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RESUMEN :

En la presente tesis nosotros analizamos y carclerizamos las diferentes isoformas de la Horrgona Gonadotropina
Coridnica Humana (hCG) cn sucro durante el embarazo normal. Las mucstras sanguincas fucron obtenidas de 12
mujeres embarazadas a las 10-11.12-15, 23-26 y 33-38 semanas de gestacion, Las isoformas dc hCG presentes en
¢l suero fucron separadas cn base a su carga por medio del cromatoenfoque. Una vez identificadas tas isoformas,
Estas fueron cuantificadas por radioinmunoandlisis. La acividad biolégica in-vitro y la vida media plasmdtica de las
diferentes isoformas de fa hCG circulante fueran dataring to, pui melodos convencionales. Nuestros rfesultados
demostraron que el patrén e distribucién por carga de la hCG circulante cambia a través del embarazo. Durante las
semanas 10-11 de gestacion ¢l porcentaje de recuperacién en las isoformas més dcidas de la hCG (pH<3.7)'fue
més del 80% del total recuperado despuds del cromatoenfoque, este porcentaje fue disminuycnd(; progresivamente y
en forma significativa (p<0.05) a 58, 60 y 47% durante las semanas 12-15, 23-26 y 35-38 de gestacion
respectivamente. Por otro lado, las proporciones relativas de las isoformas poco dcidas recuperadas dentro de un.
valor de pH de 6.49 a 4,50 fucron casi no detectables en las semanas 10-11, incrementdndose al final del primer
trimestre (12-15 semanas) cn aproximadamente 10 y 5% respectivamente ¥y permancciendo sin cambios durante fas
semanas 23-26 y posteriormente se observé un incremento hacia el final del tercer trimestre. La actividad
biolégica in-vitro de las isoformas poco deidas fue mayor que las isoformas mids 4cidas. En el pnmcr trimestre del
embarazo la vida media de las isoformas mds 4cidas (pH=<3.7) fue de 116.3+23.0 min, mxenlras que la vida media
plasmdtica de las isoformas intermedias (pH=4.25 a 5.31) y menos deidas (pH=5.74 a 6.50) fuc de 75.5£20.6 y
41.2414.3 min respectivamente. Estas diferencias fucron significativas (p<(.01) al comparars;: las isoformas mds
deidas vs intermedias y menos 4cidas; asi como intermedias vs menos dcidas. También se observé una relacién
inversa (r=p<0.001) entre la media del valor de pH y la vida media plasmitica de las isoformas de la hCG
circulante. Eslos resullados indican que la heterogencidad de la hCG pudicra representar un adicional y fino
mccanismo, através del cual la placenta regula diferentes funciones en la madre y el feto durante ¢) embarazo. Esto
datos también sugieren que la disminucidn y mantenimiento de las bajas concentraciones de la hCG en suero
durante el segundo y tercer trimestres de gestacién puden ser causadas por cambios en la estructura de carbohidratos

de Ia molécuta de hCG.
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THESIS TITLE :

BIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF THE HUMAN CHORIONIC
GONADOTROPHIN (hCG) ISOFORMS DURING THE DIFFERENT
TRIMESTERS OF GIESTATION.

SUMMARY :

In the present thesis we analysed the dynamics of serum human chorionic gonadotrophin
(hCG) charge isoform distribution throughout normal gestation and characterized some of
the biological features ol the several hCG glycoforms present i the circulation of pregnant
women. Blood samples wete oblained from normal pregnant women at 10-11, 12-15, 23-
26 y 35-38 weeks of gestation. The sera were {ractionated by preparative chromatofocusing
and the separaic BTG uluies ware ideinilied and quantnieg by radioimmunoassay. The in-
vitro biological activity and the plasma half-life of the several circulating hCG isoforms were
determined by conventional methods. hCG isoforms became less acidic as pregnancy
advanced. In samples taken at 10-11 weeks of gestation the most acidic hCG molecules
(pl<3.7) comprised >80% of total hCG recovered after chromatofocusing; this proportion
decreased to 58, 60 and 47% in samples taken from weeks 12.1 to 38.4 of gestation.
Meanwhile, the relative proportion of less acidic isoforms recovered within pH values 6.49-
4.50 increased al the end of the first trimester (12-15 weeks), remained constant until weeks
23-20 and then increascd further by the end of the third trimester. Less acidic isoforms had
higher in-vitro biological potency per immunological unit than the more acidic analogues.
Regardless of the trimester of pregnancy, the plasma half-life of the highly acidic (elution pH
3.7) isolorms varicd from 84.4 to 150 min (116.3 £ 23.0; mean £ SD), whereas the
corresponding hall-life of mid-acidic (pH 4.25-5.31) and low-acidic (pH 5.74-6.50) hCG
isoforms ranged from 31.0 to 115.3 (75.5 £ 20.6) and 15.3 to 58.3 (4h2 £ 14.3) min
respectiveley ( p<0.01, highly acidic versus mid- and low-acidic analogues and mid-acidic
versus least acidic isoforms). The overall data indicate that the human trophoblast is able to
regulate the exact intensity, biochemical composition and duration of the gonadotrophic
stimulus secreted during the course of normal gestation. They also suggest that the decrease
and maintenance of low scrum hCG concentrations during the second and third trimesters of
gestalion may be puartially caused by changes in the carbohydrate structure of the hCG
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INTRODUCCION.

A.- GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA (hCG).

1.- Generalidades de la hCG.

La hCG es una proteina producida por el

o tr Vo meenl sloea
gincitintenfahlacto p‘_:f_‘:::::::c, WD TUSL Lohl un prav

molecular de aproximadmanete 36,000 Daltones y
pertenece a un grupo de cuatro homologas protefnas
glicosiladas comunmente conocidas como hormonas
glicoprote{cas. Estas glicoporteinas estan
compuestas por 2 subunidades, la alfa (¢) y la beta
(B). Estas dos cadenas peptidicas se encuentran
unidas en forma no covalente en la molécula activa,
pero son biol6gicamente inactivas como
subunidades libres; sin embargo al ser recombinadas

su actividad bioldgica se restablece. 12

La subunidad o de la hCG es comiin a la de las
otras glicoprotefnas [hormona luteinizante (LH),
hormona foliculo-estimulante (FSH) y tirotropina
{TSH)). Dicha subunidad en todas las glicoportefnas
consta de 89 a 92 amino4cidos en una misma
secuencia, (Figura 1 A) sin embargo existen entre
ellas diferencias en el tipo especifico de
oligosacdridos incorporados a las cadenas

glicosfdicas de dicho péptido.s"

Por lo que se refiere a la subunidad B, ésta es
diferente en todas las glicoproteinas y es la que le
confiere a cada una de ellas su especificidad tanto
inunologica como molOglca.”"1 Sin embargo
existen cierta homologfa estructural entre la LH y
la BhCG, ya que de los 115 aminodcidos en el
extremo aﬁino-terminal de la fraccién PhCG,
aproximadamente ¢l 80% son idénticos en cuanto a
su posicién en la cadena BLH, pero en la fraccion
BhCG existe una secuencia unica de 30 aminoécidos

. . %
en el extremo carboxilo terminal.” * (Figura 1 B}

2.- Sintesis de la hCG

La sintesis de hCG imicia en estadios muy
tempranos del embarazo. La expresién del RNA
mensajero de la subunidad B de hCG ha sido
detectado por estudios de hidridizacién in situ en el
embrién de ocho céllulas.8 para el dia siete de
gestacién el blastocisto empieza a secretar la hCG’
y posteriormente grandes cantidades son producidas
por la placenta una vez que ha ocurrido la

. L. 10
implantacién.
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Las subunidades o y B que conforman la molécula
de hCG son sintentizadas independientemente y su
produccién no esta balanceada, este hecho pudiera
deberse a que la sfntesis de cada subunidad es
controlada por varios genes localizados en diferentes

5-7.00.12
cromosomas.

La subunidad ¢ la cual es
comun a todas las gonadotropinas ¢s codificada por
un solo gene localizado en el cromosoma 6
(6q21.l-23).'3"‘l Sin embargo, los genes que
codifican para la subunidad LH y BhCG son dnicos

y forman un conglomerado de 7 genes o©

~ Vreea ST o .~
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(19g 13.3)

El gene de la subunidad o tiene un gene promotor
clasico, caracteristico de la regulacién de los genes
en cucariotes. Este gene promotor consta de varios
elementos que regulan la transcripcin basal tales
como: caja TATA y caja CCAA, asf como un
elemento regulatorio de unién (JRE) y un elemento
regulatorio rio arriba (URE) que inctementan la
actividad basal del promotor y expresan la
especificidad de los (ejid()s.”'18 Varios factores
especificos en la hip6fisis y en la placenta regulan
la expresién de este gene. En la hipéfisis, el gene de
la subunidad o es expresado en el gonadotropo y en
¢l tirotropo, En el gonadotropo se ha identificado
una protefna que se une al Elemento Especffico del
Gonadotropo (GSE) y se le conoce como GSEB,w
sin embargo, ésta protefna no es producida por el
tejido placentario y en el tirotropo una protefna o
Factor Embrionario del Tirotropo {TEF) parece tener

.., 20
ésta funcidn.

La subunidad o es el marcador mis conocido que es
expresado m4s tempranamente durante el desarrollo
de la hipéﬁsis.:”'22 Aunque ain se desconoce la
relevancia fisiolégica de este hecho, se sugiere que
la subunidad o libre juega un papel imporante en cl
desarrollo de la hipéfisis, ya que en un estudio” se
demostré que la diferenciacién del lactotropo en la
hip6fisis de la rata puede ser inhibido por la
incorporacién de una anticuerpo especitico para la

subunidad & y no para la subunidad 8.

i gene promotor de a subunidad 3 de la hCG ha
sido poco estudiado en comparacién con el gene
promotor de la subunidad a. Algunos esludiosz"'25
han mostrado que varias regiones contribuyen de una
manera aditiva en la transcripcién basal del
promotor. Anélisis por mutaciones sitio-dirigidas
entre - 187 y el sitio de iniciacién de la transcripcion
han revelado que una secuencia AGA y un
dinucléotido GC en posicién -54 en el genc
promotor son requeridos aunque no indispensables
para la actividad del gene promotor B5. Deleciones
en la regién entre -3700 y -1700 del gene tumbién

afectan la actividad basal del gene promotor de B5. %

La sintesis de hCG intacta requiere la concomitante
aclivacién de ambos genes (o y B). Hay una
relacién entre la produccién de hCG intacia y la
sintesis de la subunidad P; esto esta basado en Ja
evidencia de que ia subunidad & es producida en
exceso por las células productoras de ésta, un

estudio’” ha demostrado que la répida transcripcién




del gene es en respuesta a la estimulacién del

AMPc.

Las concentraciones de los RNA mensajeros de las
subunidades de hCG son reguladas individualmente.
En placentas del primer trimestre la relacién en las
concentraciones de aRNAm/BRNAm fue de 2:1,
mientras que en placentas a término &sta relacion fue
de 12:1.% Esto correlaciona con las concentraciones
séricas de las subunidades durante el embarazo, en
donde se puede observar que las concentraciones
séricas de la subunidad B lihre aumentan an oz
primeras 3 ¢ 4 semanas después de la implantacién;
posteriormente las concentraciones de hCG intacta
incrementan y la subunidad [ libre disminuye. La
subunidad o libre aumenta considerablemente hacia

29-31
el final de este.

La subunidad P libre de hCG también es producida
por varias lineas celulares tumorales epiteliales y
ésta expresidn es independiente de la produccién de

3235 -
El andlisis de la estructura del

la subunidad o.
DNA genémico de diferentes coriocarcinomas han
mostrado que no existen alleraciones en los genes de
la subunidad P ni &, lo que demuestra que esta
produccién de subunidades libres no es debida a una
mal expresién génica, pero si, pudiera estar
relacionada con una alteracién en la

. . 36.37
regulacidén/expresién de estos genes.

