encar -

i
i
i
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gadas del crecimiento y del desarrollo, de diferencias
entre el macho y la hembra y de la mayor parte de los
caracteres sexuales., Las hormonas desempefian una fun -
cién muy importante en el metabolismo de carbohidra -~
tos, protefnas y lfpidos, y en la conservacifén del -
equilibrio hfdrico y mineral. Una hormona, en general
controla el ritmo metab8lico de las células y ademds -
de afectar el crecimiento y la forma del individuo, -~
afecta también el temperamento, la sensibilidad y las

emociones de dicho individuvo ( 5 ).

La existencia de las hormonas provenientes de la
hip6fisis y que muestran una accifn estimulante sobre
las g6nadas, fué determinada en forma independiente -

por Smith ( 6 ) y Zondek ( 7 } en 1926 .

Poco tiempo después en 1927 Aschheim y Zondek -
( 8 ) demostraron la presencia de sustancias con acti-
vidad gonatrépica, que no tienen orfgen hipofisiario y
que se encontraron en la orina de mujeres embarazadas,

como la hormona coriénica gonadotropica ( hGC ).

Los trabajos m&s destacados para el aislamiento y
purificacién de la hCG, fueron los realizados por Gu =~

rin, Bachman y Wilsen { 9 ), Katzman, Godfrid, Chain y
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Doisy ( 10 }, y posteriormente Bell y colaboradores -
(11).

PapKoff, Sairam y Li ( 12 ) y Liu y colaboradores
( 13 ) son los primeros en reportar la secuencia de -
amino&cidos de la subunidad alfa de la hormona coriéni
ca gonadotropica, en ovinos. Mis tarde, los grupos de
Bahl ( 14 ) y Morgan ( 15 ) describieron la secuencia
completa de aminoicidos de las subunidades alfa y be -
ta Ae la hCG. Actualmente los estudios que se realizan
con esta hormona; estan enfocados principalmente a su

participacién clinica.

La gonadotropina corifénica es una glucoprotefna
producida en el organismo por los " trofoblastos " y -
es secretada finicamente en el embarazo normal y en pa-
decimientos tales como la mola hidatidiforme, el corio
carcinoma y el coriocadenoma uterino o bien en el hom -

pre cuando se presenta el teratoma.

En el embarazo normal, la gonadotropina coriéni -
ca, aparece tan pronto como se desarrolla el trofoblas
to en el éndometrio, al séptimo dfa después de la fe -
cundacifn. Desde entonges, su concentracibn aumenta en

el suero, al tiempo que se incrementa la concentracién
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excretada por vfa renal, Figura 1 ( piq159) ( 16 ).
' -
Hacia el tercer o cuarto mes del embarazo, la can

tidad excretada en la orina alcanza su concentracién -
mixima, y desde ese momento desciende para estabilizar
se en una meseta baja en los dos dltimos trimestres -
del embarazo, para desaparecer una semana después del

parto.

Debido a que su presencia en la sangre u orina, —-
indica un embarazo normal, una mola o un tumor trofo -
blSstico, su detecci6n a través de procedimientos bio-
l6gicos, quimicos o inmunolégicos constituyen una prue
ba diagnpstica del embarazo, de su progreso, de los -
problemas que se presentan en el transcursoc de &1, asf
como de su té&rmino. AdemSs, como se describiridn en el
capftulo VII, esta hormona resulta una gufa excelente
del progreso de la neoplasia trofobl&stica, de la efec
tividad de la terapéutica empleada y una sefial precisa

de la destruccién total de un tumor.



OBJETIVOS.

El objetivo de llevar a cabo una revisién biblio-
gr&fica, de la hormona Cori6nica GonadotrSpica, la cual
consiste en su localizacién y sitio de sintesis, en su
estructura quimica, purificacién y aislamiento, en las
caracteristicas y propiedades de sus subunidades, as{
como la regulacifn de la actividad hormonal y por Glti
mo los aspectos clinicos de la accién hormonal, tiene

varias razones:

1. Por ser un tema de actualidad como es la sobre po
blacifn que el no ser controlada puede traer como
consecuencia la carencia de alimentos, aumento de
la contaminacién, falta de espacio, etc. Por lo ~
que un conocimiento adecuado de la hormona, nos -
llevari a cubrir un campo de la =ndocrinologfa, -
muy importante pars aquellos estudiosos de la Re-
produccifn, los cuales bfsandose en estos estu -
dios puedcn tomar tal vez medidas adecuadas‘ para
desarrollar métodos que ayuden a tenei un mayor -

control de la reproduccién.



2. POr gu aspecto Patoldgico. Su dezeccién en sangre
u orina a través de procedimientos bioldgices o -
1nmuncléqicoa, los cuales se deacriben en el Ca -
pftulo VII. Resulta una gufa excelente del progre
30 de la necplaafa trofobl&stica, de la afectivi-
dad de la terapedtica empleada y una seilal preci-

sa de la destruccidn total de un tumor.

Por lo que consideramos que puede tener mucha uti
lidad, tanto para los estudiosos de la Reproduccifn, -
aal come para los pat@logos, y en general para todos -
aquellos que necesiten conocer cual quier aspecto so -

bhre la hormona del embarazo.
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CAPITULD TERCERD
. SINTESIS DE LA HORMONA CORIONICA GONADOTROPICA .

La placenta, es un organo que se desarrolla duran
te el embarazo en el revestimiento uterino y basicamen
te es de origen fetal. Estd considerada como auténoma
en la sintesis y secrecifn de protefnas y hormonas es-

teroides ( 17 ).

Las funciones principales de la placenta son:
1) El intercambio de productos metab6licos y gases
entre la circulacién materna y fetal, sin gque se

mezclen ambas, y
2) La produccién de hormonas.

La membrana divisoria entre las dos circulacio -
nes, a menudo llamada barrera placentaria, consiste ex

clusivamente de tejido fetal y presenta cuatro capas

a saber:
* Revestimiento endotelial de los vasos fetales.
* Mesodermo en el centro de las vellosidades.

* Capa citotrofobldstica, y

* Sincitio de revestimiento ( 18 ).
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BEstudios en la placenta fetal humana, muestran -
que sintetiza adrenocorticotropina ( ACTH ) y hormo -
nas hipotaldmicas. También fué demostrado que puede -
sintetizar grandes cantidades de hormona coribnica go
nadotrofica inmunoreactiva; y que la sintesis de la -
subunidad beta puede ocurrir en el rifion y una ligera
cantidad en el higado fetal. No fué reportado que el
tejido fetal pueda sintetizar a la subunidad alfa de
hormonas glucoproteicas y que la hormona sintetizada

es bioactiva.

Estas observaciones constituyen evidencias de que
un tejido fetal no endocrino puede sintetizar un pep-
tido biocactivo que es inmunolégicamente idéntico a la

hcG (19 ).

La primera descripci6n de’la actividad de la hor-
mona coriénica gonadotropica ( hCG ) fué realizada por
Gey, Jones y Hellman, los cuales la extrajeron de cul
tivos de citotrofoblasto del tejido placentario ( 20 ),
afios después Wislocki y Benett demostraron una reac =~
cién PAS-Positivo en las celulas de Langhans, que in-
terpretaron como la hCG ( 21 ), También Thiede y -

Choate localizqron a la hCG por medio de técnicas
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de inmunofluorescencia en el sincicio. Una cantidad mu
cho mis pequefia aparecio en el amnios, pero no se des-
cubrid una fluorescencia especifica en el citotrofo -
biasto. Estos autores indicaban que solamente el sin -
cicio conteni{a los organelos subcelulares requeridos -
para la sintesis de las protefnas, particularmente un

reticulo endoplasmitico abundante y el complejo membra
noso de Golgi bien desarrollado; mientras que el cito

trofoblasto ofrecia una estructura simple ( 22 ),

Basfdndose en las ultraestructuras, Dreskin ( 23 )
y otros consideran el sincicio como la forma diferen =~
ciada de trofoblasto, capaz de realizar la sfntesis -
de moleculas complejas y responsable de la produccifén
de todas las hormonas placentarias, confiriendo al ci-
totrofoblasto un papel primario en el crecimiento y la

diferenciacibn celular.

La hCG esta compuesta de dos subunidades alfa y
beta diferentes y no unidas covalentemente. Como se ve
ra en el siguiente capftulo, la subunidad alfa es vir-
tualmente idéntica a la subunidad alfa de otras hormo

nas glucoproteicas ( la FSH, la LH y la TSH ).
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La beta subunidad le confiere la especificidad -

biol6gica .

Se ha determinadc la composicif6n de amino&cidos
y carbohidratos, de la hormona, obtenida de la hipo -
fisis y de preparados de orina de mujeres embaraza -~

das.

La hCG urinaria tiene un peso molecular de 38,000
con una subunidad alfa de 15,000 y una subunidad beta
de 23,000. Contiene apr&ximadamente el 30% de carbo -
hidratos. Las subunidades alfa y beta de la hCG pueden
ser secretadas " in vivo " en forma diferencial eutc=-
picamente por la placzenta y el coriocarcinoma y ecto-
picamente por varios tumores no trofobl&sticos.

En cultivos primarios de tejido placentario normal, se
han observado cantidades grandes de subunidades alfa
libre, pero muy poca cantidad de subunidad beta libre.
La secreci6bn de hCG y sus subunidades libres ha sido

observada " in vitro " ( 24 ).

Una linea celular clonada proveniente de coriocarcji
noma, la JEG-3, ha sido extensamente estudiada por di
ferentes grupos de investigadores ( 24, 25 ).

BEstas células secretan hCG biol6gicamente activa, de
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tamafio similar al estandar urinario. Las cé&lulas JEG-3,
también secretan una forma grande de la subunidad alfa
libre y se ha especulado que esa especie grande puede
ser un precursor de las formas pequefias de la subuni ~
dad alfa.

Dean, Weintraub y Rosen estudiaron la secuencia en el
tiempo, de la produccibn de novo por esa linea celu -
lar, de las subunidades alfa y beta, tanto en forma li

bre como en forma combinada.

Varios grupos han obtenido las formas eutopicas -
de la hCG en el plasma de mujeres embarazadas y en ex-
tractos de placenta, asf como las formas heterog&neas

de la hCG intacta y de la subunidad alfa libre.

Vaitukaitis observs en los extractos de placenta
una subunidad alfa de la hCG de peso molecular mayor a
la subunidad alfa que se encuentra asociada a la sub -

unidad beta. {( 26 ).

Ella observé también formas heterogéneas de la ~
hCG eutopica en orina de mujeres con neoplasmas trofo-
blasticos. En cultivos de celulas transformadas, Sv-40,
obtenidas de placenta normal en el primer trimestre, -

Chou observ8 la sintesis de las formas heterogéneas de
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las subunidades alfa y beta, pero descubrif que las es
pecies alfa y beta predominantes tenian apréximadamen-
te el mismo tamafio que las subunidades de la hCG de la

orina ( 27 ).

Los cultivos de una lfnea celular de coriocarcino
ma { BeWo ) no secretaron solamente la hCG intacta y -
la subunidad beta libre de tamafio normal, sino tambi&n
secretaron la subunidad alfa grande libre., Hussa y co~
laboradores observaron, también, poca cantidad almace-
nada de las subunidades, en las celulas BeWo, pero las
especies intracelular fueron ligeramente m&s pequefias

en tamafio que los estandares . ( 28 ).

Todos estos estudios citados anteriormente, se ba
san en el anflisis de la hCG inmunoreactiva y de las -

subunidades sin desnaturalizar o reducir.

De acuerdo a los datos mencionados se sugiere que
la subunidad alfa intracelular pequefia sea un precur -
sor de la subunidad alfa grande secretada y no vicever

8a.
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FISIOLOGIA DE LA HORMONA EN EL EMBARAZO .

La funcién fisiolégica de la hormona coridnica -~
gonadotrdpica durante el embarazo no esta bien conoci-
da, pero se sabe que la hCG excgena puede prolongar la

fase lftea del ciclo de la mujer { 29 ).

Las evidencias sugieren que la secrecién de la ~
hCG placentaria mantiene el cuerpo 1dteo durante las -
primeras seis semanas del embarazo. Si el cuerpo luteoc

es removido en este tiempo hay gran riesgo de abortar.

La funcién primaria del cuexrpo 1vteo es la secre-
cifén de progesterona, la cual a su vez mantiene al -
blastocisto recien implantado. Yoshimi y colaboradores,
sugieren que la funcidén del cuerpo luteo, en el embara
zo declina después de la cuarta semana de gestacifn en
relacién al tiempo de ovulacién, y a pesar de una ele-
vacifn en los niveles de la hCG. ( 30 ). M&s tarde la
placenta se convierte en la fuente principal de pro -
gesterona ya que la placenta no muestra actividad de -
17-hidroxilasa, los niveles plasmaticos de 17-hidroxi-

. progesterona reflsjan la seczeciﬁn del cuerpo ldteo.
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Cuatro semanas después de la ovulacibn, los nive-
les de 17-hidroxiprogesterona del plasma empiezan a de-
caer, reflejando una disminucién de la esteroidogehe -~

sis en el cuerpo liteo.

La concentracién de hCG en la circulacifn materna
sobrepasa la concentracién encontrada en la circula -
cibn fetal. En el testfculo de los fetos macho hay una
proliferacién de células Leydig Coincide con el pico
de la hCG materna y decaen en los (ltimos dos trimes -
tres del embarazo, cuando los niveles de hCG materna -

son los mis bajos.

Estudios " in vitro " realizados por Adcock y co-
laboradores ( 31 )} han mostrado que la hCG inhibe la -
respuesta de linfocitos a fitohemaglutina. Sin embargo
algunos investigadores han postulado que la. hCG juega
un papel inmunolégico importante al permitir la implan
tacién de el blastocito. Otras alteraciones en la fun-
ci6n inmune han sido descritas en el embarazo.

Se han observado una menor incidencia en el retardo de
las pruebas cutaneas de hipersensibilidad positiva asf
.como una sobre-vivencia mayor en los injertos de piel.

Se desconoce si estas alteraciones son un efecto di -
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recto de la hCG y algunos otros factores presentes du-~

rante la gestacién, ( 32 ).

La hCG excdgena estimula la secrecidén de la dehi ~
droepiandrosterona ( DHEA ) en niifios prematuros y neo-
natos. Lauritzen y Lehman han sugerido que la hCG regu
la la cantidad de DHEA como precursor para Su conver -
8i6n a estrogeno por la placenta, { 33 ) Aparentemente,
no hay mecanismos de retroalimentacién conocidos que =~
regulen fisiol8gicamente la sintesis y secrecién de la
hCG por la placenta. Como - rasultado, algunos inves-
tigadores han sugerido que el trofoblasto esta " pro =«
gramado " para sintetizar y secretar hCG y que el pa -
trén de secrecidn, observado durante el embarazo es in

dependiente de cualquier factor de control. ( 34 )

La velocidad de eliminacién metabdlica ( Metabo -
lic Clearance ) ha sido determinada entre 2 y 6 ml de
plasma por minuto.

Wide y colaboradores observaron.que la velocidad tenia
un valor mayor ( el doble ) cuando se compara la deter
minacibén por bioensayo respecto al radioinmunoanilisis.
Aparentemente la velocidad de eliminacién no se ve -~

afectada por la concentracién plasmd&ica. { 35 ).
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De acuerdo con Loraine ( 36 ), la velocidad meta
bSlica renal determinada tanto por bioensayo como por
radioinmunoandlisis, varia entre 0.4 y 1.0 ml por mi-
nuto. Si se suministra hCG carente de &cido siflico,
a animales de laboratorio, esta forma es r8pidamente
eliminada tanto por el higado como por el rifion. No -
existen datos experimentales que muestren que la eli-
minacién de los residuos de Scido sidlico sea un meca

nismo fisiologfico que pueda presentarse " in vivo ".
an vivo

Chou, realizé estudios para determinar los efec-
tos del 3', 5' adenosina Q-Bromo monofosfato ( 8 Brc
AMP ) y el dibutiril 3', 5' AMPc ( Btzc AMP ) en la
sintesis de la hCG, por células de la placenta huma -
na transformada por el virus SV40-tsA. Ambos nﬁcleoti
dos indujeron significativamente la sintesis de la sub
'unidéd de la hCG, con poco efeéto sobre la sfntesis de

la hormona completa ( 27 ).

Los glucocorticoides, son reconocidos como hofmg
nas importantes en la diferenciacit6n dé tejidos de ma-
miferos durante el desarrollo fetal. Un incremento en
su concentracifn se ha asociado con la maduracifn del
tejido pulmonar del feto y el inicio del parto. Aunque

se han demostrado receptores citoplasmaticos para glu.
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cocorticoides en la placenta, el efecto de los gluco -
corticoides en la sintesis y secrecién de las hormonas

de la placenta no han sido bien estudiados.

Asf, wilson y Jawad estudiaron " in vitro " el -
efecto de los glucocorticoides, sobre la secrecién de
la hCG observando, que la secrecifn de la hCG es inhi-
bida por concentraciones elevadas de esteroides. Otros
esteroides enddgenos quiza alteran, la sintesis y se -

crecién de la subunidad beta de la hCG. ( 17 ).

Murphy y D'Aux han reportado que los glucocorti =~
coides aumentan tres veces su concentracifn en el sue-
ro fetal y el lfquido amniotico durante las seis dlti-
mas semanas de embarazo, mostrando un incremento en la

secrecibn adrenal del feto. ( 37 ).

Harrison y asociados ( 38 ), han descrito un sis-
tema de transporte en la membrana trofoblastica de la
placenta humana, para glucocorticoides y progestinas,
lo cual puede explicar los efectos cumpetitivos de los

esteroides en la secrecifén de hormonas.

La importancia fisiol6gica de el efecto de los -
glucccorticoides en la secrecibn de la hCG no es apa -

rente, excepto en el dltimo mes de la gestacién cuando
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se observa un ligero incremento de la hCG. Un incremen
to en la secrecifn materna podria reflejar un incremen
to en la actividad adrenal del feto. La estimulacién -
de la secrecifn bajo esas condiciones no implica una -
funcién obligatoria para los glucocorticoides pero pue
de sugerir que sea uno de los factores que modulan la

sintesis de la hormona placentaria {( 17 ).
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CAPITULO CUARTO -
ESTRUCTURA QUIMICA DE LA hCG .

El grupo de las hormonas gonadotrépicas estd in-
tegrado por la hormona luteinizante ( LH ), la hormo-
na estimulante del folfculo ( FSH ) y la hormona co -
riénica gonadotrépica ( hCG ). Desde el punto de vis-
ta quimico, estas hormonas poseen gran semejanza, ya
que estdn constituidas de carbohidratos y protefnas -~
por lo que se les llama glucoproteinas. ( Tabla I, -~

p8g.183). ( 39, 40, 41 ).

La estructura de la hormona coridnica gonadotré~
pica ( hcG ), estd bien estudiada en su composicién =~
de carbohidratos, la secuencia de los aminodcidos y -

la interaccifn de los carbohidratos con las protefnas.
CARBOHIDRATOS .

Los primeros estudios sob;e la naturaleza de los
carbohidratos en la hCG fue hecha por Bahl y colabora
dores en 1928 ( 14 ). Después de la hidr8lisis &cida
de la hCG, identificaron por medio de la cromatogra -
ffa en papel, el &cido siflico, la glucosamina, la ga

lactosamina, la galactosa, la manosa y la fucosa.
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Posteriormente, se llevé a cabo la estimacién cuanti-~
tativa de los carbohidratos neutros por cromatografia

gas~lfquido ( 42 ).

El contenido de carbohidratos constituye un 33%
de la molécula hormonal. Estdn compuestos de nueve re
siduos de manosa a galactosa, uno de fucosa, once de
N-acetilglucosamina, tres de N-acetilgalactosamina y
ocho residuos de &cido siflico, todos con un peso mo-
lecular de 27,000. La Tabla II ( p4g.184 ) nos mues -
tra una comparacién de la composici6én de carbohidra -~

tos de las hormonas hCG y ICSH-ovina ( 43,44 ).

Estudios por cromatograffa de exclusién mostra -
ron que la hormona estd formada por dos glucopéptidos
homogéneos. La composicién de los carbohidratos, de -
estos glucopéptidos es como sigue: Fuc, Gal, Mang,
Gluc, NAc6 y Galz, Mans, Glu y NAcs. La secuencia de
los monosacéridos fue determinada por medio de enzi =~
mas especificas para cada azficar, tales como: la beta
galactosidasa, la beta-N-acetilglucosaminidasa, la al

fa~manosidasa, la alfa-L fucosidasa y la sialidasa.

La Tabla III ( p&g.185), muestra los productos -

obtenidos de la accibn de diferentes glucosidasas.
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Por ejemplo, la alfa-L fucosidasa, liberS el 95% de fu

cosa de la hCG.

La ce?ena de carbohidratos, como lo demostré la
investigacién, tiene la siguiente secuencia: dc. N =~
acetilneuramfnico-Fu alfa, gal-beta Glu-NAc-beta Man
alfa. Al final la cadena puede presentar un residuo

de &cido si&lico o uno de fucosa.

La unidad de carbohidratos de cadena uno de los
glucopéptidos mencionados arriba, estd compuesta de -
diversas cadenas y probablemente esté unida a la cade
na de polipéptidos a través de un enlace entre una -

N-acetilglucosamina y una asparagina.

Se separaron cinco fracciones con diferente com-
posici6n, cuando las fracciones peptfdicas fueron ana
lizadas por cromatograffa de exclusién.

La figura 2, muestra algunas caracterfsticas de las -
fracciones separadas ( p8g. 160 ).

Cada fraccién estuvo sujeta a una purificacibén poste-
rior, y se determiné el peso molecular de cada gluco~

péptido por filtracién en gel ( 45 ).



Las Tablas IV, V, muestran los pesos moleculares
de los diferentes glucopéptidos, asi{ como su composi-

cibn quimica{ p4g.186,187 ).

Se demostré, tanto por cromatograffa en papel co
mo por electroforesis, que los glucopéptidos SIGPI,
SIIGPI Yy SIIGP3 fueron homogéneos mientras que SIIIGPI

era heterogéneo.

El tratamiento de los glucopéptidos SIIGPI, con
beta-galactosidasa, beta-N-acetilglucosaminidasa y al
fa-manosidasa liberé 3 residuos de galactosa, 4 de -~
N-acetilglucosamina y 4.1 de manosa por molécula de -

glucopéptido.

La localizaci6n del &cido siflico en una posi -
cibén terminal, suguiere que las unidades de carbohi -
dratos son estructuras ramificadas. Cuando la hCG de-
sializada es tratada con beta-galactosidasa, N-acetil
glucosamihidasa y alfa-manosidasa; cerca de ocho re -
siduos de N-acetilglucosamina y dos de manosa fueron
liberados, lo cual siguiere que los residuos de N-ace
tilglucosamina estan unidos intimamente a los resi -
duos de galactosa y son probablemente seguidos por re

siduos de manosa. La secuencia de los monosacéridos y
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la configuracifn anomérica de la cadena de glucopépti

dos puede ser como sigue:
N-AN-Gal beta-Glu NAc beta-Man alfa .

Los residuos de fucosa fueron liberados de la -~
hCG nativa por accién de la alfa-I, fucosidasa, lo -
cual sugiere que una de las cadenas de carbohidratos
es terminada en fucosa. Estos residuos de fucosa no -
fueron hidrolizados por la l-2-alfa-L fucosidasa, lo

cual indica que no est&n unidos a galactosa ( 42 ).

Los datos de la Tabla VI ( p&g.188 ), sugleren -
que la fraccién SIIGPI, consta de cinco cadenas, tres
terminadas por galactosa, una terminada por fucosa y

una m&s, terminada por residuos de N-acetiglucosamina.

