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A. ANTECEDENTES.

Una vez que se lleva a cabo el proceso de fecundacién, e! cual se define como el momento en que un
espermatozoide logra penctrar ¢l $vulo, se suscitan una serie de cambios morfoldgicos en el dvuio maduro
fecundado. Inicialmente se transforma en un cigoto, que experimenta una segmentacién o divisién, dando
lugar a las blastémeras; a medida que éstas contimian dividiéndose, se forma un conjunto sélido de
células conocido como mdérula. Posteriormente, existe una acumulacidn gradual de lfquido en el interior
de la mérula, para dar paso a la formacidn del blastocisto. En uno de los extremos de esta estructura se
encuentra, un conjunto de células compactas, de ias cuales la capa mds interna da origen al embridn y

la capa mds externa al trofoblasto (1).

Durante un perfodo de 4 a 6 dfas el blastocisto permanece libre, es decir sin fijarse a la pared
endometrial; pero a medida que se establece este contacto, el trofoblasto se diferencfa en citotrofoblasto
y sincitiotrofoblasto, siendo de esta manera como morofoldgicamente el trofoblasto puede ser celular o

sincitial, o aparecer como células gigantes mono o multinucleadas (2).

De todos los componentes placentarios, ¢! trofoblasto es el que posee una estructura, una funcidn y un
desarrollo mds variable, siendo el que determina la fijacion def blastocisto al dtero gracias a ba capacidad
que tienc de invadir el tejido endometrial (3). Ademds tiene un papel importante en la nutricidn del
6vulo fecundado, al constituir la fuente principal de esteroides placentarios. funcionando como un drgano

enddéerino indispensable para el mantenimiento del embarazo (4).

En estudios realizados por técnicas de ultraestructura y de inmunofluorescencia en tejidos placentarios



(5.6), sc¢ identific6 a la Hormona Gonadotropina Corinica (HCG) en explantes placentarios
sincitiotrofabldsticos, por lo que se establecid que la sintesis y secrecisn de dicha hormona se da en el
sincitiotrofoblasto y no en la hipéfisis como se pensd en un inicio, cuando la hormona fué descubierta

en 1927 por Ascheim y Zondek en la orina de mujeres embarazadas (7).

B. HORMONA GONADOTROPINA CORIONICA.

La HCG es una glicoprotefna con peso molecular de aproximadamente 36,000 Daltons, compuesta por

<5, ia alfa (u) y ia beta (). tstas 2 cadenas peptfdicas se encuentran unidus en forma no
covalente en la molécula activa, pero son biolégicamente tnactivas como subunidades tibres; sin embargo

al ser recombinadas su actividad biolégica se restablece (8,9).

La subunidad o es contin a la de otras glicoprotefas [ hormona lutcinizante (LH), hormona folfculo-
estimulante (FSH) y tirotropina (TSH) ]. Dicha subunidad en todas las glicoprotefnas consta de 89 a 92
aminodcidos en una misma secuencia; sin embargo, existen entre elias diferencias en el tipo especitico

de oligosacdridos incorporados a las cadenas glicosfdicas de dicho péptido (10,11).

Por lo que se refiere a la subunidad 8, ésta es diferente en todas fas glicoprotefnas y es la que les confiere
a cada una de ellas su especificidad tanto inmunoldgica como bioldgica (9.10). Sin embargo existe cierta
homologfa estructural entre la BLH v la BHCG. va que de los |15 aminedeidas en o) exiremo ainino-
terminal de la fraccién BHCG, aproximadamente el 80% son idénticos ¢n cuanto a su posicidn en la
cadena BLH, pero en la fraccidn BHCG existe una secuencia inica de 30 aminodcidos en ¢l extremo
carboxilo terminal, en la cual se encuentran complejos laterales de oligosacdridos que poseen residuos

terminales de 4cido sidlico; es decir, en esta secuencia existen 4 cadenas de oligosacdridos unidos por



enlaces O-glicosfdicos a residuos de serina (aminodeidos 121,127,132, y 138) (12-14).

Algunos esiudivs han informado que ambas subunidades se sintetizan en forma individual y que su
produccidn no estd balanceada (12-16), este hecho pudiera deberse a que la sintesis de cada subunidad

es controlada por varios genes localizados en diferentes cromosomas (17),

1.- Biosintesis de 1a HCG.

En los ultimos aftos algunos investigadores se han enfocado al estudic del proceso de glicasilacidn de lag
subunidades de HCG (18). En estos estudios se ha identificado que las cadenas polipeptfdicas o y 8 de
HCG, estdn glicosiladas en 2 residuos de asparagina de cada subunidad (residuos 52y 75 en HCG, 13
y 30 en BHCG) por uniones N-glicosidicas de oligosacdridos y de manosas pesadas. Este proceso de
glicosilacion de HCG es llevado a cabo er el Retfculo Endopldsmico y en el Aparato de Golgi de la célula

(1.

Aproximadamente el 9% del peso de la molécula de HCG corresponde al contenido de dcido sidlico, el

do aceidn d

cual parece tener 2 funciones importantes, la primera como regulador del meca
y la segunda como protector de la molécula contra ta degradacidn hepdtica, prolongando asf su vida media
de eliminacién que es de 32 a 37 horas y su vida media plasmdtica la cual es de aproximadamente 6
horas. La vida media plasmdtica de 1a HCG es mayor que la de FSH y LLH, las cuales sonde 4 y | horas

respectivamente debido al menor contenido de dcido sidlico en su molécula (19).

Investigaciones realizadas acerca del papel que desempefan los carbohidratos ligados a la molécula de

HCG, han demostrado que éstos tienen una influencia importante en el efecto bioldgico de la misma y
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se ha comprobado que al ser eliminados de la molécula, dsta se comporta como un antagonista,
disminnyendo fa praduccisn de 3°. ' monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), el cual acwia como el
segundo mensajero de la hormona (20,21). La deglicosilacién de 1a molécula de HCG interfiere con la
actividad de unién al receptor; la molécula deglicosilada es incapaz de producir una respuesta hormonat

en coidicioiles jn vivo ¢

s gu vida wedin se reduce a minutos (21,22).

2.- Mecanismio de Secrecion de la HCG.

Los resultados obtemidos de estudios realizados para analizar los sistemas de secrecidén de otras
glicoproteinas como la LH y FSH, han demostrado que su secrecidn se tleva a cabo a través de un
sistema de exocitosis (23). Por este mecanismo, las proteinas recién sintelizadas son secretadas al espacio
cisternal del Retfeulo Endopldsmico rugoso y almocenadas dentro de los grinulos secretorios en las
vacuotas condensantes del Aparato de Golgi. Posteriormente con la participacidn del caleio intracelular,
se producen las contracciones cn el sistema de microfilamentos inicrotubulares que permiten la
translocacidn de los grénulos secretorios hacia la membrana celular, fusiongndose con ells, lo que permite
aue la hormona salga de ia célula. Al parecer el tamarnio y Ia cantidad de los grdnulos secretorios se
relacionan con las demandas fisoldgicas de cada hormona en particutar (23). Un estudio de ultraestructura
de la placenta humana, mostré que los granulos secretorios de HCG se encuentran esparcidos en este
6rgano y en los tejidos trofobldsticos productores de HCG, pero dichos grinulos no experimentan

exocitosis (24).