Una vez sintetizadas las subunidades de la hCG se
llevan a cabo los proceso de glicosilacién,

plegamiento de la proteina y la formacién de los

puentes disuifuro. Estos procesos son llevados a
cabo en el Reticulo Endoplasmice (RE) y en el
Aparato de Golgi de la célula.’ Los procesos que dan
lugar al plegamiento de la proteina y la formacién
de los puentes disulfuro son muy complejos y
requieren de la presencia de ciertas proteinas
llamadas Chaperones, entre ¢llas se encuentran la
BiP/grp78, Calnexin y Calreticulin.®* Asi, una
proteina que no esta plegada completamente
permanece retenida en el RE por una transitoria
unién a las proteinas chaperones; posteriormente la
pivicina e repiegaca a expensas de la hidr6lisis de
ATP, permaneciendo unidas a las chaperones hasta
tener una adecuada conformacién. La proteina
BiP/grp78 une a las regiones hidrofébicas de la
cadena polipeplfdicawy las otras 2 proteinas
Calnexin y Calreticulin son proteinas unidoras de
calcio y unen especificamente los plegamientos
intermedios de las glicoproteinas principalmente por
via de los residuos de carbohidratos.” ™** Por lo
tanto, la N-glicosilacién (especificamente en la
subunidad B) tiene un importante papel en el
plegamiento de la protefna, formacién de puentes

. . . 45,46
disulfuro y secrecién de la misma.

Algunos investigadores se han enfocado en el
estudio del proceso de glicosilacién.5'7'47 En estos
estudios se ha identificado que las cadenas
polipeptidicas o y  de hCG, estén glicosiladas en 2
residuos de asparagina de cada subunidad (residuos
52 y 78 en ¢HCG, 13 y 30 en BhCG) (Figura [A)
por uniones N-glicosidicas de oligosacdridos y de

manosas pesadas. Ademds, en la fraccién BhCG



existen otras 4 cadenas de oligosacdridos unidos por
enlaces O-glicosfdicos a residuos de serina
(aminoacidos 121, 127, 132 y 138) (Figura 1 B).
Algunos estudios han demostrado el imporainte
papel que juegan estos carbohidratos en la
biosintesis de la hCG y en la funci6én propiamente

48-50
de ésta.

3.- Mecanismo de Secrecion de la hCG

Lus tvauliauus UbCIHUUS U C3ULIUY IcullLauus prrd
analizar los sistemas de secrecién de otras
glicoprotefnas como la LH y la FSH, han
demostrado que su secreci6n se lleva a cabo a través
de un sistema de exocitosis.”' Por este mecanismo,
las protefnas recién sintetizadas son secretadas al
espacio cisternal del Reticulo Endopldsmico Rugoso
y almacenadas dentro de grdnulos secretorios en las
vacuolas condensantes del Aparato de Golgi.
Posteriormente con la participacién del calcio
intracelular se producen las contracciones en el
sistema de microfilamentos microtubulares que
permilen la translocacién de los grinulos secretorios
hacia la membrana celular, fusiondndose con ella, lo
que permite que la hormona salga de la célula. Al
parecer el lamafio y la cantidad de los grdnulos
secretorios se relacionan con las demandas
fisiolégicas de cada hormona en partic:ular.SI
Estudios de uliraestructura de la placenta humana no
han demostrado la presencia de grandes grénulos; sin
embargo, han identificado relativamente poco

grénulos largos pleomorficos que no tienen la

apriencia de grdnulos secretorios; as{ como,
pequeiios grinulos redondos y elongados, con
apariencia densa que pudieran contener hormonas
protefcas.sz'53 En un estudio mds reciente se
demostré que la hCG no esta presente en €s10s
grénulos; sin embargo, no se ha podido indicar con
precisién la localizacién intracelular de esta

54
hormona.

Estudios realizados in vitro en tejidos placentarios
del primer trimestre, han demostrado que los
procesos de ElcosIacion y Secrecion ge la iy,
requicren de aproximadamente 2 horas para llevarse a
cabo.” Estos hallazgos sugieren que para estimular
la secrecién de hCG, se requiere de la sfntesis de
RNAs y de protefnas, ademds de que la secrecidén de
la hormona prealmacenada no se realiza en forma
signif‘icativa.s‘s Aunque hasta el momento se
desconoce el mecanismo de secrecién de hCG, se
piensa que la membrana celular esta implicada en
los procesos de sfntesis y secreci6n de la hormona,
dada la funcién que presenta dentro de la célula de
determinar que elementos ingresan o se exteriorizan

. 56,57
del citoplasma.

La hCG es secretada en forma pulsdtil y esto
obedece a la necesidad de la céluia blanco de ser
estimulada intermitentemente y no de forma
continua, para evitar la desensibilizacién o
regulacién decreciente de sus receptores
membrmnalcs.53'59 Varios estudios, entre ellos un
estudio in virro, en el cual utilizaron explantes

placentarios del primer y tercer trimestre sugiri6 ésta




forma pulsétil de secrecion.” Estudios in vivo en
hombres y mujeres (no embarazadas) sin patologfa
asociada; asf como en mujeres en el primer trimestre
del embarazo han demostrado que la secrecién de
hCG se prescnta de manera pulsétil.m'64 En un
estudio nuestro65 realizado in vivo en mujeres
embarazadas, demostramos que la secrecién de hCG
se presenta de manera pulsdtil en los tres trimestres
del embarazo, al ser cuantificada cada 20 minutos
por 24 horas, no encontrando diferencias en el
nimero de pulsos de secreci6n de la hCG a lo largo
Jel eInbarazo, pero en términos de ka amplitud y el
drea de los pulsos resueltos por el andlisis de
conglomerados, reveld que ambos pardmetros fueron
significativamente mayores en el primer trimestre

65
del embarazo que en el segundo y tercero.

4.- Regulacién de la secreciéon de hCG

Hasta el momento no se conocen con precisién los
mecanismos fisiol6gicos existentes que regulan la
secrecion de hCG. Se piensa que existen algunos
agentes que estimulan su secrecién, pero no se han
encontrado hormonas reguladoras primarias a
excepcion del efecto estimulatorio que induce GnRH
(Factor liberador de gonadotropinas) en condiciones
in vitro.®® Dicho factor ha sido identificado en
tejidos placentarios por medio de técnicas de
radicinmunoandlisis (RIA) y por
inmunofluorescencia, estableciéndose que su sintesis
es placentaria y conociéndose con el nombre de

factor semejante a GnRH (GnRH-likta).67 El efecto

estimulatorio de GnRH sobre la secrecién de hCG
ha sido valorada in vitro en tejidos placentarios,
demostrandose que la GnRH sintética puede
estimular la liberacién o y P de una forma dosis-
dependieme,ﬁ8 ademds de estimular la produccién de

AMPc.*

Se ha mencionado que el AMPc pudiera ser otro
probable agente regulador de la secrecién de hCG al
actuar como un segundo mensajero.4 Este
fenémeno fue valorado en culiivos de trofoblasto
procedentes de placentas a término a los cuales se
les adicioné6 AMPc¢ o un andlogo de AMPc,
observandose un aumento de la sintesis y secrecién

69-72
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de la hCG total y de sus subunidades libres,
observé ademds que 1a accién de AMPc estimul6 la
sintesis de RNAm y de proteinas especificas,

regulando de manera directa la sintesis de hCG.

Algunos investigadores se han enfocado en el
estudio de los efectos de los factores de crecimiento
sobre el trofoblasto. El trofoblasto posee receptores
para Interlecucina 6 (IL-6), la cual ¢s una citosina
que tiene la capacidad de inducir maltiples efectos
biol6gicos dentro de los procesos de proliferacién y
diferenciacién celular en la respuesta inmune ¢
inflamatoria. La IL-6 tiene la capacidad de inducir la
secreciéon de hCG en cultivos in vitro, al parecer por
activacién de diferentes sefiales de transduccién
intracelular.”’ El trofoblasto también posee
receptores para ¢l Factor de Crecimiento
IS“.pidc:rmal.-M el cual es un polipéptido que tiene

propiedades mitogénicas, asf como de fosforilacién



de protefnas de membrana entre otras. Algunos
estudios“'“ que han valorado este factor, han
demostrado que posee la capacidad de inducir la
mayor liberacién de hCG tanto en tejidos de
coriocarcinoma ® como en tejidos placentarios
humanos de embarazos a término o de abortos
tcrapéuticos.q"6 El Factor de Necrosis Tumoral Alfa
(FNT o), es otra citosina que esta implicada en la
mediacién del sistema inmunoldgico, este factor ha
sido detectado también en el trofoblasto, el cual
posee receptores para este factor.”’ Se ha demostrado
YUE Ga1E FIVT W LENE Ul EIECIY Teguiador INniDIwrio
en los sistemas endécrinos.n‘wy un estudio in
vitra® en tejido trofobldstico de embarazos
tempranos mostré que el FNT o inhibe la secrecifn
de hCG y al parecer ¢l efecto no ¢s debido a su

citotoxicidad.

Por otra parte, se ha demostrado que la misma hCG
puede regular su propia secrecién cn la placenta
humana a término, probablemente por la regulacién

. .81
de sus receptores a nivel placentario,

5.- Concentraciones de la hCG

Durante las pasadas 2 décadas, algunos estudios
618285 han reportado la presencia de hCG en
hombres y mujeres sin patologfa asociada,
detectadas con el empleo de anilisis allamente
sensible, sugiriéndose que esta produccién es de

. . . . . 86
origen hipofisiario. En un estudio reciente  esto

fue demostrado al ser alislada y caracterizada la hCG

de extractos hipofisiarios.

En el embarazo la hCG es detectada a los 9 dias
después del aumento de LH que se presenta a la
mitad del ciclo menstrual, ésto es, un dia después de
la implantacién.“ Sus concentraciones varian
ampliamente a lo largo del embarazo, aumentando
aproximadamanete cada dos dfas en forma
exponencial.88 Al incio del embarazo se
experimenta un incremento rdpido, ya que a las 6
Semanas las COnceniraciones son de o,Uuu muyml y
alrededor de la novena semana se alcanza el pico
méximo de secrecién, encontrindose entre 50,000 a
100,000 mUI/ml; estas concentraciones declinan
posteriormente y a partir de la vigésima semana de
gestaci6n los valores oscilan entre 10,000 a 20,000
mUL/ml, permaneciendo asi hasta el término del
embarazo. Las concentraciones de hCG en suero
guradan relacidn con las urinarias.” En la actualidad
se desconocen los mecanismos exactos que regulan
la forma de secrecién de dicha hormona a lo largo

del embarazo.

6.- Funciones de la hCG

La funcién primordial de la hCG es la de mantener
el cuerpo liteo, ¢l cual producird la progesterona
requerida para ¢l adecuado desarrollo decidual y
mantenimiento del embarazo temprano.q0 Entre la
séptima y décima semanas de gestacion, la funcion

del cuerpo liteo es reemplazada por la placenia,




Grgano endderino en el cual se realizan los procesos
metabélicos, entre ellos la esteroidogénesis
placentaria. Adn cuando se desconocen en la
actualidad los mecanismos exactos de la regulacién
de la esteroidogénesis placentaria, la hCG parece
desempeifiar un papel importante, ya que la
inmunizacién passiva de monas rhesus embarazadas
con anti-B-hCG sérica resulta en abortos
esponténeos.gl Este conocimiento ha llevado al
desarrolio de experimentales vacunas
anliconceptivas, usundo péptidos andlogos a la
especifica secuencia de la region carboxi-terminal de
hee 9

Otra probable funcién de la hCG es la estimulacién
de la esteroidogénesis en los testiculos fetales,
produciendo andrégenos durante la época de la
diferenciacién sexual y posterior a ésta.’’ La hCG
parece tener lambién implicaciones en ¢l proceso de
esteroidogénests de la corteza suprarrenal fetal en las

. 91
primeras etapas del embarazo.

Por otro lado se ha informado que la hCG tiene
importantes propiedades inmunosupresivas,”
sugiriéndose que probablemente tiene efectos
paracrinos o autocrinos cn la produccién de las
prostaglandinas placentarias implicadas en los
procesos de implaniacién y prevencién del rechazo

embrionario.

. . 9699
Recientes estudios han demostrade que la hCG
tiene un importanic papel como factor de

crecimiento. La hCG estimulé el crecimiento in

vitro de varias lineas celulares, entre ellas, de cancer
de vejiga96 y células de tumor murino.w Ademds, el
crecimiento de células tumorales de pulmdn humano
fue inhibido por la adicién al medio de cultivo de un
anticuerpo dirigido contra la subunidad & de hCG,”
as{ como por la adicién un RNA antisentido
especifico para la subunidad o de la hCG.” Sin
embargo, estudios' en células epiteliales normales
y tumorales provenientes de gldndula mamaria
humana, la hCG mostré un efecto antiproliferativo,
que posiblemente pudiera estar mediado por la

101,102
Estos resultados

secrecién de inhibina,
implican que la gldndula mamaria presenta
receptores para LH/WCG y esto ha sido

. 103
recientemente demostrado.

