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l. INTRODUCCION 

A. ANTECEDENTES. 

Una vez ocurrida la fecundación, en el cigoto se suscitan una serie de divisiones 

mitóticas que llevan a la formación de la mórula, una masa sólida en forma de esfera que 

contiene entre 1 2 y 16 blastómeros. La mórula pene.tra al útero mientras está en formación. 

Conforme se acerca a la cavidad uteriha. entra líquido a la mórula y ocupa los espacios 

intercelulares. Al aumentar el llquido separa las células en dos partes: una capa celular 

externa, el trofoblasto, el cual originará parte de la placenta, y un grupo de células de 

situación central, la masa celular interna o embrioblasto, que originará al embrión. Los 

espacios llenos de líquido se fusionan formando un espacio único de gran tamaño, la cavidad 

del blastocisto o blastocele. Esta etapa del desarrollo se le conoce como blástula y es en este 

momento cuando el blastocisto comienza a estar en contacto con el epitelio endometrial, el 

cual se encuentra en su fase secretoria. Tan pronto como el trofoblasto se fija a este epitelio, 

comienza a proliferar con rapidez y se diferencia de manera gradual en dos capas: una 

interna, el citotrofoblasto, y la externa el sinciciotrofoblasto, que consiste en una masa 

protoplásmica multinuclear en la cual se han perdido los límites celulares. Para el final de la 

primera semana de gestación, el blastocisto comienza su implantación superficial en la capa 

compacta del endometrio (1 ). La implantación dispara la síntesis de la hormona gonadotropina 

coriónica o coriogonadotropina (hCG) por el sinciciotr<?foblasto. 

En estudios realizados con técnicas de ultraestructura y de inmunofluorescencia en 

tejidos placentarios, se identificó a la hCG en explantes placentarios sinciciotrofoblásticos, por 

lo que se estableció que la síntesis y secreción de dicha hormona se da en el 
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sinciciotrofoblasto y no en la hipófisis como se pensó en un inicio, cuando la hormona fue 

descubierta en 1927 por Ascheim y Zondek en la orina de mujeres embarazadas 12). 

B. HORMONA CORIOGONADOTROPINA. 

La hCG es una glicoproteína con un peso molecular de aproximadamente 36,000 

daltones que presenta una estructura cuaternaria con dos subunidades: la alfa (a) y la beta ((1), 

unidas en la hormona por enlaces no coyalentes (3.4) (Figura 1 a). 

La estructura de la subunidad a es común con aquella de las hormonas hipofisiarias: 

la hormona luteinizante (LH), la hormona folículoestimulante (FSH) y la tirotropina (TSH). Dicha 

subunidad en estas glicoproteínas consta de 89 a 92 aminoácidos en una misma secuencia 

(5,6) (Figura 1 b). Por otro lado, la subunidad B difiere en estas glicoproteínas y es la que 

otorga a cada una de ellas su especificidad tanto inmunológica como biológica (4,5). 

Se pueden considerar dos funciones principales para la subunidad a después de 

combinarse con la B; una es que la subunidad a contiene todos o la mayor parte de los sitios 

de reconocimiento necesarios para la unión con el receptor en la célula blanco, en tanto que 

la conformación activa de la subunidad B se logra únicamente después de su asociación con 

la subunidad a (7). 

La estructura en tercera dimensión de cada subunidad es mantenida por medio de 

puentes disulfuro, cinco en la subunidad a y seis en la subunidad B. Debido a que cada 

subunidad B se puede combinar con una subunidad a común, algunas porciones de la 

estructura tridimensional de las subunidades B de las glicoproteínas deben ser muy parecidas. 

Las regiones que no son similares probablemente le confieren la especificidad a la hormona 

y participan en la unión al receptor (8). 
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FIGURA 1 a. Disposición relativa de las subunidades a y 1:1 de la hCG (se representan los residuos 1-112 de la 
subunldad 1:1). A, Modelo esquelético de la columna vertebral atómica, coloreados de acuerdo al siguiente 
esquema: cadena a, azul; cadena r.., rojo; cisternas, amarillo; cadenas de carbohidratos unidos a asparagina, 
blanco. 8, Modelo CPK (Carey, Pauling y Koltun) representando los átomos del panel A. C, Modelo CPK, 
representación de la hCG incluyendo cadenas laterales: hidrógeno, blanco (solamente para residuos de 
azúcares); carbón, verde; nitrógeno, azul oscuro: oxígeno, naranja; azufre, amarillo; cadenas de carbohidratos 
unidos a asparagina, morado. (De: Lustbader. J.W., Yarmush, D.L., Birken, S., Puett, D. and Canfield, A.E. 
(1993)Endocr Rev.1413), 291·311). 
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FIGURA 1 b. Secuencia de aminoácidos de la subunidad alfa de las hormonas glicoproteicas 
humanas. Los sitios correspondientes a la N-glicosilación se muestran con asteriscos. 



Las propiedades químicas de la molécula de hCG son dadas entre otras, por la 

localización de residuos de oligosacáridos en sitios específicos de ambas subunidades. La hCG 

posee cuatro cadenas laterales de carbohidratos que están unidos a residuos de Asparagina 

(Asn) por enlaces glicosídicos (tipo N), en las posiciones 52 y 78 de Ja subunidad a y en la 13 

y 30 de Ja subunidad B (6). Existe cierta homología estructural entre la BLH y BhCG, ya que 

de Jos 115 aminoácidos terminales aproximadamente un 80% están en posiciones idénticas, 

aunque BhCG contiene además una secuencia en el extremo carboxilo terminal de 30 

aminoácidos que es única (145 aminoácidos totales en Bl. en la que se encuentran complejos 

laterales de oligosacáridos que poseen residuos terminales de ácido siálico (ácido N­

acetilneuramínico); es decir, en esta secuencia existen cuatro cadenas de oligosacáridos 

unidos por enlaces 0-glicosídicos a residuos de serina (posiciones: 121, 127, 132 y 138)(9-

11) (Figura 1 c). 

En resumen, la hCG es una glicoproteína con cuatro grupos de oligosacáridos en 

uniones N-glicosídicas con el aminoácido asparagina (Asn) y cuatro uniones 0-glicosídicas con 

el aminoácido serina (Ser). Cada una de estas cadenas terminan en dos residuos de ácido 

siálico. 

1. OLIGOSACARIDOS EN hCG. 

Los oligosacáridos en hCG que se encuentran unidos a través de enlaces N-glicosídicos 

a asparagina, presentan una estructura biramificada, ~n la cual el ácido siálico está unido a 

una galactosa mediante un enlace a 2,3, siendo más común encontrar enlaces tipo a 2.4 en 

el resto de las glicoproteínas en suero (Figura 2a). La mayoría de estos oligosacáridos 

contienen dos residuos de ácido siálico encontrándolos tanto en la fracción a como en Ja B; 
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FIGURA 1 c. Secuencias de aminoácidos de la fracción B de las hormonas humanas lutelnlzante 
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los oligosacáridos monosializados se encuentran en la subunidad a, y los oligosacáridos 

fucosilados en la subunidad 13. El esqueleto fundamental o región central consiste en dos 

residuos de N-acetilglucosamina (GlcNAc2 ) y tres residuos de manosa (Man3). A esta región 

central se Je añaden residuos de manosa, glucosa y ácido siálico, dependiendo del tipo de 

oligosacárido que se vaya a formar (12) (Figura 2a). 

Por otro lado se encuentran cuatro oligosacáridos en la extensión carboxilo terminal 

unidos a serina (0-glicosilación) en la subunidad 13. los cuales pueden presentar dos residuos 

de ácido siálico (12) (Figura 2b). 

En la placenta dos formas de a-hCG son producidas, una capaz de asociarse con la 

fracción 13 para producir el dímero y una subunidad a-libre, incapaz de unirse a esta fracción 

13 debido a la presencia de un oligosacárido extra unido por un enlace 0-glicosídico (12). 

2. HETEROGENEIDAD DE LA hCG. 

La hCG es producida y secretada en varias formas moleculares (isotermas), las cuales 

se originan por Ja presencia de oligosacáridos en las cadenas a y 13 con diferentes grados de 

sialización, lo que le confiere heterogeneidad por carga a la molécula (13-17). Recientemente 

se han empleado diversas técnicas de separación para demostrar esta heterogeneidad. Entre 

ellas están la cromatografía por afinidad, electroforesis en suspensión de agarosa, el 

isoelectroenfoque y el cromatoenfoque (18-23); las tres últimas detectan el polimorfismo con 

base en las variaciones en el contenido de ácido siálico, fundamentalmente. 