La cadena de carbohidratos terminada por fucosa,
parece tener un residuo de galactosa en la segunda po
sicibn y un residuo de N-acetilglucosamina en la ter-

cara posicién.

La fraccién peptfdica SIIGP,, consta de cuatro -
cadenas de oligosacd&ridos, terminadas dos cadenas en
galactosa y dos cadenas por residuos de N-acetilglu -

cosamina. Todos los residuos de N-acetilglucosamina -
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parecen estar seguidos por residuos de manosa ( 42 ).

Hamashige y Arguilla ( 46 ) observaron algunas -
diferencias en tres lotes distintos de la hormona, su
giriendo que las diferencias en las 8reas de la pro -
tefna, responsables de las actividades inmunolégica y
biol6gica, son el resultado de la heterogeneidad exis

tente en la composicién de los carbohidratos.
AMINOACIDOS .

El contenido de aminodcidos de las diferentes -~
hormonas protéicas con actividad parecida a la hCG ha
sido obtenido por varios autores desde 1963 ( 47 ).

Tabla VII ( p&g.189).

La composicifn de aminodcidos fue obtenida sobre
las bases de tres residuos de histidina. El peso de ~
la unidad de polipéptidos, que fue calculado con base
en la composicién de los amino&cidos, fue de 18,000 -
por lo que el polipéptido constituye un 66% de la mo~-
lécula. Lé Tabla VIII ( p&dg. 190), muestra que la por-
cién peptfdica de la hCG tiene un elevado contenido -
~en'prolina { 12.6 moles/mol. de hCG ), cistefna y se~

rina. No se observaron grupos sulfhidrilo libres .
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Las Tablas VII, IX y X ( pdg. 189, 191, 192 ), re
sumen los resultados logrados en algunos laboratorios,
para la hLH, la hFSH y la hCG respectivamente. Con pro
pésitos de comparacién en la Tabla i ( pdg. 183 ), se
presentan los valores promedio de las tablas anterio =~

res.

Como puede observarse, existe gran semejanza en -
el contenido de amino&cidos de la hLH, la hFSH y la -~
hCG. La hFSH muestra diferencias en el contenido de -
arginina, valina y prolina y diferencias menores en el

contenido de &cido aspirtico, treonina y serina.

Cabe notar el alto contenido de prolina mostrado
por las tres hormonas ( 11.4%, 6.7% y 11.2% en la hLH,
la hFSH y la hCG, respectivamente ). Ya que este ami -
nofcido rompe la estructura de hélice aifa, hizo pen -
sar a algunos autores que el porcentaje de esta estruc

tura secundaria sea muy bajo ( 41 ).

Los resultados indican que la hCG es altamente ho
mogénea en tamaiio y composicifn de amino&cidos, en con
traste a la heterogeneidad en carga eléctrica y compo-~

sicifn de carbohidratos ( 51 ).
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Los primeros investigadores que publicaron la se
cuencia de aminodcidos de la subunidad alfa y beta de
la hCG fueron Bahl et al en 1972 ( 14 ). En 1973 Be -
llisario y colaboradores ( 52 ) informaron de la se -
cuencia de amino&cidos de la subunidad alfa y Carlsen
et al ( 53 ) de la subunidad beta. M&s tarde en 1975
Morgan et al { 15 ) describen las secuencias de ambas

subunidades.

Por otra parte Ward y colaboradores en 1973 -
( 54 ), obtuvieron la secuencia de los primeros vein-
tisiete residuos de la subunidad beta de la hLH. Mien
tras que Shome y Parlow { 55 ), Sairam et al { 56 ) y
Closset et al ( 50 ), obtuvieron la secuencia comple-

ta.

En la Figura 3 ( p&g.161), .se comparan las se -~
cuencias publicadas de la subunidad alfa de la hCG, -
en la cual hay diferencia en la colocacién de los re-
siduos 25 y 26. La Figura 4 ( pdg.162), muestra la se
cuencia obtenida de la subunidad beta de la hCG, en -
la cual se puede observar diferencia en los residuos
.28, 30, 56 y 86; en la regifn de los residuos 89 al -

residuo 93 y en la regién COOH terminal. Ademis en la
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localizaci6bn de las cadenas de carbohidratos existe =~
diferencia en las posiciones 28, 30, 118, 121, 126 y

137.

Debido a la controversia existente por definir -
la secuencia de aminoicidos en la regi6n COOH - termi
nal de la beta hCG. Birken y Canfield ( 57 ), y Keu -
tmann y William ( 58 )}, realizaron independientemente
experimentos con esa subunidad, comprobando que la se
cuencia propuesta por Morgan en 1975 entre los resi -~

duos 115 y 145 era la correcta ( 15, 49 ).

En la Figura 5 { p&g. 163}, muestra la secuencia
de la subunidad beta de la hLH propuestas; tomando co

mo base la secuencia obtenida por Sairam y Li. ( 56 )

En este caso si existen diferencias en los prime
ros 27 residuos principalmente en la regién que co -
rresponde a los residuos 8 a 10 y en los residuos 13
y 15. Las diferencias m&s importantes encontradas en-
tre los grupos de Closset, Shome y Sairam se locali ~
zan en la regibn de los residuos 41, 44, 52 y 55 . En
la regi6n COOH -~ terminal existe una notable diferen-
cia en los residuos del 110 al residuo 115.

( 50, 55, 56 )
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II. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA HORMONA .

La hormona hCG es una glucoprotefna, descubierta
por Aschheim y Zondek en 1927 ( 8 )}, desde entonces -
ellos y varios investigadores intentaron la purifica-
c¢ibén de esta hormona de la orina de mujeres embaraza-

das, ( 9, 10 }.

Otros investigadores estudiaron posteriormente -
su extraccibén, su naturaleza quimica y su actividad -
biol6gica; entre ellos, conviene destacar a Browne y
Vennig, ( 73 ) quienes demostraron que la excreci6én -
de la gonadotropina corifnica através de la orina de
mujeres embarazadas, tiene su m&ximo valor entre los

60 vy 80 dfas del embarazo.

Desde el primitivo mé&todo de Zondek y Aschheim -~
en 1928, de precipitacién de la'gonadotropina urina -
ria con alcohol, hasta el momento actual, se han pro-
puesto diversos mé&todos de preparacifn y purificacibén
basados en la absorcibn de la hormona sobre &cido ben

zoico, permutita y otros absorbentes ( 10 ).

Partiendo de estos productos concentrados, Gurin,
Bachman y Wilson ( 9 )}, han conseqguido preparar la -

hormona pura y homogénea y posteriormente Claesson} -
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Hogberg, Rosenberg y Westman { 74 ), lograron crista-

lizarla.

El material generalmente usado para esta prepara
cibn es la orina de mujeres embarazadas, recogida en-
tre los 50 y los 90 dfas siguientes al @ltimo periodo
menstrual, que es el momento en que la concentracién

de gonadotropina es extraordinariamente elevada.

En seguida se resumen los pasos seqguidos en al -

gunos métodos para lograr la purificacién .
METODO DE GURIN, BACHMAMN Y WILSON .

Se aconseja realizar las operaciones a una tempe
ratura no mayor de 0.5 - 1° ( 9 ), la técnica es la -

siguiente:

a) Las orinas mezcladas y enfriadas se acidifican
a pH 5 con 4cido acético. Se puede usar como -
indicador una solucién al 1% monosulfonato de
sodio de alizarina, que a pH 5 tiene color ama
rillo. Se agrega entonces una solucién de &ci-
do benzoico en acetona, agitando continuamen -
te ( 75 ml de solucién de &cido benzoico por -

litro de orina ), segfin lo aconsejan Katzman y



b)

c)

d)

colaboradores ( 10 ). El precipitado que se -
forma se separa por filtraci6n. Contiene la go

nadotropina adsorbida.

El residuo se extrae con etanol al 50% a pH 6
y de ese extracto se precipita la hormona, -~
agregando dos volGmenes de etancl absoluto -

frio.

El precipitado obtenido se extrae dos o tres

veces con una solucibn reguladora de &cido -
acético-acetato de sodio de pH 4.8 gue contie
ne etanol al 50%, separando cada vez la solu-
cién por centrifugacibn. El extracto obtenido
se enfrfa y precipita por la adicifén de un vo
lumen de alcohol absoluto frio, y enfriando -
durante varias horas. El precipitado se seca

y representa unos 8 mg por litro de orina.

100 mg de la hormona obtenida en c) se disuel
ven en 2 ml de agua frfa, se ajusta el pH a 5
y se agita durante dos horas con 0.5 ml de -
cloroformo. La emulsibn se lava varias veces

con 0.5 ml de agua y los extractos acuosos, -

claros, se dializan y secan.
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Se obtienen unos 6 mg de producto muy activo,
que contiene unas 6,000 unidades por miligra-
mo.

El prdducto es electroforé&ticamente homogé -

neo.
2.~ MODIFICACION POR KATZMAN, GODFRID, CHAIN, Y DOISY .

Utilizan para adsorber la gonadotropina de la
orina de mujeres embarazadas la permutita, -
acidificada a pH 3.5 con &cido acético. La -
columna se lava con agua frfa y posteriormen-
te la hormona se eluye lavando la columna con
una solucién de etanol al 38%, conteniendo -~
10% de acetato de amonio, ( 10 } y se preci -
pita fraccionadamente, con alcohol, obtenien-
dose un producto homogéneo con una actividad

de 8,500 U/mg.
3.~ MODIFICACION POR CLAESSON, HOGBERG, ROSENBERG Y WESTMAN.

Obtienen la gonadotropina corifnica como una -
substancia cristalizada y electroforéticamente
homogénea ( 74 ), aplicando los siguientes pa-

808:



a)

b)

c)

a)

e)

La gonadotropina corifnica se absorbe de la -

orina con &cido benzoico .

El precipitado se lava con acetona y el resi =~
duo se disuelve en soluci6én 0,066 M de solu -

cifn requladora de acetato de pH 4.8 .

El extracto obtenido se filtra y se adiciona -~

etanol hasta el 85%. Hasta aquf se obtienen
unos 25 a 30 mg de gonadotropina por litro de

orina, con una actividad de 4,000 a 6,000 U/mg

Se disuelven 500 mg del producto obtenido en -
c), en 50 ml de soluciﬁn requladora de fosfa -
tos 0.013 M de pH 7.4, Se separa la fraccifn -
insoluble por centrifugacidén y al sobrenadante
se le adiciona gota a gota una solucibn acuo -
sa al 10% de protamina, hasta que no se forme

ma&s precipitado. El precipitado es inactivo -

y se descarta .

La solucibn se ajusta a pH 3.5 y se adiciona -
de alcchol con 5% de metacresol, hasta tener -

una concentracifn.alcohflica de 50% .

39
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Despu8s de dos horas se eleva la concentracién
alcoh6lica a 60%. La hormona se precipita pri-
mero en forma amorfa y después comienza a cris

talizar en agujas en las 24 horas siguientes.
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III. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA hCG .

La hormona corifnica gonadotrfpica humana purifi
cada se presenta, como un polvo blanco amorfo crista-
lino, con bajo contenido de cenizas y es soluble en -
agua, en soluciones salinas, en alcohol o en acetona

al 50% de concentracibn .

Es insoluble en disolventes orgénicos puros o de

alta concentracién, ( superior al 70% ).

En solucién neutra o débilmente &cida, la hormo-
na no precipita por los &cidos pfcrico, flavi&nico, -
rufi&nico, picrol6nico o tricloroacé&tico, pero preci-
pita por el &cido fosfotungstico y el &dcido té&nico, -
en presencia de pequeiias cantidades de &dcidos minera-~
les., También precipita por la adic6n de yodo en yodu-

ro de potasio y por &cido fosfomolfbdico ( 51 }.

Las soluciones acuosas dilufdas de la gonadotro-
pina corifnica, son inestables y se destruyen ain man
tenidas a 0°C. Las soluciones mis concentradas ten =
drfan una mayor estabilidad; Katzman, Godfrid, Chafn

-y boisy, establecieron que el cloruro de magnesio, la

gelatina y las protefnas del suero protegen a la hor-
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mona de su inactivacién espontdnea, en solucién acuo-

sa (10 ).

Las soluciones acuosas de la hormona coriénica ~
gonadotrépica se inactivan irreversiblemente por ca -
. lentamiento y por un exceso de &cidos y de bases, aun
que la resistencia es mayor en medio icido y sobre to
do por los 4cidos dé&biles. Disuelta en glicerol, la -
hormona resiste el calentamiento a 100°C durante 1 ho
ra. En estado seco la gonadotropina aislada de la orji
na es estable durante mucho tiempo, a diferencia de -
la gonadotropina del suero de la yegua. El peso mole-
cular de la hCG ha sido estimado por diversos métodos.
Por el método de filtracifn en gel, fue de 59,000 +
4,000 daltons; por su velocidad de sedimentacién fué
de 47,000 + 3,000. El peso molecular de la hCG carbo-
ximetilada y reducida fu& de 30,000 + 2,000 daltons,
determinado por filtracién en gel. Tomando en cuenta
su composicifn quimica, el peso molecular mfnimo es de
27,000 ( 41 ). E1 punto isoceléctrico encontrado fué -
de 2.9.( 51 ),
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CAPITULD QUIKNTO -

CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES DE LAS SUBUNIDADES DE

LA HORMONA CORIONICA GONADOTROPICA .

Come se mencioné anteriormente, la hormona corif
nica gonadotrépica ( hCG ), pertenece al grupo de las
gonadotropinas. Una caracterfstica de estas hormonas
es la de tener dos subunidades quimica y estructural-

mente diferentes, denominadas alfa y beta .

A partir de la observacién de Li y Starman de ~
que la LH ovina estaba formada por dos subunidades, -
se encontr6 que otras hormonas glucoprotéicas como la
hC¢G ( 71, 49 ), la TSH ( 59 ), y la FSH ( 66 )}, tam ~

bién constaban de dos subunidades.

Las subunidades alfa y beté de la hormona cori6-
nica gonadotrépica ( hCG ), fueron preparadas por in=-
cubacifbn con urea 9 M, pH 4.5. La separacifn de las -
dos subunidades fué& obtenida por cromatograffa en -
DEAE~-gephadex, y la purificaci6n fué realizada en se-
phadex G-100. La subunidad beta obtenida, que fué bio
-IOgicamente activa, fué purificada por cromatografia

de afinidad, usando como inmunoadsorbente, el anti -
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cuerpo anti-subunidad beta, acoplado a sepharosa 4B.
La subunidad beta sf purificada, muestra una activi -
da biol6gica menor a 1 Ul/mg y es la subunidad donde
se localizan las cadenas de carbohidratos ( 75 ). al
parecer las diferencias en la actividad biolégica e -
inmunol6gica entre las hormonas antes mencionadas re-

side en este péptido.

Se han realizado numerosos experimentos con el -
objeto de explicar la funci6n de los carbohidratos en
el comportamiento biol6gico e inmunolbgico de las hor
monas glucoproteicas.

Para ello, se han eliminado enzimdticamente los resi-
duos del &cido siflico observando, posteriormente, -
las alteraciones en la actividad biolbgica o inmunoclé
gica de las hormonas.

La remocién de diferentes cantidades de dcido siflico
fué lograda empleando cantidades limitantes de la neu

raminidasa de Clostridium perfringens y una separa -

cién posterior por cromatograffa de afinidad. Con es-
to se obtuvo la separacién del &cido siflico libre y

del unido a la proteina. La concentracién total del -
8cido sidlico fué determinado despuds de digerir la -

fraccibn proteica con &cido sulfdrico 0.1 N por 1 ho-
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ra a 80°c. ( 76 )

La Figura 6 ( p&g. 164 )}, muestra, que después de
la eliminacién del &cido siilico por la neuraminidasa,
la actividad biolégica de la hCG es significativamen-
te afectada, mientras que la actividad inmunolégica -
permanece sin alteracién. ( 76 ) En cambio, si la FSH
y la LH son tratadas en forma similar, se produce la
pérdida de la actividad biol6gica y una dramatica caf

da de la actividad inmunolégica ( 77, 78 ).

Rathman y Saxena en 1971, {( 61 ) al comparar los
an8lisis de los amino&cidos provenientes de las sub -
unidades de la FSH { 66 ), de la hCG ( 71 } y de la -
LH ( 61 ), concluyeron que la subunidad alfa es seme~
jante en las tres hormonas respecto a la composicifn
de aminoicidos y a la estructura primaria mientras -
que la subunidad beta es la fraccibn que confiere es-

pecificidad.

Birken y Canfield ( 57 ), y Keutmann y William -
( 58 ), realizaron en forma independiente experimen -
tos con ambas subunidades; encontrando que el andli -
sis de la subunidad alfa de la LH era similar al de -

la subunidad de la FSH y de la hCG. Sin embargo, la ~
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subunidad beta de la FSH posee menos arginina gue las

subunidades beta de la LH y de la h(G.

La hFH muestra diferencias importantes en el con
tenido de arginina, valina y prolina, y diferencias -

menores en 4cido aspdrtico, treonina y serina.

Al comparar la composicién de los amino&cidos de
la cadena alfa de la hCG { 71 ) con las cadenas de la
TSH humana ( 59 } y de la TSH bovina { 79 ), Bahl y -~
colaboradores ( 80 )} encontraron que la composicién -
de las dos subunidades polipeptfdicas de las hormonas
humanas son semejantes. Sin embargo, la cadena de ori
gen bovino difiere en su contenido de lisina, alanina
y leucina, y probablemente de valina y serina, ( Ta -

bla XI pég.193}.

Al estudiar la secuencia de los aminodcidos de -
la cadena alfa de la LH y de la hCG humana, se obser-
va que la hCG es mayor, por 28 a 30 residuos, lo cual

produce efectos en la antigenicidad.

Recientes observaciones han mostrado que la FSH
urinaria asf como la obtenida de la pituitaria, expe-

rimenta la eliminacifén de los residuos de &cido sifli
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co (desializaci6n). Sin embargo, en la orina se obser
van algunas moléculas de la hormona que contienen al-
gunos residuos de 4cido sijlico en ndmero variable.
Esto puede ser debido a que las células clonales del
trofoblasto pueden secretar varias formas de la hCG -
que contienen cantidades variables del &cido siflico.
Cada clona muestra una actividad hormeonal con caracte
risticas biol6gicas e inmunolégicas especificas,

(76, 77 ; 81 ).

Aunque, la desializacibén de la hCG y de la FSH =~
reduce marcadamente la actividad biolégica de estas -
hormonas la remocién del &tomo de carbono exociclico
(C8 y 09) no afecté la actividad biol6gica. La termi-
nal exociclica del 4tomo de carbono, del &cido sidli-
co, puede ser eliminada qufmicamente sin alterar la -

estructura anular del &cido sidlico 6 rompiendo el en

lace glicosfdico presente. Si los residuos de 4cido ~

siflico son oxidados sucesivamente con peryodato y re
ducidos con borohidruro, la oxidaci6n del &cido sidli
co consume dos moles de peryodato con liberacién de un
mol de &cido férmico y un mol de formaldehido por cada
mol de &cido siflico presente. El aldehifdo formado, -

puede ser reducido con borohidruro tritiade, ori -
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ginandose una molé&cula marcada ( 82 - 84 ),

Cuando estos procedimientos son utilizados para -
marcar la‘QCG o la FSH, la actividad retenida represen
ta el 80 y el 50% de la actividad biolégica respectiva
mente de la hormona nativa. Esta técnica permite el ~
marcaje selectivo de una hormona glucoproteica en la -
parte no protefca de la molécula. Otras técnicas produ
cen mol&culas que contienen &tomos radiactivos en la -
protefna, en la fraccifén de carbohidratos & en ambas

{ 82 ~ 84 ).

Las actividades especfficas obtenidas con esta -
técnica son inferiores a las actividades especfficas -
logradas con las diferentes técnicas de yodacion. Las
hormonas glucoprotefcas tritiadas pueden ser emplea -~
das en estudios fisiolBgicos " in wvivo " , pero no -
son herramientas adecuadas para estudiar los mecanis -

mos hormenales preciso, ya que contienen como se men -

ciond anteriormente actividades especificas relativa
mente bajas ( 85 ).

Las subunidades aisladas en la hCG pueden ser tritia

1

das y la actividad especifica refleja el contenido de

Scido sidlico de cada una de ellas resultando subuni -
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dades indistinguibles, inmunol&gica y fisiol&gicamen-
te, de las subunidades sin marca. Cuando cualquiera -
de las subunidades de la hCG marcadas con tritio, fug
ron inyectadas a ratas inmaduras, ninguna de las sub-~
unidades se concentrd en el ovario. Ambas subunidades
fueron concentradas répidamente en el rifion, presen -
tandose un miximo a los 30 minutos de la inyeccién in

travenosa ( 86 ).
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COMPORTAMIENTO INMUNOLOGICO .

Las hormonas glucoprotefcas, comparten una es -
tructura cuaternaria com@n caracterizada, como se ha
mencionado, por dos subunidades diferentes, designa -
das como alfa y beta. Las subunidades no se unen cova
lentemente y pueden ser disociadas en condiciones qui
micas apropiadas. Aparentemente el proceso de diso -
clacifn involucra la desnaturalizacién reversible de
las subunidades, lo cual puede ser medido por técni -~
cas fluorométricas empleando el &cido I, 8 anilo-naf-
talen sulfénico ( ANS )} el cual distingue entre la -
hCG nativa de sus subunidades ( 87 ).

La subunidad alfa tiene un peso molécular de apréxima
damente 15,000 - 20,000 daltons, mientras que la sub-
unidad beta tiene uﬁ peso molécular apréximado entre -

25,000 y 30,000 daltons { 88, 52; 53 ).

Debido a que existe gran semejanza entre las ca-
denas alfa de las gonadotropinas, para lograr diferen
ciarlas se han utilizado los anticuerpos contra las -
diferentes cadenas, siendo estos absorbidos con algu-
nos antigenos que generan una reaccién cruzada como -

sucede con la hormona coriénica gonadotr8pica { hCG ).
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Los antisueros generados por la hormona glucopro
teica intacta, frecuentemente manifiestan una reac -
cién cruzada no especifica ( 89 - 91 ). Este comporta
miento inmunolégico se ha atribuido, primeramente a -
alguna contaminacién presente en las preparaciones -
usadas como inmundgenos. Por ejemplo, las preparacio-
nes de FSH obtenidas de pituitarla, estin frecuente -
mente contaminadas con pequefias cantidades, pero sig-
nificativas, de hLH y hTSH.

Con el aislamiento de las subunidades de las hormonas
glucoprotefcas humanas, las causas de las reacciones

cruzadas entre las hormonas glucoprotefcas humanas y

las no humanas pueden ser analizadas ya sea como de -~
terminantes antigenicas presentes en pequeias fraccio
nes o como subunidades enteras. Para este efecto al -
gunos conejos fueron inmunizados con preparaciones -~
muy puras de las subunidades alfa o beta de la hCG -

(83 ).

La subunidad alfa de la hCG fué un inmunbgeno -
m&s potente que la subunidad beta. Sin embargo en una
reinmunizacién la subunidad beta parece ser mis efec-
ntiva ( 83, 92 ). La afinidad de ambos anticuerpos fué

comparable.
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Cuindo fueron analizadas inmunolégicamente va -
rias preparaciones muy puras de FSH, LH y TSH, obteni
das de la hip6fisis humana y la hCG de la placenta si
guiendo un' sistema de radioinmunoensayo para la sub -
unidad alfa de la hCG-alfa; se observ6 una respuesta
lineal y paralela, sugiriendo una estructura homéloga
en gran parte de las subunidades ( 93 ).