7.- Metabolismo de la hCG a muiltiples

formas urinarias

El 9% del peso de la molécula de hCG corresponde
al contenido de 4cido sidlico, el cual parece tener dos
funciones importantes, la primera como regulador
del mecanismo de accién de la hCG y la segunda
como protector de la molécula contra la degradacion
hepética, prolongando asi su vida media de
eliminacién que es de 32 a 37 horas y su vida media
plasmdtica 1a cual es de aproximadamente 6 horas.
La vida media plasmatica de la hCG es mayor que la
de FSH y LH, las cuales son de 4 y 1 horas
respectivamente debido al menor contenido de 4cido

v 104
sidlico.




Las diferencias entre la hCG circulante y los
metabolitos urinarios de la hCG, radica en la
microheterogeneidad de los carbohidratos, al menos

105-107
La

para las formas placentarias de hCG.
forma hipofisiaria de hCG ha sido recientemente
descrita y hasta ahora no s¢ conocen metabolitos
urinarios de ésta. La diferencia de esta forma
hipofisiaria de hCG con respecto a las formas
placentarias es la presencia de grupos sulfatos en la
porcién terminal de los oligosacéridos en lugar de

4cido sidlico.*®

La mayoria de los metabolitos urinarios de la hCG
han sido bien descritos, uno de ellos el es fragmento
B corc de 1a hCG (BhCGfc), éste fragmento esta
compuesto de los residuos B6-40 y B55-92 unidos
por puentes disulfuro, cuenta con moléculas de
azucares que en las mayorfa dc los casos aprecen
truncadas {Figura 2 (C)}. La estructura de este
fragmento fue reportada hace varios afios y existen
ensayos muy sensitivos para su determinacién.m'
g BhCGfc esla presente en la orina de mujeres
emburazadas a concentraciones molares 2 a 10 veces
més que la concentracién del heterodimero de
heg 13
fragmento es producido por proteélisis de la
molécula de hCG o de la subunidad f de hCG en el

rifion, sin embarago, el BhCGfc también ha sido

Algunos estudios sugieren que este

detectado en sangre en muy poca

2114 .
lo que sugiere que puede tener

L
concentracion,
un sistema dual de secrecién y puede ser producido

. 18
directamente por la placenta.

Otros interesantes metabolitos de hCG son las
formas hendidas de la molécula completa de hCG o
hCG "hendida”. Estas formas de hCG son péptidos
que presentan cortes a nivel de la subunidad By
especfficamente cntre los residuos B44-45 y 47-
48,1181 [Figura 2 (B)]. Estas dos rupturas ocuricn
en una asa formada por 2 cisteinas amfipéticas cn
posici6n 38 y 57 de la subunidad 3. modificando ln
estructura terciaria de fa molécula, lo cual disminuye

16119, .
¢ interficre con ¢l

su actividad biolégica
reconocimienlo de la misma por ciertos
anlicucrpos.I20 Por otro lado, s¢ ha valorado cl
probable efecto que pudicran tener estas rupluras en
cuanto a la funcién de la hCG durante ¢l embarazo,
demostrando que las rupturas (hCG hendida) y la
disociacién de la subunidades & y B provocan una
desactivacién de la hormona. Este proceso de corten
en la molécula de hCG sc lleva a cabo en el
1rufoﬁlasto y se inicia a partir de los 2 primeros
meses del embarazo y aumienta conforme progresa ¢l

-

' 12
mismao.

B.- RELACION ESTRUCTURA - FUNCION DE LA hCG

. . 122
Por estudios de cristalograffa, = la estructura

tridimensional de la hCG ha demostrado que sus dos
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Figura 2.- Secuencia de aminodcidos de la subunidad B de hCG (A) y de sus derivados. (B) Estructura de la
forma hendida de hCG presentando 2 cortes en una asa formada por 2 cistefnas amfipdticas en posiciones 38 y
57 de la subunidad B, especificamente entre los residuos 3 44-45 y B 47-48. (C) Fragmento P -core de la hCG
(BhCGfc) compuesto de los residuos B 6-40 y P 55-92. Las franjas negras representan los puentes disulfuro.
[Lapthorn Ji. y Cols. Nature. 369;455,1994. (122)]. Ver spéndice pera et codigo de Tos uminodcidos.




subunidades tienen una similar topograffa, con
puentes disulfuro formando asas de cistefnas. Esta
misma caracter(stica de plegamiento ha sido
observada en la estructura de varios factores de
crecimiento, lo que pudiera estar en relacién a la
actividad proliferativa que experimenta la hCG en
ciertas lineas tumorales como se menciond

. 123
anteriormente.

1.- La formacién de los puentes disulfuro

y su importancia en la molécula de hCG.

La subunidad ahCG contiene 92 amino4cidos, de
los cuales 10 son cistefnas que estan unidas por 5
puentes disulfuro, en las posiciones 7-31, 10-60,
28-82, 32-84 y 59-87. Algunos estudios 124,125
han valorado la importancia de estas cistefnas y sus
puentes disulfuro en el plegamiento de la subunidad
o y la unién con la subunidad fhCG. Uno de ellos
desmostré que las uniones disulfuro asociadas con
cistefnas en posicion &7, a3l, a59, 087 y @32 no
son esenciales para el plegamiento de la subunidad
o ni para su ensamble con la subunidad BhCG y
producen una protefna biologicamente activa.'>* El
estudio més reciente 15 en el cual se construyeron
subunidades o mutadas en sus residuos de cisteinas
por alaninas, eliminando los puente disulfuro 7-31 y
59-87, demostr6 que estos cambios en la subunidad
@, no afectaron la unién con la subunidad BhCG ni
BFSH; sin embargo, si afectaron significativamente
la unién de la subunidad BLH, lo que sugiere que la

regién de la subunidad o que es reconocida por la

subunidad B es diferente para las distintas

o128
gonadotropinas.

La subunidad PhCG esta formada por 145
amino4cidos y 12 de ellos son cisteinas las cuales
forman 6 uniones disulfuro, en las posiciones 9-57,
23-72, 26-110, 34-88, 38-90 y 93-100 [Figura 2
(A)] . En contraste con los resultados observados en
la subunidad @, en cuanto a la importancia de las
uniones disulfuro, la subunidad PhCG requiere de
todas ellas para un adecuado plegamiento y perfecto

ensamble a la subunidad o=

2.- Regiones esenciales de la hCG para

unién al receptor y actividad biolégica.

Varios residuos de aminodcidos han sido
considerados importantes para la actividad biol6gica
de la hCG y su unién al receptor. Estas regiones
han sido identificadas através del empleo de
modificaciones quimicas, el uso de péptidos
sintéticos en estudios de inhibicién por competencia

Co e o 1270128
y por mutagénesis sitio-dirigidas.

En la subunidad B, dos secuencias de aminodcidos
han sido consideradas esenciales para bioactividad de
1a molécula y su uni6n al receptor. Un de ellas es la
regién §93-100, conocida también como "secuencia
determinante” 126429 [Figura 2 (A)]. Los residuos de
amino4cidos especificos de esta regién, que estdn
implicados en la unién al receptor son: Arg94,

Arg95, Ser96, y Asp99, ya que en ia estructura




tridimensional de 1a proteina, estos quedan expuesto
de la superficie del dimero. La importancia del
aminodcido Thr97 ha sido considerada por su
relacién y su estrecho contacto con los carbohidratos

del residuo o 52Asn.I30

La otra regi6n importante es la secuencia §38-57, ya
que algunos estudios donde realizaron mutagenesis
de Arg43 a Leu en hCG o remplazo de las cisteinas
en posicién 38 y 57 por Ala y Asp mostraron
disminucién o périda de la unién al receptor.ls"|32
Los aminodcidos en posicién 47-53 son
predominantemente hidrofébicos y forman una
estructura poco comuin semejante a una protusién en

forma de cufia, considerdndose también esencial para

unién al receptor.

De la subunidad o en su extremo carboxilo-terminal
la secuencia de aminodcidos 88-92 pudiera tener
implicaciones en la uni6n al receptor, pues en la
estructura tridimensional de la hCG ésta secuencia
estd en relacién estrecha con la regi6n B 93-100."

También, por su estrecha relacién con esta regién,
los residuos de aminodcidos at40-50 se consideran
que estdn implicados en la uni6n al receptor, ademds

. L 1M
de que presentan un estructura tipo helicoidal.

3.- Glicosilacién y heterogeneidad de la
molécula de hCG

Previamente se menciond que la hCG posee cuatro

cadenas laterales de carbohidratos que estan unidos a

10

residuos de Asparagina (Asn) por enlaces
glicosfdicos (tipo N), en las posiciones 52y 78 de
la subunidad & y en la 13 y 30 de la subunidad B.
Cada una de estas cadenas terminan en dos residuos
de 4cido sidlico (Acido-N-Acetilneuramfnico).
Ademds la subunidad BhCG en su extremo
carboxilo-terminal posee 4 cadenas de oligosacdridos
que se encuentran unidos por enlaces glicosfdicos
(tipo O) a reiduos de serina (Ser) en las posiciones
121,127,132 y 138.%7 (Figura 1 y 3).

U4, 1324130
acerca del papel

Investigaciones realizadas '
que desempefian los carbohidratos ligados a la
molécula de hCG, han demostrado que estos tienen
una influencia importante en el efecto biolégico de
la misma y se ha comprobado que al ser eliminados
de la molécula, ésta se comporta como un
antagonista, disminuyendo la produccién de 37, 5
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), el cual
actda como el segundo mensajero de la hormona.m
La deglicosilacién de la molécula de hCG interfiere
con la actividad de unién al receptor; la molécula
deglicosilada es incapaz de producir una respuesta
hormonal en condiciones in vive e in vitro, y su

. . , 104,135-138
vida media se reduce a minutos.

Estudios de mutagénesis sitio-dirigidas han
demostrado que los oligosacaridos unidos a residuos
de Asn por enlaces tipo N en posiciones a52 y B13
son requeridos para producir una completa respuesta
esteroidogénica, sin embargo, los oligosacdridos en
posiciones «78 y 830 parecen no tener ningin

efecto en la actividad biolégica de la hCG, al igual
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Figura 3.- Composicion y distribucién de los diferentes oligosacéridos y 4cido sidlico unidos 2 los residuos de
N- (ASN) y O- (§ER) de la molécula de la Hormona Gonadotropina Coriénica Humana..




quc las 4 cadenas de oligosacéridos que se encuentran
unidos a los residuos de serina en la subunidad B. 1%
La extensién carboxi-terminal de la fraccién P de
hCG, parece estar relacionada con una prolongada
vida media de la hormona, debido a que cuenta con
los 4 oligosacaridos cargados negativamente (mayor
contenido de 4cido sidlico) unidos a residuos de
serina, cuya presencia disminuye el metabolismo

renal de la hormona, prolongando su vida media y

su bioactividad. '*

La presencia de los ohgosacdridos en ambas cadenas
oy 5 de molécula de hCG, los cuales presentan
diferenies grados de sializacién,'"' consituyen la
base bioqufmica de la presencia de las isoformas
(heterogeneidad) de la molécula de hCQG, que al igual
quc las gonadotropinas hipofisiarias [hormona
lutcinizante (LH) y hormona foliculo estimulante
(FSH)| existe en miltiples formas moleculares

. 141145
(isoformas).

La heterogencidad molecular ha podido ser
demostrada mediante el empleo de diversas técnicas
de scpracién tales como filtracién en gel,
cromatograffa por afinidad, clectroforesis en
suspensién de agarosa, enfoque isoélectrico y

. 142.143,146-151
cromatoenfoque.