El contenido de ácido siálico es variable en las diferentes glicoprotefnas; en la hCG se 

pueden encontrar de 16 a 20 residuos por molécula. Estas diferencias son en gran parte, las 

responsables de las variaciones en los puntos isoeléctricos (pi) de las gonadotropinas, definido 
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como el pH en el cual la molécula es eléctricamente neutra. La presencia de estos 

oligosacáridos sializados juega un papel sumamente importante en la expresión de la 

bioactividad y Ja vida media de la hormona. (Figura 2a, 2b). En estudios realizados con la 

coriogonadotropina equina se ha encontrado que la vida media plasmática de la molécula, es 

prolongada gracias a la extensión carboxilo terminal glicosilada (24). Por otro lado, si se 

remueve el ácido siálico de la hormona se incrementa su potencia biológica in vitre de dos a 

tres veces más debido a que la presencia de ácido ~iálico probablemente impide la unión al 

receptor (24). Se ha observado que las formas más alcalinas (menor contenido de ácido 

siálico) de la LH tienen una alta actividad biológica in vitro, pero son eliminadas rápidamente 

de la circulación (24). Sin embargo, las formas más ácidas son menos activas in vitre, pero 

más potentes in vivo, probablemente por que son eliminadas lentamente de la circulación. Al 

remover enzimáticamente los residuos terminales de ácido siálico, se reduce la vida media 

plasmática de la hormona, pero no se afecta su unión al receptor. Por esta razón, la actividad 

biológica de LH, hCG y FSH humana desializadas está considerablemente reducida in vivo, 

pero no in vitro. Por otra parte se ha observado que al remover los grupos de carbohidratos 

internos al ácido siálico no se afecta (y aún aumenta) la unión de la hormona al receptor, pero 

se reduce sin embargo, de manera significativa su capacidad para inducir una respuesta 

biológica (8). 

En la actualidad se desconocen los cambios en el patrón de heterogeneidad de la hCG 

circulante a lo largo del embarazo, así como el significado fisiológico de esta heterogeneidad. 

3. SINTESIS DE hCG. 

La hCG es producida fundamentalmente por el sinciciotrofoblasto y en menor grado por 
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el citotrofoblasto de la placenta humana. Sus subunidades son sintetizadas 

independientemente y son ensambladas en un heterodímero antes de ser secretadas a la 

circulación. Las subunidades son codificadas por diferentes genes; la subunidad a es 

codificada por un gen localizado en el cromosoma 6 y la subunidad B por una serie de 6 genes 

en el cromosoma 19. La expresión de los genes que codifican a cada una de las subunidades 

está controlada por elementos responsivos al AMPc. Existe una amplia variedad de agentes 

que regulan y modulan la síntesis y secreción de hCG en sistemas in vitro, entre ellos, el GnRH 

(25), ácido gamma-aminobutírico (26), _factor de crecimiento epidérmico (27). factor de 

crecimiento fibroblástico (28), factor-B de crecimiento transformante (29). inhibina (30). 

activina (31 ), hormona paratiroidea (32), agonistas adrenérgicos (33), factor estimulante de 

colonias de macrófagos (34), factor de necrosis tumoral (35), interleucina 1 y 6 (36), opiáceos 

endógenos (37), progesterona (38), glucocorticoides (39). ácido retinoico (40), prolactina (41 ), 

péptido intestinal vasoactivo (42) e insulina (43). 

Se ha propuesto un mecanismo de síntesis para LH y FSH que consiste en la síntesis 

independiente de sus dos subunidades en el retículo endoplásmico rugoso, y su glicosilación 

subsecuente conforme van penetrando al lumen del mismo. Una vez sintetizadas, s.e da la 

asociación de ambas subunidades y en el aparato de Golgi se continúa el procesamiento de 

los oligosacáridos hasta que resulta finalmente la· molécula glicosilada y sializada en el trans­

Golgi, lista para ser transportada al exterior mediante exocitosis (12). Se han observado 

gránulos de almacenamiento de LH y FSH y al parecer el tamaño y la cantidad de estos se 

relacionan con las demandas fisiológicas para cada hormona en particular (44). En el caso de 

estas hormonas la liberación de los gránulos de secreción es regulada por el factor liberador 

de gonadotropinas (GnRH) sintetizado y secretado por el hipotálamo. A diferencia de estas 

glicoproteínas la secreción de hCG requiere de la síntesis de RNAs así como de proteínas y no 
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se ha observado el almacenamiento y la liberación de hormona prealmacenada (6). 

4. EVIDENCIA DE SINTESIS DE hCG EN OTROS ORGANOS. 

La hCG existe en gran abundancia en la placenta humana. Puede ser también detectada 

en pequeñas cantidades en otro tejidos, incluyendo testículos, colon, hígado e hipófisis. 

Avances recientes en técnicas de cuantificación hormonal han permitido la detección de hCG 

en el suero de hombres y mujeres sanas no embarazadas (45). 

5. CONCENTRACIONES V SECRECION DE hCG. 

Los cambios en la secreción de la hCG durante el embarazo están relacionados con los 

cambios maduracionales de la placenta en el embarazo temprano; la hCG es empleada para 

mantener el cuerpo lúteo y así, la producción de progesterona. Conforme progresa el embarazo 

se observa un aumento en las concentraciones de hCG presentándose el pico de secreción 

entre la novena y la doceava semana, para posteriormente declinar y mantenerse en 

concentraciones constantes hasta el final del embarazo (46). En el embarazo es posible 

detectar inmunoactividad de la hCG en suero nueve días después del pico ovulatorio de LH; 

esto es, aproximadamente un día después de la implantación. Al inicio del embarazo ocurre 

un incremento rápido de las concentraciones de hCG, alrededor de la 6ª semana; 

posteriormente se alcanza el pico máximo de secreción alrededor de la 9ª semana, 

encontrándo sus concentraciones entre 50,000 y 100,000 Ul/L; estas concentraciones 

declinan posteriormente y a partir de la 20' semana de gestación los valores oscilan entre 

10,000 y 20,000 Ul/L, permaneciendo así hasta el final del embarazo (47). 
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En un estudio previo (48) se propuso un mecanismo de desactivación de la hCG, por 

el cual la molécula intacta es fragmentada entre los residuos 44 y 45 ó 47 y 48 de la 

subunidad B (forma hendida). cambiando su estructura terciaria, disminuyendo su actividad 

biológica y limitando el reconocimiento de la hormona por ciertos anticuerpos, concluyéndose 

que el grado de fragmentación varía conforme progresa el embarazo (ya que la proporción de 

formas hendidas aumentó progresivamente con el tiempo) y que por inestabilidad de la 

molécula fragmentada se disocia más rápidamente en. las subunidades a y B-fragmentada. Una 

vfa que involucre fragmentación y disociación podría desactivar progresivamente la hCG 

conforme avanza el embarazo y contribuir a la disminución de sus concentraciones circulantes 

en el 2º y 3" trimestre. 

Durante el embarazo temprano, el cuerpo lúteo estimulado por la hCG es el sitio de 

mayor producción de progesterona (4g), Alrededor de la octava semana ocurre un cambio, 

durante el cual la placenta pasa a ser el mayor productor de este asteroide (49). En explantes 

placentarios, se ha observado que la progesterona suprime la producción de hCG. Sin 

embargo, en estudios in vivo, la administración de progesterona a mujeres en el primer 

trimestre del embarazo induce un incremento en la hCG en suero (49). 

Cuando la hCG se une a su receptor membrana!. es introducida por una endocitosis · 

mediada por el receptor. Las vesículas de endocitosis vacían su contenido a los lisosomas, 

donde el ligando y el receptor son degradados por enzimas hidrolíticas. Al inducir la 

endocitosis, algunos ligandos incrementan notablemente la velocidad de degradación de los · 

receptores de forma que cuando la concentración del ligando es elevada, disminuye el número 

de receptores membranales. El resultado es una disminución de la sensibilidad de la célula 

blanco para la hormona. Esto ha sido demostrado en cultivos in vitro de placentas a término 

(50). Por otro lado esta pérdida de sensibilidad puede ocurrir también a través de una 
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inactivación reversible de los receptores inducido por el ligando (50). Dada la forma pulsátil 

de secreción hormonal de la LH y FSH (51-53). la cual es necesaria para evitar la 

desensibilización o regulación decreciente de los receptores y procurar un estímulo adecuado 

a la célula, se ha sugerido que la secreción de hCG pudiera ser también intermitente. 