Una caracterfstica de este sistema secretorio que involucra el proceso de exocitosis, es la liberacidn rdpida
de la hormona almacenada después de un estimulo, como en el caso de 1a liberacién de las hormonas

hipofisiarias bajo el estfmulo de los factores hipotdlamicos (25). La liberacion de las glicoproteinas LH



y FSH, es estimulada por el factor liberador hipotdlamico de gonadotropinas (GaRH), cuyo cfecto para
la fiberacién de dichas hormonas ocurre en minutos, provocando un aumento en la exocitosis y en la
descarga de los granulos de las células hipofisiarias. La secrecion de GnRH dentro de 1a circulacion portal
es de manera intermitente, y este procese es pobernado por un pulso generador localizado a nivel del
micleo arcuato del hipotdlamo medio basal. Esta forma de secrecién de GnRH provoca una liberacion
pulsitit de ambas gonadotropinas (26}, cuyo patrén y caracterfsticas pueden ser atribuibles a cambios en
la frecuencia y amplitud de los pulsos de GaRH y a la accién moduladora que ejercen fos esteroides
ovdricos en el hipotdlamo y la gldndula hipofisiaria (27,28). En el caso de 1a HCG este fenémeno de
secrecién inmediata no se presenta, ya que al tratar de estimular su liberacién con AMPc y teofilina (29),
dicha liberacion no es inmediata, requiriendo de hasta aproximadamente 3.5 horas para inducir su
secrecion. Estudios realizados in vitro en tejidos placentarios del primer trimesire. han mostrado que los
procesos de glicosilacién y secrecion de 1a HCG.requieren de aproximadamente 2 horas para llevarse a
cabo (30). Estos hallazgos sugieren que para estimular la secrecién de HCG, se requiere de la sintesis
de ARNs y de protefnas, ademds de que 1a secrecidn de la hormona prealmacenada no se realiza en forma
significativa (31). Aunque hasta el momento se desconoce el mecanismo de secrecion de HCG, se piensa
que la membrana celular esta implicada en los procesos de siatesis y secrecidn de esta hormona, dada la
funcién que presenta dentro de la céluia de determinar qué elementos ingresan o se exteriorizan del

citoplasma (31,32).

La forma pulsdtil de secrecién hormonal, obedece a la necesidad de la célula blanco de ser estimulada
intermitentemente y no de una forma continua, para evitar {a desensibilizacién o regulacidn decreciente
de sus receptores membranales (33). El término desensibilizacién o regulacién decreciente, significa que
una exposicién prolongada de la célula blanco a una concentracién hormonal elevada conlleva a una
respuesta hormonal disminufda. Este fendmeno es dado por cambios en a concentracidn y/o afinidad det

receptor (34,35), y tiene como funcién el prevenir la sobrestimulacién de las células. Este fenémeno fue



demostrado originalmente por Roth y cols. (36) para el receptor de insulina en el hfgado.

En cuanto al receptor de LH, ha sidc demostrado plenamente que la exposicidn de las células de Leydig
& concentracionies cievadas de LH/HCG ocasiona pérdida de receptores (37-40). De acuerdo con Catt y
cols. (35,37), el mecanisino inds plausible mediante el cual se produce 1a regulacién decreciente es por
medio de la internalizacién del complejo hormona-receptor, lo gue significa que tanto el complejo como
algunos receptores que no fueron ocupados son endocitados y posteriormente degradados por los
lisosomas (41,42). La hormona es metabolizada o inactivada. mientras que el receptor se mantiene en
condicién de inactividad fisiolggica (no unido). Ademds de este mecanismo, es posible que otros, ain no

dily

Cuit Gaie prucesu. Pur otro tado, algunos investigadores han
informado que para que se produzca fa pérdida de! receptor, es necesaria la sfntesis de proteinas

intracelulares especificas (43), fendmenc que no ha sido confirmado por otros autores (44).

A pesar de que la degradacion del ligando y la regulacion decreciente son procesas estrechamente
relacionados, no siempre se presentan en el mismo momento; en el caso de la HCG. se ha demostrado
que la internalizacion del complejo hormona-receptor y ia regulacidn decreciente se presentan en forma

simultdnea (45).

Dada ja forma pulsdtil de secrecién hormonal, 1a cual es necesaria para evitar una desensibilizacidn o
regulacion decreciente de receptores, se pensd que al igual que la secrecion de LH y FSH (33,4647 la
secrecion de HCG pudiera ser intermitente. De las investigaciones realizadas para analizar esta
posibilidad, se encuentra un estudio jn_vitrg. en el cual se utilizaron explantes placentarios del primer y
tercer trimestres del embarazo, el cual demostré que la HCG presentaba 2 patrones de secrecion
diferentes en los explantes del primer trimestre, un patrdn corto que ocurrfa cada 8-9 minutos, y un

patrén largo que se presentaba cada 18-25 minutos; sin embargo, en los explantes placentarios del tercer



trimestre sélo so detectd un patrén de secrecidn pulsdtil cada 40 a 50 minutos (48). En un estudio
realizado in vivo en hombres y mujeres (no embarazadas) sin patologfas asociadas, se encontré que 1a
secrecién de HCG se presentaba de manera pulsdtil al ser cuantificada cada 10 minutos durante 6 horas,
especuldndose que la hormona habfa sido secretada por la hipsfisis de una manera intermitente (49). Otro
estudio in vivo (50) realizado en 5 mujeres embarazadas, en la 5* y 8* semanas de gestacién, mostré que
la secrecién de 2ICG era pulsdtii (cada 2 a 4 horas) al ser cuantificada cada 10 a 60 minutos por un
perfodo de 4 a 24 horas, al igual que en otro mds (51) realizado en 6 mujeres sanas en etapas iniciales
del embarazo (menos de 8 semanas), detectdndose hasta 5 pulsos de secrecién de HCG en un periodo de
24 horas al ser cuantificada ta HCG cada hora. Un estudio reciente en 19 mujeres embarazadas, sin
complicaciones, con edad gestacional entre 16y 71 dfas, mosiré que la secrecion HCG es pulsdtil, al
ser cuantificada cada 30 minutos por 24 horas. La pulsatilidad se presemtd cada 1.5-2 horas en 16 de las
pacientes; este fendmeno no se obervé en las 3 pacientes restantes (52). A pesar de los estudios
mencionados anteriormente, hasta el momento se desconocen las caracterfsticas de la secrecién de HCG

en los Gltimos dos trimestres del embarazo.

3.- Regulacién de la Secrecién de la HCG

Hasta el momento no se conocen con precisién los mecanismos fisioldgicos existentes que regulan la
secrecién de HCG. Se piensa que existen algunos agentes que estimulan su secrecién, pero no se han
encontrado hormonas reguladoras primarias a excepcidn del efecto estimulatorio que induce GnRH en
condiciones in vitro (53). Dicho factor ha sido identificado en tejidos placentarios por medio de técnicas
de radioinmunoandlisis (R1A) y de microscopfa por inmunofluorescencia, estableciéndose que su sfntesis
es placentaria y conociéndose con el nombre de factor semejante a GnRH (GnRH-like) (54). El efecto

estimulatorio de GnRH sobre la secrecién de HCG ha sido valorado jp_vitro en tejidos placentarics,



demostrandose que {a GnRH sintética puede estimular la liberacidn de subunidades o y 8 de una forma
dosis-dependiente (55), ademds de estimular la produccién de AMPc (53). Un estudio in_vivo (56) en
monos Rhesus en estado de gravidez, evidencié que al adminisirarse GnRH por vfa intravenosa, se
producfa un aumento en las concentraciones de HCG alcanzando niveles mdximos entre 10 y 15 minutos
después de la administracién de GnRH, con un subsecuente incremento en las concentraciones circulantes

de estrona y estradiol.

Se ha mencionado que el AMPc pudiera ser otro probable agente regulador de 1a secrecidén de HCG al
actusr como ea segunde mensajecrs (1) Ut fciduienu fue vaiviadu en cuitivos de trofoptasto
procedentes de placentas a término a los cuales se les adiciond o un andlogo de AMPc, observando un
aumento en la sfatesis y secrecién de HCG total y de sus subunidades libres (57-60), se observ$ ademds

que la accién de AMPc estimuld la sfntesis de ARNm y de proteinas espectficas. regulando de manera

directa la sfntesis de HCG.

Por otra parte se conoce que el trofoblasto humano posee receptores para el Factor de Crecimiento

Epidermal (61), el cual es un polipéptido que tiene funciones mitogénicas, asf como de fosforilacion de

protefnas @

membrana il olius. Algunus estuidius (62,63) que ilan vaiorado et gtecto de este tactor,

6
&

han demostrado que posee capacidad de inducir la mayor liberacion de HCG tanto en tejidos de
coriocarcinoma (62) como en tejidos placentarios humanos de embarnzos a término o de abortos
terapéuticos (63). Asfmismo, el trofoblasto también posee receptores para Interleucina 6 (11.-6), la cual
es una citosina que tiene la capacidad de inducir miltiples efectos bioldgicos dentro de los procesos de
proliferacién y diferenciacion cetular en la respuesta inmune e inflamatoria. La IL-6 ha sido estudiada
in_vitro (64) y se ha observado que tiene la capacidad de inducir la secrecién de HCG, al parecer
activando diferentes sefales de trasduccidn intracelular. Otra citosina como el Factor de Necrosis Tumoral

a (FNTa), el cual es un mediador en el sistema inmunoldgico, ha sido detectado en el trofoblasto, ¢l cual



posee receptores para este factor (65). Se ha encontrado que este FNTa tiene un efecto regulador
inhibitorio en los sistemas enddcrinos (66,67). y un estudio in_vitro (68) en tejidos trofobldsticos de
embarazos tempranos mostrG que el FNTe inhibe la secrecién de HCG y al parecer este efecto no es

debido a su citotoxicidad.