Empleando un antisuero especifico contra las subunida
des beta de la hCG, la TSH, la FSH y la LH se ha ob -
servado reactividad cruzada con estas hormonas intac-
tas. La Figura 7 ( p&g.165 ), describe el sistema de
radioinmunoensayo hom6logo para la hTSH-beta. Los tra
zos de dosis-respuesta, para las hormonas glucopro -
tefcas intactas muestra pendientes significativamente
diferente, lo que refleja una reactividad cruzada in-
completa atn para la subunidad beta de la propia hor-
mona. Lo Gltimo implica que los sitios antigénicos de
la hTSH-beta fueron alterados en su combinacién con -
su subunidad alfa complementaria. Un efecto similar -
fué observade con la hCG y su subunidad beta, en un -
sistema de fadioinmunoensayo hom6logo para la hCG.

La Figqura 8 ( p&g.16¢ }, muestra la relacidn dosis -

respuesta de la hCG y de otras hormonas altamente pu-
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rificadas en un sistema de radioinmunoensayo homélogo

para hCG-beta. En contraste con la secuencia casi idén
tica, de los aminodcidos de las subunidades alfa, la -
secuencia de las subunidades beta, de las hormonas glu
coprotefcas humanas son Gnicas, e indiscutiblemente -~
son base del diferente comportamiento inmunolégico en

los sistemas de radioinmunoensayo hom6logo para las -

subunidades alfa 6 beta ( 52, 94 - 96 }.

Cuando se compara la secuencia de los amino&cidos
de las subunidades alfa de la hCG humana, con la de -
hCG no humana, se observa una homologfa con un minimo
de 90% ( 97 ). A pesar de la gran homologia no fué -
observada reactividad cruzada entre las subunidades -~
alfa de la LH de ovino, bovino y de la rata, cudndo se
ensayaron en un sistema homSlogo para la subunidad al-
fa humana ( Figura 9, pég. 167‘. Observaciones poste
riores parecen mostrar que las &reas homSlogas estan -
ubicadas dentro de la molécula nativa y en consecuen -
cia fueron inacesibles para las interacciones antigeno
anticuerpo. Aunque fueron similares 77 de los 129 ami-
no&cidos, asf como las estructuras secundarias y ter =~
‘ciarias de la lisozima .de la clara de huevo y las lispo

zimas presentes en la orina de humanos con leucemia, -
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ambas fallaron en reaccionar con los antisueros genera

dos contra el antfgeno nativo ( 98 ).

En oﬁ{os trabajos, cudndo las subunidades beta de
la LH, de humano, bovino, ovino y rata, fueron ensaya-
das en un sistema hom&logo para la subunidad beta de -
la LH humana, se observd una reactividad cruzada com ~
pleta, reflejada por los trazos paralelos de la reac -
cifn dosis-respuesta. En otros sistemas se observé reac
tividad cruzada incompleta entre la subunidad beta de
las hormonas glucoproteifcas humana y con la no humana.
Se requirio de 10 a 500 veces m&s masa de las subuni -

dades ( 99 ).

Al parecer la reactividad cruzada entre los anti-
gencs de las distintas especies resulta de ciertas pro
piedades que residen esencialmente en la subunidad be-
ta, mientras que la reactividad cruzada dentro de la -
misma especie reside en la subunidad alfa. Aunque el -
antisuero contra la hCG~alfa, neutraliza completamente
la actividad biolBgica de la hCG-nativa, de la hLH, de
la hFSH y de la hTSH, esta fall6 en neutralizar la -
actividad biolégica de la TSH bovina. Esta @ltima ob ~

servacifn confirma que la subunidad alfa contiene una
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mayor homologfa inmunol6gica intraespecie que las sub
unidades alfa obtenidas de hormonas glucoproteicas de

otras especies ( 98, 100 ).

El hecho de que la reactividad cruzada entre las
especies reside al parecer en la subunidad-beta, pue -
de ser utilizada por los investigadores como una prue-
ba para ensayar una hormona dada en un sistema hetero-
l6go. Hay varios ejemplos, de esto filtimo, que han si-
do descritos por investigadores de distintos laborato-
rios, pero el mejor ejemplo es el ensayo para ¢onado ~
tropina coriénica en el mono Rhesus, la cual ctiaramen-
te descrimina entre la LH Rhesus y la gonadotropina co
riénica en muestras tanto de plasma como de orina. El
antisuero utilizado fué& generado contra la sudunidad -

beta de la LH ovina ( 101 ).

Por su analogfa con la hCG y la hLH uno esperaria
cierta reactividad cruzada con la LH del Rhesus peroc -
no con su gonadotropina coribnica. Sin emharg6 se ob -
servé la condicifn opuesta, sugiriendo una mayor homo-
logia estructural entre la subunidad beta de la LH ovi

-na y la gonadotropina coribnica del Rhesus m&s que con

la LH ( 101 ).
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Los antisueros especificos contra la subunidad =~
hCG fueron utilizados como sondas para confirmar si =
las subunidades aisladas poseen una actividad biolégi-
ca intrinseca significativa o si la actividad bioldgi~
ca observada reflejaba una contaminacién de la hormona
intacta con la subunidad complementaria. Un antisuero
contra la subunidad alfa de la hCG se uni6 inmunolégi-
camente con la hCG o con la subunidad alfa pero no con
la subunidad beta. Sin embargo el antisuero contra la
subunidad alfa de la hCG neutraliz6 completamente la -
actividad biol6gica de las preparaciones de la subuni-
dad beta hCG. Esto es consistente con nuestros conoci-
mientos de que la actividad biol6gica observada en las
preparaciories de la hCG beta reflejo una contaminacifn
con la hormona activa, con la subunidad complementarfa

© con ambas ( 102, 98 ).
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COMPORTAMIENTO BIOLOGICO .

Existe cierta contraversia respecto a la funcifn
de los carbohidratos en las actividades biol6gicas e -
inmunolégicas de las hormonas protéicas.

Aungque inicialmente Mori report§ que la actividad bio-
1l6gica de la LH humana no se afectaba por la remocifn
de los residuos del &cido siflico ( 81 ), Van Hall y
colaboradores ( 76 ), demostraron, que la actividad -~
biol6gica de la hCG purificada se reduj6 a menos del ~
1% debido a la desializacibén completa después de que =~

la hormona se trat6 con neuraminidasa.,

Braunstein y colaboradores ( 77 ) utilizaron este
aparente efecto diferencial de la desializacién sobre
la actividad biol&gica para discriminar entre la hCG
y la hLH contenida en extractos de orina.

Estos autores obserxrvaron una marcada pérdida de la ac-
tividad biolégica de estas preparaciones cuando utili-
zaron el tratamiento con una necuraminidasa carente de
actividad proteolftica. Los resultados mostraron que
al obtener un 66% de desializacibn, el 0.78% de 4cido
“N-acetilneuraminico permanecfa unido a la protefna y =~

cuando se lograba el 94% de la desializacién, la hor -
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mona contenfa aGn 0.14% de 4cido N-acetilneuraminico.

Las subunidades en sus formas disociadas y puri -
ficadas estan primordialmente libres de actividad bio-
l6gica intrinseca, cuando esa actividad se determina -
en sistemas convencionales de biocensayo tanto in vivo
como in vitro . En estudios iniciales surgié la duda
de que la actividad biolégica en las subunidades ais-
ladas podrfa ser debida a la contaminacién con la hor-
mona nativa 6 con subunidades complementarias que se -
hubiesen reasociado durante la incubac;én. Las Figuras
10 Ay 10 B ( p&g. 168,169 ) , muestran los perfiles de
evaluacibn de la hCG y sus subunidades con las activi-
dades biol6gicas e inmunol6gicas, después de una sepa
racién en Sephadex G-100. La actividad biolégica ob -
servada en las subunidades fué atribuible cléramente -
a una contaminacién con la hCG intacta. La actividad -
inmunolégica correspondid exactamente con la actividad
biol6gica en todas las fracciones ( 66, 103 - 105 ).
El hecho de que la subunidad aislada este libre de ac-
tividad biolégica intrinseca no refleja efectos de des
naturalizacifén producida por las técnicas quimicas uti
lizadas, ya que las subunidades complementarias pueden

ser recombinadas, restituyendo la actividad biolé8gica
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caracteristica de la hormona de la cual fueron aisla -
das. Para la hCG al menos el 70% de la actividad bio =~
168gica inieial puede ser restaurada por incubar con -
centraciones equimoleculares de las subunidades comple
tamente separadas. Solamente del 30 al 40% de la acti~
vidad biol6gica de la hormona nativa es restaurada -
cuando se mezclan concentraciones equimolares de las -
hormonas aisladas de la hipofisis.

La baja recuperacién de la actividad biolSgica puede -
ser el producto de una desnaturalizacifn parcial en la

preparacién de las subunidades hipofisiarias ( 106 ).

Aunque las subunidadeé alfa no parecen tener reac
tividad inmunol6gica cruzada entre las diferentes espe
cies, las subunidédes alfa no humanas pueden ser combi
nadas.con las subunidades beta de las hormonas gluco -
prote!caé humanas, produciendo ﬁna molécula hfbrida -~

' que tiene actividad bioldgica caracteristica de la hor
mona nativé de la cual la subunidad beta fué obtenida.
Cuando las subunidades de la LH bovina son combinadas
con las subunidades complementarias a la hCG, se obsexr
va un incremento de 10 a 33 veces en la actividad bio-

- lbgica ( 96, 107 ). Figuras 11 Ay 11 B ( pdg. 170 ).
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La actividad biol6gica observada con un hibrido
de la subunidad alfa de la hCG‘y la subunidad beta de
la LH fué mayor que la subunidad recombinada de la misg
ma especie ovina. El contenido de 4cido siflico de la
subunidad alfa de la hCG es mayor que el de la molécu-

la total de la LH bovina.

Ya que la vida media plasmatica de la LH de dife-
rentes especies esta en funci6bn de su contaminacifn de
gcido siflico, la mayor actividad mostrada por el hi -
brido refleja, probabiemente, una mayor vida media -
plasmatica resultando por lo tanto un ‘incremento en la
actividad biol&gica " in vivo ". El comportamiento in-
munolggica del hibrido, respecto a las subunidades com
binadas no fué alterado, lo que sugiere que los anti -
sueros utilizados para esos estudios no dependian de -
la conformacién que se requiere para mostrar la acti -

vidad biol6gica ( 107, 108 ).
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REGULACION DE LA ACTIVIDAD HORMONAL .

Dentro de los mecanismos de control celular, el
control a través de las hormonas es uno de los siste -

mas mi&s sofisticados empleados por los seres vivos.

Se han propuesto tres patrones generales de accién

hormonal.

1. Aquel que parece regir la accifén de las hormonas
esteroides.
2, El mecanismo aplicable a las hormonas protéicas, y

3. El asociado con el GMPc.

La transferencia de la informacién en cualqguiera
de los tipos de accién hormonal involucra tanto la co-

municacién inter como la intracelular.

En la comunicacién intercelular, la hormona sirve
como vehiculo de comunicacién entre la célula que la -
envia y la célula que la recibe, esta @ltima reconoce
a la hormona del medioc ambiente a través de una pro -
tefina membranal llamada' " receptor ". Figura 12

{ pdg. 171 ).
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En la comunicacién intracelular, el mensaje gene-
rado por la ocupacién del receptor, es enviado a dife~
rentes elementos intracelulares cada uno de los cuales,
recibe y traduce la informacién y abre o cierra las -
distintas unidades del metabolismo celular, produciendo
un‘patron de efectos que corresponde a una respuesta -
adecuada al mensaje hormonal recibido Figura 13.

( p&g. 172 ).

Goldberg ( 109 ) suguiere la existencia de una -
tercera forma de accién hormonal, donde el GMPc, posi-
blemente asociado con el Ca++, participa como promotor
de eventos celulares que en muchos casos son antagonis
tas a aquellos mediadés por el sistema AMPc cinasa -

protéica.

AGn aceptando, la existencia de los tres tipos de
accién hormonal, el hecho es que ciertas hormonas no -~
se adaptan estrictamente a ninguno de los mecanismos
de accifn establecidos, lo cual sugiere la existencia
de un mayor nfmero de formas de accién hormonal, algu-

nos de los cuales estdn por descubrirse.
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El lenguaje hormonal requerido para la comunica -
cibn intercelular debe tener un alfabeto de elementos
topoquimicos y el ordenamiento en distintos patrones -
de esos elementos deben constituir las palabras de ese
lenguaje, palabras que por un grupo de reglas, forma -

rén las oraciones.

Schwyzer ( 110 ) sugirié que el intercambio de la

informacién entre las hormonas y sus receptores son -

" "

efectuados en ese lenguaje ", y cuyo alfabeto podria
corresponder a los residuos de los aminodcidos y el or
denamiento de dichos residuos constituirfan las pala -

bras de la oracién.

pDe esta forma la informacién codificada entre un
emisor y un receptor se lleva a cabo a través de la -~
asociacibn de simbolos quimicos con un significado de-
finido. El nGmero de mensajes que pueden ser enviados
o recibidos por cada uno de estos sistemas de comunica
cibén, dependeri del ndmero de simbolos que se pueden -

manejar.

En las hormonas peptidicas existen apr6ximadamen-
te veinte elementos quimicos disponibles para servir -

como alfabeto del lenguaje, que serfan las cadenas la-
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terales de los amino&cidos mientras gque, los grupos -
amino y carboxilo terminales forman un esqueleto pep -~
tfdico flexible. Por el contrario, en la estructura de
las hormonds esteroides existen un ndmero limitado de

elementos quimicos, cerca de cinco que pueden servir -

como alfabeto,

por lo tanto, el tipo de lenguaje utilizado por -~
los sistemas que involucran a las hormonas protéicas,

seran m&s complejos que el de las hormonas esteroides.

El concepto de Schwyzar, se originé de las rela -
'ciones entre la estructura y la funcién obtenidas en -
- p;abaj&s :ea;izados con hormonas peptifdicas; dicha re-
lacifn establece que algunas hormonas peptidicas que -
actuln en forma diferencial sobre los receptores de -
sus cé8lulas blanco estén estructuralmente relacionadas,
ya que contienen secuencias comunes y pueden ser consi
deradas como miembros de una familia, por ejemplo: la
oxitocina y la vasopresina y por otro lado la adreno -
tropina, la melanotropina y la lipotropina. En esta -~
dltima, la secuencia del heptapéptidocomdn en ellas -
Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly~ ( también llamado " co -~

re " ) posee los sitios activos involucrados en la acti
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vacién del receptor. Sin embargo, en la familia oxito-
cina-vasopresina toda o casi toda la molécula es nece-

saria para la actividad biolégica.

Siguiendo la proposicién de Schwyzer la molécula -
de ACTH ( 39 minodcidos } puede ser considerada como -
una oraci6n de siete palabras ( 111 ), donde la secuen
cia de aminogcidos, denominada palabra 1, activa a los
receptores del melanocito, mientras que las otras pala
bras 2 al 7 mejoran o modifican la actividad hormonal

Figura 14 ( p&g. 173 ).

El mismo Schwyzer clasific6é a las palabras en dos
tipos: continuas y descontinuas.
Las palabras contfnuas son aquellas que muestran una -

secuencia de aminodcidos interrumpido.

Debido a que las hormonas polipetfdicas son es -
tructuras flexibles, las palabras podrian estar forma-
das, al orientarse los plieques a la molécula, ya sea
en la superficie del receptor o en el medio ambiente -
externo para formar una fila de residuos contiguos sin
enlace covalente. A este tipo de palabras se le denomi
na discontinuas Figura 15 ( p4g. 174 ), muestra co-

mo dos pentadecapéptidos flexibles de secuencia dife -
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rente, interaccionan en la superficie del receptor pa-

ra formar la palabra " ACCION “.

Se ha especulado sobre la participacién del Ca++

y los nucleétidos ciclicos en los sistemas regulados -
por las hormonas, mientras no sea pcsible demostrar en
forma definitiva su participacién, los nucleotidos ci-
clicos actuan principalmente sobre el control de las -
actividades metab8licas y biosintéticas en las células
blanco, el Ca++ es esencial para modular la accién de

estimulo-respuesta, y en el control de los procesos de

contraccibn y secrecién ( 112 ).

Despu8s de la sintesis del AMPc, como respuesta a
la ocupacién del receptor por las hormonas peptldicas,
la 6nica forma reconocida para activar las respuestas
de la cé&lula blanco, es a través de la estimulacién de
las proteina-cinasa, enzimas que parecen estar preéen-
tes universalmente en las células de los mamiferos. Se
ha propuesto que &stas enzimas.aparentemente ubicuas -
pueden medir los efectos del AMPc en todas las células
animales a través de la fosforilacidn de protefnas eé-
pecificas que regulan las funciones de las células -

blanco { 113 ).
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Muchas de las acciones del AMP¢c que ocurren a . -~
tiempos cortos en las células eucariéticas, parecen ex
presarse por fosforilacién extranuclear de algunas pro
teinas requladoras. En la mayoria de los tejidos sen =~
sibles a las hormonas, las protefnas-cinasas llevan a
cabo las fosforilaciones en varios ciclos dentro de la
célula: membrana plasmitica, ribosomas y componentes -

nucleares.

Se sabe gue los diferentes efectos de las hormonas
peptfdicas sobre sus células blanco son mediados por -
una serie de eventos bioquimicos que enlazan la membra
na plasmitica con una varieaad de respuestas celulares
como son: la sintesis de protefnas requladoras especi-
ficas; la estimulaci6n del metabolismo de lipidos y -
carbohidratos; la alteracibn de la permeaSilidad celu-.
lar y el transporte de iones, y ia secrecifn o la libe
racién de productos de la célula blanco, tales como,

las hormonas esteroides.

Una caracterfstica comdn de las m6leculas hormo -
nales proteicas es su habilidad para combinarse con si
tios receptores especificos, localizados en la membrana

plasmitica de sus células blanco.



68

La ocupaci6n de dichos receptores desencadena, co
mo hemos dicho antes, una serie de respuestas celula -
res individuales, que van desde una alteracién en la -
permeabilidad hasta producir crecimiento celular. La -
mayorfa de estas respuestas parecen estar mediadas por
la acci6n de la AMP ciclico, sintetizado por la adeni
lato ciclasa en la superficie interna de la membrana =~
celular ( 114 ). La actividad de la adenilato ciclasa
es iniciada por una sefial local, generada dentro de la‘
membrana, por la interacci6n especifica de la hormona

con el sitio receptor.

Las hormonas peptidicas actGan como enzimas requ-
ladoras ya que se combinan con una subunidad funcional~
el receptor- de un complejo enzimitico membranal ( ade
nilato cilasa ). En ciertos tejidos blanco de las hor-
monas peptidicas como lo son ellhigado, el tejido adi-
poso, la corteza adrenal y las gfnodas-el AMPc parece
funcionar como el segundo mensajero para producir res-

puestas bioquimicas especificas de cada hormona.

En contraste, las acciones tré6ficas o acciones -
prolongadas de las hormonas peptfdicas requieren entre

otras cosas, mantener la diferenciacién celular y el -
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control de nGimero y tamafio celulares, puesto que pare-
cen operar a través de cambios en la actividad nuclear

y en la sintesis de protefnas celulares.

Se ha sugerido que los nuclebtidos ciclicos no s§
lo funcionan como segundo mensajero para mediar la res
puesta rdpida al primer mensajero hormonal, sino que -
también actdan en la regulacidn de la actividad de la
RNA polimerasa. Por ejemplo, se ha comprobado en las
cé&lulas hep&ticas, que el AMPc estfmula la sintesis -~
de RNA nuclear y la fosforilacién de protefnas no his-
tonas de la cromatina, todo dependiente del AMPc, el -
cual podria participar como modulador de la transcrip-

cifén del RNA mensajero { 115 ).

M&s afin, se ha observado que la subunidad catalf-
tica de la protefna~cinasa migra a las diferentes es -
tructuras subcelulares, incluyendo el ndcleo. Esto po-
drfa indicar que el sistema adenilato cfclasa-AMPc-pro
tefna-cinasa tuviera la capacidad de reqular la sfinte-
sis protefca, tanto a nivel transcripcional como a ni-

vel de la traducci6n ( 116, 117 ).
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RECEPTORES A LAS HORMONAS PEPTIDICAS.

Los mecanismos por los cuales las hormonas pepti-
dicas actGan sobre sus tejidos blanco para producir -
las respuestas funcionales caracterfsticas son inicia-
dos por la interaccién con una regifn muy especifica
de la membrana plasmftica, a la que se le ha denominado

receptor " hormonal ",

Los receptores a las gonadotropinas han sido iden
tificados en los testfculos y en los ovarios, empleando

hormonas marcadas con yodo radiactivo,

En los testfculos, los receptores a LH/HCG esté&n
limitados a las células intersticiales, y los recepto-
res a la FSH se localizan en los tObulos seminfferos,

probablemente en las cé&lulas de Sertoli ( 118, 119 ).

En el ovario, los receptores a LH est&n presentes
en el tejido intersticial y en las c&lulas de la teca
de los folfculos en desarrollo;- en las células de la =
granulesay en el cuerpo luteo de los folfculos viejos.
Los receptores a FSH parecen limitarse a las c8lulas -
de la granulosa, con cierta analogfa funcional entre -
estas células y las de Sertoli de los testfculos.

(120, 121 ).
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Observaciones recientes del mecanismo de accién =~
de la toxina del c6lera han permitido disponer de un -
sistema anfilogo a las acciones de las hormonas peptfdi
cas, ya que la toxina se une con gran afinidad a un -~
componente glucolfpido de la membrana celular, el mo -
nost&lilgangliosido ( Gy ), presente en la membrana -
plasmitica de las cflulas de la mayoria de los mamife-
ros, y se une tanto al toxoide colorigeno como a la -

toxina activa ( 122 ).

Homgren et al ( 122 ) han observado, en la mucosa
intestinal, una relacidén entre la concentracién de GMl'
el nfimero de sitios de unién para la toxina y la accibn
biolégica de la toxina. Con todo lo anterior, el gan -

gliésido G se ha considerado el receptor de la toxi

M1’
na del célera y se ha pensado en su posible participa-
cifén como receptor a las hormonaé protefcas, debido a
que esta toxina estimula la actividad de la adelinato
ciclasa en la mayorfa de los tejidos que posee esta en

zima.

La interacci6én de las hormonas peptidicas y las -
moléculas transmisoras con sus receptores especificos

de la superficie celular, son un ejemplo especial de -
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un fénomeno m&s general, donde todas las cé&lulas deben
reaccionar con el ambiente externo a través de sus mem
branas plasméticas, por lo tanto parece probable que -
las protefnas expuestas, de la membrana plasma;ica son
la principal caracteristica para distinguir los dife -

rentes tipos de células.

Los intentos para definir la naturaleza de los re
ceptores de las hormonas peptidicas se han basado en el
uso de detergentes para extraer en forma soluble los si
tios receptores a partir de los tejidos blanco. Los de
tergentes no ibnicos como el Triton X-100 o Lubrol RX
han mostrado ser mis efectivos para la solubilizacibn
de receptores, los cuales conservan la capacidad de -

unir al ligando.

En algunos casos, la actividad de la adenilato ci
clasa puede ser extrafda con los detergentes no iéni -
cos, en particular los de la serie Lubrol. Sin embargo,

‘los intentos para demostrar el acoplamiento funcional
o fisico entre los receptores solubilizados y la adeni

lato ciclasa no han tenido mucho éxito.