En estudios realizados in vitre con explantes placentarios de edades gestacionales 

tempranas y tardías, se ha observado que la secreción de hCG es pulsátil y que la cantidad 

secretada así como su pulsatilidad (número de pulsos) disminuyen conforme el embarazo 

progresa (54). 

Nakajima y colaboradores (55) estudiaron la secreción pulsátil de la hCG y de la 

progesterona de mujeres en el primer trimestre del embarazo. Observaron que las 

concentraciones en suero de ambas hormonas varían en un periodo de 24 horas y que esta 

variación podría deberse a un patrón de secreción de tipo episódico (55). Hasta el momento 

se desconoce el patrón de secreción de la hCG en el segundo y tercer trimestres. Es probable 

que la pulsatilidad sea el reflejo de la liberación de gránulos de almacenamiento; sin embargo, 

como se mencionó anteriormente, no se han observado gránulos de almacenamiento (54). Se 

ha sugerido que un factor liberador de gonadotropinas (GnRH) o algún análogo de éste, el cual 

ha sido identificado en la placenta humana (25). podrla ser el responsable de su secreción 

episódica. Este decapéptido es secretado por el citotrofoblasto y se une a receptores 

presentes en la membrana celular del sinciciotrofoblasto (25). El mecanismo por el cual ocurre 

el incremento en la liberación de la hCG inducido por el GnRH, aparentemente tiene una 

mayor eficacia al principio del embarazo, a juzgar por estudios en cultivos de células 

placentarias (25). 

Al graficar las variaciones en la concentración de ciertas hormonas durante un intervalo 

de tiempo determinado, es posible identificar dos regiones bien definidas. Una de ellas es dada 

9 



por el incremento relativo de la concentración de la hormona (pico), y la otra por una 

disminución en la concentración d& la hormona (valle). A la presentación de estos dos eventos 

se le denomina pulso (56). Para identificarlos y estudiar sus características se han descrito los 

siguientes parámetros (57) (Figura 3): 

a) Frecuencia; que es el número de pulsos en un período de tiempo establecido. 

b) Altura; expresada como el promedio de la longitud del pico comprendida entre dos 

puntos determinados. 

cJ Anchura; que es el lapso de tiempo comprendido entre el primer incremento y el 

primer decremento significativo. 

dJ Area; definida como el producto de Ja altura del pico en unidades de masa 

multiplicado por la duración del mismo. 

e) Incremento; el cual es el aumento progresivo de la concentración media de un valle 

y el valor más alto del pico correspondiente. 

f) Intervalo; tiempo que transcurre entre los valores máximos de dos picos adyacentes. 

El estudio de estos parámetros de los pulsos de determinadas hormonas (por ejemplo: 

la hormona Juteinizante, de crecimiento, prolactina, etc) ha permitido conocer y caracterizar 

las variaciones temporales en su secreción y dilucidar algunos de los mecanismos que las 

regulan. 

6. CUANTIFICACION Y VALORACION DE LAS PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LA hCG. 

Para la determinación cuantitativa de las concentraciones hormonales de la hCG se 

emplea, entre otras tácnicas, el radioinmunoanálisis (RIA). Este mátodo se basa en las 

propiedades inmunológicas de. la molácula por identificar; la hormona es el antígeno que 
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inducirá la formación de anticuerpos específicos al ser inyectada repetidamente en ciertos 

animales como el conejo. En el RIA, el anticuerpo se incuba con una cantidad conocida de 

hormona radiomarcada y una cantidad conocida (curva estándar) o desconocida (muestras 

problema) de hormona radioinerte, las cuales competirán entre sí para unirse al anticuerpo y 

formar complejos. Una vez que la reacción ha alcanzado el equilibrio, se mide la cantidad de 

antígeno radiactivo unido al anticuerpo, y a partir de este valor se calcula la concentración de 

la hormona no marcada. Cuanto mayor sea la cc:>nce~tración de la hormona radioinerte qua se 

va a cuantificar, menor será la cantidad..de radiactividad detectada en forma de complejos 

antígeno-anticuerpo. 

El marcaje radiactivo de la hormona se realiza con 12•1 o con 3H. La separación de las 

moléculas unidas de las no unidas al anticuerpo se puede hacer mediante precipitación 

agregándose anticuerpo contra la lgG presente. Otro método empleado particularmente pare 

los RIAs de los asteroides es la adsorción de le hormona libre con carbón·dextrán. 

Pare determinar la potencia biológica se ha utilizado entre otras técnicas, el bioensayo 

In vitro. El método está basado en la producción de testosterona por células de Leydig de 

testículo de reta o ratón al ser estimuladas LH o hCG. La interacción de alguna de estas 

hormonas con el receptor de le membrana celular de las células de Leydig desencadena· una 

respuesta esteroidogénice, en este caso la producción de testosterona (58), que el ser 

cuantificada permite le medición de la potencie biológica de la hormona. 

Para la separación de les isoformas de las glicoproteínas de acuerdo a su punto 

isoélectrico se emplee el método de crometoenfoque, descrito por primera vez por Sluyterman 

et 111 (59-61). El principio básico del crometoenfoque se basa en la creación de un gradiente 

de pH en una columna de intercambio iónico en el cual las proteínas eluirán de acuerdo e su 

punto isoeléctrico. 
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11. OBJETIVOS 

1 • Determinar la forma de secreción de la hCG inmunoactiva durante los tres trimestres del 

embarazo. 

2. Estudiar los cambios en la actividad biológica In vitro de dicha hormona en los diferentes 

trimestres del embarazo. 

3. Determinar el patrón de heterogeneidad por carga da la hCG durante las•, 10', 24ª y 36ª 

semanas de embarazo (1", 2º y 3" trimestres). 
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111. HIPOTESIS 

La hCG es secretada por la placenta de manera episódica durante los tres trimestres 

del embarazo. La potencia biológica de la hCG varía a lo largo de áste ya que su presencia es 

fundamental particularmente al principio del embarazo. Por tal motivo se espera encontrar una 

mayor potencia biológica en los primeros dos trimestres, así como un predominio de isoformas 

más ácidas de mayor vida media plasmática. 
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IV. MATERIALES Y METODOS 

El estudio se llevó a cabo en mujeres voluntarias embarazadas que asistían a Ja 

Consulta de Endocrinología Reproductiva e Infertilidad del Instituto Nacional de la Nutrición 

Salvador Zubirán. El consentimiento voluntario fue por escrito, tc1mándose en cuenta Jos 

siguientes criterios de inclusión y exclusión que fueron evaluados por personal mádico 

especializado: 

A. CRITERIOS DE INCLUSION. 

1.- Presencia de embarazo, diagnosticado por ausencia de menstruación (8 semanas) y 

positividad en Ja determinación de hCG urinaria y confirmado mediante ultrasonido pálvico. 

2.- Peso y talla comprendidos entre Ja percentila 3 y 97 para mujerus adultas mexicanas. 

3.- Ausencia de enfermedades crónicas debilitantes. 

4.- Ausencia de patologías concomitantes despuás de una evaluaci15n clínica detallada. 

5.- Concentraciones en sangre de glucosa, urea, creatinina y pruebas de función hepática 

dentro de los intervalos normales de referencia. 

6.- Presentar 3 días antes del estudio una hemoglobina superior a 12 g/dl, hematocrito mayor. 

de 36% y concentraciones de hierro, folatos y vitamina 812 dentro de los valores de 

referencia. 

7.- Ausencia de cualquier tipo de sangrado. 

8.- Consentimiento voluntario de participar en el estudio. 
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B. CRITERIOS DE EXCLUSION O ELIMINACION. 

1.- Inicio de cualquier tipo de enfermedad que pudiese complicar el curso del embarazo o 

poner en riesgo la vida de la madre y/o el feto. 

2.- Alteración en alguno de los parámetros de laboratorio. 

3.- Presentación de alteraciones en la tensión arterial, frecuencia cardiaca o temperatura que 

indicara la posibilidad de alguna alteración física durante el estudio. 

4.- Si durante el parto se determinara alguna alteración macroscópica de la placenta. 