4.- Concentraciones de la HCG.

En hombres y mujeres no embarazadas y sin patologfas asociadas, se han podido identificar pequefas
concentraciones de HCG, detectadas con el empleo de andlisis altamente sensibies (49,69), sugiriéndose

que esta produccidn sea de origen hipofisiario (70).

En el embarazo es posible detectar la HCG a los 9 dfas después del aumento de LH que se presenta a la
mitad del ciclo menstrual, ésto es, un dfa después de ia implantacidn (71). Sus concentraciones varfan
ampliamente a lo largo del embarazo, aumentando aproximadamente cada 2 dfas en forma exponencial
(72). Al inicio del embarazo se experimenta un incremento répido, ya que a las 6 semanas las
concentraciones son de 6,000 mUl/m! y alrededor de la novena semana se alcanza el pico mdximo de
secrecién, encontrdndose entre 50,000 a 100,000 mUl/ml; estas concentraciones declinan posteriormente
y a partir de la 20* semana de gestacién los valores oscilan entre 10,000 a 20,000 mUl/mi,
permaneciendo asf hasta el término del embarazo. Las concentraciones de HCG en suero guardan relacién
con las urinarias (73). En fa actualidad se desconocen 10s mecanismos exactos que regulan la forma de

secrecién de dicha hormona a lo largo del embarazo.



5.~ Funciones de la HCG en el embarazo.

La funcién primordial de la HCG es la de mantener el cuerpo liteo, el cual producird la progesterona
requerida para el adecuado desarrollo decidual y mantenimiento del embarazo temprano (74). Entre la
séptima y décima semanas de gestacidn, la funcién del cuerpo ltteo es reemplazada por la placenta,
organo endderino en el cual se realizan procesos metabélicos, entre ellos la esteroidogénesis placentaria.
Aun cuando se desconoce en Ja actualidad e! mecanismo exacto de regulacién de la esteroidogénesis
placentaria, la HCG parece desempefar un papel importante (75). Otra probable funcién de ta HCG es
la estimulacién de la esteroidogénesis en los testfculos fetales, produciendo andrégenos durante la época

de fa diferenciacion sexual y posietion a ésia (70). L.a HCG pareve icnei tambidn inipiicaciones en &

proceso de esteroidogénesis de la corteza suprarrenal fetal en las primeras etapas del embarazo (75).

Por otro lado se ha informado que la HCG tiene importantes propiedades inmunosupresivas (77).
sugiriéndose que probablemente tiene efectos paracrinos o autocrinos en la produccidn de las
prostaglandinas placentarias implicadas en los procesos dc implantacién y prevencién del rechazo

embrionario.

6.~ Mediciones de la HCG.

Las concentraciones circulantes de HCG han podido ser cuantificadas gracias al empleo de wéenicas
analfticas tales como el radioinmunoandlisis (RIA), el cual valora fa actividad inmunoldgica de la
hormona (78). El principio fundamental de este método de cuantificacién hormonal, radica en que una
muestra biol6gica que contiene una cantidad conocida o desconocida de la hormona no radiactiva

(antfgeno no marcado) se incuba con una cantidad fija conocida de hormona radiactiva (antfgeno marcado)
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y una cantidad constante de un antisuero espectfico que contiene una poblacién de anticuerpos polivalentes
(79). La hormona radiomarcada compite con la hormona no radiactiva (estdndar o muestra problema) por
un ndmero limitado de sitios de unién al anticuerpo, de manera que entre mayor sea la cantidad de
hormona presente en el estdndar o muestra bioldgica, menor serd la cantidad de hormona radiactiva que
se unird al anticuerpo. El marcaje radiactivo de los antfgenos se realiza con ' ¢ con *H. La hormona
unida al anticuerpo se separa de la hormona no unida o libre empleando varios procedimientos. La
adsorcidn con carbdn activado recubierto con dextrdn se utiliza en las hormonas esteroides (testosterona),
mientras que para las hormonas proteicas (HCG) se utiliza ta precipitacion, en la cual puede implicarse
un segundo anticuerpo. Posteriormente se cuantifica el contenido de la radiactividad de las muestras,
calculdndose asf el porcentaje de unién, construyéndose las curvas dosis-respuesta con base en las cuales

se puede estimar la concentracidn de la hormona en tas muestras problema.

Para valorar la actividad bioldgica de las diferentes gonadotropinas, se han utilizado métodos tales como
unién al receptor y bioensayo in_vitro (80,81). Ei método de unién al receptor es menos sensible que el
RIA para detectar pequeiias concentraciones de HCG, dado que es mds susceptible a presentar aiteraciones
por las interferencias que presentan las protefnas plasmdticas. Debido a ésto, los valores obtenidos por

este método son algunas veces mayores que los obtenidos por RIA (80).

Los bioensayos que emplean animales de laboratorio, se han aplicado mds para el andlisis cuantitativo de
productos biolégicos y especificamente para valorar la bicactividad (capacidad de producir un efecto
bioidgico) de diversas muestras bioidgicas y compararias entre si (82). Los bioensayos mds sensibies para
HCG y LH se han desarrotlado en células intersticiales de testfculos de roedores, espec{ficamente en
células de Leydig, después de su dispersién mecanica o enzimdtica (81). El receptor para HCG o LH en

estas células, es una glicoprotefna asimétrica e hidrofébica (83,84). La unién de una u otra de estas 2

hormonas a los receptares en las células de Leydig constituye el evento inicial en la accién de
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estimulacién sobre testfculo. Posterior a esta estimulacidn se genera una produccién mdxima de
esteroides, principalmente testosterona, ya que su sitio especffico de sfatesis son las céluias de Leydig
(85). En estas células, la sfatesis de andrégenos se inicia a partir del colesterol intracelular o del
sintetizado de nove a partir de glucosa y 4cidos grasos. Posteriormente, las mitocondrias de las células
de Leydig rompen la cadena lateral del colesterol produciendo pregnenolona, siendo este esteroide el
principal precursor en la sintesis de testosterona. Al utilizar varios sistemas enzimdticos, la célula de
Leydig es capaz de sintetizar varios precursores de la testosterona hasta llegar a la sintesis de ésta (45).
Se ha observado una respuesta significativa en termino de produccion de testosterona al estimutar dichas

células con HCG o LH in vitro (81).

El estudio de Ia relacién Bioactividad-Inmunoactividad de LH ha demostrado que fas concentraciones de
LH cuantificadas por RIA, correlacionan altamente con la concentracion de la hormona bioactiva en
plasma (86). La actividad bioldgica e inmunoldgica de HCG ha sido valorada en mujeres embarazadas
sanas y con diabetes en la 8* y 14* semanas de gestacidn, siendo esta tnuy siilar entre ambos tipos de
sujetos (87). En un estudio realizado por Wide y Hobson (88) para valorar Ia actividad bioldgica de la
HCG y su carga media en mujeres embarazadas en el 1 y 3“ trimestres de gestacién, se encontré que
1a molécula de HCG del 1+ trimestre (10 semanas de gestacidn) e¢s mids dcida que la moléeula del 37
trimestre y presenta una actividad bioldgica jn_vive mayor; ia actividad biotdgica in vive de ta molécula
del 3* trimestre fue menor debido al bajo contenido de dcido sidlico. Hasta ¢l momento nu se han

realizado estudios valorando la actividad bioldgica de 1a HCG a lo largo de todo ¢l embarazo.