Cuando se emplean
como lécnicas de separacidn la electroforesis en
suspensién de agarosa, el isoelectroenfoque o
cromatoenfoque, ¢l polimorfismo detectado es
¢scencialmente el resultado de variaciones en el
contenido de dcido sidlico (heterogeneidad por

carga).m Se ha demostrado"*'*® que hay relacidn

11

entre las caracteristicas fisicoqufmicas (punto
iso€lectricu, pl) de las isoformas con la actividad
biolégica in vitro, unién al receptor y vida media
plasmitica. En general, de acuerdo con los estudios
realizados en gonadotropinas LH y FSH se ha
demostrado que las isoformas mds 4cidas tienen una
mayor vida media in vivo, una menor bioactividad y
unién al receplor in vitro, al ser comparada con las

1-156 .
1* Por otra parte el lipo

isoformas mis bésicas.
y la cantidad relativa de las diferentes isofonnas por
carga cambia en diversas condiciones endderinas.
Varios estudios han demostrado que la proporcion de
isoformas 4cidas aumentan conforma aumenta la

143,155-158
Durante ¢l

edad y después de castraci6n.
ciclo menstrual un aumento relativo en la isoformas
bésicas se presenta en la fasc preovulatoria en
comparacién con la fase folicular y litea dondc
predominan las isolormas dcidas."”

160,161
han demostrado que el

Algunos cstudios
polimorfismo de la hCG en extractos placentarios,
orina y sucro de mujeres con |2 semanas de
geslacién, utilizando como téenica de separacién el
isoeleciroenfoque. En los extractos placentarios s¢
han identificado 12 isoformas de esta hormona,
cuyos pl oscilaron entre 9.6 a 3.9, En las muestras
de orina predominaron las formas mds dcidas,
aquellas cuyos pl se encontraron entre 5.2 a 39.'®
En las muestras séricas, de las mujeres con 12
semanas de gestacidn predominaron las formas més
dcidas, estando presentes las formas bdsicas aungue
¢n menor propon:ién.lel Cada una de las isoformas

de hCG aistadas difirieron una de la otra no solo en



su pl, sino en su concentracién, su potencia
biolégica in vitre y en su vida media

. 148,160,161
plasmaética.

Estudios previos han demostrado que la razén o
cociente bioactividad/inmunoactividad de 1la hCG se
modifica conforme progresa el embarazo y que estas
modificaciones varian dependiendo del tejido
particular que sintetiza a la molécula (placenta
hormonal, mola hidatidiforme o tumores
trofobldsticos benignos o malignos).'“'m Es
PUSILIE UL C5108 CAIMDIVS N 18 acividaa DICIogICa
sean secundarios a variaciones en la estructura
protefca y/o de carbohidratos de la molécula ya que

su movilidad electroforética se modifica en forma

paralela.m5

En un estudio in vivo realizado en mujeres durante
el embarazo temprano (1% trimestre) y tardio (3%
trimestre) y en hombres y mujeres con enfermedades
trofoblasticas, se encontr que existfan diferencias
en cuanto a la relacién bioactividad/inmunoactividad
de hCG, asf como a la carga neta de la misma; la
carga eléctrica media de la hCG circulante durante el
tercer trimestre fue mds bésica que la del primer
trimestre del embarazo, disminuyendo paralelamente
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su actividad biol6gica in viva .

En un estudio nuestro> en el cual valoramos la
bioactividad de la hCG en los diferentes trimestres
del embarazo, mostramos que la hCG del primer
trimestre fue mds bioactiva al compararse con

aquellas del segundo y tercer trimestres. Ademds la

12

carga media de la molécula se modificé conforme
progresé el embarazo; en el primer trimestre la hCG
estuvo cargada mé4s negativamente (p<0.05) que la
hCG del segundo y tercer trimestres. Un estudio de
Wide y cols.'”” ha demostrado que los cambios en
la mobilidad electroforética y carga media de la
molécula de 1a hCG circulante inician alrededor de la

decimotercera semana de embarazo.

Estudios de Ulloa-Aguirre y cols.” empleando el
citotrofoblasto humano aislado de placenta a
1ermuno y culttvado durante Y6 horas, demostraron
que durante la maduracién morfol6gica y funcional
del rofoblasto, la hCG fue secretada en diferentes
formas moleculares y en abundancias relativas que
dependieron del tiempo de incubacién en presencia
de AMP ciclico, indicando que las formas
circulantes de hCG son producto de la sintesis y
secrecién placentaria y no el resultado de la

degradacidn periférica.n

Aitin cuando en la actualidad se desconocen con
precisién los cambios en el polimorfismo de la
hCG circulante a lo largo de todo el embarazo, asi
como su importancia fisiol6gica, es probable que
esta heterogeneidad sea un reflejo de la capacidad del
tejido placentario para regular la intensidad exacta de
la sefial gonadotr6pica de acuerdo al estadio
especffico de la gestacién y/o del desarrolio

embrionario.



II. OBJETIVO

Con ¢l fin de concer la heterogeneidad biolégica de la hCG en los diferentes trimestres del embarazo, se trataré de
identificar cada una de las isoformas en suero por medio de la técnica del cromatoenfoque; asimismo se valorard la

actividad biol6gica (AB) en sistemas in vitro y la vida media plasmdtica de cada una de estas isoformas.

111 HIPOTESIS

La hCG es secretada en diferentes formas moleculares durante el embarazo. La abundancia relativa de cada una de
las isoformas varfa en los diferentes trimestres del embarazo. Existe un predominio de las isoformas mds 4dcidas
durante el primer trimestre y las isoformas menos 4cidas incrementan conforme progresa ¢l embarazo. La actividad
biol6gica in vitro es menor y la vida media plasmdtica mayor en las isoformas mds 4cidas que en las menos

4cidas
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IV. MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio descriptivo, longitudinal y prolectivo, en cual se analizaron cspecimenes (sucros)
procedentes de mujeres embarazadas quienes con anterioridad asistfan a la consulta de Endocrinologia Reproductiva
e Infertilidad del INNSZ. En todos estos casos se cumplieron con los siguientes criterios.

1.- CRITERIOS DE INCLUSION

I.- Presencia de embarazo, diagnosticado por ausencia de menstruacién (8 semanas), positividad en |a

determinacién de hCG urinaria y confirmacién mediante ultrasonido pélvico.

2.- Edad entre 20 y 32 afios.

3.- Ausencia de entermedades crénicas debilitantes.

4.- Inexistencia de patologfus concomitantes después de una evaluacién clinica detallada.

5.- Valores de glucosa, urea, creatinina o pruebas de funcién hepdtica dentro de los limites de referencia.

6.- Presentar 3 dias antes de! cstudio valores de hemoglobina superior a 12g/dl, hematocrito mayor de 36% y

niveles de hierro, folatos y vitamina B3 dentro de los valores de referencia.

7.- Ausencia de cualquier tipo de sangrado.

8.- Consentimiento voluntario de participar en el estudio.



2.- CRITERIOS DE ELIMINACION.,

1.- Inicio de cualquier tipo de enfermedad que pudiese complicar el curso del embarazo o poner en peligro fa vida

de a madre y o el feto.

2.- Alteraci6n de alguno de los parimetros de laboratorio detallados en i (5 y 6), de ser asi se di6 tratamiento

necesario para corregir dicha alteracién.
3.- Decisién de no continuar con el estudio

4.- Si durante el momento de! estudio se presentara alteracién en tensién arterial, frecuencia cardiaca o temperatura

que indicara la posibilidad de alguna alteracién flsica.

5.- Si durante ¢l parto se determinara alguna alteracion estructural de la placenta.

B,- SUIETOS DE ESTUDIO

En total fueron doce mujeres las que se incluyeron en el estudio, siete de ellas fueron estudiadas prospectivamente
durante el 1°,2° y 3 trimestres del embarazo [ (12.1-14.8), (23.1-26.4) y (35.5-38.4) semanas de embarazo
respectivamente ), y en quienes previamente se valoré la forma de secrecién y la bioactividad de la hCG en los
diferentes trimestres del embarazo.” Las cinco mujeres restantes se estudiaron solamente a las 10.0-10.8 semanas

de embarazo, dada ta importancia de la hCG en las primeras semanas de gestacién.

La edad de la pacientes oscilé entre 22 y 32 aios (Tabla 1). Tres de estas pacientes consultaban en el
Departamento de Biologfa de la Reproduccién del INNSZ por presentar los siguientes diagnésticos: Sindrome de
ovarios poliquisticos (SOP) en remisién 4 meses previos al estudio (n=1), historia de anorexia nervosa primaria 6
meses antes del estudio (n=1) y esterilidad por factor tubario (n=1). Las otras nueve, fueron mujeres sanas que
aceptaron participar voluntariamente en el estudio. En todas las pacientes ¢l embarazo se logré de manera
espont4nea, excepto en la paciente con SOP que requirié de inductores de ovulacién (Citrato de Clomifién) (Tabla

1). En todas ellas se realiz6 historia cl{nica completa, sin encontrarse ningin tipo de patologfa concomitante y
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TABLA 1. Caracteristicas Clinicas de los 12 sujetos incluidos en el estudio.

SUJETO EDAD
No (afos)
1 32
2 32
3 27
4 30
5 30
6 22
7 27
g 30
9 22
10 25
11 22
12 25

TALLA DIAGNOSTICO JESO (Kg) TIPO DE
{(cm) PREVIO 12-10 SEMANAS CONCEPCION
GESTACION
160 Sana 54.250 Esponténea
156 sop 58.000 inducida**
157 Historia de AN 46.090 Espontinea
164 Sana 63.000 Esponténea
166 Infertilidad* 81.890 Espontinea
156 Sana 50.100 Espontdnea
160 Sana 61.300 Espontdnea
155 Sana 54.000 Espontinea
160 Sana 60.200 Esponténea
165 Sana 62.500 Espontinea
158 Sana 51.500 Espontinea
159 Sana 54.000 Esponténea

SOP = Sindrome de Ovarios Poliquisticos
= Anorexia Nervosa

AN

*

= Factor Tubario

———————————————————————— e ———

** = Citrato de Clomifén (Inductor de On ulacién)




los resultados de los estudios de laboratorio (BH, hierro, folato, vitamina By, glucosa, urea, creatinina y PFH) se

encontraron dentro de los limites de referencia.
C.- PROTOCOLO DE ESTUDIO,

Las mujeres estudiadas a las 12.1-14.8, 23.1-26.4 y 35.5-38.4 semanas de embarazo, fueron internadas en la
Unidad Metab6lica del INNSZ un dia antes de llevar a cabo el protocolo de estudio, con el fin de que se habituaran
al lugar fisico donde se les practicarfa la prueba. El estudio dié inicio al dia siguiente a las 08:00 horas. Las
pacientes se mantuvieron en posicién de deciibito durante las 24 horas en que se tomaron las muestras sanguineas,
ingiricron sus alimentos y durmieron en su horario habitual. Media hora antes de inciar el estudio se les colocd
un catéter corto en una vena antecubital. Se muestreo a las pacientes cada 20 minutos durante las préximas 24
horas (ya que previamente se determind pulsatilidad hormonal) obteniéndose 2 mls de sangre en cada toma (144
mis totales). El extraer hasta 450 mls de sangre a mujeres embarazadas no produce alteracién alguna ni en la
madre ni en el feto como ya ha sido descrito previaunente.'63'”'o A lo largo del estudio se tomaron signos vitales
cada 30 minutos y en ¢l dltimo trimestre se valor6 el foco fetal. A las mujeres con 10.0-10.8 semanas de

embarazo se les tomé un sola muestra sangufnea (20 mls) en ayunas.

D.- METODOS,

La sangre obtenida se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 min. Posteriormente se centrifugé a 3000

RPM vy se separé el suero congeldndose este a -20°C hasta el momento en que se realizé su procesamiento.

1.- EXTRACCION DE ALBUMINA DEL SUERO
Con ¢l fin de separar protefnas tales como la albiimina, los extractos previamente obtenidos, se pusicron en
contacto con un gel de afinidad (Affi-gel blue, Bio-Rad) que consiste de pequefias cuentas de agarosa entrecruzadas
que se encuentran covalentemente adheridas a un colorante azul de cibacrén que tiene una capacidad de unién a la
alblimina de >11 mg/ml. El método se encuentra resumido en ta figura 4.

2.- CROMATOENFOQUE DE CONCENTRADOS SERICOS.