Existen algunos informes en donde ciertos fosfolf

pidos pueden restaurar la respuesta hormonal de la ade
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nilato ciclasa solubilizada del miocardio ( 123 ).

Los receptores a LH/HCG han sido purificados por
cromatograffa de afinidad, hasta apr6ximadamente el 50%
de la pureza tebrica del sitio de uni6n ( 124 ). Los -
receptores solubilizados por los detergentes se compor
tan durante los andlisis fisicos, como moléculas pro -
tefcas y poseen un peso molecular entre 200,000 y 300,
000, Cada sitio receptor parece unir a una sola molé -
cula del péptido regulador, y las formas purificadas =~
pueden conservarse, algunas veces en solucibn atn en =~
ausencia de los detergentes. La posibilidad de traba -
jar con tales receptores, permite el andlisis de los -~
factores tanto estructurales como conformacionales que
determinan la unién de la hormona y los mecanismos de
acoplamiento con las respuestas asociadas a la membra-

na.

Se piensa que los fosfolipidos puedan estar invo-
lucrados ya sea en la interaccién especifica de la hor
moena a sus receptores o0 en alguna etapa del proceso de

unién, y en la activacién de la adenilato ciclasa.
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Azhar y Lavaram ( 125 ) estudiaron los efectos de
la fosfolipasas A, C y D sobre la actividad del recep-
tor para la hCG ubicado en las membranas plasm&ticas -
del cuerpo 'luteo bovino. Estos autores observarén que
la fosfolipasa C inhibié en 90% la unién de la hCG bo-
vina con su receptor, al ser hidrolizado el 70% de los
fosfolipidos; mientras que la fosfolipasa A inhibié -
75% de la actividad del receptor, cuando un 45 a 50% -
de los fosfolipidos fueron hidrolizados. Estos resulta
dos sugieren que no s8lo los grupos hidrifflicos sino
gue también, los hidrofébicos puedan estas involucrados
en la unién de las gonadotrofinas a su receptor o en la

estabilizacién de la actividad del receptor,

Un criterio para definir a un receptor incluye la
idea de la interaccifn entre la hormona y el receptor
como un proceso saturable. Esto es, que existe un nime
ro limitado de sitios de uni6n por unidad celular o ti
sular. ¢ Culles son los lfmites y que significado tie-
nen ?.

La idea general es que este limite es bajo., Desde el -
punto de vista fisiol6gico, esto significa el nGmero -
de receptores que podrfa ser saturado con las concen -

traciones fisiol6gicas m&s altas de la hormona. Pueden
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existir clertos efectos farmacolégicos que necesiten
un nGmero mayor de sitios ya sintetizados, o podrfan
existir receptores adicionales, para ciertas condicio-
nes fisiol6gicas que necesiten efectos prolongados, co
mo serfa la secrecién de la progesterona por el cuerpo
luteo, la presencia de esos receptores extra, con una
constante de disociaci6n baja, podrfa dar ciertas ven-

tajas.

Se debe mencionar que el nfimero de receptores o si
tios de unién calculados, es s6lo una determinacién -
funcional, ya que no permite conocer el nfinero de molé
culas receptoras presentes 5 menos que se conozca el -
ntimero de moléculas de hormona unidas a cada molécula
de receptor, y que todas las moléculas del receptor -
sean funcionalmente activas. Se sabe que algunas molé-
culas de receptores que adn estsndo desocupadas pueden
no ser activas, sea por que estén enmascaradas o estén

inhibidas.

Sin embargo, Catt y Dufau demostrarén en estudios
con cé€lulas aisladas que los receptores a las gonadotro
pinas y la produccién de AMPc alcanzaban valores mucho
mds altos que los necesarios para obtener la produccién

mixima de testosterona " in vitro " ( 126, 127 ).
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La forma en la que los receptores estd&n localiza-~
dos en la membrana plasm&tica se desconoce, pero se han
propuesto algunos modelos basdndose en el modelo m4s -
aceptado dé\la membrana plasmftica. Se cree que los =
componentes lipidos y protefnas-de la membrana, estan
dispuestos como un mosaico, en el cual, algunas protef
nas estSn unidas superficialmente a la bicapa de fosfo
lipidos, o bien est8n inmersas ( embebidas ) en forma
total o parcial en la porcién hidrofébica de la bicapa.
Al parecer, los sitios receptores est&n dispuestos en
forma parcial en la bicapa.

Robinson y colaboradores, propusieron en 1967 un mode-
lo compuesto por dos subunidades, en el cual el recep-~
tor se considera come una subunidad reguladora, dis -
puesta en la superficie extracelular de la membrana, y
que adem&s estd fisicamente relacionada a la subunidad
catalftica, colocada en la superficie intracelular. La
hormona al unirse, induce un cambio conformacional en

la subunidad reguladora, cambio gue modifica y activa

a la subunidad catalftica para que convierta al ATP en

AMP cfclico ( 122 ),
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Birnbaumer et al., en 1970 modifican este modelo,
interponiendo una subunidad " transductora " entre la
subunidad reqguladora ( discriminadora ) y la subunidad
catalitica ( amplificadora ). En esta modificacifn, la
subunidad transductora podrfa ser el sitio de accibén -
del nuclebétido, el cual afectarfa la unién de la hormo
na a la subunidad reguladora y la Km para la activacién

de la subunidad catalftica ( 129 ).

Estos modelos pueden considerarse catalfiticos ya
que las subunidades estidn ffsicamente carcanas y esta-
cionarias, de acuerdo con estos modelos los receptores
" sobrantes " no estarfan ffsicamente asociados a las
unidades de la ciclasa y por lo tanto las dos clases
de receptores tendrfan diferentes afinidades, y podrfan

encontrarse en diferentes cantidades.

Perkins en 1973 ( 130 ) y Cuatrecasas en 1974 -
( 131 ) propusieron y elaboraron respectivamente, un -
modelo que no se basa en las relaciones estiticas, si-
no en la fluidez de la matriz lipfdica de la membrana.
En este modelo, el receptor y las subunidades cataliti
vas estin separadas fisicamente. Asf, la hormona unida

al receptor induce:
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a) un movimiento de traslacién del receptor has
ta formar un complejo con la subunidad cata-

1ftica.

b) un efecto a su alrededor, en el cual la es -
tructura de la matriz lipfdica es alterada y
conduce a la activacifn de la subunidad cata

litica.

Otra posibilidad interesante respecto a este Glti
mo, es que después de la unién de la hormona al recep-
tor podrian obtenerse efectos diferenciales con varias
subunidades cataliticas de la adenilato ciclasa. Esto
podrfa activar a la adenilato ciclasa o viceversa, con
lo cual se lograrfa un mecanismo adicional para la es-
pecificidad de la respuesta hormonal. Teniendo como -
consecuencia, que cada ciclasa tuviese su propio recep
tor, o la existencia de una sola subunidad catalitica
de la ciclasa cuyo sustrato especifico sea determinado

por la naturaleza de la.hormona.
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ACTIVACION HORMONAL DE LA ADENILATO CICLASA.

Algunos modelos han intentado explicar la comple-
jidad funcional del sistema de la adenilato ciclasa;
como el estar constituida de por lo menos de tres si -

tios:

a) El sitio del receptor hormonal.

c) El sitio catalftico, que reacciona con el ATP que
lado con el magnesio {( MgATP++ Y, ¥

c) Un sitio regulador para los nucleStidos, que reac

ciona preferentemente con ellos ( 132 ).

A partir de los estudios cinfticos, sobre el efec
to de los nucleftidos de guanidina sobre la activacién
de la adenilato ciclasa hep&tica producida por el glu-
cagdn, se ha sugerido gque el complejo de la adenilato ci
clasa pueda existir en formas o conformaciones diversas
que puedan interconvertirse, por las acciones de la hor
mona y del nuclebtico. Este modelo contempla la posibi
lidad de que las.distintas conformaciones tengan afi -
nidades diferentes para el sustrato, obteniéndose dife
rentes grados de activaci6n de la hormona y el nucle6~

tido presente.
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Se ha observado que algunos anilogos sintéticos
del GTP, que resisten la hidr8lisis enzimitica, activan
algunos de los sistemas de la adenilato ciclasa, 1o que
sugiere que los nuclebtidos de la guanidina no funcio-
nan como donadores de grupcs fosfato, sino como activa

dores alostéricos de la adenilato ciclasa ( 133 ).

Esto sugliere gque la requlacifn de la interaccifn
del nucleStido con la unidad catalftica de la adenila-
to ciclasa puede ser una caracterfstica general de la
accibén de las hormonas peptfdicas. Observaciones re -~
cientes sobre la activacién de la adenilato ciclasa por
los nucledticos de la guanidina han mostrado, que la
regulacifn de la actividad enzimitica por tales nucled
tidos es independiente de la estructura de la membra -
na, con lo cual se eleva la posibilidad de que la hi -
d;dlisis de los nuclebtidos pueda relacionarse al con-
trol de la actividad de la adenilato ciclasa por dichos

nucleftidos ( 134 ).



3.-

81

AMP CICLICO .

La participacién del AMPc como dediador intrace -
lular de la accibn de las hormonas peptidicas ha sido
apoyada por numerosas observaciones de la respuesta de
los tejidos blancos a la hormona. Tal es el caso de la
epinefrina, la cual estimula la glucogenolfisis hep&ti-

ca a través de un mecanismo dependiente del AMPc.

Haynes et al ( 135 ), observaron que la ACTH incre
menté el contenido del AMPc en la corteza adrenal y el
AMPc ex6geno estimulé la produccién de corticoides en
la gléndula adrenal de la rata. Estas observaciones han
contribuido a establecer el concepto de que el AMPc fun
ciona como un segundo mensajero general en la accifn de

las hormonas peptidicas.

La participacién del AMPc¢ en la accién de.las go-
nadotrofinas sobre la esteroidegénesis, ha sido obser-
vada tanto en el ovario como en el testiculo. En el -
cuerpo luteo, Marsh y colaboradores ( 136 ) mostraron
que el AMPc estimuld la sintesis de la progesterona:;
que la LH estimuld no solo la acumulacién del AMPc si~
no también la actividad de la adenilato ciclasa, ade =~
m&s, el patr6n de biosintesis de los esteroides fue -~

idéntiCO tanto en la estimulacifn con la LH como al =~
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adicionar AMPc exBgeno. En estos estudios, la eleva -
ci6n del AMPc end6geno durante la estimulacién con la
LH precedif a un incremento en la sintesis de progeste
rona. '

En dosig bajas de LH, se observé un estfmulo de la es-
teroidogdnesis sin cambio apreciable en los niveles del

AMPc { 137 ).

La evidencia de la participacién del AMPc en la
acci6n de la FSH en el ovario, ha sido obtenida en las
células de la granulosa de los ovarios de porcino y de
la rata. Marsh ha observado gque la mayor parte o todos
los efectos de las gonadotrofinas sobre los ovarios pa

recen involucrar la formacién del AMPc ( 138 ).

‘Hay abundante evidencia de que las hormonas pep =~
tidicas controlan muchas de las actividades de sus cé-
lulaé blanco al estimular la produccién del AMPc, sin
embargo, se han observado diferencias entre los nive -
les del AMPc y las respuestas metabdlicas de los teji-
dos blanco.

Un ejemplo es la ACTH ( 139 ), que en concentraciones
pequefias estimula la esteroidogénesis sin cambios -

apreciables en la concentracién del AMPc. No obstante,
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concentraciones mayores de la hormona provocan un in -
cremento paralelo en la produccién de esteroides y de

AMPC.

A concentraciones atn mayores de ACTH, la produc-
cién del AMPc continfia en aumento, pero no as{ la es -

teroidogénesis, la cual s6lo llega a un nivel miximo.

La discrepancia entre la concentracién del AMPc y
la respuesta del tejido ha sido demostrada en el tejido
adiposo, en el hfgado y en la tiroides, al igual que

en las c#lulas de Leydig de los testfculos ( 139 ).

Se ha indicado que el AMPc puede funcionar como un
mediador de la acci6n de la LH, s6lo si actda a través
de incrementos pegquefios © por su traslacién dentro de
compartimientos intracelulares pequefios. No obstante,
se ha observade que la activacién de la protefna-cinasa
inducida por la hCG en las células de Leydig, se puede
correlacionar con los cambios en la concentracién del
AMPc, ¥y no con la respuesta esteroidogénica. AGn mids,
no ha sido posible observar un cambio en la via de la
actividad de la adenilato cilasa-protefna-cinasa du -

rante la estimulaci6n de la produccién de testosterona
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por concentraciones bajas de gonadotrofina ( 136 ).

Esto ha hecho pensar en la posibilidad de que sea
un mecanis@e diferente al del AMPc el gue podrfa ope -
rar, para mediar la accifn de la hormona sobre la este
roidogénes;s, particularmente durante la estimulacién

a concentraciones bajas de la hormona tréfica.

En la Figura 16 ( pa§. 175 ), se representa la -
posibla via, independiente del AMPc y apoyada en la di
sociacidn observada entre la esteroidogénesis y la cogi
centracién de AMPc, a concentraciones bajas de la hor-
mona.

A concentraciones mayores, se efectfia la via clésica,

AMPc~-proteina-~cinasas Marsh propone que la fosforila -
ci6n debida a la protefna-cinasa puede regular la acti
vidad de la enzima que hidroliza la cadena lateral del

colesterol { 139 ).

El aspecto de la funcién del receptor, sea como
" receptor reserva " o " receptor sobrante ", propor -
éiona un ésﬁ!mulo‘para la especulacidén y la interpre -
tacifén. Se sabe que muchas hormonas pueden estimular -
la producci6én de m4s AMPc, que el necesario para pro -

ducir en la c&lula blanco la m&xima respuesta bioldgi-
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ca ( 126~139 ). La presencia de un exceso de receptores
en la respuesta esteroidogénica de las células de Leydig
a la hCG, ha mostrado que solamente el 1% de la pobla-
cibn total de receptores necesita estar ocupado por la

gonadotrofina, para producir la respuesta mdxima.

Sin embarge, los receptores adicionales no estén
de sobra en relacifn a la actividad de la adenilato -
ciclasa, ya que su ocupacién por la hormona produce un
incremento en la formacidén de AMPc. Es probable, que el
exceso de receptores, tenga una participacién importan
te, para aumentar la sensibilidad de la célula blance
cuando circulan concentraciones bajas de la hormona, -
que puede incrementarse la probabilidad de que un nfme
ro suficiente de receptores estén ocupados para iniciar

la respuesta de la célula blanco.

FUNCION DE LAS PROTEINAS~CINASAS.

En aquellos tejidos, en los cuales ha quedado bien
establecido el mecanismo por el cual el AMPc actfia, co
mo respuesta celular a la estimulacién hormonal, se ha
demostrado que este nuclebtido cfclico actfia estimulan

do la actividad de una fosfocinasa de protefnas ( 140 }.



86

Esta enzima se localiza en el citosol, se compone
de dos subunidades cuando presenta su forma inactiva.
La subunidad reguladora ( R ) se combina con la subuni
dad catalftica ({ C), para formar la holoenzima ( RC )
inactiva que puede ser estimulada por el AMPc,

La unién del AMPc a la subunidad reguladora origina la
disociacifén del complejo RC y por consiguiente la acti

vacién de la enzima,

Si se adiciona AMﬁc exégeno, o se eleva hormonal-
mente el nivel endfSgeno de AMPc se produce la disocia-
cién de la enzima y se inicia la fosforilacifn de aque
llas protefnas que son sustratos de la protefna-cinasa.
La activacién de esta enzima parece ser el principal o
quiz&s el Gnico mecanismo, por el cual el AMPc funcio-
na como segundo mensajero en la transmisién de las se-

fnales hormonales ( 141 ).

La presencia de la protefna-cinasa, dependiente
del AMPc, ha sido demostrada en casi todos los tejidos
animales. Sin embargo, se debe indicar que en la mayo-
ria de los estudios realizados se han empleado histonas
como sustrato para la enzima y en muy pocos casos se -

han demostrado los verdaderos sustratos de estas enzi-
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mas, tal es el caso de la fosforilasa de la glucogeno-

sintetasa y de la lipasa del tejido adiposo.

La probabilidad de que esta enzima sirva para me-
diar todas las acciones del AMPc en los diferentes te-
jidos y en los diferentes organismos ( 113 ) sugiere -
la existencia de gran nGmero de sustratos especificos
localizados en los tejidos blanco, asi como, formas -

miltiples de esta enzima en las células animales.

La capacidad de la protefna-cinasa para fosforilar
diferentes proteinas, como la casefna y las histonas,
ademis de la fosforilasa cinasa, muestran su potencia-
lidad para funcionar como una protefna-cinasa general
y la posibilidad de que esta actividad actGe regulando

las diversas funciocnes fisioldgicas.

se ha sugerido que la fosforilacidn de las histo-
nas, ricas en lisina, sea un paso preliminar en la in-
duccién de las enzimas, ya que se ha mostrado que exis
te ﬁn aumento en la sintesis de proteinas como respues.
ta al AMPc ( 142 ).
Ruddon y Anderson ( 143 ), observaron una actividad de
ﬁroteina-cinasa en los nGcleos del higado de rata, que

puede ser estimulada por el AMPc.
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Jungmann et al, ( 144 ) proponen que la accién de
.las gonadotrofinas en el cuerpo lGteo, se acompafie del
transporte, del citoplasma al nfcleo, de la proteina -
cinasa de pendiente del AMPc, entre otros sitios intra
celulares.
Sin embargo, aunque la estimulaci¢n de los procesos -
biosintéticos por el AMPc sugiere que tal efecto ocu -
rre en la transcripcifén del RNA mensajero, los efectos
del AMPc¢ sobre la sintesis protéica se ha encontrado -

frecuentemente a nivel de traduccién.

Este mecanismo ha sido observado en la sintesis -
de 135 enzimas, que participan en la esteroidogénesis
de la corteza adrenal ( 145 ) y en la sfntesis de pro-
tefnas en la hip6fisis de bovinos ( 146 ). La accién -
del AMPc sobre los procesos de traduccién, sugiere que
la acci6n de la protefna-cinasa podrfa ocurrir a tra -
vés de la fosforilaci6n de las proteinas ribosomales -

( 146-).

No obstante, la capacidad de estas cinasas activa
das por el AMPc para fosforilar a los ribosomas & las
proteinas ribosomales no parecen ser un paso importan-

te en la funcién ribosomal, indicando que la fosforila



89

cién en este sitio no constituye una funcién esencial

de esta cinasa.

Las diversas funciones del AMPc asociadas a las
funciones membranales, permeabilidad, transmisifén si-~
ndptica, secrecién e inhibici6n por contacto, sugie =
ren que la fosforilaci6n de las proteinas de la membra
na plasmitica tengan una participacién importante en -
la funcibén de las protefnas-cinasas activadas por el -

AMPc; esta posibilidad encuentra apoyc al demostrarse:

a) Actividad de protefna-cinasa dependiente del AMPc
en las membranas celulares del cerebro, higado de
la rata ( 147, 148 ), y de los eritrocitos huma -

nos { 149 ).

b) En algunas fracciones de las membranas plasmiti -
cas del mfisculo cardiaco del cerdo, se ha locali~-
zado la fosforilaci6én de algunas protefnas, media

das por el AMPc ( 150 ).

c) La acci6én de algunos neurotransmisores en la si -
n&psis puede ser medida por la fosforilacién de -
una proteina especifica localizada en la neurona

postsindptica ( 151 ).
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Todas estas observaciones sugieren que los efectos
de los neurotransmisores y de las hormonas peptidicas,
en procesos de permeabilidad y la secrecifn, pueden de
pender de la fosforilacién de protefnas espec;ficas 1o
calizadas en la membrana. Sin embargo, resulta dificil
adscribir estd funci6n a la accién de todas las hormo-

nas peptfdicas.

Un segundo tema de discusibn, es que al tratar de
revigsar los diferentes datos publicados, se pueden pre

sentar dos posibilidades:

a) Que existan formas mdltiples de la protefna-cina-
sa con diferente afinidad al AMPc y diferente es~

pecificidad para su sustrato, o bien.

b) Un mismo tipo de enzima con propiedades semejan -
tes respecto al AMPc y que pueda utilizar una am-
plia variedad de sustratos y por lo tanto la res-
puesta méxima de un tejido blanco dependeria de

la cantidad de protefina-cinasa disponible.
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Langan, propone que todas las enzimas actfien sobre
una amplia variedad de sustratos y que poseen afinida~
des comparables por el AMPc, con lo cual la localiza =~
cién de la proteina-cinasa en diferentes organelos o
compartimientos intracelulares es consistente con la
capacidad potencial de esta enzima para mediar las nu-

merosas acciones del AMPc en la funcién celular ( 141 }.

sin embargo, la diversidad de las respuestas ce -
lulares a un mismo nucledtido { AMPc ) debe estar de -
terminada, por la naturaleza de los sustratos de la -
protefna -cinasa, presentes en un " sitio critico " de

la accién del nucle6tido dentro de la cé&lula blanco.

Todo esto nos lleva a pensar, que la respuesta al
AMPc, de una célula, dada, estd determinada por los pro
cesos que regulan la expresién genética y la diferen -
ciacién celular, y especificamente por la sintesis de
los sustratos esenciales que confieren individualidad
a la respuesta de cada célula blanco a la accién horme

nal.
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ASPECTOS CLINICOS DE LA ACCION HORMONAL .

1.A. PRUEBAS DE DIAGNOSTICO CLINICO PARA EL

EMBARAZO .

La placenta humana produce en abundancia las hor-
monas gonadotropina { hCG ) y la somatomatropina co -
riénicas asf como las hormonas esteroides progestero -

na y estrbgenos.

La demostracién de la gonadotropina coriénica en
15 orina, efectuada por Aschheim y Zondek en 1927, -
constituy6é la base para considerar a la placenta como
un 6rgano endocrino y la presencia de esta hormona en
el plasma materno y su excrecién urinaria proporciona

la base para las pruebas de embarazo ( 8 ).

La identificaci6n temprana de esta hormona en los
liquidos del cuerpo, mediante una variedad de procedi-~
mientog inmunolégicos y biolégicos proporciona un didg
nostico mhy Gtil del embarazo cuya presicién depende -

rd de la sensibilidad de los métodos utilizados ( 152 ).
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a) METODOS BIOLOGICOS .

Los métodos biolSgicos utilizados en los filtimos
veinte afos para la identificaci6n y cuantificacién de
la hCG en mujeres embarazadas y en pacientes con tumo-
res trofobldsticos, aprovecha la accib6n fisiol6gica de
la hormona en los animales de experimentacién; ratas,

conejos y machos de anfibios ( 16 ).

Los métodos biolSgicos mis importantes se resumen

en la Tabla XII ( p&g. 194 ).

A continuacién se hace una descripcif6n de la téc-
nica empleada en la rata y en la coneja, por conside -
rarse los m&s representativos de esta clase de deter ~

mipaciones ( 16 ).
METODO DE KUPPERMAN.

Para esta prueba se utiliza como muestra, la pri-
mera orina de la maflana, la cual se filtra y se le afia
de un preservativo, antes de realizar los siguientes

pasos.
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Ratas Wistar de 150 g son inyectadas subcutineamente
con 1,0 ml de la orina y transcurridas 24 horas de la
inyeccibn, se observan los ovarios. La prueba se con -
sidera positiva si se aprecia la reacci6n de hiperemia
la cual deberi mostrar un color rojo brillante.

Es necesario comparar la coloracién que presentan los
ovarios con la de los rifiones y el bazo como testigos

negativos.