7. Deteccion de ia Pulsatilidad hormonal.

El desarrolio del RIA en la década de los setenta, ha permitido la cuantificacién de aquellas hormonas

12



que circulan #n cantidades reducidas. Este hecho ha contribuido a reconocer que varias hormonas son
secretadas de manera pulsdtil (89). Al analizar las concentraciones hormonales en muestras sangufneas
tomadas en forma seriada durante cierto intervalo de tiempo, es posible observar varias caracter(sticas,
cuando dichas concentraciones son graficadas cn funcién del tiempo. Entre estos datos es posible
identificar 2 regiones diferentes, de las cuales una de ellas estd dada por un incremento relativo de la
concentracion de la hormona, dando lugar a lo que se conoce como pig; dicho aumento es seguido por
una disminucién en la concentracién de la misma hormona, dando lugar a la segunda regién conocida

come yalle. A la presentaciSn de estos 2 eventus se e ha denominado pulsg (89).

La deteccién de la pulsatilidad hormonal ha sido posible gracias al empleo de razc ientos dticos

que han permitido el desarrollo de programas computacionales basados en algoritmos (90-94), los cuales
se han validado en cuanto a su objetividad, reproducibilidad, exactitud y versatilidad. Con el empleo de
dichos métodos se han podido analizar las diversas fluctuaciones que presentan las hormonas al ser

cuantificadas en formz seriads, deiectdadose ast los pulsos de secrecidn y los cuales pueden mostrar

£

diferentes caracterfsticas. Para identificarlos y valorarlos se les han descrito varios pardmetros (90) (figura

1) y dentro de cllos se encuentran:

a) Frecuencia: Niimero de pulsos en el perfodo de tiempo establecido.

b) Altura: Es el promedio de la longitud del pico comprendida entre 2 puntos determinados.

c) Anghura: Es ef iapso de tiempo comprendido entre ¢l primer incremento significativo y el primer
decremento significativo

d) Area: Es el producto que se obtiene al multiplicar el promedio de la altura del pico comprendida entre
dos puntos determinados y la duracién del mismo.

) Incremento: Es el aumento progresivo del valor mds alto y se expresa como el incremento entre dicho

valor y la concentracién media de la parte mds baja (vailc).

13



ms: Es ol tismpo que transrurre antre fos valores mdximos de 2 picos adyacentes.

Muchos investigadores han propueste que el caracterizar el patrén pulsdtil de secrecién hormonal,
permitird en el futuro un mejor entendimiento de 1a fisiopatologfay, en consecuencia, un mejor abordaje
en el estudio de los mecanismos fisiolégicos que controlan estos sistemas endocrinolégicos interactivos

tan complejos.
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1L OBIETIVO

Con el fin de conocer la forma de secrecién de HCG durante los diferentes trimestres del embarazo, se
estudié la secrecién de dicha hormona cada 20 minutos durante 24 horas, cuantificando . sus

concentraciones en suci 0 i

sfmicmn ce valord su actividad biolGgica

(AB) en sistemas in_vitro durante cada uno de los trimestres estudiados.

111, HIPOTESIS

La secrecion de HCG se piesciia

tes trimestres del embuarazo: las
caracterfsticas del patrén de su secrecién pulsdtil son diferentes en cada wrimestre. La bioactividad de 1a

HCG in vitrg, varla de acuerdo a los trimestres del embarazo.
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LV, MATERIAL ¥ METODOS

Se trata de un estudio descriptivo, observacional y prolectivo, en el cual previa evaluacién y aprobacidn

del protocolo de estudio por el comité de investigacion Biomédica en Humanos del 1nstiwuto Nacional de

la Nutricion, éste se levd a cabo en volunatrias cmbarazadas quienes con anterioridad asistian a ia

Consulta de Endocrinologfa Reproductiva e Infertilidad del INNSZ. El consentimiento voluntario fue por

escrito, y en todos los casos se cumplieron con los siguientes criterios:

A. CRITERIOS DE INCLUSION.

Presencia de embarazo, diagnosticado por ausencia de menstruacién (8 semanas) y positividad
en la determinacién de HCG wrinaria y confirmado mediante ultrasonido pélvico.

Edad comprendida entre los 20 y los 32 afios de edad.

Peso y talla comprendidos entre la percentila 3 y 97 para mujeres adultas mexicanas.

Ausencia de enfermedades crénicas debilitantes.

Inexistencia de patologfas concomitantes después de una evaluacién cifnica detaliada.

Valores de glucosa, urea, creatinina y pruebas de funcidn hepdtica dentro de tos intervalos de
referencia.

Presentar 3 dfas antes del estudio valor de hemoglobina superior a 12 g/dl, hematocrito mayor
de 36% y concentraciones de hierro, folatos y vitamina B,, dentro de los valores de referencia.
Ausencia de cualquier tipo de sangrado.

Consentimiento voluntario de participar en el estudio.
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B. CRITERIOS DE ELIMINACION.

1.- Inicio de cualquier tipo de enfermedad que pudiese consplicar el curso del embarazo o poner en
peligro la vida de la madre y/o el feto.

2.- Alteracién en alguno de los pardmetros de lzboratorio detallados en A6 o A7, de ser asf se inicid
tratamiento necesario para corregir dicha alteracion.

3.- Decisidn de no continuar en ¢l estudio.

4.~ Si durante el momento del estudio se presentara alguna alteracién en tensién arterial, frecuencia

cardiaca o emperaura que indicara la posibilidad de alguna alteracién fisica.

th
(ﬂ

wlivers

C. SUJETOS

En total fueron 11 mujeres embarazadas las que sc incluyeron en el estudio, de éstas, 2 mujeres fueron
eliminadas por razones médicas: una de cllas por presentar aiteraciones hemodindmicas caracterizadas por

hipotensién y taquicardia, mientras que la otra fue eliminada por presentar anemia grado 2. Asf mismo

mtamma N maninmnn fiiamnen sabimadne dal artiadia cnna da allar mae nearantar n
par razoncs no méliess, otras 2 mujercs fucren ratiradas 2ol zotedic, una de allas por preseniar poante

prematuro en la semana 23 de gestacion y la otra por hya voluntaria,

El estudio de la pulsatilidad y 1a bioactividad de 1a HCG se realizd en las 7 mujeres restantes, con edades
eatre 22 y 32 afios, con peso y talla entre las percentilas 3 y 97 para mwjeres mexicanas (Tabla 1). Tres
de estas pacientes consultaban en el Departament> de Biologla de la Reproduccidn de INNSZ por
presentar los siguientes diagndsticos: Sfndrome de ovarios poliquisticos {SOP) en remisidn 4 meses

previos al estudio (n=1), historia de anorexia nervosa primaria 6 muses antes del estudio (n=1) y



esterilidad por factor tubario (n=1). Las otras 4, fucron mujeres normales que aceptaron participar
voluntariamente en ¢l estudio. En todas las pacientes el embarazo se logré de mancra espontdnea, excepto
en la paciente con SOP que requirid de inductores de ovulacién (citrato de clomifén) (Tabla 1). En todas
ellas se realizo historia clinica compieta, sin enconugrse ningin {ipo de puiviogia concomitanic y 3 dfas
previos a cada dfa de estudio, se les realizaron los estudios de laboratorio (BH, hierro, folatos, vitamina
B'?, glucosa, urea, creatinina y PFH). Los resultados de estos estudios s¢ encontraron dentro de los
f{mites de referencia (Tabla 2 y 3). En cada paciente el embarazo cursd sin complicaciones ilegando a

1Srming v durante »l nart no e8 ohearvaron on
tSrmine y durante ] parto no e cbservaron an:

]
¥ qurante 2 bee

D. PROTOCOLO DE ESTUDIO

Aquellas mujeres embarazadas que resultaron elegibles fueron estudiadas a las 12, 24 y 36 semanas de
gestacign. Doce horas antes al dfa de estudio, las pacientes fueron internadas en la Unidad Metabélica
del Instituto Nacional de la Nutricion con la finalidad de que se habituaran al lugar ffsico donde se les
practicarfa ia prueba. Cada eswdio se inicié a fas 8:00 am. Media hora antes de su inicio a las mujeres
se le instalé un catéter corto (mariposa # 21, Lab. Abbott) en una vena antecubital. Una vez iniciado el
estudio las muestras sangufneas s¢ tomaroa cada 20 minutos durante 24 horas, obteniéndose 2 ml en cada
toma (146 ml totales) y previo a cada toma de muestra sangufnea, s¢ desecharon las 5 primeras gotas

ract hasta 450 mls de sangre a mujeres

)
2

correspondicates a la scluciéa salina. Se ha demiostrado que ¢

embarazadas no produce alteracién alguna ni a la madre ni al feto (95-97).