Las isoformas de hCG presente en cada concentrado sérico fueron separadas en base a su carga por medio del
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS SERICAS
( EXTRACCION DE ALBUMINA )

Se emplean 7 mls de la muestras de suero
del 1° trimestre y 14 mls de la muestras de
suero del 2° y 3° rimestres.

y

Dislisis por 48 hrs. en agua bidestilada
desionizada y 24 hrs. en solucitn de
carbonato de amonio 0.01M en

taw- "

Saesnivn LISEANRIC

y

Congelacién a -70°C

v

Liofilizacién por 48 hrs.

v

Resuspensién en PB, 6 mls para muestras del 1°
trimestre y en 10 mls para muestras del 2° y 3°

v

Tratamiento con affi-gel (relacién 2:1)
por 1 hr. en agitacién intermitente a 4°C

v

Didlisis por 24 hrs. en solucién amortiguadora
(start-buffer) en agitacién constante a 4°C

y

Cromatoenfoque

Figura 4



cromatoenfoque, en cual se realiz6 de acuerdo al método descrito previamente por Ulloa-Aguirre y cols. """ el cual
se encuentra resumido en la figura 5. Se construyeron columnas de cromatoenfoque con dimensiones de 30.0 x
1.0 cm, empleando la resina de intercambio PBE-94 (Pharmacia Fine Chemicals, Psicataway, NJ, EUA}.
Previamente al cromatoenfoque, la columna se equilibré con 15 volumenes de amortiguador de imidazole-HCI
(0.025M, pH 7.4). Los concentrados séricos se cromatografiaron en estas columnas empleando como
amortiguador de elucién el poliamortiguador -74 (Pharmacia Fine Chemicals) a una dilucién de 1:8 en agua
desionizada. Las fracciones (de 2 mis cada una) se colectaron a un flujo de 1 m}/4 min a 4°C. Se determiné el pH
de cada fraccién y cuando el eluyente de la columna mostré un valor de 4.0 se cambi6 el amortiguador eluyente a
una solucién IM de NaCl con la finalidad de obtener el material que no logré eluir dentro de un rango de pH de
8.0-4.0 (pico de sal). Cada fraccién obtenida se mantuvo a -20°C hasta el dia del radioinmunoanilisis (RIA) de

hCG. La recuperacién de la hCG por este método fue mayor del 70% del total depositado a la columna.

Después de la cuantificacién del contenido de hCG en cada muestra de elucién de la columna, las fracciones
correspondientes a valores de pH 7.0 - 6.5 (area I), 6.49 - 5.50 (area II), 5.49 - 4,50 (area III), 4.49 -3.70 (area
IV) y <3 (area V; pico de sal) fueron mezcladas y concentradas (una poza / area de pH en cada periodo de

gestacidn).

3.- CONCENTRACION DE CADA POZA DE hCG.

Cada una de las pozas de hCG fueron transferidas en forma individual a tubos de didlisis (limite permisivo,
12,000 Spectrum Medical Industries, los Angeles CA, EUA) y dializadas a 4°C durante 24 horas contra agua
desionizada y posteriormente contra carbonato de amonio 0.01M (pH 7.5); después de Ia didlisis, las muestras se
concentraron mediante liofilizacién. A cada liofilizado obtenido se le cuantificé su contenido de hCG por medio de
RIA. Una vez cuantificado el contenido de hCG, cada concentrado se separé en pequefias alicuotas que fueron

utilizadas para valorar actividad biolégica y vida media.

4.- RADIOINMUNOANALISIS (RIA) DE hCG.

La cuantificacién de la hCG de cada uno de los concentrados obtenidos en los cromatoenfoques se realizé por RIA

siguiendo la metodologfa descrita por Sufi y co]s.l72 la cual se encuentra resumida en la figura 6. Como estdndar
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CROMATOENFOQUE DE hCG

Hinchar resina de intercambio i6nico (PBE=94)
en amortiguador de imidazol pH= 7.4

v

Desgasificar por 30 min. con agitacién continua
y empacar una columna de 30 x 1cms

Equilibrarla con 15 volumenes (330 ml)
en amortiguador de imidazol

&

v

Adicién de amortiguador de corrimiento con pH=4,
conectando 1a columan al colector y ajustando
a 46 gotas por fraccién (2ml)

Adicién de la muestra a la columna, previamente
resuspendida en amortiguador de corrimiento

v

Al terminar de entrar la muestra a la columna
ésta se eluye con amortiguador de corrimiento

y

Coleccidén de fracciones y medicion
del pH de cada fraccion

Alcanzando el pH= 4, cambiar el amortiguador
de corrimiento por solucién de NaCl 1M

v

Coleccién de 10 a 20 fracciones
y medicién del pH de cada fraccién

y

Determinar el contenido de HCG en
cada fraccién por Radioimunoandlisis

Ulloa-Aguirre y Cols., 1990 (171)

Figura §




RIA DE hCG

Preparacién de estandares y muestras desconocidas
en alicuotas de 400 ul

v

Preparacién de marca y anticuerpo
Adicion de 200 ul de cada uno,

y

Agitacién

&

v

Incubaci6n a temperatura ambicnte duranie 18 a 24 horas

y

Adicién del segundo anticuerpo 200 ul

v

Agitacion

v

Incubacién a temperatura ambiente durante 18 a 24 horas

v

Detencién de la reaccién con agua

)

Centrifugacién por 30 minutos a 3000 rpim

v

Decantado del sobrenadante

v

Conteo durante un minuto

v

Cidlculos de resultados.

Sufi y Cols.. 1986 (172)

Figura 6



se uliliz6 un preparacién altamente purificada (hCG CR 121) proporcionada por los Institutos Nacionales de
Salud, EUA, Bethesda, MD; esta misma se uatilizé como trazador al ser marcada con '% siguiendo el método de
la Cloramina T,'” el cual se encuentra resumido en la figura 7. El anticuerpo (anti-hCG-H180, batch#2,
Institutos Nacionales de Salud, EUA) se utiliz6 a una diluci6n final de 1:100,000. La reaccién cruzada de este
anticuerpo contra subunidad oy § fue de 1.2% y 3.2% respectivamente. Este anticuerpo no reconoce la porcién
hendida de la molécula de hCG. Para evitar variaciones interensayo las muestras provenientes de una columna de
cromatoenfoque o de un periodo del embarazo fueron analizadas en un mismo ensayo. Los resultados fueron
expresados como ng del estdndar hCG-CR121. La sensibilidad del RIA fue de 0.125 ng/tubo (1.0 UI/L). El

coeficiente de variacidn intraensayo fue <7.5%.

5.- BIOENSAYO in vitro DE hCG.

La actividad biolégica in vitro de cada forma molecular de hCG separada mediante cromatoenfoque, se determing
empleando un bionsayo en células interticiales de testiculo de rat6n adulto, tal y como ha sido descrito por Van
Damme'" y modificado por Dfaz-Cueto y cols® y que se resume en las figuras 8a y 8b. Se utilizé como
estdndar la preparacién altamente purificada hCG-CR 121. En las muestras séricas de las mujeres de 10-11
semanas de gestacién, la actividad biol6gica in virre de la hCG solo se valor6 en una sola muestra sérica,
mientras que en las mujeres estudiadas al final del primer, segundo y tercer trimestres, la actividad fue determinada
en polas de suero hechas de la serie de muestras tomadas durante 24 hrs, como es descrito en el protocolo de
estudio. Para evitar variaciones interensayo todas las muestras de una paciente o concentrados de isoformas de
hCG (dreas de pH I a V) de un solo perfodo gestacional fueron analizados en un mismo ensayo en 8 a 10
concentraciones diferentes y en incubaciones por triplicado; el coeficiente de variacion intraensayo fue <10%. La
cantidad de testosterona producida in vitro por la células interticiales se determinG por RIA, descrito previamente
por Ulloa-Aguirre y ccnls,”5 y se resume brevemente en la figura 9. Todas las muestras de un solo bioensayo
fueron analizadas en una misma corrida. El coeficiente de variacién intraensayo fue <5%. La actividad biol6gica
aparente se expresé como la relaci6n bioactividad/inmunoactividad (B/I), esto es, la actividad de la forma

molecular determinada por el bioensayo en relacién con la actividad inmunolégica dada por el RIA.

6.- DEPURACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE LA hCG EN LA
CIRCULACION DE LA RATA.

Las diferentes isoformas de hCG identificadas después del cromtoenfoque y provenientes de un sujeto en las 10.1
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RADIOMARCAJE DE hCG
POR EL METODO DE LA CLORAMINA T

2.5ug de hCG

y

Adicién de Amortiguador PBS 0.5 M (25 ul)

y

Adici6n de Iodo 125 (10 mCi)

e !?r'\t“uro a:llinl tatal Aa ~uantace
Adicién de la Cloramina T

y

Agitacién

y

Detencién de la reaccién con la
adicién de Metabisulfito de Sodio.

v

Vaciaminento del contenido
a una columna de Sephadex G-100.

y

Coleccién de 30 fracciones

y

Lectura de cuentas en cada fraccién

y

Obtencidn de la hormona marcada

Greenwood FC y Cols., 1968 (173)

Figura 7



BIOENSAYO in vitra DE hCG

A) OBTENCION DE CELULAS

5 ratones machos adultos

v

Muerte por dislocacién

y

Extraccién de testfculos
- Descapsulacitn
- Trituracién

y

Colocacién de los testfculos
en medio de cultivo MEM +
Suero Normal de Ternera

y

Agitacién a temperatura ambiente por 10 min.

y

Filtracién a traves de una gasa

y

Incubacién del filtrado (células de Leydig)
a 34°C en agitacién continua, por 1 hr, en
aumdsfera de 95% O3 y 5%CO2

y

Centrifugacién a 4°C a 800 rpm por 15 minutos

v

Resuspensién de la pastilla de cclulas
en medio de cultivo MEM + glutdmina,
antibidticos y 2% de Suero Normal de Ternera

y

Conteo celular

vann Damme MP y Cols., 1974 (174)

Figura 8a



BIOENSAYO invitro DE hCG

B) ESTIMULACION DE CELULAS

Preparacién de estdndares
y muestras problema de

Células de Leydig las isoformas de hCG
Colocacién de 200,000 Colocacién de cada dosis
células en 100 ul por triplicado (100 ul)

X o

Tubos de cultivo

v

Mezcla

y

Incubacién a 34°C en agitacidén continua
en atmosfera de 95% O3 y 5% CO7 por 3 hrs,

v

Centrifugacién a 3000 rpm por 10 minutos

y

Decantacion del sobrenadante

v

RIA de Testosterona

Figura 8b




RIA DE TESTOSTERONA

Preparacion de estdndares y muestras desconocidas
en alicuotas de 500 ul

v

Preparacién y adicién de
marca {200 ul) y anticuerpo (200 ul)

v

Agitacién
|

V

Incubacién a 40 ° C durante 1 hr.

Incubacién a 4 ° C durante 30 min.

v

Adicién de 100 ul de carbén - dextrin

y

Agitacion

v

[ncubacién a 4 °C durante 20 min.

v

Centrifugacién por 15 minutos a 3000 rpm

v

Decantado del sobrenadante

v

Conteo

v

Célculos de resultados.

Ullpa-Aguirre y Cols., 1986 (175)

Figura 9



semanas y de dos mujeres en las 12.2, 23.1-24.2 y 36.2 semanas de gestacién fueron utilizadas para valorar su
vida media plasmética, su tasa de depuracién y su tiempo de residencia en 1a circulacion. Para este propdsito se
utilizaron ratas machos adultos de la cepa Long Evans con peso de 380 a 400 grs. Bajo anestesia con ether a los
animales se les instalé una cdnula en ia vena Yugular y posteriormente se les inyecté 50 ng de hCG
inmunoreactiva por esta via. Las muestras sangufneas (150 ul) fueron tomadas a los 5 y 10 minutos después de la
inyeccién y posteriormente a intervalos de tiempo regulares de 10 a 60 minutos durante las siguientes 7 a §
horas. Después de la toma de cada muestra sangufnea el volumen circulante fue sustituido con soluci6a salina al
0.9%. Las muestras tomadas fueron mantenidas a 4°C durante 30 minutos y posteriormente fueron centrifugadas a
100 x g por 10 minutos, separdndose el suero et cual fue congelado a -20°C hasta el dia de la realizacién de! RIA

de hCG.