La principal desventaja de esta prueba es la di -
ficultad para diferenciar un ovario ligeramente rosa =
do { negativo )} de uno enrojecido ( positivo ). Por lo
tanto con este método se podr&n obtener buenos resul -
tados, siempre y cuando las personas que realicen las
pruebas, ‘tengan préctica y criterio para interpretar

los resultados { 153 ).
METODO DE FRIEDMAN,

El m&todo de Friedman utiliza conejos en los gque
se induce la ovulacién por la inyecci6én de la hCG. El
procedimiento se basa en tres principios fundamenta -

les.



95

1) La coneja no ovula espontaneamente sin la ayuda
de una copulacién natural.

2) Los ovarios de la coneja responden r&pidamente a
la inyeccibn intravenosa de sustancias que contie
nen a la gonadotropina corib6nica con la formacién

de cuerpos luteos.

3) La presencia de grandes cantidades de la hormona

en la orina de mujeres embarazadas.

Friedman demostrS gque hasta una minima cantidad
de 5 ml de orina obtenida de mujeres embarazadas, da
como resultado cambios, en un perfodo de 24 hr, en las

caracterf{sticas de los ovarios de la coneja.

La prueba consiste en 6 inyecciones intravenosas
de 4 ml de orina por un perfodo de 2 dfas. Transcurri-
das 48 hr de la Gltima inyeccién, se observan los ova-~
rios. La prueba se considera positiva si se aprecia -

cuerpos hemorragicos y cuerpos luteos.

La principal desventaja del m&étodo es la dificul-
tad de realizar la inyeccién repetida en la vena mar -

ginal de la oreja de la coneja.
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Las ventajas del método es que los cambios que se
producen en los ovarios son visibles macroscopicamente
y pueden ser interpretados adecuadamente por un té&cnico
laboratoridta o por un médico quén no requiere una ins-
truccién especial. La prueba no requiere, regularmen -
te, de m8s de 2 inyecciones y puede ser observada en 1

0.2 dfas; otras pruebas requieren de 5 dfas.

La simplicidad de la técnica reduce considerable-

mente el factor de error ( 154 ).

B) PRUEBAS BASICAS PARA DETERMINAR LA HCG POR

METODOS INMUNOLOGICOS .

Una de las primeras pruebas para buscar hCG en el
embarazo fué realizada en 1903 por Liepman, quien in -
munizo a conejos con un extracto de placenta humana y
encontré que al mezclar el suero de mujeres embaraza -
das con el antisuero obtenido de los conejos inmuniza-
dos se obtenfa un precipitado ( 155 ). Estos resultados
sirvieron de base a Opitz en sus investigaciones, quien
utiliz6é un antisuero similar al usado por Liepman, sin
embargo Optiz obtuvo muchas reacciones falsas y conclu
y6 que el antisuero no era efectivo para una prueba de

diagnéstico en el embarazo ( 156 }.
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Treinta afos después, se determiné que cuando un
extracto de orina de mujeres embarazadas es inyectado
repetidamente en ratonas ( 157 ) o ratas y después de
un tiempo les es administrada nuevamente, la acci6n del
extracto sobre los ovarios de dichos animales, desapa-

rece ( 158 ).

Esto dio lugar a que se identificara una substan-
cia antigonadotrépica en la sangre, impidiendo la reac

ci6bn hiperémica.

Por mucho tiempo no se unifico el criterio de que
esta substancia antigonadotrépica fuera un anticuerpo
( 159 ). Sin embargo, se encontro una correlacién en -
tre la reaccién de precipitacién y el efecto biolégico
del antisuero frente al extracto de hormona gonadotr6-
pica. Basindose en esta evidencia Twombly, concluyd -~
que era razonable dar por sentado que el factor antigo

nadotrépico era un anticuerpo ( 160 ).

Todas estas divergencias en el concepto de que si
la sustancia antigonadotr6pica era un anticuerpo o no
dieron lugar al desarrollo de una prueba inmunolbgica
del embarazo, usando antisueros frente a extractos de

orina de mujeres embarazadas ( 161, 162 ).
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En los siguientes diez afios se mantuvo el concep-
to de que las gonadotropinas eran antfgenos que daban
lugar " a verdaderos anticuerpos ", cuando eran inyec-

tadas en animales de diferentes especies ( 163, 165 ).

La insulina fué la primera hormona determinada por

una técnica inmunolbgica { 166 ).

El método se basaba en la aglutinacifén de eritrocitos
recubijertos con insulina en presencia de antisuero an-
ti-insulina ( Read y Bryan 1960 ) aplicando una reac -
cién de inhibicién de la hemaglutinacifén, similar a la
utilizada por Berson y Yallow para la determinacién de
la hormona del crecimiento humano. Levy y Bourrillon -
estudiaron varias preparaciones de la hCG empleando an

tisueros de conejos ( Antisuero hCcG ), ( 167, 168 ).

En 1980 fueron reportados diferentes métodos para
la determinacifn inmunolégica de hCG en la orina y en
.el suero.
La inhibicién de la hemaglutinacifén de eritrocitos re-
cubiertos de hCG, requirio la estabilizaci6n de los =~
eritrocitos y que la hCG fuera fijada a ellos con un

tratamiento previo con 4cido t&nico ( 169 }.



99

Brody y Carlstrom ( 170 ), usaron una técnica de
fijacibn del complemento para medir la hCG en suero y,
Mc Kean desarrolld una prueba de precipitacién en gel

para detectar la hCG en orina ( 171 }.

La reaccibn de aglutinacién del latex fue desa -
rrollada posteriormente por varios investigadores -

(172, 173 ).

FUNDAMENTOS DE LAS PRUEBAS.

Una reaccifén inmunol6gica se presenta cuando una
protefina extrafla ( antfgeno ) ingresa en el organismo
e induce la produccién de substancias especificas 1lla
madas anticuerpos que van a combinarse entre si, me -~

diante una reacci6n guimica.

Cuando en un tubo de ensayo, en un portaobjetos
u otro soporte se ponen en contacto un antfgeno con
un antisuero especifico, se produce una combinacién -
de las dos substancias, de la cual resulta una sola de
peso molecular mayor, que gqueda suspendido en el liqui

do y luego se precipita.



En la mayorfa de las pruebas, la aglutinacién no
se puede observar a simple vista, por ello, para hacer
la aparente al ojo humano se recurre al uso de vectores
o portadores del antfgeno que tengan un tamaho o un co
lor determinado gQue permita reconocer si la reaccién -
se ha verificado; por ejemplo: eritrocitos de oveja,

eritrocitos de yegua, partfculas de latex, etc ( 174 ).

PRINCIPALES METODDS INMUNOLOGICOS.

a) Gravindex ( Ortho Pharmaceutical Col. ).

Es una prueba inmunodiagnéstica del embarazo, que
se hace con una laminilla de vidrio y que consiste en
poner sobre ella una gota de suero anti~hCG, este vi -
drio se debe luego colocarse sobre un fondo negro. Al
antisuero se le agrega una gota de la orina por ensa -
yar, si contiene hCG, esta hormona neutralizard a los
anticuerpos anti-~hCG del suero. Si la orina no contie-
ne hCG, entonces el antisuero queda libre para reaccip

nar en el siguiente paso de la prueba.
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Se agregan dos gotas del antfgeno ( particulas de
latex, recubiertas de hCG ) a la mezcla antisuero-ori-
na, Si no hay hCG, el antisuero se liga a las partfcu-
las del latex, aglutinéndolas, si hay hCG esta se com-
binari con el antisuero dejando al latex antigénico -

sin reaccionar y por tanto sin aglutinarse ( 174 ).
b) Pregnostic6n ( Organon Laboratories ).

Pregnostic6n es una prueba inmunodiagnéstica que
se realiza en tubo y en el cual se emplean glébulos ro

jos liofilizados.

El antisuero se encuentra liofilizado y contenido
en una ampolleta de vidrio con fondo cupular, esta am-
polleta al desprender la extremidad superior, se con -

vierte en un tubo de ensayo.

A través de la ahertura se deposita determinada
cantidad de la orina por ensayar, misma que disuelve
al antisuero liofilizado. Los gl6bulos rojos conteni-
dos en dos frascos-dmpula, separados, estdn igualmente
liofilizados. Con el equipo se proporciona un solvente
‘especial exclusivo para hacer la suspensién de eritro-

citos contenidos en uno de los frascos-dmpula.



Una parte de esta suspensién reconstituida se -
agrega al tubo~-impolleta que contiene la orina y el an

tisuero donde se deja en reposo durante dos horas.

Cuando aparece la formacién de un anillo, la prue

ba es positiva ( 175 ).
c) U.C.G. Test.

Esta es una prueba inmunodiagnfstica en tubo de en
sayo, en el cual se emplean gl6bulos rojos recubiertos

de hCG.

La prueba consiste en poner una determinada can -
tidad de orina por ensayar en un tubo al cual se le =~
ajiade antisuero ( 6 gotas ) y una gota de suspensibn -
de células, se agita y se deja reposar en una gradilla
durante dos horas. Si en el fondo del tubo aparece un
anillo la prueba es positiva, si no aparece s nega-

tiva ( 176 ).

Recientemente se han realizado nimerosos equipos
de UCG-TEST, para el diagnéstico clinico " in vitro ",
tales como: UCG Beta Slide Monoclonal, UCG-BETA Stat,

UCG~Slide Test, UCG-Lyphotest, UCG-Titration SET.



Los cuales representan el Gltimo avance de la tecnol6-
gia inmunolégica para el diagnostico del embarazo y -
contienen anticuerpos antisubunidad beta de la gonado-
tropina corifnica humana, que reacciona especifica y -
selectivamente con la subunidad beta de la hCG presen-

te en la orina de mujeres embarazadas.

Si una muestra carece de la subunidad beta-hCG, el
antisuero no presenta reaccidén cruzada con la hormona
luteinizante ( LH ) presente en la orina de mujeres -

premencpausicas y menopausicas { 177 ).

Kerber y colaboradores han comparado en fechas re
cientes, varias de las pruebas inmunolégicas existentes
en el comercio para identificar la hCG. Tabla XITI{ pdg.
195 ). Encontraron que algunos mé&todos, por lo menos,
los que usan la técnica de inhibicién de la hemagluti-
nacién ( pregnosticon tube test o UCG test ), eran basg
tante sensibles y, por consiguiente, era muy improba -
ble que diesen un resultado negativo falso. El proce -
dimiento requiere unas 2 horas para completarse. Ker -
ber y sus colaboradores encontrarén que uno de los en-
sayos de la inhibici6n de ldtex gue se realiza en por-

taobjetos ( test Pregnosticon Accuspheres )} en el cual



sélo requiere unos ﬁinutos'para practicarse, ofrecia
un m&ximo de ventajas y un minimo de inconvenientes.
Algunas de las demis pruebas existentes en el comercio
que empleaban los portaobjetos para estudiar la inhibi
cién de l4tex resultaron, relativamente insensibles,
ya que daban un alto porcentaje de resultados falsos

(178 ).

Es evidente que ninguna prueba inmunolégica para
la gonadotropina corif6nica es perfecta, sobre todo a
causa de la reactividad cruzada de la gonadotropina co
riénica y la hormona luteinizante. No obstante, Hobson
registra una precisifén del 92.2% en 19.887 casos en los
cuales se us6 la técnica de inhibicién de la hemagluti
naciébn ( Pregnosticon en tube ). Para lograr este gra-
do de precisi6n insiste en la necesidad de que el per-
sonal esté& especialmente entrenado a fin de reconocer
las reacciones atipicas y recomienda repetir la prueba

siempre que resulte dudosa ( 179 ).

Kerber y colaboradores realizaron un estudio en
donde ocho pruebas inmunolégicas de embarazo fueron -
comparadas en pacientes embarazadas y no embarazadas
en las siguientes categorias: pacientes con proteinu -

ria y que reciben drogas psicotropicas, mujeres que -



ingieren progestinas, mujeres postmenopausfcas y pa -
cientes con hipertiroidismo. También fueron evaluadas

pacientes con gestacifn ectopica ( 178 ).

Fueron realizadas 1661 pruebas en muestras de ori
na y suero de 206 pacientes. Todas las pruebas excepto
las de aglutinaci6n directa produjeron reacciones fal-

sas negativas, durante el sequndo y tercer trimestre.

La prueba de inhibicién de la hemaglutinacién en
tubo, detect6 gonadotropina corifnica en todos los tri
mestres del embarazo, es decir no se obtuvieron resul-
tados falsos negativos. Estos reactivos, con un rango
de sensibilidad de 700 - 1000 IU/1l son utiles para me-
dir la gonadotropina corifénica en el Gltimo trimestre
del embarazo, esto es cuando los niveles de hCG son ba
jos al igual que en la primera mitad del primer trimes

tre.

Las pruebas del tipo de inhibicién de l4tex tie -
nen un rango de sensibilidad de 1000 a 8000 IU/l y no
siempre son (tiles para detectar cantidades bajas de ~

hCG.
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En pacientes no embarazadas, con edades entre los
15 y 33 afios de edad que recibieron agentes psicotropi
cos incluyendo combinaciones de fenotiazinas, antide -
presivos, antiparkisonianos, anticonvulsantes y drogas
hinopticas, las pruebas fueron positivas con todos los
reactivos excepto pregnosticon slide UCG y pregnosti ~

con Accuspheres ( 178 ).

En grupos de 37 mujeres no embarazadas de edades
entre los 17 y 40 afos de edad que recibieron diferen-
tes combinaciones de progesteronas y estrogenos como -

anticonceptivos, todas las pruebas fueron negativas.

Wide y Gezmell observaron que el nivel de la hor-
mona luteinizante en muestras de orina de mujeres en
edad fertil fué ubicado entre 100 y 400 IU/1 de hCG.
Ello al parecer muestra que los reactivos DAP presen-
tan reaccifn cruzada con gonadotropinas hipofisiarias,
de este modo se producen las reacciones falsas positi

vas ( 180 ).
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OTRAS PRUEBAS DE EMBARAZO.

La determinacién de gonadotropinas por radioinmu=~
nodnalisis, data de 1964 en que Paul Y odell descri -

bieron un método para la hCG ( 152 ).

En 1965 Wilde y Colaboradores ( 181 ), describie-
ron un método radicinmunolégico para la dosificacién -
de la hCG.

Estos ensayos iniciales utilizaron anticuerpos anti -

hee y 113!

como marcador isotSpico de hCG. La obtencifn
de preparados gonadotrépicos hipofisiarios, de gran pu
reza en LH o FSH, adecuados para el mercaje con yodo -
radiactivo, y el uso de anticuerpos anti~hCG que cru -
zaban con la LH, dio lugar a los primeros métodos ra -

dioinmunolégicos para la LH descritos por Odell y col.,

Midgléy y Franchimont ( 182 - 184 ).

La FSH fué medida en el suero o plasma por varios
grupos de investigadores en el curso de 1967 y 1568.
La obtencifn de mejor especificidad y los procedimien-
tos para separar el complejo Ag-Ac de la hormona no -
unida, ha dado por resultado la descripcifn de numero-
sos métodos cuya utilidad, sensibilidad y especifieci -

dad ha ido sustituyendo gradualmente el uso de los bio
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ensayos para gonadotropinas ( 182 - 1B5 ).

wWide, realiz® una prueba sensible para diferen =~
ciar hCG de la LH, por medio de un ensayo paralelo de
actividad biol6gica en dos sistemas radioinmunolégi -

cos ( 186 ).

La prueba se realiz$ en muestras de plasma y ori-
na de dos mujeres., Las muestras fueron tomadas diaria-
mente a partir del dfa de ovulacibn, hasta el ciclo de
concepcién. Una reaccibn positiva de embarazo fué re -
gistrada entre 8 y 10 dfas despu&s de la ovulacibn y
por lo tanto de 4 a 5 difas antes de la mestruacifn. El
dfa de ovulacibn es determinado a partir de los cam -
bios de la LH del plasma a la mitad del ciclo, proges-
terona y la excrecifén de la LK urinaria, pregnanediol
Y estrogenos. Los niveles preovulatorios de la LH y la
progesterona en plasma han sido estudiados por Johan -
sson y Wide, los cuales concluyen que la ovulacién ocu
rre de 24 a 48 hr., después de que se ha desarrollado
el nivel m&s alto de la LH y cudndo el nivel de proges

terona esta entre 1 y 2 ng por ml ( 187 ).
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Una preparaci6n urinaria de hCG y una de LH hi -

125

pofisiaria fueron marcadas con I , las cuales pudie_

ron ser usadas hasta por tres meses. Todas las muestras

fueron ensayadas en dos sistemas paralelos: 1125

125

hCG y
anti-hCG: I -LH y anti-LH. Para cada muestra de plas
ma u orina se di6 un valor por el Indice de discrimina
cibn de Gaddum's, Los fndices de valoraci6n para 22 -
muestras cayeron entre 0.80 y 1.20 y las grdficas co -

rrespondientes para 25 muestras urinarias conteniendo

LH fueron de 0.52 - 1.48,

Cuando la hCG se presenta en soluci6én, los fndi -
ces de valoracién fueron mds altos, 3 para hCG en plas
ma y 5.6 para hCG urinaria. La actividad de LH en plas
ma se expreso en ng/ml usando una preparacién hipofi -
siaria de LH ( Se-26-Roos ) como una referencia estan-
dar y la excrecifn urinaria de LH en IU.

{ 2a. referencia internacional para la preparacién de

la hCG ) por 24 Hr.

La gr&fica 17 ( pig. 176 ), nos muestra un ca~
s0 de embarazo normal en el cual los fndices de dis -
criminacién de la gonadotropina estuvieron dentro de

los limites de dos desviaciones estandar para LH, el
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dia +7 y para la gonadotropina plasmatica, el dfa +9.
Desde el dfa ;8 y +10 respectivamente, los valores fue
ron m4s altos, indicando la presencia de hCG y por lo
tanto de embarazo. En el dfa +13 el Indice de valora -

ci6bn para la orina fué de 4.3 y para el plasma de 2.6.

La grdfica 18 ( p&g. 177 ), se obtuvo de una ca
so de aborto espontaneo, en el cual la relacién entre
el dfa de la ovulacibn y el incremento de la actividad
gonadotropica en el plasma y la orina es similar al en
contrado en el caso No. 1. El nivel plasmatico de la go
nadotropina y la excrecibn urinaria declinaron después
del dfa +19 y dos difas mé&s tarde ambas mujeres reporta
ron un flujo vaginal similar al sangrado menstrual -

( 187-188 ).

El método usado es f8cil de llevar a cabo, no hay
pretratamiento en las'muestras y los resultados se ob-
tienen dentro de las 24 hrs., siguientes o aGn el mis-
mo dfa si es necesario. Ademds de una prueba que pro -

porciona un diagnfstico anticipado del embarazo.



También sirve de ayuda para el diagn6stico de em-
barazos ectbpicos y de otras alteraciones en que la -
produccibn y la excrecién de gonadotropinas esta aumen
tada, como ocurre en ciertas neoplasias ( coriocarcino

mas ) o con tejido corial ( 188 ) .



1.B. . SITUACION ACTUAL .

En los fltimos afios, varios investigadores han di
sefiado diferentes tipos de técnicas para mejorar el ra
dioinmunoensayo ( RIA ). Algunas de estas técnicas son
el: inmuno enzimo ensayo {( ELISA ) y el ensayo radio -
inmunometrico, han sido usadas para medir la concentra
cibn circulante de la hCG con objeto de determinar y -
corroborar su concentracifén tanto normal como patolé -

gica ( 93; 189 -~ 194 ).

Vaitukaitis en 1985, estudibé el radicinmunocandli-
sis de doble anticuerpo. El primer anticuerpo es gene-
rado al inyectar conejos u otros animales con la beta
hCG. Este anticuerpo se une a la hCG y forma un comple
jo soluble., Para precipitar ese complejo soluble, se =
adiciona a la mezcla de reaccién un segundo anticuerpo
generado contra el conejo o contra las especies que fue
ron utilizadas para generar el primer anticuerpo, la
concentrqcién de este ditimo anticuerpo se determina -
en forma empirica, y es aguella concentracibn que pro-
duce una preéipitacién médxima de el complejo inicial -
hCG-anticuerpo. La hormona libre puede ser separada de

la hormona unida por centrifugacifn, va que los com -



plejos de hCG anticuerpo-anticuerpo son insolubles.
Otras técnicas de separacién pueden también ser utili-

zadas.

Para mayor sensibilidad y precisi6bn, las mezclas
de reacci6n de la hormona inicial con el anticuerpo de
ben ser incubadas hasta gue se alcance el equilibrio,
antes de afadir el sequndo anticuerpo. Los tiempos de
incubacifn del ensayo dependen de la temperatura y el
equilibrio es alcanzado mis r&pidamente a temperatura
entre 25°C y 30°C que a 4°C. Sin embargo, la velocidad
de disociacifn del complejo anticuerpo-hormona es tam-
bién incrementado a temperaturas mayores disminuyendo
la cantidad de la hormona que esta unida al anticuer -

po.

Para generar una curva dosis-respuesta se adicio-
nan concentraciones crecientes de hCG no marcada -
( frfa ) a los tubos de ensayo que contienen una con -
centracién fija de hCG marcada con 1125 y una concen -
tracién fija de antisuero contra la beta hCG, que se
una, aprfximadamente, a un tercio de la radiactividad

‘total contenida en el tubo de ensaye. La curva dosis ~

respuesta es entonces utilizada para determinar, por
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interpolaci6n, las concentraciones de hCG de las mues-

tras de los tubos de ensaye.

Generalmente, el control de calidad de las mues -
tras se incluye en cada ensayo a concentraciones bajas,
intermedias y altas, para determinar la variabilidad -

inter e intra-ensayo { 195 ).

Recientemente, fué& reportado un ensayo especifico
y sensible, el inmuno ensayo colorimetrico sandwich-en
zima ( EIA ) para hCG con suficiente sensibilidad y es
pecificidad para su uso clinico. Las esferas del polie
tileno fueron cubiertas con anticuerpos especificos a
la hCG dirigidos contra la porcién carboxiterminal de
la subunidad beta de la hCG. En este estudio utiliza -
ron a la beta hCG-BTG como inmunogeno, ya que el anti-
suero resultante contenia mayores cantidades de anti ~
cuerpos especificos que los antisueros que se produ -
cian contra la molécula completa de hCG. La mayorfa de
los anticuerpos purificados de los sueros anti-beta -
hCG BTG mostraron casf la misma afinidad para el pepti
do carboximeterminal sintético y para el peptido carbo
xiterminal natural que contenfa algunas fracciones de

carbohidrato. Por lo tanto el " sandwich " parece de -
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tectar no solo la hCG normal, sino también una molécu-
la de hCG con algunas alteraciones en los residuos de
carbohidrato en el extremo C-terminal de la beta hCG,
la cual se encontro en algunos pacientes que presenta-

ron coriocarcinoma ( 196 }.

Otros investigadores han reportado también el -
" sandwich-EIA " para hCG utilizando la peroxidasa del
rabano como un marcador ( 197 ). Davey y colaboradores
{ 198 ) valoraron un estuche de Abbot hCG-EIA y encon-
traron que la sensibilidad del ensayo era de 0.69 mIU/ml
y la reactividad cruzada con hLH era de I al 2%. Mehta
y MacDonald ( 199 ) desarrdllaron otro sandwich-EIA ri
pido, con microplacas el cual podia medir tan pequefas
cantidades como 1.56 mIU/ml de la hCG y que tenia una
reaccibén cruzada de 3.3 a 4.2% con hLH. El método de ~
Suzuki y colaboradores es 3 a 8’veces mis sensible pa-
ra la hCG con una reactividad cruzada 10 a 40 veces més
baja con hCG que cualquiera de los mé&todos anteriores.
Suzuki utilizé un conjugado anti-hCG Fab'-HRP el cual
tiene muchas ventajas sobre otros métodos que utilizan
glutaraldehido o peryodato y que permite el desarrollo
de un ensayo muy sensible con unién inespecffica muy -

baja ( 196 ).