Durante las 24 horas del estudio, las mujeres permanecieron en posicién de decdbito, tomaron sus
alimentos y durmieron en horario habituai. A io jargo del esiudio sc tomaron signos vitales cada 30

minutos y en el dltimo trimestre se valoré el foco fetal.
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TABLA 1

CARACTERISTICAS CLINICAS
SUJETO EDAD TALLA DIAGNOSTICO PESO (Kg) TiPO DE
Na. {afios) {em) PREVIO 12 SEIVANAS CONCEPCION
GESTACION
1 32 160 SANA 54,250 ESPONTANEA
P 32 156 sop 58,600 INDUCIDAS®?
3 27 157 HISTORIA DE AN 46,030 ESPONTANEA
4 3C 184 SANA 63,000 ESPONTANEA
5 30 168 INFERTILIDAD* 81,690 ESPONTANEA
6 Z 156 SANA 50,100 ESPONTANEA
7 27 160 SANA 61,300 ESPONTANEA
S0P = Sindrome de Ovearios Poliquisticos ¢ * = Civato de Clomifer
AN = Anprexia Nervosa

Factor Tubario



TABLA 2

DATOS DZ LABORATORIO |

ESTUDIC 1* TRIBIESTRE 2° TRINIESTRE 3" THIMESTRE
{Velores da Rafarencia) {Intarvalos) {intarvalos) {invervelos)
Hb 12.5-14.1 12-13.1 12.2-14.0
{12-16 gfcL)
Ht 36.5-41.9 36.£-39.8 36.0-42.9
{36-47 %)
Hierro 75-143 50-105 70-120
(60-160 pg %)
Folatos 9-20 4.20 ¢.7-20
{6-20 ng/mL}
Vitamina B 12 204-346 120-1000 160-1100
{150-1150 pg/mli}
Glucosa 70-94 76-92 74-89
{70-110 mg/dL)
Urea 7-11 7-8 7-8
{7-16 mg/cL)
Creatinina .£-.9 8.9 8-39
{.8-1.4 mg/dL)




TABLA 3

DATOS DE LABORATORIO Il

ESTUDIO 1* TRIMESTRE 2° TFIMESTRE 3% TRIMESTRE
{Velores de Referencia) {Intervalos) {Intorvelgs) {(hitarvalos)
Bilirrubina Total 0.0-0.8 0.1-0.9 0.1-0.9
10.1-0.8 mg/dL}
Bilicrubina Directa 0.0-0.2 0.0-0.2 2.1-0.2
{0.0-0.2 mg/dL}
Fosfatasa Alcalina 65-154 112-160 36-145
(49-164 UML)
TGC* 14-20 16-30 18-32
{14-24)
TGP"* 4-30 5-50 8-45
{2-54)
Protefnas Totales 6-7 i-8.4 6-8.4
{6.2-8.4 g/dL)
Albanina 3.84.6 4-4.5 344
{3.4-4.7 gldL)
Globuiina 34 3.2-4 2.8-3.8
{2.6-4.0 g/dL}

* Transaminasa Glutamico-oxaloacetica
** Transaminasa Glutamico-piruvica




E. CUANTIFICACION HORMONAL.

La sangre obtenida de las 73 muestrzs s¢ mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente se centrifugé a 3000 rpm por 15 minutos y se separé el suero, congeldndose éste a -20
“C en viales de pldstico hasta el momento en que se realizd la cuantificacion de su HCG. El método

utilizado para Ja cuantificacién de HCG y de testosterona fue el radioinmunoanalisis..

L.- RIA de HCG.

Este RIA se realizd siguiendo la metodologfa descrita por Suft y colaboradores (98), 1a cual se encuentra
resumida brevemente en la figura 2. Todas las muestras de un dfa de estudio fuercon incluidas en una
misma corrida en incubaciones por triplicado, Para el RIA se unilizé como estdndar una preparacion
altamente purificada de HCG (HCG CR 121), proporcionada por los Institutos Nacionales de Salud,
Bethesda, MD, EUA; ésta misma se wtilizé como trazador al ser marcada con ‘1, siguicnde el método
de 1a Cloramina T (99), el cual se encuentra resumido en la figura 3. Las concentraciones del estdndar
partieron de 0.125 ng hasta 30 ng/tubo, obteniendo asf Ia curva estindar tipo que esta representada en
la figura 4. E! anticuerpo (anti-HCG-H 180, batch #2, Instituios Nacionales de Salud, EUA) se utilizé a
una dilucion final de $:100,000, con un porcemaje de reaccion cruzada de 3.22% para fa subunidad
libre y de 1.23% para la fruceidn a libre (figura Sa). La sensibilidad del andlisis fue de 0.125 ng/tubo
(60). Dada la concentracion de HCG de las muestras séricas eu los diferentes trimestres, éstas fueron
diluidas previo a su anatisis en amortiguador fosfato ai 0.05 & comteniendo peiatinag af §.1%. ©in e
primer trimestre ¢l intervalo de las diluciones fue desde 1:200 a 1:400, en el 2° y 3 trimestre de 1:40
a 1:100. Las diluciones elegidas fueron las 6ptimas, para que las concentraciones de las muestras fueran

lefdas en la parte central de la curva estdndar, donde la variabilidad es miima (figura 5b). Como
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RIA DE HCG

Tubos marcados Muestras
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|
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l
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|
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I
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l
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IODACION DE HCG
POR EL METODO DE LA CLORAMINA T

2.5 uyg as HCQ

Adicion de Amortiguador PBS 0.6 M (25 ul)

Lectura de!l total de cuentas

|

Adlcién do ta Cloramina T
!
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I
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l
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l
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{

Obtencién de la hormona marcada
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FIGURA 5a. Curvas dosis-respuesta de HCG CR-121, B-HCG CR-123 y 0-HCG CR-123,
empleando como anticuerpo al anti-HCG-H180. Los resultados son expresadcs como
el log de la dosis (X} y la relacién U/Uo (Y). Las lineas discontinuas sefialan las DEg,
para cada una de las curvas.



pardmetros de control de calidad, se calcularon el coeficiente de variacién dentro y entre los andlisis, los

cuales fueron <10% y < 14% respectivamente.

2.- RIA de Testosterona.

La cantidad de testosterona producida in vitro durante el bioensayo se determing por RIA previa dilucidn

1:2 en amortiguador fosfato 0.05 M de las muestras, siguiendo 1a metodologfa descrita en la figura 6.
Todas las muestras obtenidas de un bioensayo fueron inclufdas en fa misma corrida para mimimizar las
variaciones entre los andlisis. El estdndar que se utilizé (Testosterona [* H}; Amersham International,
Inglaterra) y ¢l anticuerpo se obtuvo del Programa Especial en Investigacién en Reproduccién de 1a OMS
(Ginebra, Suiza). Las dosis de la curva estdndar fueron desde 9.9 a 633.6 ng/ml, y 1a diluci6n final de
anticuerpo  fue de 1:210,000. Para evitar variaciones entre los andlisis. todas las muestras
correspondientes a los tres trimestres de embarazo de una paciente se incluyeron, asf mismo, en la misma
corrida. Como control de calidad se calcularon los coeficientes de variacién dentro y entre los andlisis,

los cuales fueron < 10%.

F. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA HUCG CIRCULANTE.

La actividad bioldgica de HCG se cuantificd mediante el bioensayo en células intersticiales de testfculo
de ratén, siguiendo el metodo descrito por Van Damme (100) y que se resume en das {iguias Ta y 76,
Para la realizacién del bioensayo se utilizé un estdndar altamente purificado (HCG CR 121), el cual tue
inclufdo en concentraciones de 3.9 pg a 500 pg/tubo. Las muestras de suero de cada trimestre a las

cuales se les valorarfa su actividad biol6gica. fueron formadas a partir de una poza de 3 muestras tomadas
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BIOENSAYO DE HCG in vitro
A) OBTENCION DE CELULAS
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BIOENSAYO DE HCG in vitro
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al azar; a cada una de éstas se fes cnantific sus concentraciones de HCG para incluirse en el bioensayo

a las dosis de 3.9 a 250 pg/tubo cada una en incubaciones por triplicado.