7.- VALORACION DE LA REPRODUCIBILIDAD DE LOS DATOS OBTENIDOS
EN LOS CROMATOENFOQUES DE hCG.

Con la finalidad de valorar la reproducibilidad de los resultados encontrados por las cromatografias, la muestra de
suero de una mujer a las 12.4 semanas de gestacién fueron sometidas a un segundo cromatoenfogue después de un
periodo de tiempo de veinte meses de haber realizado el primero, siguiendo la misma metodologia descrita en el

inciso D (1-5).

8.- ANALISIS ESTADISTICO

Como estadistica descriptiva se utilizé promedio * desviacién estiéndar (X+DE). Un Anélisis de Varianza
(ANOVA) de una via fue utilizado para determinar diferencias entre los grupos. Cuando existieron diferencias una
prueba de t de student fue usada para determinar cual promedio fue diferente. Una Andlisis de Regresién Linear fue
realizado para determinar ¢l grado y la significancia de la asociaci6n entre los valores de pH de la isoformas de
hCG y sus correspondientes vidas medias plasmiéticas. Probabilidades <0.05 sc consideraron como
estadisticamente significativas. La presencia de paralelismo eatre las diversas curvas generadas en ¢l bioensayo in
vitro, asi como la determinacién de las désis efectivas al 50% (DEsp) y potencias relativas de cada forma
molecular fueron analizadas siguiendo el método de DeLean y cols. '’ Para determinar los pardmetros cinéticos de
las diferentes formas moleculares de hCG inyectadas a las ratas, se utilizé un programa de computadora interactivo

para el an4lisis estadfstico y farmacocinético de los datos (PKCALC).m
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V.- RESULTADOS

1.- CONCENTRACIONES EN SUERO DE hCG DURANTE EL EMBARAZO.

Las concentraciones de hCG (ug/ml) fueron diferentes en cada uno de los rimestres (1°, 2° y 3°) del embarazo,
para cada una de las pacientes estudiadas. El promedio de la concentracién de hCG en el primer trimestre fue de
9.86 £ 5.23 ug/ml (incluyendo a las 5 pacientes que se solo se estudiaron a las 10-1] semanas de gestacion}, El
promedio  desviacién estdndar en el segundo trimestre fue de 0.87 + 0.78 pg/ml. En el tercer trimestre el
promedio fue de 1.38 £ 0.78 pg/ml. La concentracién de hCG significativamente més altas se presentd en el

primer trimestre {p<0.01) Tabla 2.

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

En la Nigura 10 se muestran los patrones representativos de la distribucién de la hCG presente en los concentrados
de suero obtenidos durante las diferentes periodos gestacionales estudiados, identificAndose en cada una de las
gréficas las diferentes isoformas de acuerdo a su pH de elucién. Como puede observarse en las gréficas, se detectd
inmunoreactividad dc la hCG a lo largo de casi todo el pH analizado (7.4-4.0), asi como en el pico de sal (regidn
eluida con una solucién de NaCl con la finalidad de obtener ¢l material que no logré eluir dentro del intervalo de
pH dc 7.4-4.0). En cada una de las muestras estudiadas fue posible deteciar la presencia de diferentes isoformas (5
a 8) de la hormona, con un claro predominio en la abundancia relativa de aquellas detectadas en valores de
pH<5.49; de hecho, entre el 46% v el 81% del total de la hCG recuperada correspondid a la forma més dcida (pico
de sal). (Figura 10)

El porcentaje de hCG recuperado en cada regién de pH del cromatoenfoque se muestra en la tabla 3 y figura 11.
Se puede apreciar que las isoformas de hCG fueron menos dcidas conforme progresd el embarazo. Durante las
semanas 10-11 de gestacién el porcentaje de recuperacién en las isoformas més dcidas de la hCG (drea V, pH<3.7)
fue mds del 80% del toial de hCG recuperado después del cromatoenfoque; este porcentaje fue disminuyendo
progresivamente y en forma significativa ( p<0.05) a 57.92%, 60.19% y 46.75% durante la semanas 12-15, 23-

26y 35-38 respectivamente (Tabla 3 y Figura 11). Por otro lado, las proporciones relativas de las isoformas
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Figura 10.- Distribucién de las isoformas de hCG después del cromatoenfoque de las muestras
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12,2 (b), 24.8 (c) y 38.5 (d) semanas de gestacion. Las flechas indican la adicién de IM de NaCl a

las columnas de cromatoenfoque. Las lineas punteadas separan las isoformas con valores de pH <5
y >3.
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Figura 11.- Porcentaje de hCG inmunoreactiva identificada dentro de cinco dreas de pH
(1=pH>7.0-6.50, 11=pH 6.49-5.50, Ill=pH 5.49-4.50, IV=pH 4.49-3.70 y V=pH <3.7) después de!
cromatoenfoque de muestras séricas provenientes de mujeres en las 10-11 (a), 12-15 (b), 23-26 (¢) y
35.38 (d) semanas de gestaci6én. Los valores representan la X + DE. * p<0.05 10-11 vs [2-15,23-26 y
35-18 semanas en la misma drea de pH. & p<0.05 35-38 vs 10-11, 12-15 y 23-26 semanas de gestacidn.




poco 4cidas recuperadas en las dreas de pH II y II1 (pH 6.49 a 4.50) fueron casi no detectables en la semanas 10-
11, incrementéndose al final del primer trimestre (12-15 semanas) en aproximadamente 10y 5% respectivamente
y permaneciendo sin cambios durante las semanas 23-26; posteriormente se observé un incremento en forma
significativa (p<0.05) en la proporci6n relativa de la isoforma de hCG en la 4rea III al final del tercer trimestre del
embarazo. La proporcién relativa de hCG recuperada en las reas de pH I y IV incrementaron ligeramente a

travéz del embarazo, pero estos cambios no fueron estadisticamente significativos. (Tabla 3 y Figura 11).

En la figura 12 A-F se muestran los resultados del recromatoenfoque de concentrados obtenidos de cada una de los
picos de hCG identificados después del cromatoenfoque (figura 12 parte superior) de una muestra de suero de una
mujer en las 12.2 semanas de gestacién. Las seis isoformas recormatoenfocadas con pH de 6.68-6.01, 6.22-5.53,
5.42-5.07, 5.13-4.63, 4.30-3.99 y <3.9 (pico de sal) eluyeron en el mismo pH que en el cromatoenfoque

original.

3.. BIOACTIVIDAD in vitro DE LA DIFERENTES FORMAS MOLECULARES DE
LA hCG DURANTE EL EMBARAZO.

Las concentraciones de hCG de los concenirados correspondientes a las dreas I'y Il a las 10-11 semanas y de la
drea | a las 36-39 semanas de gestacién fueron insuficientes para valorar la actividad biologica in vitro. Per lo
demds, se observé una respuesta significativa en términos de produccidn de testosterona por las células de Leydig
de testiculo de ratén adulto, al ser estimuladas con cada una de las isoformas de la hCG obtenidas en el
cromatoenfoque como se muestra en la figura 13. Las concentraciones de hCG de los concentrados utilizados para

valorar la actividad bioldgica in vitro fueron determinadas por RIA.

Através de! andlisis estadfstico utilizado (ALLFIT) se encontré que las curvas dosis-respuesta no mostraron
diferencias siginificativas (p>0.05) entre sus pendientes y por lo tanto fueron paralelas entre si (Figura 13). Como
puede observarse en las graficas, las curvas dosis-respuestas de las isoformas m4s 4cidas correspondientes a las
fracciones de pH <4.49 (dreas IV y V) se mantuvieron a la derecha de las curvas dosis respuesta de las isoformas
con valores de pH >4.50 (dreas I a 1II). Por lo tanto, las isoformas poco 4cidas tuvieron mayor bioactividad in

vitro que las isoformas més dcidas.
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Figura 12.- Recromatoenfoque de las diferentes isoformas de hCG con valores de pH de 6.08-6.01
(A). 6.22-5.53 (B), 5.42-5.07 (C), 5.13-4.63 (D), 4.30-3.99 (E) y <3.9 (pico de sal) (F). Los difcrentes
picos de hCG inmunoreactiva (A-F figura superior), identificados después del cromatoenfoque de
una muestra sérica obtenida de una mujer a las 12.2 semanas de gestacién, fueron dializadas,
congeladas. resuspendidas en start buffer y posteriormente re-cromatoenfocadas en columnas
individuales (figuras A-F). Las flechas indican la adicién de !M de NaCl a las columnas de
cromatoenfoque.
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y 35-38 (d) semanas de gestacién. La dosis es expresada en términos del estandar de hCG-CR121
cuantificada por RIA,




4.- DEPURACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE LA hCG EN LA
CIRCULACION DE LA RATA.

Después de inyectar las diferentes isoformas de hCG en las ratas machos, los resultados de la depuracién de ésta
mostraron que la vida media plasmética de la hCG circulante fue aumentando conforme disminuyd el valor de pH
de cada una de las isoformas, En el primer trimestre del embarazo, el promedio y la desviacién estdndar de la vida
media plasmética de las isoformas més 4cidas (pH=<3.7) fue de 116.3 £ 23.0 min, mientras que la vida media
plasmitica de las isoformas intermedias (pH= 4.25 a 5.31) y menos 4cidas (pH= 5.74 a 6.50) fue de 75.5 £ 20.6
y 41,2 £ 14.3 min respectivamente. Estas diferencias fueron significativas (p<0.01) al compararse las isolormas
mds 4cidas vs intermedias y menos 4cidas; asf como intermedias vs menos 4cidas. En la figura 14 podemos
observar la significativa relacién inversa (r=p<0.001) que existi6 entre la media del valor de pH y la vida media

plasmdtica de las isoformas de Ia hCG circulante.
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VI. DISCUSION.

Estudios previes de Ulloa-Aguirre y cols’” han
demostrado que el trofoblasto humano secreta
diferentes formas de hCG durante su diferenciacién
morfolégica y funcional en tejidos. Empleando este
sistema de cultivos in vitro, en el cual se pueden
reproducir los eventae ritantaemétizes © Sins buales
que ocurren durante la gestacién u:mprana,”'3 ellos
demostraron que las moléculas de hCG més dcidas y
sializadas aumentan en forma progresiva conforme
la diferenciacién morfofuncional del trofoblasto va
progresando. Estas observaciones indican que
algunas de las isoformas de hCG identificadas en
suero y orina de mu_ieres'é'1 pueden ser directamente
producidas por la placenta y entonces ser liberadas a

la periferia.

En el presente estudio, nosotros hemos demostrado
que el patrén de distribucién por carga de la hCG
circulante cambia a través del embarazo. Los
cambios iniciales detectados en los especfmenes de
suerc analizados fue una disminucién en forma
significativa de la proporcién relativa de las
isoformas mds 4cidas (pH=<3.7) con un
concomitante aumento en las isoformas con valores
de pH de 6.49 a 4.50. Estos cambios iniciales en la
secrecion de las isoformas poco 4cidas ocurrid entre

las 11 y 15 semanas de gestaci6n, hallazgo que
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concuerda con un estudio previo en el cual
emplearon una técnica diferente de separacién en
base a la carga eléctrica de la molécuta.'”’
Ademds con el cromatoenfoque, que fue la técnica
utilizada por nosotros para identificar las diferentes
isorormas, pudimos detectar la presencia de un
segundo mayor pico de produccién de isoformas de
hCG poco silizadas durante el tercer trimestre del
embarazo. Estas observaciones indican que ademds
de las alteraciones en su cadena peptidica [presencia
de cortes en la fraccion BhCG (hCG - hendida)], ™
18121125 modificaciones estructurales de la hCG
secretada durante los dos dltimos trimestres del
embarazo también involucra cambios en el grado de
sializacién y estructura de carbohidratos. Por lo
tanto, las bajas concentraciones de hCG duranie este
periodo del embarazo, pueden ser debidas a los
cambios en la cadena peptidica y estructura de los

carbohidratos.