5.- Decisión de no continuar en el estudio. 

6.- Párdida del producto. 

C. SUJETOS Y PROTOCOLO DE ESTUDIO. 

Para el desarrollo de los objetivos 1 y 2 (Figura 4) se incluyeron 7 mujeres con edades 

de 22 a 32 años de edad, las cuales fueron estudiadas a las 10.2-13.0, 21.2-24.5 y 33. 7-

36.5 semanas de embarazo (1•'. 2º y 3 ... trimestre). 

Para fines del estudio se tomaron muestras de 11 mujeres embarazadas, de las cuales 

cuatro fueron eliminadas: dos por presentar problemas mádicos, otra por presentar parto 

prematuro y una por baja voluntaria. De las siete mujeres restantes, una de ellas tenla 

síndrome de ovarios poliqulsticos (SOP). El resto fueron mujeres con embarazos normales que 

aceptaron participar voluntariamente en el estudio. Todaf! las pacientes tuvieron un embarazo 

espontáneo, excepto la paciente con SOP que requirió de inductores de ovulación (citrato de 

clomifán). En todas las pacientes el embarazo cursó sin complicaciones y al final del mismo 

no se observaron anormalidades placentarias. 
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Las mujeres que resultaron elegibles fueron estudiadas a las 10.2-13.0, 21.2-24.5 y 

33.7-36.5 semanas de gestación (1"', 2º y 3•• trimestre), internándolas en la Unidad 

Metabólica del Instituto desde la noche anterior al estudio. El estudio se inició a las 8:00 hrs; 

media hora antes se les instaló un catéter corto (mariposa #21, Laboratorios Abbott) en una 

vena antecubital. Se obtuvieron muestras (2ml) sanguíneas cada 20 minutos, durante 24 

horas (146 mi en total). Durante este tiempo las mujeres permanecieron en posición de 

decúbito, tomando sus alimentos y durmiendo en horario habitual. 

La sangre obtenida de las 73 muestras se mantuvo a temperatura ambiente por 30 

minutos; posteriormente se centrifugó a 3000 rpm por 15 minutos, extrayéndose el 

sobrenadante (suero). Finalmente cada uno de éstos se congeló a ·20°C en tubos de plástico 

hasta el momento de su análisis. 

Cinco mujeres más con edades de 22 a 30 años y que cursaban la 8.0-8.8 semanas 

de embarazo se incluyeron en el estudio para el desarrollo del tercer objetivo. En estas mujeres 

se obtuvo una muestra sanguínea (20 mi) en ayunas. La sangre obtenida se mantuvo a 

temperatura ambiente durante 30 minutos y se siguió el mismo procedimiento antes 

mencionado, congelando el suero a -20ºC hasta su procesamiento. En todas las pacientes, el 

embarazo cursó sin complicaciones y al final del mismo no se observaron anormalidades 

placentarias. 

D. RADIOINMUNOANALISIS (RIA) DE 17B·ESTRADIOL IE,,I Y PROGESTERONA (PI. 

La cantidad de E2 y P contenidos en cada muestra de suero obtenida a las 08:00 horas, 

fue determinada por RIA después de su extracción del suero con disolventes orgánicos; los 

antisueros empleados fueron donados por el programa de Reactivos de la Organización 
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Mundial da la Salud (OMS; Ginebra, Suiza). Para evitar variaciones entra los análisis, todas las 

muestras fueron analizadas an una sola corrida. Las variaciones dentro de los análisis fueron 

s 8.6%. 

E. DETERMINACION DE LA FORMA DE SECRECION DE hCG. 

1.· RIA DE hCG. 

Los RIAs sa realizaron de acuerdo'111 método descrito· por Suffy colaboradores (62), el 

cual se resume en la figura 5. Se empleó como estándar una hCG altamente purificada (hCG 

CR-121, Institutos Nacionales de la Salud, Bethesda, MD, USA) y se utilizó esta misma como 

trazador después de ser radiomarcada con 1261 mediante el método de Cloramina T tal y como 

se muestra en la figura 6 (63). 

Las concentraciones para realizar la curva estándar partieron de 0.125 ng/tubo hasta 

30 ng/tubo (Figura 7). Se empleó el 1" anticuerpo (anti·hCG-H180, lote 2, Institutos 

Nacionales da la Salud, EUA) a una dilución final de 1: 100,000 el cual mostró una reacción 

cruzada de 3.22% con la subunidad !!-libre (B-hCG CR-123) y de 1.23% con la subunidad a· 

libra (a-hCG CR-123) (Figura 8). 

Debido a la alta concentración circulante de hCG durante el embarazo, se realizaron 

diferentes diluciones ancada muestra de tal manera que las concentraciones cuantificadas pc1 

RIA correspondieran a la parte central de la curva estándar, donde la variabilidad es mínima. 

Para el 1" trimestre el intervalo de las diluciones fue d~ 1 :200 a 1 :400; en tanto qua en el 

2º y el 3" trimestres de 1 :40 a 1: 1 OO. Las diluciones se realizaron con un amortiguador salino 

de fosfatos (PBS) 0.05M con gelatina al 0.01 %. 

Para evitar las variaciones entre los análisis, todas las muestras de un mismo estudio 
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se incluyeron en el mismo análisis por triplicado. El coeficiente de variación dentro del análisis 

fue menor del 10% y entre los análisis menor de un 14%. 

F. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA In vitro DE LA hCG. 

El mátodo de estudio de la actividad biológica de la hCG descrito por Van Damme y 

colaboradores (64) se basa en la cuantificación de testosterona producida por cálulas de 

Leydig de testículo de ratón en presenci~. LH o hCG. Este mátodo se encuentra resumido en 

la Figura 9. Para este procedimiento se utilizó una preparación altamente purificada (hCG CR-

121) como estándar; la curva estándar comprendió dosis· desde 3.9 pg/tubo hasta 500 

pg/tubo. 

De las 73 muestras de suero provenientes de cada voluntaria y obtenidas en cada uno 

de los trimestres de estudio, so tomaron 3 muestras al azar y con ellas se formaron diferentes 

pozas. En cada poza (una pou1 por paciente por trimestre) se determinó la concentración de 

hCG por RIA y bioensayo. En cada bioensayo se incluyeron las mismas dosis del desconocido 

que del estándar de hCG. Todas las muestras de los tres trimestres de cada paciente se 

incluyeron en un mismo bioensayo o RIA. Así mismo, se estudió la actividad biológica de la 

hCG presente en muestras de picos y valles del primer trimestre (n = 1 pico y 1 valle/sujeto). 

El coeficiente de variación dentro de los análisis fue < 10%. 

1.- RIA DE TESTOSTERONA. 

La cuantificación de testosterona producida en los bioensayos In vitro se llevó a cabo 

por RIA empleando un estándar de testosterona tritiada (Amersham lnternational, Inglaterra), 

y un anticuerpo proporcionado por el Programa Especial de Investigación en Reproducción de 

la OMS (Ginebra, Suiza). Las concentraciones de la curva estándar partieron de 9.9 ng/ml 
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hasta 633.6 ng/ml, utilizándose el anticuerpo a una dilución final de 1 :210,000. El método se 

encuentra resumido en la figura 1 O. Los coeficientes de variación dentro y entre los análisis 

fueron < 10%. 

G. HETEROGENEIDAD POR CARGA DE LA hCG. 

Una vez determinada la concentración de hCG en cada una de las muestras de suero 

obtenidas cada 20 minutos (73 muestras), se procedió a mezclarlas, formando una poza para 

cada uno de los trimestres de cada .paciente, analizándose así 5 muestras de la 8.0-8.8 

semanas de embarazo y 7 muestras del 1"' (10.2-13.0 semanas), 2º (21.2-24.5 semanas) y 

3º' (33.7-36.5 semanas) trimestres de embarazo. 

1.-TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS. 

Previa estandarización de la técnica, se utilizaron 7 mi de suero de la 8.0-8.8 semanas 

y 1º' trimestre (10.2-13.0 semanas) y 14 mi del 2º (21.2-24.5 semanas) y 3°' (33.7-36.5 

semanas) trimestres, debido a las diferentes concentraciones de hCG a lo largo del embarazo. 