La actividad biotégica aparente de 1a HCG fue expresada voino la rclacida

dad - inmunoactividad.
Con el fin de evitar variaciones entre los andlisis, todas las muestras correspondientes a fos tres trimestres
de estudio de cada paciente se incluyeron en un mismo ensayo. Como controles de calidad se calcularon

los coeficientes de variacion detro de los andlisis, ¢l cual fué¢ <10%.

G. ANALISIS ESTADISTICO.

1.- Pulsos de HCG.

Para ¢l andlisis de los pulsos de secrecién de la gonadotropina, se utilizé el programa de cdmputo

CLUSTER, disenado para detectar los incrementos y los decrementos significalivos en una serie de datos.

La discriminacién de las variaciones experimentales se basa en un modelo de andlisis de conglomerados

por un andlisis de varianza (ANOVA) corregida y pruebas no paramétricas para dos muestras (101),

tomando en consideracién que 1as tluctuaciones hormonaies depaidcn 8¢ tres par tros nrincipales: a)
pulsos finitos de secrecién hormonal, b) niveles basales sistemidticos que representan a fa secreciin tdnica

o circadiana, <) variacioncs cxperimentales inhecentes al estudio (toma de muestra, variacién en el

procesamiento, cic).

Los resuitados obtenidos se compararon tomando en cuenta tos siguientes pardmetros: a) el nimero de
pulsos en 24 horas, b) la altura, c) la anchura, d) el 4drea de los pulsos, ¢) ¢l mayor incremento de tos

pulsos y f) el intervalo interpulsos. También se considerd en el andlisis, la frecuencia de los valles y la



anchura de éstos. Dado que los valores obtenidos de todos ius pardmetros anteriormente mencionados no
reunfan las caracter(sticas de una distribucién normat, se determing fa mediana y el intervalo mfnimo y

M. imo.

Para discriminar lus diferencius entre el dia y Ia noche de cada uno de fos pardmetros en cada trimestre,
se utilizé una prueba no paramétrica {Wilcoxen) y un ANOVA no paramétrico (Kruskal-Wallis); estas
prucbas se emplearon as{ wmismo, para discriminar las diferencias entre los distintos trimestres del

fa du signtficancia < 0,03,

embaraze, utilizande un

2.- Bioactividad de HCG.

Para el andlisis de la bioactividad de HCG en los diferentes trimestres del embarazo, se utilizg el
programa de compute ALLFIT (102) discfiado para el andlisis de curvas dosis-respuesta, y que caleula
la potencia relativa de cada bioensayos corrrido, asf como el paralelismo de las curvas dosis-respuesta
basdndose en un modelo logistico que utiliza 4 pardmetros que sor @ a) Respuesta a dosis cero b
Pendiente de la curva ¢) Dosis efectiva al 509% (DE() d} Respuesta maxima.

La ecuacidn Jel modele logfstico es la siguiente:

Y — G -y + d

it

X = dosis a = Respuesta a dosis cero

<
f

Respuesta b = Pendiente

¢ = Dosis efectiva mdxima al 50% o DESO

o
It

Respuesta mdxima



Los resultados se expresaron en términos de la potencia relativa al estdndar HCG-CR 121 obtenida por
la refacidn DE,, HCG-CR 121 / DE,, muestras problema. Las potencias relativas de HCG de § sujetos
completos (los 3 trimestres) y de una paciente en la que solo se incluyeron el 2° y 37 trimestres, se

compararon por medio de una ANOVA y prsecba de t parcada. Para valorar las diferencias existentes

Ry
i

entre cada trimestre, se utihizd un wivel al




v, REguLTARGS
Las concentraciones de HCG (ug/ml) fueron diferentes en cada uno de los trimestres (19, 2 y 3°) del
embarazo para cada una de las pacientes. La mediana en el |7 trimestre fue de 5.9 pg/ml y sus
intervalos de concentracidn minino y nuiximo fuerdn de 2.75 y 21.19 pg/ml. En el 2° trimestre, fa

L s

2.08 pg/ml sus inietvaios de concentracion minimo y maximo;

aestre fue de bdd pgimi tue y de 0.36 a 2.85 pg/ml sus intervalos de
concentracién mfnimo y mdximo, La concentracion de HCG significativamente mds alta se presents en

el 19 trimestre (p<0.01) (Tabla 4).

A. PULSATILIDAD DE HCG.

En las figuras 8 a 14 se muestran los patrones de pulsatilidad de HCG obtenidos en cada una de las
mujeres en los diferentes trimestres del embarazo, identificdndose en cada uno de ellos la frecuencia,
altura, anchura, drea e incremento de los pulsos, asf como intervalo entre pulsos. Par otra parte tambicn

se identificaron Ia frecuencia y anchura de los valles.

La mediana de la frecuencia de los pulsos de HCG en 24 horas fue de 10
el 2° rimestre y de 14 en el 37 trimestre, sicado fa frecuencia de pulsos significativamente mayor en el
3= trimestre (p<0.05). La frecuens 2 de los pulsos de HCG también se valord en las primeras 12 horas
(dfa) del estudio, encontrando una mediana de 5 en el 17 trimestre, de 4 en el 2° trimestre y de 7 en el
3 trimestre, no encontrando diferencias significativas al compararse los 3 trimestres. Sin embargo al
comparar la frecuencia de los pulsos de HCG en las segundas 12 horas (noche) del estudio, cuyas

medianas fueron de 5, 5y 7 en el 1°, 2° y 3" trimestre respectivamente, la frecuencia de pulsos fue

24



TABLA 4

CONCENTRACION PROMEDIO DE HCG (yrgiml)
Et LOS DIFERENTES TRIMESTRES DEL EMBARAZO

SUJETO No. 1% TRIMESTRE * * 2° TRH‘»AESTR&;M ; A7 TRIMESTRE
1 16.87 2.8 2.85
2 21.19 3.36 1.57
3 5.45 0.43 : 1.44
4 6.05 0.34 1.68
5 5.93 0.84 1.41
6 2.7% 0.18 0.36
7 £.26 0.27 0.33
Mediana 5.91 0.84 1.44

* v ANOVA (Kruskal-Wallis) p= <0.01
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significativamente mayor en el 3 trimestre {p==0.01) (Tabla 5). No se observé significancia estadfstica
al comparar las diferencias encontradas en la frecuencia de pulsos en ¢l dfa y la noche en cada uno de

tos trimestres.

La mediana de 1a alwra de los pulsos de HOG fue de 6.8 pp/ml en el 1 trimestre, de 0,92 pe/mi en et
2°% wimestre y de 1.5 pg/mioen el 3 trimestre. teniendo los pulsos del 17 trimestre una altura
significativamente mayor (p< 0.01). La altura de los pulsos también se valord por separiado, en el dia
(primeras 12 horas) y en 13 noche (segundas 12 horas), encontrdndose que las diferencias existentes
fueron también significativas at comparar 1% vs 2%y 19 vs 3¢ (p<0.01). Al compararse las diferencias

encontradas entre ¢l dia y 1a noche de cada trimestre, ¢stas no fueron significativas (Tabla 5).

Por otra parte no se encontré significancia estadistica en cuanto a las diferencias observadas en la anchura
de los pulsos en los diferentes trimestres del embarazo, ya que ti mediana de dicho pacdmetro fue de 72,

84 y 62 minutos en el 1°, 2° y 3 trimestre del embarazo respectivamente (Tabla §).

Respecto a fa mediana del drea de los pulsos de HCG en 24 horas, esta fue de 88,19 pg/ml/min en el 17
trimestre, en el 2° trimestre fue de 3.37 pg/mi/min y de 11.27 pg/mi/min en el 37 trimestre, siendo el
drea de los pulsos significativamente mayor en el 1 trimestre (p <0.01) (Tabla 6). No se observaron

diferencias significativas entre cada trimestre al comparar el drea de los pulsos en et dia y la noche

El incremento de los pulsos de HCG en 24 horas fue otro de los pardmetros valorados. Este aumento
presenté una mediana de 1.65 pg/ml en el (7 trimestre, 0.19 pp/mi en el 2° trimestre y de G.29 ppiad
en el 37 trimestre, encontridndose que los pulsos del 1™ trimestre Mmostraron un incremento Mayor en

forma significativa (p <0.01) (Tabla 6).