Ademis de las altas reactividades cruzadas obser-
vadas en los otros métodos pudieran ser explicadas por
el hecho de que los anticuerpos anti-beta hCG no tienen
una purificacién posterior. Es probable que los niveles
sericos normales en suero de adultos jovenes saludables
no pueden ser medidos exactamente por los métodos de -
Davey y Metha ( 198, 199 ), ya que los niveles circu -
lantes estan por debajo de sus limites de deteccibn por
ejemplo: 0.17 mIU/ml para los hombres y 0.16 mIU/ml pa
ra las mujeres o 46 pg/ml para los hombres, lo cual co
rresponde a 0.31 mIU/ml. Suzuki y colaboradores { 196 )
observaron que los niveles de hCG en la mujer se incre
mentan con la edad y sus resultados concuerdan con -
aquellos reportados previamente por Imagawa y colabora

dores ( 200 ) y Borkowski y colaboradores ( 201 ),

Chen y colaboradores estudiaron el efecto del ul-
trasonido sobre la cinetica de uni6bn de antigenos ma -
cromoleculares a anticuerpos unidos a una fase s6lida

( 202).
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Estos investigadores demostraron que el uso de la
energfa ultrasonica aumenta el transporte de la masa a
través de las interfases liquido-s6lido y que puede -
acelerar la unién del antfgeno a los anticuerpos inmo-
vilizados. Empleando tiras que contenian la oxidasa de
la glucosa y un anticuerpo especifico a la subunidad -
alfa de la hCG humana coinmobilizada en celulosa. Un
conjugado de la peroxidasa del rabano con un anticuer-
po monoclonal contra la subunidad beta de la hCG es =~
utilizado en la fase liquida para completar el " san -
dwich inmune ". El uso del ultrasonido para acelerar y
mejorar la unién de la enzima elimina etapas de lavado
que resultan al final de cuentas en un ahorro de tiem-
po.

De esta manera concentraciones de 25 UI de hCG urina -
ria/l pueden ser f4cilmente determinadas en menos de -

20 minutos ( 202 ).



1I.

IMPORTANCIA CLINICA DE LA hCG .

Como se indic6 anteriormente, la placenta, que es
un Organo esteroidogenico incompleto es capaz de sinte
tizar desde estadios muy tempranos de la gestacibn, al

gunas hormonas de naturaleza protefca.

La primera hormona protefca placentaria reconocida fué
la gonadotropina corifénica humana y su cuantificacién
en la orina por técnicas biolégicas y radioinmunolégi-
cas, ha permitido establecer su importancia clfinica, -
tanto en el diignostico, manejo de embarazos normales
y patol6gicos, asf como en la terapfa de diversos de -

sordenes clinicos.

El coriocarcinoma y los teratomas que contienen

células trofobldsticas, producen frecuentemente sustan

bcias similares a la gonadotropina coriénica ( hcG ), -

pero ademds existen otros tumores que, sin ser trofo =
blasticos, también sintetizan un material que inmunold
gicamente corresponde a esa misma hormona.

Una concentracifn excesivamente alta de estas gonado -
tropinas en el plasma y en la orina de estos enfermos
es (til para establecer el didgnostico. También, la de

terminaci6n de otras proteinas placentarias producto -
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de la secrecifn ectbpica, es de interé&s prictico para
el di4gnostico temprano y la valoraci6n de’ las respues

tas terapefiticas de estas neoplasias ( 203 } .

EJEMPLOS DE LA APLICACION DE LAS PRUEBAS EN LA CLINICA .
EMBARAZO ECTOPICO .

Se ha establecido que la determinaci6n temprana -
de la hCG en el suero de mujeres en las cuales se sos-
pecha de un embarazo ect6pico, es una ventaja para es-
tablecer las acciones a seggir. Numerosas investigacic
nes han mostrado que en el 80% o mds de las mujeres con
embarazo ectb6pico, se han determinado cantidades apre-
ciables de la hormona en sangre, empleando el método -
del RIA especfifico para la subunidad beta de la hCG, ~-.
esto permite diagnosticar con eficacia los embarazos
ectopicos si se realizan pruebas seriadas y se confirma
con el uso del ultrasonido. Figura 19 ( p&g. 178 )

( 203 - 206 ).

Al examinar la concentracif6n de la protefna tro -
Fobldstica en los sueros de 51 pacientes en los que se

sospecha un embarazo ectfpico, este fué confirmado en
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35 de esos pacientes. En otros casos el didgnostico in
cluy6 el embarazo intrauterino ( n=5 ), el aborto -
{ n=1 ), la endometriosis ( n=1 ) y la patologfa no pel

vica ( n=4 }.

La concentracién de la hCG fu€ evaluada en mues -

tras de sangre y orina de cada paciente ( 207 ).

Las siguientes determinaciones cualitativas fueron
realizadas: la prueba de inhibicibén de la aglutinacién
en l&tex para la hCG urinaria, la hCG, la PSBG, y la -
hPL fueron medidas por RIA y la CAP fué cuantificada

por el método colorimetrico.

Las Tablas XIV y XV( p&g 196,198 ), nos incluyen
valores pron6sticos de las pruebas, asf como la sensi-

bilidad de algunas de ellas.

Es claro que la eficiencia de los m&todos que de-
terminan la hCG en el suero fué superior a las medidas
en el suero de PSBG, hPL y de la hCG en la orina. Por
lo tanto, la eficiencia para determinar la hCG midien-
do la subunidad beta por medio del RIA, es mejor que
los resultados obtenidos al medir por RIA la concentra

ci6n de PSBG. También se observé que las medidas de hPL
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y CAP no fueron utiles para distinguir entre pacientes

que tienen embarazo ectépico y los que no lo tienen.

La mujer, durante un embarazo normal, tiene una -
concentracién normal de protefnas en suero materno, -
mientras que mujeres con embarazo ectépico o abortos
espontaneos, presentan bajas concentraciones de esos

biopolimeros ( 208 ).

Este estudio sugilere que los niveles de hCG pro -
porcionan un Iindice razonable, para saber si un embara
zo0 ect6pico ha terminado o no. Niveles mayores a 2000
mIiU/ml de hCG se asocian, con mucha probabilidad, con
un embarazo ectSpico interrumpido ( valor pron6stico =
92% ), por el contraric es poco probable que un embara
20 ectépico interrumpido muestre niveles mencres a -
2000 mIU/ml, valor pron6stico - 80% ). La eficiencia
de la prueba es del 85%. Si bien estas observaciones -
estan basadas en valores obtenidos empleando el método
del ensayo del radioreceptor, los radiocinmunoensayos -
para la subunidad beta de la hCG, ofrecen la misma in-
formacién con una mayor sensibilidad ya que no presen-

tan reacci6n cruzada con la hormona luteinizante ( 209 ).



Las diferencias en los niveles de hCG encontradas
en los casos con embarazo ectSpico interrumpido y ter-
minal no puede atribuirse exclusivamente a las diferen
cias en la edad del embrién. La duracién promedio de -
los embarazos fué& la misma en ambos grupos.

El tiempo promedio del Gltimo perfodo menstrual fué de
6.3 + 1.4 para los embarazos interrumpidos y de 6.4 -

+ 2.8 para los embarazos ectOpicos terminados.

Tratando de ofrecer una explicacifn a los valores tdn
elevados encontrados en los embarazos interrumpidos, -
se ha especulado lo siguiente: si el tejido ectbépico co
ribnico es viable y activo es m4s probable que penetre
la trompa y cause la ruptura. Siendo también probable
que produzca abundante hCG. Por el contrario un tejido
corifnico, menos saludable y menos activo tendr& menor
capacidad para invadir la musculatura tubaria y también
producir una cantidad menor de hCG. Otra posible expli
cacibn a la diferencia en los niveles de hCG es que, =
muchos de los embarazos ect6picos pierden su viabili -
dad en forma espontanea en un ambiente extrafio. El1 te-
jido gestacional no viable produce poca cantidad de

hCG y tiene la minima probabilidad de perforar la trom

pa del tubo. El grado de adsorci6n de la hCG desde el
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tubo ( embarazo ect6pico terminado ) comparado con el
de la cavidad peritoneal ( embarazo ectépico interrumpi

do ) es atGn desconocide ( 208 ).

ABORTOS ESPONTANEOS.

Para una determinada edad gestacional, los niveles
sericos de la hCG tienden a ser menores en pacientes -
que han tenido abortos espontaneos ( 203, 210 - 214 ),
que en aquellos pacientes que mostraron embarazos a tér
mino ya que no toda la informaci6n es homogénea ( 210,
215, 216 ). Se ha sugerido la combinacién del uso de la
ultrasonografia con la detefminacién de la hCG para va
lorar la amenaza del aborto. Figura 20 ( p&g. 179 )

(214 ).

La evaluacién paralela de la hCG y de la hLH, con
el radioinmunoensayo mejora significativamente la capa
cidad de identificaci6n de los abortos ( 76% ) basando
se en el ensayo de doble tiempo sugerido por Batzer et
al { 217 ), comparado con un 59% obtenido de una sola
determinacién.

Braunstein et al, observaron que las determinaciones -
seriadas incrementa la certeza en la prediccifn de los

abortos espontaneos y otros problemas tempranos del em
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embarazo { 203 }. Figura 20 y 21 ( pdg. 179, 180 }.

GESTACION MULTIPLE.

Los niveles de la hCG y de las subunidades tienden
ha estar en los niveles altos del intervalo de valores
normales en gestacién mdltiple ( 203, 217, 218 ). El1 -
valor pron8stico de las determinaciones de la hCG es -
limitado ya que no hay una clara distincibn entre los
niveles de hCG de gestaciones finicas comparados con ges

taciones mdltiples ( 203 ).

NEOPLASIA GESTACIONAL,

Como inicialmente mostré Delfs ( 219 ), posterior
mente Hertz y Colaboradores ( 220 ) y Wide y Hobson ~
( 221 ), la medida de los niveles de hCG es el crite -
rio mis importante para diagnosticar los tumores tro -
foblasticos, ademds de que ayudan a valorar el trata -
miento que se aplica en pacientes con esa enfermedad.
Las neoplasias trofoblasticas son el Gnico caso en que
la quimoterapia destruye el tumor en un elevado por -~
centaje de los pacientes que lo presentan y en que la

produccién de hormona por los tumores proporciona una



medida confiable de la actividad del tumor.

El manejo adecuado de los pacientes con embarazos
molares o trofoblasticos malignos es dependiente abso-
lutamente de la medida seriada y cuantitativa de los -
niveles de hCG por m&todos sensibles y especificos.
Pacientes con embarazos molares producen cantidades de
hCG que igualan o exceden los niveles producidos en el
embarazo normal para la misma edad gestacional. Figura
22 ( p&g. 181 ) { 219, 221,222).

Para utilizar los niveles de hCG para el diagn6stico
es necesario la medida seriada de hCG en un perfodo de
varias semanas. En la mayorfa de los pacientes con em-
barazo molar, los niveles de hCG caen en una meseta fi
nal del primer trimestre y/o se elevan dramaticamente
en proporcifn al incremento de {a masa celular del tro

foblasto ( 219, 222 ). -

Una vez que el embarazo molar es evacuado los pa-
cientes muestran una caida progra2siva y espontanea en
sus tftulos de hCG. La mayorfa de los pacientes alcan-
zan sus tftulos ya de remisi6n 15 semanas después de -
1la remocién por histeractomfa ( 223-225 ), o 13 semanas
después cuando la evacuacién fue hecha por succién -
{ 224,225 ). Las medidas exactas y cuantitativas de los

niveles de la hCG permiten también identificar a 1 en 7
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pacientes quienes finalmente desarrollan un tumor co -
riénico que requiere la terapfa adicional ( 219, 223~
225 ). El Gnico medio exacto para determinar esto y va
lorar el potencial maligno de la mola hidatidiforme es
siguiendo la regresién de los tftulos de hCG a inter -
valos semanales. Varios laboratorios han informado de
diferentes tipos de curva para la desaparicifn de la -
hCG serica despu&s de haber evacuado la mola hidatidi-
forme ( 226, 227 ). La mayorfa de los pacientes que mos
traron curvas de regresifn desviadas o diferentes du -
rante su incremento, después de la curva de regresién
post-evacuacién pueden ser identificadas en 3 semanas

y el 87% de ellas en 6 semanas ( 223 ). Figura 23 ( péq.

182 ).

Esas pacientes generalmente tienen una enfermedad tro-
foblastica residual y son candidatos para una terapfa

temprana ( 225-227 }.

Por otro lado, cudndo una paciente muestra una -
curva de regresién que no se des&ia de la curva de re~
gresifn normal postmolar o una vez reconocida la mola,
el médico tiene un alto grado de certeza dentro de po-
cas semanas después de la evacuacibn de que la pacien-

te llegard sin problemas a un tftulo de remisién com -
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pleta. Después de que los valores de hCG llegan por -
;bajo de niveles no medibles durante 3 meses consecu-
tivos las muestras de suero son analizadas mensualmen-
te durante 6 a 12 meses, pasado ese tiempo se deberin

tomar muestras cada 3 meses durante el segundo afo -

( 46,50 ).

El marcador mis efectivo para cualquier cincer es
la hCG producida por el coriocarcinoma. Por m&s de 20
afios la hCG ha sido el mejor monitor del curseo de la -
enfermedad y respuesta a la guimoterapia ( 226, 230, -
231 ). valorar la velocidad con gque disminuyen los ni-
veles de la hCG después de ia cirugfa o la quimoterapfa
es esencial para un manejo adecuado del coriocarcinoma
( 225, 226 ). Los niveles séricos de la hCG deben ser
medidos cada semana y dependiendo del curso que mues -
tren los niveles de hCG serdn las caracteristicas de la
terapfa que se deberd seguir; por ejemplo si se obser-
va una disminucién en los niveles de hCG dentro de las
tres primeras semanas de tratamiento, esto es una dis-
minucién de 10 veces en los niveles de hCG la terapfa
debe ser suspendida de inmediato, una disminucién menor
a 10 veces garantiza la quimoterapfa y si no se observa "

un cambio en la concentraci6n de hCG o bien se observa
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elevaci6n, esto indica la necesidad de cambiar a una -
quimoterapfa diferente. Si los niveles de hCG alcanzan
niveles no medibles durante tres semanas consecutivas
es sefial suficiente para no suministrar una terapfa més
y los pacientes serdn sequidos cada mes durante los si-
guientes seis meses y cada mes por el resto de un afo.
La relaci6én de los niveles de hCG en suero y en lfquido
cefalorraquideo debe ser utilizado para detectar y eva-
luar metastasis cerebrales en pacientes que mostraron -

coriocarcinoma ( 230, 231 ).

TUMORES TESTICULARES.

Las determinaciones de la hCG son partfcularmente =~
Gtiles en lags células germinales testiculares. Hay un -
amplio acuerdo que la medida de la hCG serica, junto -
con la medida de la alfa-protefna ( AFP ), permiten de-
terminar en forma mis precisa que otros métodos, la eta
pa del desarrollo que se encuentra el céncer testicu --
lar { 232-236 ). M3s tarde, los ensayos seriados de -
hCG y alfa-fetoproteina nos dan el método m&s sensible
de valorar la respuesta de los tumores de células germi
nales no seminifera al tratamiento y también nos dan el

medio m&s temprano para detectar una recafda. Es impor-



tante que el medir los niveles tanto de hCG como de al
fa-feto proteina en los pacientes con cincer testicu -
cular yva que se han reportado algunas diferencias entre

ambos marcadores ( 232 - 236 ).

También, la velocidad de desaparici6n de la alfa-fe
to protefna ( vida media = 5.5 dias ) es mis lenta que
la de la hCG ( vida media = 1 a 2 dias ), por leo que -
en respuesta a la terapia, cada proteina mostrara una
variaci6én diferente en su velocidad de recambio. La de
terminacién de la hCG tanto en el suero como en el 1{-
quido cefalorraquideo es de gran utilidad en el diagnés
tico y evaluacibn del tratamiento de los tumores intra

craneales de células germinales ( 236 ).

CRECIMIENTOS MALIGNOS NO TROFOBLASTICOS .

. Hay una gran cantidad de literaturas que documen-
tan la presencia de una sustancia inmunoreactiva seme-
jante a la hCG en el suero de pacientes con neoplasmas
no trofoblasticos.

La Tabla XxvI ( p&g. 200 )}, resume muchos estudios
en los cuales esa sustancia inmunoreactiva semejante a

hCG en el suero de pacientes con céncer fué determina-



da por el método del radioinmunoandlisis. La inciden -
cia total de ia produccibén no trofoblastica de hCG -
19.5% concuerda con la incidencia reportada reciente -
mente por Braunstein en una recopilaci6n de un gran nf
mero de estudios ( 19.3% ). Es evidente de los datos -
de esta Tabla que la frecuencia m&s alta de los niveles
positivos de hCG se presenta en pacientes con tumores

ginecolégicos,del seno, pulmonares y del tracto gastro

intestinal o en melanomas malignos { 237 ).

CANCER GINECOLOGICO .

La incidencia mis alta de pacientes que presentan
la sustancia inmunoreactiva similar a hCG con enferme-
dades ginecolégicas, se refiere mds notablemente al -
carcinoma ovarico y al cervical. La mayor parte del -~
interés generado en esos casos se refiere a la capa -
cidad potencial de que esos tumores tuvieran como mar-
cadores los niveles de la sustancia inmunoreactiva si-
milar a hCG. Sin embargo la infbrmacidn obtenida hasta
el momento refleja mds bien una incertidumbre hacia es

te dato.
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Fishman et al ( 238 ) encontraron que los incre -
mentos progresivos de la sustancia inmunoreactiva si ~
milar a hCG se correlacionaban con la extensién de la
enfermedad tanto del ovario como de otros cé&nceres.
Semaan et al ( 239 ) demostr6 la sustancia inmunoreac-
tiva similar a hCG en 29 de 65 pacientes con cdncer -~
ovarico ( 45% ). Los niveles mis altos encontrados fue
ron de 50 mI/ml, pero la mayorfa de ellos estuvieron
en la zona limite de 3 a 5 mIU/ml, niveles que son po-
co importantes desde el punto de vista clinico.

En vista de que no se motr6 una relacifn entre los ni~
veles de la hCG inmunoreactiva del lactogeno placenta~
rio humano y de los antfgenos carcinoembrionarios con
el curso de la enfermedad los investigadores conclu -
yerén que la determinaci6bn de esos marcadores no tie -
nen ninglin valor si se desea valorar el estado clinico
de los pacientes o determinar el efecto de la terapia.
Algunos investigadores han llegado a las mismas conclu
siones cuando se han realizado estudios con cdncer ute
rino o c¢céncer ovarico con objeto de determinar la im -
portancia de estos marcadores ( 240, 241 ).

Se encontro Que la sustancia inmunoreactiva similar
a hCG era mucho menos dtil que la glucoproteina beta-1

especifica del embarazo o bien el antfgeno carcinoem. -
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brionario, y la alfa-feto protefna tenfa solamente un
valor limitado, principalmente para aquellos casos en
que se deseaba monitorear clncer de mama, cdncer de -
tractogenital y c&ncer de las vias respiratorias. En -
un estudio de 80 pacientes con céncer invasive, no se
encontro que la hCG fuera un marcador tumoral adecuado,
aunque el antigeno carcinoembrionario y la hCG fueron
indicadores de una enfermedad recurrente en un pequefio

porcentaje de los pacientes ( 242 ).

En contraste con los resultados antes descritos,
Donaldson y colaboradores { 243 ), encontraron que los
niveles plasmaticos de la hCG era un marcador tumoral
muy Gtil principalmente en céncer ginecolbgico y parti
cularmente cuando esas concentraciones se correlacionan
con los ensayos de AFP y antigeno carcinocembrionario.
Antes de la terapia, m&s del 85% de los pacientes con
céncer ovarico o cervical mostraron niveles plasmati -
cos elevados de 1 o m&s de esos antigenos; mientras que
el 22% de la poblacién con céncer tenia solamente posi
tivo para hCG. Las concentraciones del material inmuno
reactivo similar a hCG estuvieron elevadas en pacientes
con cistadenocarcinoma seroso del ovario y en pacientes

con carcinoma de las células escamosas queratinizadas
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del cervix. Los niveles plasmaticos de los antigenos se
correlacionaron con la diferenciacién de los tumores y
las etapas de la enfermedad y generalmente regresaron

a sus niveles normales 2 o 3 semanas después de dque Se
sigue la terapia. De los 3 marcadores, el de falsos po
sitivos m&s bajos fué el de la hCG ( 3%, si se compara
con 22% de la alfa-feto protefna y 18% del antfgeno -

carcincembrionario ).

Kurman y Norris { 244, 245 ) han sugerido que la
produceidn diferencial de alfa-feto protefna y de hCG
podian ofrecer una forma realista de distinguir los tu
mores endodermicos de los carcinomas de las c&lulas em

brionarias.

CANCER DE MAMA.

Los‘valores de la hCG serica que sirven para rea-
lizar una prediccibn ho han sido bien demostrados para
el carcinoma mamario. Tormey et al ( 246 ) y Gucalp y
Firat ( 247 ) concluyeron que los niveles de hCG séri-
cos pueden ser de valor pronéstico en el carcinoma de
mama. Franchimont et al {( 248 ) encontraron que las de
terminaciones de hCG y de la subunidad beta de la hCG,

cuando son utilizadas junto con otros marcadores ( al-
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fa-feto protefna, antfgenoc carconoembrionario, caseina
- K}, se corx:elacionaron con el curso del céncer de ma
ma y otros mis. Por otro lado, Coombes et al { 249 ) no
encontraron utilidad a la determinacién de la subunidad

beta hCG en diferentes etapas del cancer de mama.

Cove y colaboradores ( 250 ), no obtuvieron eviden
cias de que la hCG o la beta hCG son producidas comun -
mente por el cdncer de mama, pudieran ser utilizados -

como marcadores tumorales en el céncer de la mama.

OTROS TIPOS DE CANCER.

Los niveles séricos elevados de un compuesto in -
munoreactivo similar a hCG fué encontrado en pacientes

.con tumores de las células de los islotes pancreaticos.

El 33% de estos pacientes, tenian en su suero una can -~
tidad medible de hCG, sin duda la frecuencia mis alta
para cualquier tumor del tracto gastrointestinal ( 251 ).
Sin embargo Gailani et al encontraron poca o ninguna -
elevacién de los compuestos inmunoreactivos similares a
hCG en el plasma de pacientes con neoplasm;s del tracto
digestivo ( 252 ). Mackie y colahoradores { 253 ) no -

observaron valores medibles de la hCG como un marcador



para el diagnéstico del cdncer pancréatico y tampoco
encontraron diferencia entre los niveles sistémicos y
de la porta de la hCG inmunoreactiva en pacientes con
cédncer pancréatico. Ruibal et al ( 254 ), encontraron
que la medida del antfgeno carcincembrionario asf como
de la hCG no mostraron incrementos significativos en
los casos positivos del cdncer del tracto digestivo que
pudieran ser detectados midiendo solamente los niveles

del antfgeno carcincembrionario.

La elevacién de los niveles séricos de la hCG o de
la subunidad beta-hCG esta bien documentado en el caso
del carcinoma del pulmén y en otros cinceres no trofo -

blasticos. Tabla xvI ( p&g. 200 ) { 248, 249 ).