Una vez descongeladas, cada poza fue transferida por separado a membranas de diálisis con 

un límite permisible de permeabilidad de 12-14,000 Mr (Spectrum Medical Industries, Los 

Angeles, CA, USA) y dializadas por 48 horas contra agua bidestilada y desionizada v 

posteriormente durante 24 horas contra una solución de carbonato de amonio 0.01M en 

agitación constante a 4°C. Posteriormente se mantuvieron congeladas a -70ºC por 24 horas 

para finalmente ser liofilizadas (65). 

2.- EXTRACCION DE ALBUMINA DEL SUERO. 

Debido a la presencia de cantidades significativas de albúmina en las muestras de 

suero, se procedió a extraerla mediante un gel de afinidad (Azul de affigel, Bio Rad, Richmond, 
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CA, USA) durante una hora. Este gel consiste en cuentas de agarosa entrecruzadas Y unidas 

covalentemente al colorante azul de cibacron. con una capacidad de unión a la albúmina ~ 

11 mg/ml. Después de la extracción, cada muestra se dializó nuevamente en membranas con 

un límite de permeabilidad de 6·8,000 Mr (Spectrum Medica! Industries}, durante 24 horas 

contra una solución amortiguadora de lmidazol·HCI (0.025M, pH 7.4} en agitación constante 

a 4°C. 

3.- CROMATOENFOQUE DE hCG. 

El Cromatoenfoque de hCG se realizó de acuerdo al método descrito previamente por 

Ulloa-Aguirre y colaboradores (66}, para lo cual se instalaron columnas de 30 x 1 cm de la 

resina de intercambio PBE-94 (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, USA}. 

Posteriormente cada columna fue equilibrada con 15 volúmenes de solución amortiguadora 

de lmidazol·HCI (pH == 7.4}. A continuación la muestra (previamente dializada) se depositó en 

la superficie de la columna y después de su penetración en la resina se cambió el amortiguador 

de lmidazol·HCI por el poliamortiguador (Polybuffer) 74 (Pharmacia Fine Chemicals) a una 

dilución 1 :8 en agua desionizada (a pH =4.0). Se colectaron fracciones de 2 mi cada una, a 

una velocidad de flujo de 2 mi por aproximadamente 20 minutos a 4°C. Posteriormente se 

determinó el pH de cada una de las fracciones y cuando se registró un pH de 4.0 se cambió 

el amortiguador eluyente a una solución 1 M de NaCI, con el fin de obtener el material que no 

se recuperó en el rango de pH de 7.4·4.0. Cada fracción obtenida se mantuvo a ·20 ºC hasta 

el día de su cuantificación mediante RIA. El porcentaje de recuperación de la hCG por este 

método fue mayor del 70% del total depositado en la columna. 

Los RlAs realizados para la cuantificación de cada una de las fracciones obtenidas en 

el cromatoenfoque se llevaron a cabo como se describió anteriormente (Figura 6). Sin 

embargo, se modificó la sensibilidad de la curva estándar, ya que sus concentraciones 
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partieron de 0.025 ng/ml hasta 16 ng/ml y la dilución final del anticuerpo fue de 1 :200,000. 

Todas las muestras de una misma columna fueron incluidas en una misma corrida de RIA. 

4.- .IDENTIFICACION DE LAS ISOFORMAS. 

Una vez identificados los patrones de distribución por carga de la hCG, se procedió a 

dividirlos en intervalos de una unidad de pH, calculando el porcentaje de hormona recuperada 

en cada uno de ellos en relación al total recuperado. Los intervalos fueron los siguientes: 

REGION 1 

REGION 11 

REGION 111 

REGION IV 

REGIONV 

>7-6.50 

6.49-5.50 

5.49-4.50 

4.49-3.50 

Pico de sal 

Cabe mencionar que la región V estaba constituída por la hormona no recuperada en 

ninguna de las otras cuatro regiones, debido a que su punto isoeléctrico o pH de elución se 

encontró en valores de pH <4.0. 

H. ANALISIS ESTADISTICO. 

1.- PULSOS DE hCG. 

La detección y caracterización de los pulsos de la hCG circulante, se llevó a cabo 

mediante un programa de conglomerados (CLUSTER), el cual se basa en algoritmos 

matemáticos para la detección de picos. El programa está diseñado para localizar y cuantificar 

incrementos y decrementos significativos en una serie de datos. Incrementos significativos 

combinados con decrementos significativos constituyen los picos. Este programa se basa en 

un modelo de análisis de conglomerados que emplea como pruebas estadísticas un análisis de 
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varianza corregida IANOVA) y pruebas no paramétricas para dos muestras (67). 

De los resultados se compararon los siguientes parámetros: al el mlmero de pulsos en 

24 horas (frecuencia), b) su amplitud, c) su área, di el mayor incremento de los pulsos y el 

las concentraciones integradas de hCG en 24 horas. Estos parámetros fueron a la vez 

correlacionados con las concentraciones en suero de progesterona y estradiol empleando el 

coeficiente de correlación por rangos de Spearman. 

2.· BIOACTIVIDAD DE hCG. 

Para el análisis de la bioactividad In vltro de la hCG en los diferentes trimestres del 

embarazo, se empleó el programa ALLFIT (68) diseñado para el análisis de curvas dosis· 

respu_esta, calculándose la potencia relativa de cada curva mediante un modelo logístico de 

4 parámetros: al respuesta a dosis cero, b) pendiente de la curva, c) dosis efectiva al 50% 

(DE60) y d) respuesta máxima. 

Donde: 

La ecuación es la siguiente: 

a • d 
Y=-----+d 

+ (XI e lb 

Y = respuesta 

x =dosis 

a = respuesta a dosis cero 

b = pendiente 

c = dosis efectiva máxima al 50% 

d = respuesta máxima 
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Los resultados se expresaron en relación a la potencia del estándar hCG CR-121. La 

potencia relativa de las muestras problema se expresó mediante la relación DE50 hCG CR-

121 /DE60 muestra problema. Las diferencias en las potencias relativas se calcularon mediante 

un ANOVA seguido de una t pareada, con un nivel de significancia < 0.05. 

3.- HETEROGENEIDAD POR CARGA rJE LA hCG . 

La comparación entre los porcentajes de recuperación de la hCG en cada una de las 

regiones de pH, se realizó mediante un ANOVA no paramétrico (Kruskal-Wallis) y una prueba 

para dos muestras (U-Mann-Whitney), emoleándose para discriminar las diferencias entre los 

distintos trimestres una p < 0.05. 
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V. RESULTADOS 

Las concentraciones integradas de 24 horas de la hCG circulante fueron mayores en 

muestras obtenidas a las 10.2-13.0 semanas de la gestación que durante las semanas 21.2-

24.5 y 33.7-36.5 (p<0.01) (Tabla 1 ), en tanto que las concentraciones en suero 

(media± EEM) del E2 y P en muestras obtenidas a las 08:00 h de cada día del estudio, fueron 

mayores al final de los trime:itres segundo y tercero que del primero (E2 en suero al final del 

primer trimestre=9.5±1.3 nmol/I, , __ segundo trimestre=28.7±3.1 nmol/I, tercer 

trimestre=77.4±7.8 nmol/I, p<0.01 primer trimestre vs segundo y tercero, y segundo vs 

tercero; P en suero al final del primer trimestre=96.4±7.9 nmol/I, segundo 

trimestre=147.3±13.0 nmol/I, tercer trimestre=747.7±62.0 nmolll; p<0.05, primero y 

segundo vs tercero, p=NS, primero vs s13gundo). Todas las mujeres presentaron un trabajo 

de parto normal a las 35.8-38.8 semanas de gestación, con nacimientos de 3 varones y 4 

mujeres sanos. 