Todas las isoformas de hCG circulantes identificadas
en este estudio mostraron una actividad biolégica in-
vitro menor que ¢l estdndar de hCG wrinario
altamente punficado que se utilizé6 como referencia.
Esto sugiere, que durante el procesamiento de las
muestras para obtener las diferentes isoformas, éstas

perdieron algo de su actividad biolSgica pero no su




actividad inmunoldgica. Sin embargo, también
observamos que las isoformas menos écidas
mostraron una mayor bioactividad en relacién con
su inmunoactividad que las formas mds 4cidas.
Estos resuitados concuerdan con los observados por
Ulloa-Aguirre y cols.” con las diferentes isoformas
de hCG secretadas in-vitro por el citotrofoblasto
humano y por Yoshimura y cols.'” con las
diferentes isoformas de hCG aisladas de molas
hidatidiformes. Estas diferencias en la bioactividad
entre las isoformas menos y més 4cidas pueden ser
debidas a la presencia de los carbohidratos cargados
mds negativamente {por la presencia del 4cido
sidlico) en las isoformas més écidas,n'm los cuales
pueden disminuir la interacién entre la hormona y
su receptor.m Ademis ha sido demostrado que las
isoformas de hCG poco sializadas y glicosiladas
pueden ser mds potentes que la hCG intacta en
estimular la produccién de AMPc en células de
ovario de hamster chino que expresan un receplbr
funcional para Hormona Estimulante del Tiroides
(TSH).181 Por otro lado, es poco probable que la
potencia biolégica reducida que presentan las
isoformas mds 4cidas pudiera estar relacionada a la
presencia de los cortes en la cadena peptfdica de la
subunidad B.m

Hasta el momento no existen evidencias de que
isoformas altamente dcidas sean mds suceptibles a
desactivacién por la presencia de los cortes en su
cadena peptidica que las isoformas menos dcidas. Si
esto fuera cierto, la presencia de una alta proporcitn

de isoformas mds Adcidas (isoformas detectadas

predominantemente en todos los trimestres del
embarazo) con cortes en su cadena peptfdica
explicarfan, el porqué de la produccién y liberacién
de isoformas poco dcidas y mds altamenle
biol6gicas, asi como la disminucién en la relacién
biofinmuno in-vitre de la mezcla de las isoformas
circulantes de hCG conforme progresa el

635 y presente estudio.
embarazo. ¥

Varios estudios” ' han demostrado la existencia
de una estrecha relacién entre el contenido de 4cido
sidlico, la carga y la vida media plasmitica de las
gondotropinas. Las diferencias observadas en cuanto
a la carga media y punto isoeléctrico de las
isoformas de la hCG circulante son debidas
probablemente a sus diferencias en €l contenido de
4cido sidlico, como ha sido demostrado para
isoformas de hCG urinarias y provenientes de molas
hidatidiformes."*™"”” Por otro lade, la hCG sérica
proveniente de etapas tardfas del embarazo, tiene una
menor carga negativa y es depurada ripidamente de
la circulacion al compararse con la hCG de ctapas
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tempranas del embarazo.

De acuerde con esto datos, nosotros encontramos
que la vida media plamdtica de las diferentes
isoformas de la hCG presentes a lo largo de todo el
embarazo correlaciona altamente con su pH de
elucién. Independientemente de las semanas de
gestacién en las cuales fueron obtenidas las
muestras séricas, las isoformas poco dcidas
desaparecieron més rdpidamente de la circulacién de

la rata que las isoformas més 4cidas. A pesar de que



los estudios farmacocinéticos' ™% de las diferentes
isoformas de hCG han sido realizados en roedores, la
evidencia de que la abundancia relativa de las
isoformas séricas poco 4cidas de la hCG es reducida
comparada con la abundancia relativa de las
isoformas més 4cidas en extractos placentarios,
sugiere que un comportamiento similar pudiera estar
ocurriendo en el plasma humano y que después de
ser secretadas estas isoformas poco dcidas son
ripidamente eliminadas de la circulacién que las

isoformas més 4cidas (mis sializadas).

En ¢l presente cstudio, encontramos una clara
relacién entre el tipo de isoforma (altamente 4cida,
medio 4cida y poco 4cida), la semana de gestacién y
vida media plasmdtica de la hCG. Sin embargo,
aunque no fue posible examinar la presencia de
corles de la cadena peptfdica en las diferentes
isoformas de hCG estudiadas, los datos sugieren que
variaciones en €l contenido de 4cido sidlico pudieran
ser importantes para determinar la extensién y la
participaci6n de estos cortes en la vida media de la

hormona en la circulacién,

Hasta el momento se desconocen los mecanismos
que estan involucrados en la regulacién de la
produccién de la hCG. Algunos cambios en la
producccién y secrecién de esteroides sexuales y de
otros factores no esteroidales tales como el factor
liberador de gonadotropinas (GnRH) ¢ inhibina, han
sido asociados con las modificaciones en las
moléculas de LH y FSH.'**'®

Por lo tanto,

modificaciones en la glicosilacién y sializacién de la
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hCG através de] embarazo pudieran ser debidas a
cambios en las concenttraciones séricas de estradiol
y progesterona, pero hasta €] momento no existen
evidencias que demuestren este relacién caus;il. Por
otra lado, se sabe que ciertos factores no esteroidales
de origen placentario y no placentario estan
involucrados en la produccién y secrecién de la hCG

, 73,80, 189-191
in vitro

y AMPc ha mostrado tener un
efecto regulador en la produccién de isoformas 4cidas
en cultivos de citotrofoblasto humano.”” Futuros
estudios deberan ser realizados para determinar si
estos tactores tienen alguna participacién en la
regulacién de la sintésis y secrecién de las diferentes

isoformas de la hCG in vivo.

Alin cuando, la heterogeneidad de la molécula de
hCG estd bien establecida, en la actualidad se
deconoce cual es el papel funcional de la hormona
durante el segundo y tercer trimestre del embarazo;
asi como, cual es el significado bioldgico de esta
variedad de isoformas. Es bien sabido, que Ia hCG
tiene un pape! importante en el mantenimiento del
cuerpo liteo en las primeras etapas de la gestacion,
al igual que otros factores endocrinos, paracrinos y
autocrinos provenienies de la madre y el

£1,90,192-195
feto.

De manera especulativa, las diferentes isoformas de
hCG pudieran estar participando en el control de una
gran variedad de respuestas de diferentes células
blanco y durante perfodos especificos de gestacion
en los cuales se requiere un control preciso de la

duracién e intensidad del estimule de la hCG. Tal



como ¢n el embarazo, donde algunas isoformas de ia
. o T

hCG para inducir actividad tiroidea, = pudieran estar

actuando sobre otra célula blanco al unirse a los

distintos receptores de heo.'
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Es probable que la heterogeneidad dc 1a hCG pudiera
representar un adicional y fino mecanismo, através
del cual la placenta regula diferentes funciones en la

madre y el feto durante ¢l embarazo.
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ABSTRACT

In the present study, we examined the regulation of 24-h serum
immunoreactive levels, in vitro biological to immunological (B/]) ratio,
and medien charge of circulating CG at the end of the firat, second,
and third trimesters of human gestation. Seven pregnant women were
prospectively studied at 12-15, 23-26. and 35-38 weeks of gestation.
Blood was sampled every 20 min over a 24-h period, and serum CG
concentrations were determined by RIA. Pulse detection and analysis
of the 24-h rhythm of serum immunoreactive CG concentrations were
carried out by the program Cluster and cosine curve fitting, respec-
tively. The n vitro biological activity of circulating CG was determined
by the mouse Leydig cell-testosterone production bicassay, and the
median charge of its isoforms was determined by zone electrophoresis
in agarose suspension. The immunoreactive levels of CG present at the
end of each trimester of gestation fluctuated over a 24-h period; such
variability exceeded that of the within-assay coefficient of variation of
the C'G RIA and could be resolved into a series of CG peaks and valleys.
Although no trend in the number of peaks or valleys was systematically
found in relation to gestational age, comparisons between the amplitude
and area of the CG peaks revealed that these pulse parameters were
significantly higher at 12-15 weeks than at 23-26 and 35-38 weeks of
gestation. Cosine fits for 24-h rhythms revealed the existence of signif-
icant nyctohemeral profiles of serum CG levels in all women studied at

12-15 weeks, in four subjects at 23-26 weeks, and in six women at 35—
38 weeks gestation. The time of acrophase was highly homogeneous
only between 12-15 weeks of pestation, occurring between 10571452
h in six of the women. The in vitro B/T ratio of CG contained in serum
pools from 12-15 weeks was significantly (P < 0.05) higher than that
exhibited by CG during later gestational periods (B/I ratio at the end
of firat trimester, 1.14 + 0.14; second trimester, 0.87 + 0.22; third
trimester, 0.79 * 0.12). hCG isoforms at 12-15 weeks were more
negatively charged than those circulating at 23-26 and 35-38 weeks of
gestation. There were no significant differences between the B/I ratio
and the median charge of CG molecules from the second and third
trimesters.

We conclude that serial serum concentrations of C(i throughout
pregnancy show significant amplitude-modulated pulsatile release and
nyctohemeral variations. The amplitude-regulated pulgatile mode of
release is probably endowed by the placenta. These changes in episodic
CG release throughout gestation are concomitantly accompanied by
alterations in the molecular structure of the gonadotropin, thus indi-
cating the existence of a variety of distinct mechanisms through which
the placenta regulates the intensity, biochemical composition, and/or
clearance of the CG signal. (J Clin Endocrinol Metab 78: 830-897,
1994)

CG is a glycoprotein hormone produced by the syncy-
tiotrophoblasts of the placenta (1, 2). Its circulating
levels vary profoundly throughout pregnancy; from an early
rise, its production peaks at approximately 8~12 weeks of
gestation, thereafter declines, and then remain constant until
term (3-6). Although it is well known that this gonadotropin
plays a luteotropic role in early pregnancy, its functional
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roles after this period remain unknown. In vitro and in vive
studies have demonstrated that during early pregnancy, hCG
is secreted episodically from the placenta, and this variability
in the levels of hCG may be resolved into a short term
pattern of pulses similar to that demonstrated by the pituitary
members of the gonadotropin family (7-11). In addition to
differences in plasma hCG concentrations between early and
late pregnancy, the type of hCG molecule circulating during
the first trimester and the episodic manner of in vitro hCG
secretion differ from those in late pregnancy (11-14}); this
suggests the existence of a variety of distinct mechanisms
through which the placenta can regulate the potency, bio-
chemical composition, and/or clearance of the hCG signal.
In the present study, we have explored some of these
issues with the following goals: 1) to characterize the regu-
lation of episodic and nyctohemeral release of serum im-
munoreactive hCG throughout normal gestation, and 2) to
define qualitative differences among the hCG molecules
circulating during the different trimesters in terms of median
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charge and ability to induce a biological response at the
target cell level,

Subjects and Methods

Seven pregnant women, aged 22-32 yr, agreed to participate in the
study. Approval from the ethical committee of the institute and informed
written consent from the volunteers were obtained. All subjects were in
good general health and had conceived spontaneously, with the excep-
tion of a women with polycystic ovarian disease, who received clomi-
phene citrate for ovulation induction. The length of gestation for each
pregnancy was determined in accordance with the date of the last
menstrual period. All women were studied at the end of the first (12.1-
12.7 weeks; one subject at 14.8 weeks), second (23.1-26.4 weeks), and
third (35.5-38.4 weeks) trimesters of pregnancy. kach subject was
admitted to the metabolic unit the night before the study day. Venous
blood samples were obtained from an indwelling heparinized iv catheter
every 20 min for 24 h, starting at 0800 h. Subjects were recumbent in
bed during the study, consumed a regular diet {lunch at 1300 h, dinner
at 1900 h), and were instructed to try to sleep at 2200 h. Blood samples
(a total of 73/subject-day of study) were allowed to clot at room
temperature for 30 min and centrifuged at 1000 X g, and the sera were
stored at —20 C until the day of the assays. All subjects delivered normal
healthy infants (3 males and 4 females) at 37.7-40.7 weeks of gestation.