Se necesita realizar estudios prospectiveos antes
de que se pueda establecer la utilidad clinica de la -~
hCG como un marcador del tumor. En general, los nive -
les séricos de el material inmunoreactivo similar a -
hCG en pacientes con tumores no trofoblastico§ son ba -
jos. An esos niveles bajos podrfan tener valor diagnés
tico, si marcaran los procesos malignos, pero esos nive
ies son menos Gitiles, si se desean utilizar como un medio

para monitorear el curso de la enfermedad. Es posible -



también que algunas sustancias que dan reaccién cruza-
da, pero diferentes de la hCG pueden estar presente en
el suero de algunos pacientes. Este problema puede va-
riar entre laboratorios diferentes, dependiendo del an
ticuerpo utilizado en el radioinmunoandlisis para hcCu,
y es m&s diffcil excluirlo en aquellos que contienen ni
veles muy bajos del suero compuesto inmunoreactivo si -

milar a hCG.

Algunos investigadores han informado de la presen-
cia frecuente de resultados falso positivo con el antf-
geno carcinoembrionario y con el hCG y'varios otros han
observado la presencia de la hCG inmunoreactiva o de
sus subunidades en el sueroc de pacientes con enfermeda-

des gastrointestinales no neoplasicas ( 248 ).

Es m&s, la mayorfa sf no es que todo los tejidos,
contienen bajos niveles de alg@n compuesto inmunoreac-

tivo similar a la hCG { 255 ).

Esas observaciones muestran que se debe ser muy
cauteloso en la interpretacifn de los resultados que -
muestren algGn compuesﬁo positiQo similar a hCG para -
ser utilizado como un marcador del cdncer. McIntire et

al { 256 ) ha elaborado una gufa resumida para el uso de
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marcadores en el didgnostico del céncer.

Quizas con esa gufa, la importancia de las determinacio -
nes de hCG en el difgnostico y seguimiento del céncer =~

no trofoblastico, diferentes del tumor de c&lulas ger -

minales del testiculo, pueden ser definida m&s claramen

te.

Se han propuesto muchas explicaciones para enten -
der las diferencias encontradas entre el estado clinico
y los niveles de hCG en pacientes con crecimientos ma -
lignos no trofoblasticos. Una posibilidad es de que los
tumores esten comprendidos en una poblacifén heterogénea
( Multiclonal ) de células productoras de hCG y de célu
las no productoras de hCG con diferentes velocidades de
crecimiento y una susceptibilidad variable a la radia -
cién o a la quimoterapfa ( 257 ). Otra posibilidad es =~
que el volumen de el tumor puedg ser menor que la pro -
duccibn de hCG, cambiandc el nGmero de células prolife-
rativas. Algunas drogas pueden producir cambios en las
velocidades de desaparicifn metabolica de hCG, pero no
producen ninglin cambio, en las células marcadoras que
la producen. También puede existir una secrecién redu -
cida de hCG con un incremento en el nGmero de metasta -
sis o bien con un blanco nitrogenado negativo ( 246 -

248 ).



IMPORTANCIA CLINICA DE LAS DETERMINACIONES DE LA SUB -

UNIDAD ALFA .

En los Gltimos afios, la molécula de hCG ha sido -
biogquimicamente caracterizada. La hormona biol6gicamen-
te activa consiste de una subunidad alfa y de una sub -
unidad beta en asociacién no covalente. Aunque las sub-
unidades alfa y beta difieren una de otra en la compo -
sici6n de aminodcidos, la subunidad alfa es idéntica en
la composicibn de amino&cidos y en su secuencia a la -
subunidad alfa de otras hormonas glucoprotefcas hipo -
fisarias, como la hormona estimulante de la tirotropina,
la hormona estimulante del folfculo y la hormona lutei-
nizante. Por lo tanto, todas las cuatro subunidades al-~
fa son intercambiables y pueden recombinarse con cual -
quiera de las subunidades beta de las cuatro glucopro -
tefnas diferentes para formar un producto con actividad
biolégica caracterfstica y especifica de la subunidad -

beta.

Aunque faltan algunos detalles por ser estudiados,
las principales etapas en la secrecifn de la hCG pueden
ser resumidas como sigue. La biosintesis de la hCG in -
volucra la sintesis por separado de cada una de las sub

unidades de su mMRNA respectivo .
. N -



Posteriormente, el carbohidrato se une a cada subunidad
por una serie de reacciones complejas, Las subunidades
completas se combinan con otras antes de ser secretadas
como la hCG intacta.

En muchos casos hay también, la secrecién de subunidades
alfa libres, probablemente como resultado de una scbre-
producci6n de esa subunidad en relacién con la subuni -
dad beta. Es posible que la regulacién de la sintesis -
en el trofoblasto se realice de manera separada para la
subunidad alfa y la subunidad beta, siendo las sintesis

de la subunidad beta el paso limitante ( 255 ).

Existen muchos articulos en donde se refieren a la
produccién en forma aislada o no balanceada tanto de la
hCG como de sus subunidades, por algunos tumores, con -
un aumento en la secrecién de la subunidad alfa libre
( 250, 255, 258; 270 ). En el emﬁarazo temprano la pla
centa secreta preferentemente la hCG completa, sin em -
bargo, se puede encontrar poco de cualquiera de las sub
unidades. Después de las semanas 8 -~ 12 del embarazo en-
donde se observa el pico de la hCG, los niveles de la
hCG completa disminuyen mientras que los de la subuni -
dad alfa se incrementa hasta el dfa del parto. Muchos -

tejidos malignos no trofoblasticos del humano y varias
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1$neas celulares en cultivo de tejido secretan prefe -
rentemente la subunidad alfa de las hormonas glucopro -
tefcas; solo pocas lineas secretan predominantemente -
Ias subunidades beta. Esas observaciones son consisten-
tes con la hipotesis de gue pueden ocurrir una secrecitn
no balanceada de las subunidades alfa y beta. Esta se -
crecibén no balanceada ofrece una raz6n para medir los -
niveles, tanto de la subunidad alfa y de la hCG en al -
gunas enfermedades obstetricas y ginecolfgicas as{ como
marcadores tumorales en tejidos malignos no trofoblasti

COS.

LA SUBUNIDAD ALFA EN LAS ENFERMEDADES TROFOBLASTICAS

DURANTE LA GESTACION .

Dawood y colaboradores { 259 ) observaron en pa -
cientes que mostraban carcinoma y que eventualmente de-
sarrollaron metastasis cerebrales, que los niveles de -
la subunidad alfa se incrementaron, mientras que los de
la subunidad beta y de la hCG total disminuian o alcan-
zaban niveles no medibles. As{, sin monitorear los nive
les de la subunidad alfa sola, la persistencia de la en

fermedad puede ser distorsionada cuando los niveles se-
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ricos de la hCG fueran normales, pero que Se presentaran
pequefios focos de células tumorales que producen solo -
la subunidad alfa. Nishimura y colaboradores {( 260 )}, -~
encontraron que la respuesta a la terapia de algunos pa
cientes con mela hidatidiforme o coriocarcinoma era re-
flejada mds ripidamente por los niveles de la subunidad
alfa que por los niveles de la hCG. La base de esta im-
portante observacibn es indudablemente la vida media -~
plasmatica de la subunidad alfa, que es mis corta si se
compara con la vida media de la hCG. Quigley y colabora
dores { 261, 262 ), sugirieron que las medidas de ruti-
na de la subunidad alfa en pacientes tratados exitosa -
mente para las enfermedades trofoblasticas podfan ayu -
dar a identificar aquellos pacientes gue requerfan una
quimoterapia adicional o un tratamiento m&s energico.
Esos investigadores encontraron que la determinacién de
la subunidad alfa era fitil en detectar la recurrencia en
pacientes con remisién que presentabancoriocarcinoma -
siempre y cuando la secrecifn hipofisiaria de la gonado
tropina fuera primero suprimida con anticonseptivos ora
les { 262 ). Las gonadotropinas hipofisiarias entrecru~
zan el radicinmunoandlisis, para la subunidad alfa ya -

que ellas contienen subunidad alfa. Quigley y colabora-



dores ( 262 ), sugirieron que se deban tomar en cuenta

la medida rutinaria de la subunidad alfa en aquellos pa
cientes que son seguidos después del tratamiento de una
neoplasia trofoblastica gestacional una vez que no mues
tren hCG ( empleando un radioinmunoandlisis para la sub
unidad beta ) y recomendaron en esos pacientes el uso -

de una terapia supresora de gonadotrofina hipofisiarfa.

DETERMINACION DE LA SUBUNIDAD ALFA EN OTRAS CONDICIONES.

Gaspard v asociados ( 263 ), midieron en la madre
un incremento de los niveles sericos de la subunidad
alfa y/o en la relacibén alfa: hCG ( o subunidad alfa:
subunidad beta ) en pacientes con aborto inevitable, em
barazo ectopico preclamsia o eclampsia,

Bsto podria deberse.a la preservacifn del citotrofoblas
to m&s que de las células del sinciciotrofoblastico du-
rante la hipoxia ( 263, 264 ).

La evidencia inmunocitoquimica sugiere que el citotro -
foblasto es el sitio de sintesi§ de la subunidad alfa,
mientras que el sincitio podrfa ser la fuente de la sub
unidad beta y el ensamblaje de las subunidades en la -

hCG completa ( 257, 263 ).
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En estudios preliminares, Benveniste y colaborado-
res { 265 ) encontraron niveles de la subunidad alfa -~
anormalmente elevados, pero los niveles de hCG, eran -
normales en pacientes diabéticas, embarazadas y en pa -
cientes en el tercer trimestre y que presentaban un re-
tardo del crecimiento fetal. La subunidad alfa prevale-
ce en el suero de pacientes con fallas cronicas renales
{ 258, 266 }. Existe evidencia de que los niveles seri-
cos de hCG y de ambas subunidades en el suero materno -
durante las primeras 20 semanas del embarazo son mis al
tas con feto hembra que con feto macho ( 267 ). Los ni-
veles de inmunoreactividad contra la subunidad alfa son
m&s altos en la mujer postmenopausica que en la mujer -
premencpausica o en los hombres, reflejando probablemen
te una reaccibn cruzada en las gonadotrofinas hipofisia
rias que circulan en mayor concentracién en la mujer -

durante la postmenopausia ( 268 ).

LA SUBUNIDAD ALFA COMO UN MARCADOR TUMORAL NO TROFO -~

BLASTICO .

Los niveles séricos elevados de la subunidad alfa
han sido observados en una gran variedad de enfermeda -

des malignas no trofoblasticas incluyendo el céncer del
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tracto gastrointestinal, del pulm6n, de la mama y otros
( 268, 269 ). La gastrina serica y la subunidad alfa pa
recen ser los marcaderes tumorales mds fitiles cen el ma-

nejo de pacientes con gastrinoma metastasico ( 268, 269

MacFarlane y colaboradores ( 270 ) encontraron los
niveles de la subunidad alfa elevados en 21 de 56 pa -
cientes premenopausicas ( 38% ) y 22 de los 106 pacien-
tes postmenopausicas ( 21% ) que mostraron céncer prima
rio de 13 mama al tiempo de presentacién. Los niveles -
altos de la subunidad alfa fueron observados en el sue-
ro de 7 de 59 pacientes ( 12% ) con enfcrmedad benigna
de la mama. En ese estudio se mostro una correlacién -
significativa entre los niveles de la subunidad alfa y
el estado o etapa de la enfermedad'en las pacientes pre
menopausicas con c&ncer de mama, pero no fué asi en las
pacientes postmenopausicas. Asf, en las pacientes pre -
menopausicas con clncer de mama, altos niveles de sub -
unidad alfa al tiempo de la presentacién del cdncer con
el tumor primario pueden ser la indicaci6n de una prog-
nosis pobre. Por otro lado Cove y coiaboradores { 250 ),
no observaron una diferencia significativa en los nive-
les del suero de la subunidad alfa entre pacientes con

cédncer mamario local antes o después de la reseccibn del
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tumor, ni en pacientes con la enfermedad avanzada y con
trolada.

Esos investigadores concluyeron qgue la subunidad alfa
se encuehtra en pocas ocasiones en concentraciones su-
ficiente altas en el suero para gque sean de valor como

un marcador tumoral en este tipo de cféincer de mama.

Rutanen ( 269 ) analiz6 los niveles circulantes -~
de la subunidad alfa en 101 pacientes con cincer gineco
16gico y encontro que no hay diferencia con los sujetos
control. Concluy6 que la subunidad alfa no tiene valor
como un marcador tumoral en el céncer ginecol6gico no
trofoblastico. Braunstein y colaboradores ( 268 ), mi -
dieron los niveles de la subunidad alfa en 957 pacien -
tes no embara;adas con enfermedad benigna y 683 pacien-
tes con la malignidad no seleccionada.

Hubo una considerable superposicién de los niveles de
subunidad alfa en pacientes con la enfermedad benigna
y aguellos que mostraron crecimiento maligno. Cuando
los pacientes fueron agrupados de acuerdo a la etapa =~
de la enfermedad, no hubo diferencia evidente en la con
centracidn serica de la subunidad alfa entre los grupos,
sugiriendo que los niveles séricos de la subunidad al -

fa no estan directamente relacionados al tumor. Méds -
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afin, los niveles de la subunidad alfa no se correlacio-

nan con el estadio clfnico., Esos autores concluyeron -

que la diterminacifn de la subunidad alfa en el suero
no es Gtil para discriminar pacientes con c&ncer o pa -
ra seguir el curso clinico de la mayorfa de los cénce -~

res.

En una serie gue incluyé 532 pacientes con céncer,
Blackman y colaboradores { 272 ) midieron los niveles
séricos de las subunidades alfa y beta especialmente -
cuando se miden combinadas, fueron marcadores potencial
mente utiles para algunas enfermedades.

Ellos enfatizaron, sin embargo que la utilidad clinica
actual de esos marcadores permanece por ser establaci-

da en estudios prospectivos { 271 ).



IIT.~ TRATAMIENTO .

La hCG ha sido usada en la clfinica desde 1930, -
unos anos después de ser descubierta en la orina. Es -
la gonadotropina que ha sido empleada por mds tiempo y
que se sabe mucho de sus efectos. Su aplicacién duran-
te la fase folicular en mujeres menstruando normalmen-
te, mostro no tener efectos. En la fase secretora pue-
de provocar la ruptura del folfculo y la formaci6n del
cuerpo luteo; como se puede evidenciar por un aumento
en los niveles de pregnandiol en la orina. En presen -
cia de un cuerpo luteo fresco la hCG puede mostrar un
efecto trofico y prolongar su vida funcional, como con

secuencia se prolonga en ciclo menstrual.

En el humano, la ovulacién involucra, al menos,

tres proceso principales:

1) El crecimiento y la maduracién de un folfculo,
2) La ruptura del mismo folfculo con la descarga de
un ovulo, y

3) La formacién de cuerpo luteo.

El crecimiento de un folfculo que alcanza en Su

maduracifén la etapa del " antro ", marca el inicio de
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cada ciclo y es controlado por la FSH. La ruptura del
mismo foliculo con descarga del ovulo requiere de un

incremento abrupto en la secrecién de la LH.

En 1938 Engle obtuvo, en monos, crecimiento del
foliculo y su ruptura al administrar gonadotrofina del
suero de yequa embarazada, la cual contiene principal-
mente actividad de FSH y hCG, y esta muestra actividad

de LH ( 272 ).

En 1957 Van Wagenen y Simpsen ( 273 ) indujeron
la hiperovulacién en hembras del mono, por la adminis-~
tracién de FSH y LH de pituitarias de oveja o bien em-
pleando extractos de hipofisis de monos. Resultados si
milares fueron obtenidos por Knobil y su grupo en -

1956 en monos hipofisectomizados ( 274 ).

En el hombre, la induccién de la ovulacién ha si
do obtenida empleando gonadotrofinas con actividad de
FSH y hCG, obtenidas de la hipofisis de animales, sue

ro de yequa embarazada y orina de mujer embarazada.

Gemzell estudi6 42 mujeres con amenorrea primaria
o secundaria a las cuales suministro diariamente una

‘inyeccibn de 6000 IU de hCG durante 6 dfas. Una de es



149

tas mujeres fué tratada regularmente durante un aifio
con 3000 IU de hCG por 3 dfas con intervalos mensua -
les, obteniendo en cada tiempo evidencias de ovulacién
y menstruacifn. Cuando la dosfs de hCG fueron disminui
das a 1500 IU/dfa no ocurrib la ovulacién ( 272 ).
As{, el principal objetivo del tratamiento fué contro-
lar la ovulacién que ocurre de 12 - 24 horas después
de la primera inyeccién de hCG, durante los primeros -

12 dfas de tratamiento,

La hormona pituitaria del foliculo-estimulante,
humana ( HPFSH ) y la hCG fueron administradas conjun-

tamente, desde el comienzo del tratamiento, la ovula -

cibn ocurrib en los 7 u 8 dfas posteriores al trata
miento. El crecimiento de los ovarios y la excrecién -
elevada de estrogenos y pregnanediol sugieren que un -
graﬁ nGimero de foliculos fueroﬁ estimulados. En con -
traste, las gonadotrofinas de origen animal, no produ-
jeron reacciones sensibles o formacién de anticuerpos

y consecuentemente pudieron ser usados por un perfodo

indefinido de tiempo { 272 ).

Garagorri y colaboradores, estudiaron el efecto
de la terapia con hCG de 153 nifios con criptorquidia

unilateral o bilateral y que tenfan edades entre 6}ﬁe-



ses y 4 afios y medio. El tratamiento consistio en nue
ve inyecciones intramusculares de hCG durante 3 sema~-
nas o en dfas alternos. La edad al inicio del trata -
miento fué de 6 a 11 meses en 25 pacientes, de 12 a 23
meses en 40 pacientes, de 24 a 35 meses en 34 pacien -
tes, de 36 a 47 meses en 25 y de 48 a 59 semanas en 29
de ellos. Las dosis de hCG por inyeccién vario de 500
IU ( 70 pacientes ) a 1000 IU ( 6 pacientes ) o 1500 -
IU ( 77 pacientes ). En relacifn a la superficie cor -

poral, la dosis promedio fué de 2,100 IU/mz.

Para valorar los resultados del iratamien;o fué
practicado un &xamen médico entre 1 y 3 meses después
de la novena inyeccién. La posicién del testfculo sin
descender fué clasificada como abdominal e inguinal -
alta, media o baja. El tratamiento fué considerado exi
toso cuando el o los testiculos descendian hacia el es
croto. 5i descendian del abdomen o del anillo inguinal
hacia la posicifn inguinal ﬁedia o baja se consider§

un éxito parcial,

Los resultados mostraron una falla en el 72% de
los casos, éxito en el 12.4% y é&xito parcial en 15.6%.

En el 2° grupo los #&xitos fueron mayores en los casos



con criptorquidia bilateral y en las fallas no hubo di

ferencia.

La respuesta de los pacientes a la administraci6n
de hCG fué muy variada entre los individuos. No se ob-
serv6é correlaci6n entre las dosfs usadas y los resulté
dos obtenidos, por lo tanto las dosfs de hCG utiliza =
das en este estudio no ofrecen buenos resultados para
obtener la migracién de los testfculos criptorquidicos
en nifios menores de 3 afios y tienen un éxito limitado

en edades entre 3 y 4 afos ( 275 ).

En los iltimos afios se ha hecho uso de la hCG hu-

mana en el tratamiento de la infertilidad del hombre.

Mehan y Chehval ( 276 )} realizaron un estudio con
128 hombres infertiles, los cuales fueron tratados con
hCG humana como tratamiento. Los pacientes fueron di-

vididos en 5 grupos:

Grupo I. Formado por 40 pacientes, los cuales fueron
tratados con hCG, después de una mala respuesta al tra’
tamiento del varicosele por la ligadura de la vena es-

permatica interna.
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Grupo II. Incluyé 6 pacientes con varicosele y tra-

tados con la hCG poco antes de su curacidn.

Grupo IIXI. Incluyd 12 pacientes tratados con hCG en
donde se observ6 un incremento en la hormona estimulan
te del folfculo y una biopsia testicular que excluye=-

ra el reestablecimiento de la espermatogenesis.

Grupo 1IV. Formado por 23 pacientes, con oligospermia
idiopatica, cuya cuenta espermatica era menor a 20 mi-

llones por ml.

Grupo V. Inclufa 47 pacientes clasificados como nor
mospermicos, 21 de ellos con cuenta espermatica entre
20 y 50 millones por ml y 26 pacientes con valores -

iniciales mayores de 50 millones por ml.

De los 40 pacientes del Grupo I, 17 lograron pro
ducir un embarazo, ( 42.5% ). En estos pacientes la -
cuenta espermitica se incrementé con el tratamiento de
18 a 56 millones por ml y la viabilidad de los esperma
tozoides de 34 a 61%.
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En el Grupo II, no hubo &xito con el tratamiento
y s6élo uno de los 6 pacientes tratados presento cam -
bios significativos en la concentracién de espermato-

zoides.

. De los 12 pacientes incluidos en el Grupo III, 8
observaron incremento de la hormona estfmulante del fo
liculo y el éxamen histologico de 5 de los pacientes -
mostré atrofia testicular o hialinizacifn de los tubu-

los.

En el Grupo IV, de los 23 pacientes que fueron -
tratados con hCG, s6lo 7 { 30.4% ) lograron un embara
zo y 12 muestran un incremento en el nimero de esper-

matozoides.

En los 21 pacientes con cuenta espermatica entre
20 y 50 millones/ml que formaban parte del Grupo V, se
observo un incremento significativo de 32.9 a 56.4 mi
llones/ml después del tratamiento y un incremento en -
su viabilidad de 26 a 49%. Sin embargo, a pesar de la
mejorfa observada, el nGmero de embarazos logrados fué
de 14%. El1 incremento en la concentracién de esperma-
tozoides y su viabilidad es similar al grupo de los =

oligospermicos.
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Otro ejemplo que muestra la aplicacién clfinica

de la hCG es referida por Morato y Flores ( 152 ).

La administracién de hCG puede ser usada en casos
de pubertad retrasada, cuando el factor fertilidad es
importante en un futuro cercano. Para ello se puede
intentar la administracién de un extracto de gonadotrg
pinas obtenido de la orina de mujeres menopausicas -
{ HMG ) combinada con hCG. La dosis recomendada es de
150 U.I. de HMG y 2000 a 4000 U.I., de hCG dos a tres
veces por semana, durante 12 semanas. Esta terapéuti-
ca estimula el funcionamiento de las células de Leydig,
produciendose suficiente testosterona para desarrollar
las caracterfsticas sexuales secundarias y la inicia-
ciébn de la espermatogénesis. De acuerdo a los autores
este tratamiento logra la fertilidad en varios casos,
aunque tiene el inconveniente de que si la pubertad no
continua en forma espontanea, suspender el tratamiento
por un tiempo prolongado produciri la degeneracién del
epitelio tubular, con fibrosis y hialinizacifn que pue
de ser irreversible.

Cuando el problema fundamental es, la pubertad re

trasada y el tratamiento con clomifén da resultados ne

gativos, puede intentarse la administracién de hCG con
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el mismo esquema anterior, durante 12 semanas. La do-
sfs y la frecuencia de las aplicaciones por semana se
determinan valorando periSdicamente los niveles de la

testosterona circulante ( 152 ).



C O N CL U S I O XK E § .

Siendo un tema de tanta actualidad, como es la so
bre poblacién, que al no ser controlada, puede traer =~
como consecuencia la carencia de alimentos, aumento de

la contaminacién, falta de espacio, etc.