A. DETECCION DE PULSATILIDAD. 

Los patrones de secreción pulsátil de hCG de 24 horas en cada voluntaria estudia~a 

durante los tres trimestres están repres,antados en las figuras 11 a 17. En la tabla 2 se 

resumen las características de los pulsos detectados en los diferentes trimestres. Se encontró 

que respecto a la frecuencia de picos on 24 horas, no hubo diferencias significativas al 

compararse los tres trimestres, ya que se encontraron 4.3 ± 0.7, 4.0 ± 0.3 y 4.4 ± 0.6 

picos/24 horas en el 1º', 2º y 3" trimestres respectivamente. La máxima altura de los picos 

fue significativamente mayor en el 1º'trimestre (p=0.01 ), siendo el promedio de 13.0 ± 3.6 
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SUJETO 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

X± DE 

TABLA 1 

CONCENTRACION INTEGRADA DE hCG (pg/ml) EN 
LOS DIFERENTES TRIMESTRES DEL EMBARAZO 

PRIMER TRIMESTRE SEGUNDO TRIMESTRE TERCER TRIMESTRE 

15.94 ± 0.93 3.22 ± 0.54 2.31 ± 0.54 

20.80 ± 0.38 0.96 ± 0.1 1.63 ± 0.06 

7.30±1.85 0.68 ± 0.25 1.53 ± 0.09 

6.56 ± 0.51 0.79 ±o.os 1.67 ± 0.01 

6.51 ± 0.6 0.70 ± 0.13 1.25 ± 0.16 

2.73 ± 0.02 0.17 ± 0.01 0.34 ± 0.02 

7.28 ± 2.02 0.33 ± 0.06 0.6 ± 0.21 

9.6 ± 2.2* 1.0 ± 0.3 1.3 ± 0.2 

• p<0.01 primer .. HQUftdo ' twmr lr""9tr• (AHOYA) 
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FIGURA 11. Patrón de Hcreclón pule6tll de hCG durante 24 hora• 
del SUJETO 1 durante (A) primor trlmHtre, (B) Hgundo trlmHtro y 

(C) tarcor trlmHtre. • lncromento• algnlflcatlvoa. 



A 

! 
"' :::i.. 
CJ 
o 
.e 

e 

~ 
:::i.. 
CJ 
o 
.e 

e 

e 
"' :::i.. 
CJ 
(J 
.e 

40 

30 

20 

10 

o 

1,5 

0,5 

2,25 

1,5 

o.7s 

o 1 ao 380 540 720 eoo 1.oao 1.280 1.440 

Minutos 

FIGURA 12. P•trón d• .aeración puleálll da hCG durante 24 hora• 
del SUJETO 2 durentu (A) primar trlmaetr•, (B) eagundo trlmaatr• y 

(C) torear trlmutra. • Incremento• •lgnlflc1t1voa. 
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FIGURA 13. Patrón d• aacraclón puldtll da hCG dur•nta 24 horae 
del SUJETO 3 durmnta (A) primer trlmaotre, (B) aagundo trlmutr• y 

(C) tercer trlmeotra. • lncramantoa algnlllcatlvoa. 
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FIGURA 14. Patrón da eocraclón pula6tll do hCG durante 24 horH 
dol SUJETO 4 durante (A) primor trlmutra, (B) eegundo trlmutra y 

(C) torcer trlmeetra. • lncromantoa algnlllcatlvoa. 
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FIGURA 15. Patrón do aecroclón puleálll de hCG durante 24 horno 
dol SUJETO 5 duranto (A) primor trimestre, (B) aegundo trlmoatra y 

(C) torcer trlmeatra. • lncramantoo olgnlllcatlvoa. 
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FIGURA 16. Patrón de secreción puldtll do hCG duranto 24 horas 
del SUJETO 6 durante (A) primer trlmHtro, (B) aegundo trlm••lre y 

(C) tercer trlmoatre. • lncremontos significativos. 
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FIGURA 16. Patrón do aocroclón pula6tll do hCG duranto 24 horas 
dol SUJETO 8 duranto (A) primar trlmoatro, (B) aagundo trlmHtro y 

(C) torear trlmaalra. • lncromontoa algnlflcatlvoa. 
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FIGURA 17. Patrón do secroclón pulsátil do hCG durante 24 horas 
del SUJETO 7 durante (A) primor trimestre, (B) segundo trlmeetre y 

(C) torear trimestre. • Incrementos significativos. 



TABLA2 

CARACTERISTICAS DE LOS PULSOS DE hCG EN LAS 
DIFERENTES SEMANAS DE GESTACION 

Semanas de gestación 
CARACTERISTICAS 

10.2-13.0 21.2-24.5 33.7-36.5 

Número de plcos/24 h 4.3 ± 0.7 4.0 ± 0.3 4.4 ± 0.6 

Altura máxima del pico (µg/ml) 13.0 ± 3.6* 1.3 ± 0.5 1.6 ± 0.3 

Incremento de la amplitud (µg/ml) 4.8 ± 1.7* 0.4 ± 0.2 0.4 ± 0.1 

Area (µg/ml/minuto) 186.1 ± 42.3* 21.8 ± 10.5 25.0 ± 7.1 

Número de valles/24 h 3.8 ± 1.1 2.1 ± 0.5 3.6 ± 0.9 

Concentración en nadir (µg/ml) 7.4 ± 1.7* 0.8 ± 0.4 1.1 ± 0.2 

Concentraciones integradas de hCG 9.6 ± 2.2* 1.0 ± 0.3 1.3 ± 0.2 
(µg/ml/24 h) 

• p<0.01 10.2·13.0 Hm•naa n 21.2-24.5 J 33.7-35.5 um•nH de g••tscl6n 



µg/ml para el 1" trimestre, 1.3 ± 0.5 µg/ml para el 2º y 1.6 ± 0.3 µg/ml en el 3" trimestre. 

Respecto a la amplitud de los picos, se pudo observar que los picos del 1º' trimestre 

presentaron una amplitud (4.8 ± 1. 7 µg/mll significativamente mayor (p <O.O 1) que en el 2º 

y 3" trimestre, la cual fue de 0.4 ± 0.2 y 0.4 ± O. 1 µg/ml respectivamente. El área de los 

picos fue tambien mayor significativamente (p<0.01) en el 1º' trimestre al compararse con 

el 2º y 3º, (186.1 ± 42.3 µg/ml· min en el 1" trimestre, 21.8 ± 10.5 µg/ml· min en el 2º y 

25.0 ± 7 .1 µg/ml· min en el 3º. 

Aún cuando, no hubo diferencias significativas entre los diferentes trimestres al 

compararse el número d1i valles en 24 horas, la máxima concentración de los nadires se 

observó en el 1º' trimestrn, siendo de 7.4 ± 1.7 µg/ml y en eil 2º y 3º' trimestre de 0.8 ± 0.4 

µg/ml y 1.1 ± 0.2 µg/ml respectivamente. 

Para determinar el posible efecto del aumento en volumen de distribución plasmática, 

secundario a ingesta de alimentos, en la aparición de los valles de la hCG, los resultados de 

las muestras correspondientes a los periodos postprandiales (2 horas para la comida y 3 horas 

para la merienda) de cada sujeto, fueron normalizadas al 100% en relación a la media de las 

concentraciones de los valores preprandiales (2 horas previas para la comida y 3 para la 

merienda) y las áreas bajo la curva obtenidas se compararon con aquéllas que resultaron de 

los valores preprandiales correspondientes. Unicamente en las muestras obtenidas a l~s 

semanas 10.2-13.0 de la gestación se detectó una disminución postprandial significativa en 

las concentraciones de hCG; esta disminución se limitó exclusivamente al periodo postprandial 

correspondiente a la merienda (19:00-22:00 h) con reducciones del 11.8 ± 3.8%, 

14.8 ±5.12%, 15.5 ±7.0% y 13.4±4.6% en las concentraciones de hCG entre los 60 y 120 

minutos después del inicio de dicha comida (p<0.01 ). No obstante, únicamente en una mujer 

se detectó la presencia de un valle durante esta caída postprandial en las concentraciones de 
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hCG. representando el 3.7% del número total de valles registrados durante 24 horas en las 

7 mujeres al final del primer trimestre. 

B. BIOACTIVIDAD. 

Debido a que la hCG de los tres trimestres del sujeto número 4 presentó una 

bioactividad extremadamente reducida (posiblemente por deterioro de la misma durante su 

manipulación y/o almacenamiento) no se incluyó en el estudio. De igual forma tampoco fue 

incluida la hCG del primer trimestre del sujeto número 6 ya que su curva dosis-respuesta no 

fue paralela con el estándar. 

En las figuras 18 y 1 9 se presentan ejemplos de las curvas dosis-respuesta generadas 

por el estándar (CR-121) y la. hCG de los tres trimestres en el bioensayo y el 

radioinmunoensayo. Se encontró que estas curvas dosis-respuesta no presentaron diferencias 

significativas (p>0.05) entre los valores de sus pendientes y por lo tanto fueron paralelas 

entre sr. 