TASLA &

CARACTERISTICAS DE LOS PULSOS
EN LOS DIFERENTES TRIMESTRES DEL EMBARZ.2Z0 |

17 TRIMESTRE 2" TRIMESTRE 3” TRIMESTRE
PULSOS
{Mediana e intor alos) {Medisna a Intervalot] (N ediana ¢ Intervalos)
o] N TOTAL 0 N TOTAL D N TOTAL
FRECUENCIA ] 5 10 4 B 10 7 7° 14
{4-10) 14-8) {8-18) {2-9) 3-N 15-16) {4-11} V6-10) {1101
ALTURA 145 6.1 R R 0.9 0.8 [o:¥3 18 1.4 15
{ugiml) (3.227.2) (3.2-271 {3-27.1) {0.2-3) {0.2-3.1) 10.2-3.1) {0.4-2.9} {0.4-3.7} {0.4 3.5}
AMCHURA 40 8% 7z 64 B84 B84 61.4 4¢€ 62
{minutos) {38.95) (60-98} {49.81) {#4-180) {56-126) (63-163) {30.5-16€) {40-62.8] {384-114)
Wileoxon. D = Dia
* p<0.0% (1716 3% (2° vs 39} N = Noche

*r p=0.01(1° v& 3% (2° vs 3°)

2 p<0.0Y {1 v

°Hi1° vs 3%




TABLA 6

CARACTERISTICAS DE LOS PULSDS

EN LOS DIFERENTES TRIMESTRES DEL ENBARAZO

]

PULSOS 1" TRIMESTRE 2" TRIMESTRE 3% TRIMESTRE
{Modiar a e Intervaios) (Mediana e intenalos) {Madians 8 intervalos)
AREA *
{pa/ml.min} 88.19 {£2.01 - 428.19) 3.37 (2.43 - 21.80) 11.27 14.81 - 22.67)
INCREMENTO i
{pa/ml} 1.6510.84 - 12.3% 0.19{0.06 - 0 60} 0.29 (0.10 - 0.91)
INTERVALO ase
{minutos} 108 169.52 - 120) 130 {87.5 - 146.66) 80.41 (62.77 - 118.50)
Wilcoxon.

p<0.01 (1° vs 2°) {1° vs 3°)
p<0.07 (17 vs 2°) {1° vs 3°)
¢** p=0.01(2°vs 3°

.




La mediana de los intervalos de tiempo entre pulsos fue de 108 minutos en el 17 trimestre, de 130
minutos en el 2° trimestre y er: ¢l 3 arimestre de 80,41 minutos, siendo mayor este intervalo en el 2°

trimestre al ser comparado con el intervalo de tiempo entre pulsos del 37 trimestre (p=20.01) (Tabla 6).

La frecuencia de los valles fue significativamente mayor en el 37 trimestre (p=0.05), dado que la
mediana de fa frecuencia de fos valles de HCG en 24 horas fue de 10 en el 1°y 2° trimestre y de 15 en
el 3* trimestre (Tabla 7). Las diferencias encontradas en la anchura de los valles o fueron significativas,
siendo la mediana de la anchura de los valles de 33.33, 30 y 28.61 minutos en ¢} 1%, 2° y 3" trimestre

respectivamente (Tabta 7).

B. BIOACTIVIDAD in vitro DE LA HCG.

Dentro de los resuitados de bioactividad de HCG no se incluyd al sujeto No. 4, dado que sus muestras
de suero probablemente se danaron (bioactividad extremadamente baja}. Asimismo tamipoco sc incluyé
el resultado de 1a bioactividad en el t* trimestre del sujeto No. 6 ya que su curva dosis- respuesta no fue
paralela con aquella generada por el estdndar. Por lo demds, se observd una respuesta significativa en
términos de produccién de testosterona por as células de Leydig de testiculo de ratdn adulto, al ser
estimuiadas con las muestras de suero contenicndo HHCG de los diferentes trimestres del embarazo. Se
encontrd una alta correlacién (r=0.84) en las curvas dosis-respuesta, como se muestra en la tigura 1S,
la cual es representativa de las curvas dosis-respuesta (estdndar y HOG del 10, 29 y 3 qrimestres

obtenidas en cadi bivensayu.

Através del andlisis estadfstico utilizado (ALLFIT) se encontré que las curvas dosis-respuesta no

mostraron diferencias significativas (p > 0.05) entre sus pendientes y por {o tanto fueron paralelas entre



TABLA 7

CARACTERISTICAS DE LOS VALLES
EN LOS DIFERENTES TRIMESTRES DEL EMBARAZO

VALLES 1* TRINESTRE 2° TRIMESTRE 3" TRIMESTRE
(Mediana e Intervalos} {Mediana e Intervalo:) {Mediana & Intervalos’
FRECUENCIA 10(7 -19} 10 (6 - 8} 15 (12 - 21)
ANCHURA 33.33 {20.90 - 64} 30 (20 - 58} 28.61 (24.16 - 32.57)
{minutos}

ANOVA {Kruskel-Wallisl p= 0.05
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sf (Figura 16). Por 1o que respecta a la respuesta wndxima, expresada en ng de testosterona/tubo, se
observd que la respuesta fue muy similar bajo el estimulo de ta HCG de los diferentes trimestres del
embarazo en cada una de las pacientes (Tabla 8). Sin embargo, se observaron difesencias en las dosis
efectivas al 50% (DE) en cada una de las curvas dosis-respuesta, tendiendo a ser ésta menor en las

curvas dosis-respuesta de HCG del 1 trimestre del embarazo (Tabla 8).

E!l producto obtenido de la relacion que se establecid entre la DI S0 de la enrva dosis-respuesta del
estdndar con cada una de las DE 50 de las curvas dosis-respuesta de HCG de los diferentes trimestres,
nos dio como resultado tas potencias retativas para cada curva dosis-respuesta, cuyo valor varid en cada
trimestre. El promedio 1 desviacion estdndar para el 17 trimestre fue de 1.144 1 0.14, de 0.872 1 0.22
para el 2° trimestre y de 0.796 + 0.12 para ¢! 3 trimestre, encontrando que la HCG del 1 trimestre
present una potencia relativa significativamente mayor (p <0.05) que ta HCG del 2° y 37 trimestres

(Tabla 9).
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TABLA 8

VALORES OBTENIDOS DE 2 PARAMETROS LOGISTICOS

DE., RESPUESTA HMAXIMA
(ng HCG/tubo) {ng T/tsho!
SUJETO
No. TRIMESTRE TRIMESTRE
10! 20 3a .0 20 30
1 11.% 14.6 16.9 i8 3.4 3.0
2 16.5 21.9 19.7 3.0 2.8 2.8
3 40.3 65.9 71.6 1.9 1.6 1.8
5 21.4 27.8 25.8 1.3 1.4 1.3
6 -- 24.4 29.9 5.8 5.3
7 10.6 11.2 16.9 4.2 3.2 3.6

DE,, :: Dosis Efectiva a 50%.

T = Testosterona




TABLA 9
BIOACTIVIDAD DE HCG

POTENCIAS RELATIVAS *

SUJETO TRIMESTRE
No. PRIMERO SEGUNDO TERCERO
1 1.010 0.803 0.703
2 1.090 0.82€¢ 0.909
3 1.119 0.68¢ 0.630
5 1,120 0.564 0.936
8 - 0.743 0.72%
7 1.390 1.310 0.784
X = DE 1.144 = 0.14°° 0.872 = 0.22 0.795 = 0.12

* Fotencia relativa = DE,, HCG-CR-121 / DE,, de muestras problema
** e <0.05 119 vs 29 {1° vs 3°)
= DE = Prometio = Desviacidn Estandar




V1. DISCUSION

Hasta el momento no existen datos en la literatura que informen el patrén de secrecién de HCG en los
tres trimestres del embarazo. Incluso en los estudios in_vitrg (48, 103), éstos sélio se concretan al estudio

de expiantes placentarios de la primera o dltima etapa del embaraso. Mucsito estudio constjruye el

primero en infor icag precisas del patrés de secrecion de HCG alo largo del embarazo,

tas cuales de acuerdo a los resultados descritos, varfan en cada trimestre.