Por lo que es de importancia conocer todos los -
procesos involucrados en dicho problema, y los fenfme-

nos biol6gicos son fundamentales en la reproduccién.

Por ello se realizé una revisi6n bibliogr&fica de
un sistema que controla la fertilidad en ambos sexos.
En especial se decidi6 estudiar a la hormona corifnica
gonadotrépica, ya que siendo una protefna es un siste-
ma complejo de controlar y resulta a la vez, un exce -
lente ejemplo de la acci6n de todas las hormonas pro =~

tefcas.

El control de las hormonas gonadotrSpicas se lle-

va acabo por dos sistemas:

* Los de asas largas, Yy

* Los de asas cortas.
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Las asas largas estdn ejemplificadas por la -
accién que ejercen los esteroides gonadales, sobre la
hipéfisis o el hipot&lamo. Concentraciones elevadas de
esos productos inhiben la liberaci6n de las gonadotro-
finas. Al parecer, las hormonas esteroides efectuan es
te efecto debido a que estimulan un grupo de proteasas,
presentes en la hipéfisis y en el hipotilamo, que de =~
gradan tanto a la hormona liberadora como a las gonado

trofinas.

Otro tipo de regulacién de asas largas la tiene -
la hCG solo en casos de embarazo, la cual impide la 1i
beracifn de las gonadotropinas para que no se lleve -

acabo la maduracién de nuevos folfculos.

El mecanismo de las asas cortas se ejerce en to =~
dos los tejidos a través de un control bor la concen -
tracién de las hormonas circulantes, de tal forma que
un exceso de la hormona producida puede afectar su -

propia sintesis.

A pesar de las té&cnicas empleadas, el mecanismo -
a nievel molecular de la hormona no es conocida, por -

lo que es un campo importante sobre el cual tienen -
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que trabajar en un futuro todos las investigadores de

las hormonas, ayudandose de técnicas mis sofisticadas.

Estudios del control de la hCG placental de sinte
sis y secrecién son llevados acabo en muchos laborato-
rios del mundo. Los resultados de esos estudios, no -
nos ayudaran a entender la relaci6n de la hCG en la fi
siologfa del embar;zo, pero de cualquier forma nos da-
ran idea del control de la sintesis de las hormonas pi

tuitarias glicoproteicas.

Esperamos que este trabajo sea de utilidad para -
aquellos que se interesan por estudiar algGn aspecto -
de la hormona del embarazo y en general para todos los

estudiosos de la reproduccibn.
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HORMONA CORIOHICA GONADOTROFICA HUMANA
SUBUNIDAD &

eln 10 Gin Asp
NR = Alg — Pro — AGk ~ Vol ~Qlx —A-p— CYs — Pro — Glu — €8 — Thr — Lou — DI — Bl — Ak —
(11
@ 20
rcyl—oly ~ tlet - Cys — Gln — L = Pro = Ato ~ Gly = Pro -l_e—_lzl « GOf — Phe ~ Phe - Pro =4
Gl

40 N
-Cys — Phe —8er —Arg —Alo =Tyr — Pro —~ Thr = Pro —~Lau ~ Arg — Ser = Lys ~ Lys —Thr — Mct 1

60 60 .
rLyo = Ala=Val =~ Cyé —-Lys = Thr— Ser— Gix~ Ser — Thr— Vol -Acl.ro— Lys —Gin = Vol —Lev —

[P |
L ger - Tyc ~ Awn — Arg— Vol = The = VAL — Met— Gy — Oly - Phe —Lys =Val = OTr ~dgp,~ Wie

840 . -0
COOH ~ Ser— Lys = Hig ~ Tyr = Tyr == Cys = Thr —8Ser —Cys — His ~ Cys —Ale = Ihr -4

£19. 3.~ BEGUENCIA DE AMINOACIDOS OF LA SUBUNWIDAD + DOf LA H.CO
DESCRITA POR BAHL ET AL, 1972, BELLISARIO €T AL (D))
1973y HoreAN ET AL(Q), 1976. (14,52,i8),
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Loy —Eer=Pro — Pro —Pro —Als ~Ly8 lu—lcr— ~—~ AP —0'n —Phe —AtQ - Pro — Asp.
[ 140
Pro— %6—“0- Sor —Arg-LeU —Pro o= Qi PrO—Pro—Ast =Thr = Pro—Ile ~Low —Pvn-]

€00
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Flg. 4. A DE LA AD B PROPUESTA POR CARLSEN ET,AL
1975 BAKL ET ALATCI) 1972, y MORGAN €T AL,LO) 1975, (83,14,18),
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SUVBUNIDAD
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A
100
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SHOME ¥ PARLOW(CI}IOYS, cLosseT kT ALLES ) 197 -
(12,84,88,80 ).
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TAB L‘I.\ I 183
COMPOSICION QUIMICA DE LAS HORMONAS GONADOTROFICAS

AKINOACIDO heM hFEH hce
Listno 10 10 10
Histiding ] 4 4
Arglning 13 8 18
Aapartico i6 13 18
Traoning B 17 13 AT
: Beting [} 12 17
S iml 29 11 1]
|___Proling t 1] — | 28
___alsing LS 10 12
Algnlng (3] 1 22
| Ciatefna /2 1) 3 18
Velino 17 [] [k 4
Metlonina ] [ 4
_isolsucing [} [) [}
_teusing 13 o 1)
| Yiroslno L) 1 7
Fentloloning L] [] (]
Yripgotono - 1 -

AZUCARES NEUTROS 1.3 % 3.9 % 14.0%

Acetil _hexosoming 4.9 % 2.9 % 1.4%

Acldo eidilce 2.0 % 1.4 % 10.3 %

Fucosa - 0.4 % 0.6 %
Reforencio 39 40 41

Los cesiduos de aminoocidos eom

valores de les Teblos wit, it K.

promedio de fow -




TABLA

COMPOSICION DE CARBOHIDRATOS

184

DE HCG Y |[(CSH OVINO
1C5H Ovino
CARBOHIDRATOS HWeeo
. A° Bb
¢/100¢ /100 ¢
Hoexosao total 1ne 5.0 {es2ol)
‘@alactasa 5.3t o3 os
Monosa e3t o 4.2
Loctosa ' ‘0.6 % g.08 L Jus oy
Total de heaosaming "o 7.8 (18 2o0.1)
f-Acetilglucosaming a9t o3 6é
H-Acotiigaiaciossming 2.2 % o1 .2 .
Acldo Slallce sot o3 0.8 Kas7r*aon)
TOTAL Corbohldrotos LYTEY 144 18,00

o). waoborg ¥ ward {43),
b). Papkotf et al. {(44).




TABLA puis

ACCION DE GLICOSIDASAS SOBRE LA HCG Y
LA HCG DESIALIZADA

NUMERO OE AZUCARES LIBERADOS
ENZIMA
H.c.0. HC.68. Deslailzada
w
L=¥. Choleros Heurominidoss 99
2= P yylgoris B Qaloctosidago 16
b~ geatitg] (nld 28
A.niaere o -maposidasg 20
3-Anlgert-«-tusasidasa 96 g
£-nloec_ B-galoctosidasg 28
ATA nfget j-Rek-defyconldang L4

a). monl (42)
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COXPOSICION DE CARBOHIDRATOS Y AMINOACIDOS DE
GLUCOPEPTIDOS DE HCG DESIALIZADA .

CARBOHIDRATOS / AMINOACIDOS SIGP1 SIIGI-"1
Residuos a Residuos a
Lisina 0.20 0.93 (1}
Arginina 0.95 (1) 1.30 (1)
AspSrtico 1.00 (1) 1.00 (1)
Treonina 2.95 (3) 1.20 (1)
Serina 0.95 {1) 0.60 (1)
Glut&mico 0.95 (1) 1.03 (1)
Prolina 2.80 (3) 1.10 {1)
Glicina 1.70 {2) 0.46
Alanina 1.05 (1) 1.80 (2)
valina 1.70 (2} 0.93 (1)
Metionina 0.65 (1)
Isoleucina 1.50 (1) 0.90 (1)
Leucina 0.30 0.91 (1)
Tirosina 0.65 (1)
Cisteina 2.02 (2} 0.90 (1)
Galactosa 3.7 (4) 3.8 (4)
Manosa 5.2 (5} 5.1 (5}
Fucosa 1.3 (1) 1.1 (1)
N-Acetilgucosamina 6.1 (6) 5.6 (6)
N-Acetilgalactosamina
Paso Molecular Minimob 5130 4150
Peso Molecular™" 4300 + 200
Rendimiento ( m Moles ) 2.0 4.0
Referencia Bahl (42)

3valores calculados en base al residuc de Aspértico por mol

del gucopeptido .
b

Spor Filtraci6n en Gel.

De su composicién Quimica.
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COMPOSICION DE CARBOHIDRATOS Y AMINOACIDOS DE

GLUCOPEPTIDOS DE HCG DESIALIZADA .

CARBOHIDRATOS /
AMINOACIDOS . SIIGPZ SIIGP3 SIIIGP1
Residuos®  Residuos® Residuos®
Lisina 0.35 0.10 0.40
Histidina 0.80 (1) 0.55 (1} 1.00 (1
Asplirtico 1,00 {1) 1.00 (1) 1.00 {1
Treonina 1.30 (i) 1.50 (2) 1.10 (1
Serina 1.10 (1) 1.50 (2) 1.70 (2
Glutémico 1.04 (1) 1.06 (1} 1.40 (1
Prolina 0.80 (1) 0.30 0.90 (1
Glicina 0.45 0.90 (1
Alanina 1.02 (1) 0.99 ) 1.40 (1
Valina 1.90 (2) 1.50 (2) 1.60 (2
Leucina 0.80 {1
Tirosina 0.30 0.80 (1
Cisteina 0.%0 (1) 0.91 (1) 1,20 (1
Galactosa 1.9 (2) 2.1 (2) 4.0 (4
Manosa 4.9 (5) 5.4 (5) 5.1 (5
Fucosa 0.2
N-Acetilglucosamina 5.1 (5) 4.9 (5) 5.4 (5
N-Acetilgalactosamina 0.7 (1
Peso molecular minimo® 3250 3340 4190
Peso molecular 3300 + 200
Rendimiento {(m moles ) 2.2 4.4 2.4
Referencia Bahl ( 42 ).

8yalores calculados en base a 1 residuo de Aspértico por

mol del glucopeptido .
bDe su composicién quimica.

®por filtraci6n en Gel.
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SEXTESICIA DE KONOSACARIDOS EN GLUCOPEPTIDOS

SIIGE‘1 Y SIIGP3 .
ENZIMA SIIGP1 SIIGP3
Residuos Residuos

1. -Galactosidasa 3.0 2.1
-Acetilglucosaminidasa 4,0 3.8
~Manosidasa 4.1 4.9

2, -Acetilglucosaminidasa 0.9 1.7
~Galactosidasa 3.1 1.9
~Acetilglucosaminidasa 3.2 2.1
-Manosidasa 4.0 4.8
~L-Fecosidasa 1.0
—éalactosidasa 0.3

‘ 3. -Manosidasa
Referencia Bahl { 42 )_ A
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COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA HORMONA LUTEINIZANTE

HUMANA * .
AMINOACIDO 1963 1967 1968 1970 1971 1972
Lisina 10 10 10 10 10 (10 10
Histidina 5 5 6 9 6 6 6
Arginina 9 1o 14 13 16 jl6 16
Aspértico 12 13 14 18 15 }16 17
Treonina 15 15, 15 22 15 |19 16
Serina 13 15 14 17 12 j1s 16
Glumitico 16 18 19 21 22 |24 22
Prolina 16 23 23 29 27 |25 33
Glicina 11 13 14 14 7 {16 16
Alanina 9 11 11 12 8 17 16
Cistefna k 9 8 20 16 12 |22 19
Valina 13 15 18 16 13 |22 22
Metionina 4 4 5 7 9 5 4
Isoleucina 5 6 6 9 12 8 9
Leucina 15 13 14 10 12 j16 14
Tirosina 9 4 6 9 12 17 7
Fenilalanina 14 6 7 9 g7 5
Triptéfano N.A.. N.A N.A 1 N.A ]N.A| N.A
Referencia 47 39 59 60 61 J48 62

* VALORES CALCULADOS EN BASE A 10 RESIDUOS DE LISINA.
N.A., NO ANALIZADO.
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COXTCSICION DE CARBOBIDRATOS Y AMINGACIDOS

DE LA HCG .
REDISUOS RESIDUOS | RESIDUOS NO.DE RESIDUOS
AMINOACIDOS/ DE HIDRO DE HIDRO | DE HIDRO AMINOACIDOSE® Y
CARBOHIDRATOS LISIS 24 LISIS 64 | LISIS 96 CARBOHIDRATOSD
HR. HR. HR.
Lisina 6.95 7.30 7.30 7
Histidina 3.00 3.00 3.00 3
Arginina 10.66 10.97 10.72 11
Aspértico 12.10 12.35 11.68 12
Treonina 11.71 11.08 10,70 128
serina 13.40 11.55 10.45 16
Glutimico 12.66 13.15 13,06 13
Prolina 19.70 20.03 20.03 2¢C
Glicina 8.70 8.68 8.70 9
Alanina 8.70 8.86 8.70 9
Cistefna 13.89 13.49 12.90 143
valina 11.90 13.13 2,33 13c
Metionina 2,70 2.79 3.96 3
Isolecucina 3.90 4.04 10.40 4
Leucina 10.30 10.50 4,20 10
Tirosina 4.34 4.40 3.96 4
Fenilalanina 3.98 4.08 4a
Triptofano 1£
Galactosa Bf (5.340.3%)
Manosa 9% {5.340.3%)
Fucosa 1 (0.630.05%)
N-Acetilglucosamina. 11 (8.9%0.03%)
N-Acetilgalactosamina. 3 (2.1+0.01%)
Acido Ssialico. 8 (9.0+0.3%).
Referencia. Bahl {42) -

¢. Valores extrapolados a tiempos cero; el valor promedio de
cisteina fu6 determinado independientemente del &cido cis
teico.

d. Valores calculados en 96 hr., de hidrolisis.

o. Valores "espectofotometricamente* y por hidrolisis alca -
lina.

£. Valores por ciento incluye hidrolisis de agua.
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COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA HORMONA ESTIMULANTE DEL
FOLICULO HUMANA * .

AMINOACIDOS 1967 1968 1969 1971 1974 1976
Lisina 10 10} 10 10 10 10 ] 10 10
Histidina 3 5 5 4 4 4 4 4
Arginina af 717 -3 7| 7] s 7
Aspértico 13 15 )12 16 11 13 ) 14 12
Treonina 6 13116 15 15 14119 8
Serina 7 13112 7 13 1215 17
Glutédmico 10 19 | 16 22 17 16 | 16 17
Prolina 7 12| 10 10 11 12|13 10
Glicina 9 13 9 10 7 8|17 8
Alanina 10 12 a .9 9 91|18 9
Cistefna’k 8 12 111 14 11 10] 18 18
Valina 1 2 2 2 15 14 )13 12
Metionina ? S |16 H 9 3| 3 3
Isoleucina 3| s s 6 3| sl 7 5
Leucina 10 | 12 7 10 11 10 | 10 10
Tirosina 4 3 8 ? B8] 10] 7 8
Fenilalanina 5 7 6 7 6 6 5 6
Triptéfano 1 fu.n 3 N.D 1 |N.D 1 N.D
Roferencia. 40 | 63 | 64 65 66 67 | 96 68

* VALORES CALCULADOS EN BASE A 10 RESIDUOS DE LISINA .
N.D. NO DETECTABLE.
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COMPOBIGION DE AMINOACIDOS DE LA HORMONA CORIONICA
BONADOTROFICA HUMANA®

AMINOACIDOS 1960 1999 te70 1871
tlslas 1] 10 10 10 1o 10
Histlding 4 4 4 4
Arglning 15 !5 is i8 19 (1]
Aspdrtico 18 17 (1] 19 te 1]
Traoning i i | o 17 e 18
Berina 1® 22 19 21 14 o
Slutdmico 1 19 20 (%4 19 is
Prollna 27 2 29 24 e E X4
Qtleine 4 12 14 2 ] 13
Afonina 14 12 3 13 . 4 3
Clistelne 1/2 14 Lo 18 20 s 22
Vallns 1¢ te 1 (R4 3 ie
Maetlonlno 43 4 2 3 4 L)
fscleucing ¢ 8 L] L] [} L]
Levcing 18 ie 18 is 18 s
.1‘Iroolnu [ L] L] [ ] £L ] L]
Fenltolaning T ] 1 ] T 7 L]
Trlp}‘(nno - - - - - 1
Raterencle 14 41 " 70 Tt a9

*Volotes caleulodos 4en bose a 10 reslducs de Llsing
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COMPOSICION DE  AMINOACIDOS DE LAS SUBUNIDADES DE LA LW A
‘F8H ¥ HCe,
AMINOACIDOS thd 4 hse
) 8 [ 8 a 8
Lising 5.3 39’ a6 6.6 T8 3.8
Histldino 33 18 5.2 1.6 19 ui
Argining [ %] 8.0 4.0 30 4.2 10. 7
Aspdrtico 8.l 8.8 .7 .7 T3 (%4
Teeoning T.2 5.6 a3 1.0 6.0 8.6
sSaering 6.4 8.3 8.1 4.2 T2 T8
Giutdmico 10.3 83 | 114 | 11,2 2.7 8.9
Prolina 8.2 147 T4 10.3 6.9 1%8
alicine 7 28 54 22 () 3.3
Alonine 3.8 LA 48 4.8 3.3 3.9
clstelna (X c.8 8.1 12,0 9.4 1.4
setloning 2.2 2.1 ‘6.4 I.3 3.0 0.4
llnhueinu 4.9 8.2 3.6 Al 0.9 2.9
Leucing ’ 8.0 o4 4.8 [-3] 4.0 3.4
Tlrosina 8.0 a3 LT 43 8.9 3.0
Fenllolaning 8.3 4.3 5.4 4.0 58 2.2
Comparacidn de las subunidodes d y B dels LH A, FSH y -

HCO 68/4/100 g de protelna,
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METODOS BIOLOGICOS

ANIMAL S_E X Q B-E.8.B.U.E.8.1.B
Ratén Hembra Cuerpo Amarillo.
*Rata ‘ ) Hembra Hiperemia Ovérica.
Conejo Hembra Cuerpo Amarillo.
Xenopus Laevis Hembra - Ovulaéibn

Rana pipiens Macho Espermacién.

Rana esculenta Macho Espermecibn

Bufo americanus Macho Espermacién

Rana moctezumae Macho Espermadién’
Bufo marinus ". Macho Espermacién." l
Bufo dufo ' * Macho Espermacibn

Bufo arenarum . Macho ) Espermacién.

Bufo viridis Macho Espermacién.

ﬁufo melanostictus Macho ' Espermaciﬁa

Pez de la China Dilatacién de los

melanocitos de ~

las escamas.

Ref. ( 16 ) Hellman. { pdg. 246 ).
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Pruebas en portaobjetos de inhibicién de la aglutina -

ci6n del litex.

NIVELES MINIMOS DE-
TECTABLES DE hCG/ -

NOMBRE FUENTE LITRO DE ORINA.
Test hCG Labs. Hyland 2,000 ~ 8,000
Gravindex Ortho biagnostics 3,500

Porta objetos
Pregnostic.  Organon Inc. 1,000 -.2,000

Prueba de inhibici6n de la hemaglutinacidén en tubo .

HIVELES MINIMOS DE-
TECTABLES DE hCG/ -

NOMBRE FUENTE LITRO DE ORINA.
uce Labs. Wampole 1,000
Tubo Pregnos

ticon. Organon Inc. 700 - 750
Accusphetes

Pregnosticon Organon Inc. 750 - 1,000

Prueba directa en portaobjetos de la aglutinacién del

litex. NIVELES MINIMOS DE-
TECTABLES DE hCG/ -

' NOMBRE FUENTE LITRO DE ORINA.

DAP, Labs. Wampole.
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PROCEDIMIENTOS CUALITATIVOS PARA LA DETECCION DE hCG .

P RUE B A

PRUEBA EN TUBO.
Biocept-G{Radioreceptorassay, Wampole Labs )
Sensitex { Roche Labs ).
UCG-Test { Wampole Labs ).
Accusphere { Organon, XInc. ).
Pregnostic ( Organon, Inc. ).
Pregnosis Placentex { Roche Labs ).
UCG~Lyphotest ( Wampole Labs ).

E.P.T. ( Warner-Chilcott Labs ).

SLIDE TEST.
Dri-pot ( organon, Inc. ).

Pragnosis ( Roche Labs ).

SENSIBILIDAD
EN IU/L .

200*%
250
500
750
750

1 250

961
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PROCEDIMIENTOS CUALITATIVOS PARA LA DETECCION DE hCG

P R U E B A SENSIBILIDAD
EN IU/L .
Pregnosticon ( Organon, Inc. ). 1 500
UCcG ( wampole Labs ). 2 000
Gravindex ( Ortho Pharmaceutical Corp ). 3 500

* Puede también ser usada como una Prueba Semicuantitativa.

L6T
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.APLICACIONES CLINICAS DE RADIOINMUNOENSAYOS CUANTITATIVOS, SENSIBLE Y

ESPECIFICO PARA hCG Y SUBUNIDAD

CONDICION CLINICA

Diaqnéstico de Embarazo Molar y Enf.
Trofoblasticas Malignas.

Seqdido de Coriocarcinoma Gestacional.

Postevacuacién seguida de Mola Hidati-
diforme.

Diagn6stico Embarazo Ectopico.
Amenaza de Aborto.

Clasificacién de Células Germinales no
Seminomatosas de Tumor Testicular,

Detecci6n de Embarazo

Tumor Marcado de Canceres no Trofo -~
blasticos.

Diagn6stico de Gestacifn Mdltiple.

hCG RIA.

si
si

si
Si
si

si
si

Posiblemente.

Posiblemente.

= SUBUNIT RIA,

si
si

si
Posiblemente ,

si

No conocido .

No

Posiblemente.

Posiblemente.

861



TABLA XV

APLICACYONES CLINICAS DE REDIOINMUNOENSAYOS CUANTITATIVOS, SENSIBLES Y

ESPECIFICA PARA hCG Y SUBUNIDAD .

CONDICION CLINICA hCG RIA. a = SUBUNIT RI'A.

Embarazo de Diabetico No Posiblemente.

Diagn8stico de Tetardacifn de Cre-
cimiento Fetal. No Posiblemente.

66T



TABLA XVI

INCIDENCIA DE hCG INMUNOREACTIVA EN SUERO DE PACIENTES

CON CANCER
TUMOR RKO. EXAMINADO
Ginecolégicos 870
Ovario (Epitelial ) 178
_Cuello Uterino 504
Vagina 6
Endometrio 167
Vulva 15
Prostata 74
Mama 607
Gastrointestinal 703
Pancreas 60
Estomago 199
Higado 243

NO. POSITIVO

302
77
183
2
38
2
7
167
131
23
38
41

PORCENTAJE

35
43
36
33
23
13

10

25

19
38
19
17

00z



TABLA XVI

INCIDENCIA DE HCG INMUNOREACTIVA EN SUERO DE PACIENTES

TUMOR

Recto
Estomago
Intestino Delgado
Tracto Biliar

Melanoma

“Pulmén

Sarcoma

Renal

Hematopoietico
Mieloma MQltiple
Leucemia

Linfoma
TOTAL

NO.

210
51

126
661

4291

CON CANCER

EXAMINADO

f

138
31
23

9

262

NO. POSITIVO

40
140

34

21

11
12

PORCENTAJE

15

13

13

11
19
15
14
6
5

10

5

19.5
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