En los parámetros logísticos dosis efectiva al 50% (DE60) y respuesta máxima, se 

observó una tendencia hacia el aumento de la DE50 conforme progresa el embarazo, sin 

cambios concomitantes en la capacidad de respuesta máxima (Tabla 3). En relación a la 

potencia biológica relativa de la hCG en muestras obtenidas durante los diferentes periodos 

gestacionales, se detectó una potencia significativamente mayor (p<0.05) en el primer 

trimestre respecto al segundo y tercer trimestres, siendo el promedio de 1.144 ± O. 14, 0.872 

± 0.22 y 0.796 ± 0.12 para el primero, segundo y tercer trimestres respectivamente (Tabla 

4). No se encontraron diferencias significativas entre las potencias biológicas de la hCG en 

muestras correspondientes a picos y valles del primer trimestre (1.08±0.29 vs 1.28 ±0.33; 
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TABLA 3 

VALORES DE DE50 Y RESPUESTA BIOLOGICA MAXIMA DE 
hCG EN LOS DIFERENTES TRIMESTRES DE LA GESTACION 

DE,. RESPUESTA MAXIMA 
(ng hCG/tubo) (ng T/tubo) 

TRIMESTRE 1º 2º 3º 1º 2º 3º 

SUJETO 

1 11.4 14.6 16.5 3.8 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,,.• Do•I• Erectln •I !51>"o 
T• T•1to1l•ron• 



TABLA4 

POTENCIAS RELATIVAS* DE hCG EN LOS 
DIFERENTES TRIMESTRES DEL EMBARAZO 

SUJETO PRIMER TRIMESTRE 

1.010 

2 1.090 

3 1.110 

5 1.120 

6 

7 1.390 

X± DE 1.144 ± 0.14** 

• Pat•ncl• r•h1Uva • DE51 hCG CR·121JDEsa muHtr• ptablerna 
•• p<0.05 prhner lrlmHlr• n •egundo J llN'c110 
i ± DE • Promedio :t De1Vlacl6n E1Uindar 

SEGUNDO TRIMESTRE 

0.803 

0.826 

0.684 

0.868 

0.743 

1.310 

0.872 ± 0.22 

TERCER TRIMESTRE 

0.703 

0.909 

0.630 

0.936 

0.725 

0.784 

0.796 ± 0.12 



p= N.S.) 

C. CAMBIOS EN LA HETEROGENEIDAD POR CARGA DE LA hCG DURANTE EL EMBARAZO. 

En las Figuras 20 a 27 se muestran los patrones de distribución por cromatoenfoque 

de la hCG presente en suero durante las diferentes semanas gestacionales eiitudiadas. Como 

puede observarse en las figuras se detectó inmunoreactividad de la hCG a lo largo de casi todc1 

el gradiente de pH analizado así como en el pico de sal. En todas las muestras estudiadas fue 

posible detectar la presencia de diferentes isotermas de la hormona, con un claro predominio 

en abundancia relativa de aquellas detectadas en valores de pH :s 5.49; de hecho, entre el 

46% y el 81 % del total de la hCG recuperada correspondió a la forma más ácida (pico de sal). 

La tabla 5 muestra el porcentaje de hCG recuperado en cada región de pH. El 

porcentaje recuperado de la región 1 (pH de> 7 a 6.5) no mostró diferencias significativas al 

compararse entre la 8.0-8.8, 10.2-13.0, 21.2-24.5 y 33. 7-36.5 semanas de embarazo. La 

recuperación de hCG en la región 11 (pH de 6.49 a 5.5) así como de la región 111 (pH de 5.49 

a 4.5) fue significativamente menor (p<0.05) en la 8.0-8.8 semana respecto a la 10.2-13.0, 

21.2-24.5 y 33.7-36.5 semanas. Por otro lado, la recuperación de hCG de la región 111 fue 

significativamente mayor (p<0.05) en la 33.7-36.5 semanas respecto a la 8.0-8.8, 10.3-13.0 

y 21.2-24.5 semanas. No se encontraron diferencias significativas entre periodos 

gestacionales al compararse las recuperaciones de hCG en la región IV (pH de 4.49 a 3.5), en 

tanto que en la región V (pico de sal) fue significativamente mayor (p<0.05) en la 8.0-8.0 

semanas y menor en la 33.7-36.5 semanas (Figura 28). 
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FIGURA 20. Patrón de eluclón de hCG después del 

cromatoenloque de la• muestras del SUJETO 1 durante 

(A) primor trimestre (B) segundo trimestre y (C) torear 

trimestre del embarazo. 
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FIGURA 21. Patrón de eluclón do hCG despub del 

cromatoenfoque de lne muoatraa del SUJETO 2 durante 

(A) primer trlmoatre (B) aegundo trlmastre y (C) tercer 

trimestre del embarazo. 
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FIGURA 22. Patrón de eluclón da hCG despuáe del 

cromatoenloqua de las muestras del SUJETO 3 durante 

(A) primer trimestre (B) segundo trimestre y (C) tercer 

trimestre del embarazo. 
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FIGURA 23. Patrón do oluclón da hCG después dol 

cromatoenloquo da las muostrae dol SUJETO 4 durante 

(A) primor lrlmootro (B) segundo trimestre y (C) torear 

trlmoatro dol embarazo. 
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FIGURA 24. Patrón de oluclón de hCG daapués del 
cromatoanfoquo da las muestras dol SUJETO 5 durante 

(A) primar trlmoatra (B) aogundo trlmaatra y (C) tercer 
trimestre dal embarazo. 
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FIGURA 25. Patrón de eluclón de hCG dupuó1 del 

cromatoenfoque do IH muHtraa del SUJETO 6 durante 
(A) primer trlmeotre (B) eegundo trlmHtre y (C) tercer 

trimestre del embarazo. 
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FIGURA 26. Patrón do olucl6n d• hCG daapuós del 

cromatoonfoque de las muestras del SUJETO 7 durante 

(A) primar trlmHtro (B) segundo trlmaatro y (C) torcer 

trlmeatro del embarazo. 
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TABLA 5 

PORCENTAJE DE hCG RECUPERADO EN CADA UNA DE 
LAS REGIONES DE pH DEL CROMATOENFOQUE (X±DE) 

AREA DE pH 
8.0-8.8 

Reglón 1 
0.14±0.10 

(>7 - 6.5) 

Reglón 11 
0.83 ± 0.92* 

(6.49 - 5.5) 

Región 111 
16.28 ± 8.13* 

(5.49 - 4.5) 

Región IV 
1.64 ± 1.79 

(4.49 - 3.5) 

Región V 
81.07 ± 9.91* 

(Sal) 

• p<D.05 8.0-U Hmanu ff 10.2•13,0, 21.2-24.5 Y 33.7"'3G.5 •em•nas 
•• p<0.05 33.7-38.5 •.m.,.n •• e.o.e.e, 10.2-13.D y 21.2·24.5 1.m1nH 

Semanas de gestación 

10.2-13.0 21.2-24.5 33.7-36.5 

1.07 ± 0.92 1.68 ± 1.52 1.34 ± 1.64 

7.05 ± 2.91 10.37 ± 11.34 8.87 ± 5.87 

29.86 ± 6.80 20.88 ± 11.11 39.28 ± 12.86** 

4.09 ± 1.69 6.83 ± 5.02 3.69 ± 2.56 

57.92 ± 2.71 60.19 ± 5.17 46.75 ± 6.01** 
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VI. DISCUSION 

Es bien conocido que el modo episódico de secreción de señales extracelulares hacia 

las células blanco, es más eficiente en términos de unión espllcífica a la membrana y 

transmisión y procesamiento de la señal, que el modo continuo de liberación (69-71 ). La 

intensidad de la respuesta de la célula blanco y la activación diferencial de los distintos 

procesos celulares inducidos por un estímulo único, pueden ser modulados de una manera fina 

cambiando únicamente la frecuencia y/o amplitud del estímulo (72,73). En adición a este 

mecanismo regulatorio, la célula exportadora es también capaz de modular la vida media 

circulante v la intensidad del estímulo de la señal, introduciendo diferentes cambios en la 

estructura de su molécula (74,75). 