Los resultados de este trabajo demuestran que la secrecién de HCG se presenta de manera pulsdtil en el
19, 2° y 3 trimestres del embarazo. La frecuencia de pulsos de secrecién de HCG en 24 horas fue
mayor en forma significativa en el 37 trimestre (12 pulsos), con una frecuencia mayor de pulsos por fa
noche. Estos datos de pulsatilidad confirman y amplfan los resultados de trabajos previos in vivo e in
vitro (48.50-52,103). En estos estudios (48,50-52) la frecuencia de puisos de secrecién de HCG fue
menor que la encontrada en nuestro trabajo; sin embargo, los autores solamente se concretaron al estudio
del primer trimestre del embarazc y fas carcaterfsticas de los pulsos fueron analizadas mediante otros
métodos. Asl mismo, en el estudio realizado por Kaplan y cols. (103), de siete explantes placentarios
estudiados, en dos no se detecté pulsatitidad. En otro estudio realizado in_vivo (52), en donde los
resultados fueron analizados con el mismo programa estadfstico empleado en el presente trabajo, los
autares detectaron secrecion pulsitil de la HCG en 16 de 19 mujeres con edades gesticionales de 16 o
71 dias. Dichos hallazgos no concuerdan con los resultados de nuestro estudio, en donde las 7 mujeres
estudiadas a ias 12, 24 y 36 semanas de gestacidn, presentaron patrones uniformes de pulsatitidad de
HCG durante las 24 horas y en cada uno de los trimestres. Las diferencias encontradas entre éste titimo
estudio y el nuestro, pueden deberse al tamaiio de muestra utilizado, a la edad gestacional que presentaban
las pacientes cuando se realizd el estudio o al intervalo de tiempo mayor con el que se obtuvieron las

muestras sangufneas en el estudio previo con respecto al nuestro (30 vs 20 minutos). Se ha propuesto que



a menor intervalo de tiempo entre una muestra sanguinea y ta siguiente, mayor factibilidad de detectar

pulsatilidad hormonat (89).

Al igual que con las otras hormonas glucoprotefcas de [a hipofisis anterios (26-28,46,47), de tas cuales

ta HOG se secreta de manera pulsdiil o o fargo de wodo <}

s2 COROCE gue su secrecisn

embarazo. Esto puede deberse a fa necesidad de la gldnd

suprarrenales) de ser estimulada de una manera intermitente para evitar 1a desensibilizacién o regulacion
decreciente de sus receptores a nivel celular (34,35). Dicho fenémeno tendrfa como finalidad la de evitar
la sobreestimulacion de {as células debido al exceso de hormona (33-35), como ha side demostrado para
el receptor de insulina en el higado y para receptores de otros 6rganos tales como la hipéfisis (26), ovario
(27,28) y testfculo {37-40) entre otros. Ahora bien, en cuanto a las células de Leydig se refiere, existen

controversias al respecto ya que en un estudio realizado in vitro utilizando tejidos testiculares fetales

humanos, se demostré que las células de Leydig fetales no experimentan desensibilizacidn después de ser
estimuladas en forma continua con HCG (76). Esto iiliimo sugiere que al estimular Jas células de Leydig
fetales con HCG en forma continua, éstas poseen la capacidad de activar Ia sintesis de ARN o ADN por
varios mecanismos a nivet nuclear (76). Por lo tanto las células de Leydig fetales no eaperimentan
desensibilizacién, a diferencia de las células de Leydig del adulto, que sl presentan una regulacién
decreciente de los receptores dado que no tienen la capacidad de adaptacion al estimuto continuo, como

las células de Leydig fetales (104).

Las caracterfsticas de los pulsos variaron en los diferentes trimestres en cuanto a su incremento, altura
y drea. Estos pardmetros reflejun la amplitud de los pulsos, la cual fue mayor en los pulsos det I
trimestre. Los resultados concuerdan con los informados por Kaplan (103), quien al detectar pulsatilidad
de HCG en los explantes placentarios def 1y 3* trimestres del embarazo encontré que su amplitud fue

mayor en los pulsos del 1 trimestre.



Los cambios on las carcterfsticas de os patrones de secrecion de ta HCG a lo targo del embarazo, pueden
estar relacionacus con los diferentes requerimientos biolégicos de cada trimestre. Asf, la HCG tiene
implicaciones fisiolég. . importantes sobre todo en las primeras etapas, vn donde regula la produccion
de esteroides por el cuerpo liteo, mismos que son necesarios para la sobrevida del embarazo. Por otra
parte la HCG puede estar relacionada con la regulacion enddenina del teto (74,75, 105), dada {a funcicn
que tiene de estimular ta esteroidogénesis testicuiar y suprarrenal (106) en las primeras ctapas del
embarazo, producicndo andrégenos necesarios para que se lleve a cabo el proceso de virilizacién del feto
masculino (107,108). Se desconoce el momento exacto en el que fa HCG es necesaria para inducir la
sintesis y secrecién de testosterona, sfn embargo, en las primeras etapas del embarazo, la produccion de
testosterona s dependiente de 13 secrecion de la HCG placentaria (106,107), mientras que en etapas
posteriores las gonadotropinas hipofisfarias fetales son esenciales para continuar con el desarrollo

testicular (109).

En relacién a la actividad bioldgica, la HCG de! primer trimestre del embarazo mostré una mayor
bioactividad al compararse con aquellas del 2° y 3 trimestres. Las diferencias existentes entre la
actividad biolégica de la HCG en los diferentes trimestres, pudieran deberse a diferencias en la estructura
molecular de la hormona. fo cual fue demostrado recientemente por Ulloa y cols. ¢n un estudio in vitro

60

En ci estudio realizado por Wide y cols. (88) para analizar la  carga media y ta actividad bioldgica in
vivo de 1la HCG en mujeres embarazadas en ¢l 1™ y 3" trimestres de gestacion, se encontréd que a
molécula de HCG del 1+ trimestre (10 semanas de gestacidn) es mds dcida y exhibe una mayor actividad
biolégica que la miulécula del 3 trimestre. Es posible que [a molécula de HCG que conticne mayor
cantidad de dcido sidlico como lo es Ia del 1 trimestre, circule durante un perfodo de tiempo mds

prolongado y por elo su actividad biolégica in_vivo sea mayor. Por ¢l contrario, la molécuia de HCG
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del 3* trimestre es menos deida, por su menor comtenido en dcido sidlico y su actividad bioldgica ip yivo
es consecuentemente menor. Los resultados del presente estudio en el que encontramos que la potencia
biolégica ip_vitro de la molécula de HCG del 2° y 3" trimestres es menor que ta del 1 trimestre,
concuerdan con los de Moyle (110) gquien estudié la capacidad de HCG de estimular {a produccidn de
AMPc en células de Leydig de ratas, encontando que Ja maléoula de HOCG desializada enzimidticamente
{ y por lo tanto menos dcida (60) j. picrde 1a capacidad de estimular la produccion de AMPc y
testosterona, presentando una actividad bioldgica in vigro menor. Los mismos resultados fueron obervados
en el estudio realizado por Channing y cols. (20) al estudiar ¢f papel que desempeiian los carbohidratos

de la molécula de HCG en su unidn y estimulacion de la produccién de AMPc en células de la granulosa

=¢ &0 coanjunta sugieren gue cierta variacion en el contenido y/o la distribucidn
de los carbohidratos en la molécula de HCG  pueden producir una disminucién en la capacidad de
estimular 1a produccién de AMPc (58), alterar la afinidad de 1a HCG a sus receptores (34,35), reducir
ia capacidad para estimular 1a esteroidogénesis (107,108) o bien modificar 1a vida media plasmdtica de
la hormona (20,21). Es probable que Ia estructura tnolecular de la HCG def 1°, 2° y 3 trimestres del
embarazo varfe en su composicién de oligosacdridos y que por ello su potencia biolégica a nivel de la

célula blanco sea diferente,
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