En la presente tesis, se demostró que las concentraciones inmunoreactivas de la hCG 

presente al final del primero, segundo y tercer trimestres de la gestación, fluctúan durante u11 

período de 24 horas y que tal variabilidad en estas concentraciones puede ser resuelta en 

patrones de pulsos, ampliando estudios previos realizados durante el embarazo temprano 

(55,76,77). Aunque esta variabilidad podría ser atribuída a cambios en la secreción episódica 

y/o volumen de distribución de la hormona, en este estudio se detectaron disminuciones 

significativas postprandiales en las concentraciones de hCG en suero únicamente en las 

muestras de las semanas 10.2-13.0 de gestación obtenidas inmediatamente después de la 

merienda. Así mismo, este descenso en las concentraciones de hCG al inicio de la noche no 

fue suficiente para inducir diferencias día-noche significativas en la frecuencia y características 

de los pulsos de hCG identificados durante estos períodos. Por lo tanto, ambos hallazgos 

sugieren que la variabilidad observada en los patrones de la hCG circulante durante 24 horas, 

fueron debidos a la presencia de un modo episódico de secreción placentaria de la hCG. El que 
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la hCG es secretada in vivo por la placenta en pulsos episódicos es apoyado por estudios in 

vitro que demostraron que explantes placentarios perfundidos y provenientes de embarazos 

tempranos y tardíos, secretaron hCG de una forma pulsátil (49,54). Adicionalmente, en estos 

últimos estudios se observó un efecto inhibidor de la P en la concentración total y amplitud 

de los pulsos de la hCG (54). 

Los tres periodos gestacionales analizados mostraron una variabilidad significativa en 

las concentraciones de la hCG circulante. Aún cuando la frecuencia de los pulsos de la hCG 

circulante fue similar en estos 3 periodos gestacionales estudiados, la amplitud y área de sus 

picos se detectaron significativamente reducidos a las 21.2-24.5 y 33.7-36.5 semanas de la 

gestación en comparación con aquellos encontrados en semanas más tempranas, observación 

que correlacionó con la disminución encontrada en las concentraciones integradas de 24 horas 

de la hormona durante las gestaciones media y tardía. La reducción significativa en las 

concentraciones integradas de 24 horas de la hCG así como en la amplitud y área de sus 

pulsos al término del 2o. y 3er. trimestres, podrían ser secundarios a alteraciones en la 

síntesis y secreción total de la hCG, presencia de hendiduras en la molécula (78,79) [lo cual 

facilita su disociación rápida en subunidades a y í! libres (48)1. volúrnen intravascular 

aumentado (80) o a una combinación de todos estos factores. Las observaciones en 

condiciones in vitro e in vivo de que la producción total de hCG y de los ARN mensajeros de 

sus subunidades a y í!, así corno la secreción neta y amplitud de los pulsos de la hormona 

están marcadamente disrninuídos en el tejido placentario del embarazo tardío (54,81-83), de 

que conforme el embarazo avanza el porcentaje de la hCG hendida se incrementa (48) y 

finalmente de que las concentraciones integradas de 24 horas y las características episódicas 

de la hCG circulante fueron similares al final del segundo y tercer trimestres de la gestación 

[periodos entre los cuales deben esperarse diferencias en volúmen intravascular (80)) 
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(presente estudio), sugieren fuertemente que las disminuciones tan marcadas en las 

concentraciones integradas de 24 horas de la hCG en suero, así como en la amplitud y área 

de sus pulsos al final de los trimestres 2o. y 3o,. fueron debidas principalmente a una 

combinación de producción y secreción reducidas de hCG e incremento rápido en la 

desactivación de la hormona !la hCG hendida es más susceptible de desactivación que su 

análogo intacto (48)). 

Informes contradictorios han sugerido funciones opuestas de la progesterona en la 

regulación de la producción de la hCG In vitro. Mientras algunos estudios han encontrado 

efectos estumuladores de la P en la producción de hCG por explantes placentarios tempranos 

y tardíos (84), otros han informado una reducción significativa o supresión de la secreción de 

hCG y de sus concentraciones celulares de los RNA mensajeros para a- y 13-hCG (38,54,85). 

En el presente estudio se detectaron relaciones inversas significativas entre las 

concentraciones en suero de P y E2 y el área y .amplitud de los picos de la hCG. Estas 

asociaciones, sin embargo, fueron únicamente aparentes y posiblemente están en relación con 

el fenómeno bien conocido . de que las concentraciones de hCG en el suero materno 

disminuyen mientras aquéllas de P y E2 se incrementan a lo largo del embarazo. 

Además de las diferencias en características pulsátiles de la hCG circulante durante los 

diferentes trimestres, en este estudio fue posible detectar disminuciones significativas en la 

actividad biológica in vitro de la hormona circulante en la gestación media y tardía. Esta 

reducción en potencia biológica In vitro de la hCG podría estar reflejando la presencia de 

modificaciones estructurales en la cadena polipeptídica y/o en los carbohidratos de la 

glicoproteína. Varias evidencias apoyan esta posibilidad. El porcentaje de la hCG hendida 

aumenta después del 20. mes de embarazo y posteriormente en forma continua hasta el 

término del mismo (48). Este porcentaje varía del 13% en las semanas 12 a 15 del embarazo 
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al 18% y 21% en las semanas 24 a 27 y 36 a 39 respectivamente (48) y la hCG hendida 

presenta el 9% de la actividad de unión y el 20% de la capacidad esteroidogénica in vitro de 

la molécula de hCG intacta (75). Por otro lado, el incremento en el porcentaje de hCG hendida 

durante la gestación media y tardía podría no ser el único factor responsable de la reducción 

en actividad biológica in vitro de la hormona. Es bien conocido que algunas modificaciones en 

la estructura de los carbohidratos de la molécula de hCG pueden también disminuir la 

capacidad biológica de la hormona en condiciones i!1 vitro (86,87); la desialización de hCG 

reduce esta bioactividad al 25-46% de la actividad original (88,89). Si las diferencias entre 

los puntos isoeléctricos de la hCG circulante durante las diferentes edades gestacionales. 

particularmente entre las semanas 10.2-13.0 y 33.7-36.5 son debidas a la existencia de una 

pérdida parcial de residuos de ácido siálico en las moléculas de hCG de la gestación tardía 

(74), la reducción en el contenido de este residuo en la hCG presente durante este período 

podría ser también un factor adicional que estuviera contribuyendo en la atenuación observada 

de su potencia biológica. 

El hallazgo de que los cambios en la distribución por carga de la hCG circulante se 

inician al final del primer trimestre del embarazo es compatible con los resultados de un 

estudio reciente informado por Wide y cols. (90) en el cual se detectó que los cambios en la 

mobilidad electroforética y carga media de la molécula de la hCG circulante se inician alrededor 

de la decimotercera semana de embarazo. En ambos estudios las moléculas de hCG 

secretadas al término del primer trimestre estuvieron cargadas menos negativamente que 

aquellas correspondientes a períodos gestacionales más tempranos. Más aún, en el presente 

estudio se observó que la abundancia relativa de las isoformas menos ácidas recuperadas en 

el área de pH de 5.49-4.5 fue mayor al final del 3er. trimestre que al término del segundo, lo 

cual indica que entre las semanas 21.2-24.5 y 33.7-36.5 de la gestación ocurren cambios 
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adicionales en la glicosilación (posiblemente una menor sialización) de la molécula de hCG. 

Estos cambios estructurales propios del 3er. trimestre no fueron encontrados en el estudio de 

Wide y cols. (90) posiblemente debido a la menor resolución del sistema empleado por estos 

autores para la separación de las isoformas. 

La observación de que la actividad biológica in vitre de la hCG circulante fue similar en 

muestras provenientes de picos y nadires, está en oposición con algunas que han demostrado 

que la relación de la actividad biológica/actividad inmunológica de la hormona luteinizante (LH) 

se incrementa durante la secreción endógena de sus pulsos (91 ), Aunque este último 

fenómeno ha sido cuestionado recientemente (92). nuestros hallazgos sugieren que cualquiera 

que sea el factor generador de los pulsos de hCG, éste no modifica significativamente la 

distribución de sus isotermas durante el procesamiento de la señal por ser episódicamente 

secretada. 

En conclusión, las concentraciones en suero de la hCG varían significativamente 

durante un período de 24 horas, lo cual probablemente refleja un modo pulsátil de secreción 

placentaria. Las características de esta secreción episódica se modifican significativamente 

durante la gestación y estos cambios se acompañan simultáneamente de alteraciones en la 

estructura molecular de la gonadotropina. La combinación de estos factores pudiera estar 

reflejando la existencia de diferentes mecanismos a través de los cuales el trofoblasto regula 

la c;13ntidad, intensidad y duración del estímulo gonadotrópico . . 
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