Hormonal assays

RIA of hCG. Each set of samples from a subject (73 samples/subject -
trimester) was analyzed for hCG content by RIA, using the hCG RIA kit
provided by the NIDDK (Bethesda, MD) (15). Briefly, hCG-CR121 was
iodinated by the chloramine-T method, and this same preparation was
employed to construct the standard curve. Anti-hCG-H80 (batch 2), at
a final diluhon of 1:100,000, was used as antiserum; this antiserum
exhibits 1.2% and 3.2% cross-reactivities with free hCG a- and §-
subunits, respectively, and is insensitive to nicking of the hCG molecule
(16). Samples from each set were diluted with 0.05 mal/L phosphate
buffer such that all of the dose levels tested fell on the linear portion of
the standard curve (Fig. 1). Each sample was assayed in triplicate
incubations. To avoid interassay variations, all samples from a single
study day were analyzed in the same batch. The sensitivity of the assay
was 1.0 JU/L. The intraassay coefficient of variation was determined
using multiple replicates (n = 9) of three serum pools, with dose levels
ranging from 6,000-110,000 1U/L, which displaced the ['*I}hCG from
the antibody at 21-27%, 45-59%, and 73-80% total binding after being
diluted for each assay as the unknown samples; this coefficient ranged
from 2.3-8.97. Each set of samples was diluted and assayed in two
independent R1As to assess hCG pulse reprodudibility and concordance.
Results were expressed as international units per L according to the
WHO Third International Standard of hCG for immunoassay {coded
75/537).

In vitro broassay. The m vitro bioactivity of hCG cuntained in serum
pools made from aliquots of each individual series of samples (one pool
per subject/trimester) was assessed employing the mouse Leydig cell
testosterone (T) production assay described by Van Damme et al. (17).
The standard curve was constructed using the hCG-CR121 preparation
as standard, To avoid interassay varations, all sets of diluted pools from
a single subject were tested in the same assay at seven different concen-
trations in triplicate incubations; the mean intraassay coefficient of
variation was 7.6%. The quantity of T produced in vilre was determined
by RIA, as previously described (18). All samples from a single bioassay
were analyzed for T content in the same batch; the mean intraassay
coefficient of variation was less than 5% Tests for parallelism among
the slopes generated by the different hCG samples (standard and
unknowns) assayed by the in vitro bioassay and estimation of maximal
T responses were performed following the method of De Lean ef al.
(19). The apparent in vitro biclogical activity of hCG was expressed in
terms of the biological to immunological (B/I) activity ratio.
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Zgne electrophoresis in agarose suspension

The zone electrophoresis of the serum samples was performed as
previously described (12, 20) with few modifications. The median charge
of the hCG isoforms in serum was determined by electrophoresis of 0.5
mL serum in 1.3 X 67-cm columns with 0.10% agarose (Pharmacia AB,
Uppsala, Sweden) suspension in 0.075 mol/L sodium veronal buffer
(pH 8.6) for 20 h at a current of 50 mamp. The electrophoretic mobility
of hCG was expressed in relation to that of human serum albumin as
albumin mobility units. The technique provides a nonsieving separation
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with migration velocities similar to those in free solution, and the
mobility of human serum albumin was estimated to be 12 em?/s-V
toward the anode. The mean (+sp) recovery of hCG activity after
electrophoresis was 102 = 4.9% (n = 21). hCG in fractions eluted after
electrophoresis was measured with a noncompetitive time-resolved
sandwich fluoreimmunoassay (21, 22) (Delfia hCG, Wallac OY, Turku,
Finland). Cross-reactivities with hCGa, hCGg, and human LH were less
than 2.0%, less than 2.5%, and less than 0.5%, respectively.

Statistical analysis

The serial fluctuating concentrations of serum hCG over 24 h were
resolved into pulsatile patterns employing the statistically based peak
detection algorithm described by Veldhuis and Johnson (Cluster analy-
sis) (23), using a conservative peak detection cluster configuration of
three points in the test nadir and twe points in the test peak, with a ¢
statistic of 2,84 for up- and down-strokes (1% apparent false positive
rates). The parameters estimated on each set of samples included the
number of detected peaks (where peaks were defined as the number of
significant serum hCG increases followed by significant decreases de-
tected during the 24-h sampling period), peak amplitude [expressed as
the absclute value {intemational units per L) of the maximal hCG
concentration attainsd within tha ~osl foeosienzl D Lk Liigin)), bnies
mental peak amplitude [incremental increase in the largest value ex-
pressed as an increment (algebraic difference) between the largest value
and the preceding nadir], peak area [the product of the mean peak
amplitude that is above the diagonal connecting the two flanking nadirs
times the time interval (peak duration)], number of valleys, and nadir
hormone concentrations. Each set of data was analyzed for differences
between trimesters using one-way analysis of variance, followed by the
Bonferroni protected Student’s paired two-tailed ¢ test. Investigation of
nyctohemeral periodicities was carried out by nonlinear least squares
cosinor analysis (cosine curve fitting of each 24-h pattern of immuno-
reactive hCG levels) (24); between-group differences in amplitude (de-
fined as 50% difference between zenith and nadir), phase (time of
maximal value of the 24-h rhythm), and mesor {mean value about which
the 24-h rhythm oscillates) were analyzed by nonparametric techniques
(Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests). Between-group differences in
in vitro maximal T responses, hCG B/l ratio, and electrophoretic mobil-
ity were analyzed by analysis of variance, as described above.

Results
24-h profiles of serum hCG concentrations

The mean coefficients of variation for each hCG data series
were 18 £1.9%, 12+ 1.3% and 15 + 1.8% for samples from
12-15, 23-26, and 35-38 weeks of gestation, respectively.
All of these coefficients were greater than the intraassay
coefficient of variation for the hCG RIA (absolute range, 2.3-
8.9%). Resolution of the two series of concentration values
obtained from the RIAs of each 24-h set of samples into
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series of hCG peaks and valleys revealed an overall rate of
reproducibility in the number and position of these param-
eters of 70 + 1.3% (68 £ 7.6%, 70 + 4.2%, and 73 % 5.2%
for 12-15, 23-26, and 35-38 weeks of gestation, respec-
tively). There were no significant differences between the
attributes of these coincident peaks and valleys (peak height,
peak amplitude and area, and nadir concentrations) derived
from the two sets of data analyzed (not shown). To analyze
differences between trimesters, only the data derived from
pulses reproduced in both independent RIAs and Cluster
analysis were considered. Table 1 summarizes the quantita-
tive characteristics of the episodic concentrations of serum
hCG throughout gestation. Integrated concentrations of
serurn hCG were higher in samples obtained at 12-15 weeks
of gestation than in those from 23-26 and 35-38 weeks (P
< 0.01). Comparisons between the amplitude (in terms of
both maximal peak height and incremental peak amplitude)
and area of the hCG peaks resolved bv Cluster analyeie
revealed that these parameters were significantly higher at
12-15 weeks than at 23-26 and 35-38 weeks of gestation.
These changes were specific, because no trend in the number
of peaks or valleys was found in relation to gestational age.
There were no significant differences in the pulsatile char-
acteristics of serum hCG levels when the data from the time
intervals 0B00-2000 and 2000-0800 h were analyzed sepa-
rately and compared. Figure 2 illustrates the 24-h profiles of
serum hCG levels in a women sampled at 12.2, 24.2, and
36.2 weeks of gestation.

To determine whether there was a meal effect on the
appearance of hCG valleys, areas under the serum hCG
curves corresponding to postprandial periods (2 h after lunch
and 3 h after dinner) in every subject’s hCG data series were
normalized to a percentage of the mean of the immediate 2
h (for lunch) or 3 h (for dinner} preprandial values. A
postprandial fall in serum hCG levels was detected exclu-
sively in samples obtained between 12-15 weeks of gesta-
tion. In these samples, a significant decline in mean serum
hCG levels was observed only after dinner (1900-2200 h),
with reductions of 12 + 3.8%, 15 £ 5.12%, 16 + 7.0%, and
13 + 4.6% occurring 60-120 min after initiation of the
corresponding meal (P < 0.01). Nevertheless, only one of the
women showed the presence of a valley during this post-
prandial fall in hCG levels, representing 3.7% of the total
valleys registered during 24 h in all seven subjects sampled

TABLE 1. Pulsatile characteristics of immunoreactive hCG from seven pregnant women sampled every 20 min for 24 h at the end of the first,

second, and third trimesters of gestation

Weeks gestation

Characteristic -
12-15 23-26 35-38

No. of peaks/24 h 4307 4.0x03 4406
Mazimal peak ht (IU/L x 10°) 104 = 297 10+ 4.0 13+£24
Incremental peak amplitude (IU/L x 10%) 38 + 14° 32x186 3.2+£08
Area (IU/L x 10°.min) 1520 + 336° 176 + 84 200 + 57
No. of valleys/24 h 3811 21205 3.6+09
Nadir concentrations (JU/L x 10%) 59 + 14° 6.4 4 3.2 88+16
Integrated hCG conc. (IU/L x 10°.24 h} 77+ 18° 30+24 10186

Values represent the mean + SEM of the data derived from pulses detected by Cluster analysis and reproduced in two independent RIAs.

* P < (.01, 12-15 weeks vs. 23-26 and 35-38 weeks of gestation.
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Fi16. 2. The 24-h profiles of serum immuncreactive hCG levels in a
pregnant women sampled at 12.2 (a), 24.2 (b), and 36.2 {c) weeks of
gestation. The onsets and offsets of the peaks reproduced in two
independent RIAs and detected by Cluster analysis are denoted by the
brackets opening upward. Asterisks denote the maximal peak value. A,
Inﬂ'?g;;"“ of lunch and dinner. Upper horizontal bars denote the sleep
periods.

at the end of the first trimester.

Cosine curve fitting of the 24-h profiles of serum immu-
noreactive hCG concentrations revealed the existence of
significant basal 24-h rhythms in all seven women from 12-
15 weeks, in four from 23-26 weeks, and in six from 35-38
weeks of gestation (Table 2). The mean amplitude and mean
value (mesor) of this 24-h rhythm were higher (P < 0.05) at
12-15 weeks than at later gestational ages. At the end of the
first trimester, the acrophase occurred between 1057-1452 h
in six women (Fig. 3); at the end of the third trimester, it

TABLE 2. Cosine fits of 24-h rhythms of serum hCG
concentrations in seven pregnant women studied at the end of the
first (1at; weeks 12-15), second (2nd; weeks 23-26), and third (3rd;
weeks 35-38) trimesters of gestation

Cosine fita
Time of
Subject Amplitude® acrophase® Mesor
(TU/L x 10% {clocktime, h) (IU/L x 10°)
1t 2nd 3rd st 2nd  3rd  lst  2nd 3nd
A 216 NS 15 1400 N8 0134 138 NS 248
B 382 053 1.0 1067 1236 1430 138 68 120
c 49 020 21 1201 1745 1524 424 34 112
D 70 041 L7 1130 2001 0145 472 66 128
E 45 NS 20 1230 NS 1439 464 NS 104
F 26 NS NS 1452 NS NS 21.6 NS NS
G 34 028 062 1907 1245 1400 416 2.2 5.5
Mean 11.8¢ 037 15 (1230) {1457) (1415) 6737 47 128
{meadian)
BEM 52 006 (.24 180 11 286

Only the 24-h fits that are statistically significant at P < 0.05 are shown. NS,
Not significant.

* Defined as 50% of the difference between zenith and nadir.

* Times of occurrence of maxima of the best curve fit.

* Mean value about which the 24-h rhythm ozcillates,

9 P < (.01 vs. 2nd and 3rd trimesters.

* P < 0,01 vs. 3rd trimester.

occurred within this same time peried in four subjects and
later (0145 and 0734 h) in two. During weeks 23-26, the
time of the acrophase was not so homogeneous, and only in
two hCG patterns with statistically significant 24-h fits did
the acrophase occur early in the afternoon (Table 2},

In vitro B/I ratio of hCG

All serum pools from each set of samples were able to
induce significant and parallel curves for dose-dependent T
production when analyzed in the mouse Leydig cell bioassay
(Fig. 4a). Although in no dose-response curves were signifi-
cant within-subject differences between the maximal T re-
sponses induced by samples from different gestational ages
(maximal response in samples from 12-15 weeks, 49.3 £ 2.3
nmol/L; 23-26 weeks, 52.0 £ 2.7 nmol/L; 3538 weeks, 51.3
+ 2.4 nmmol/L; P = NS}, the corresponding B/I ratios were
significantly higher at 12-15 weeks of gestation than at 23-
26 and 35-38 weeks (mean B/I ratio at the end of first
trimester, 1.14 + 0.14; second trimester, 0.87 + 0.22; third
trimester, 0.79 + 0.12; n = 6 samples/trimester; P < 0.05,
first vs. second and third trimesters, P = NS, second vs. third
trimester). Serum samples from individual hCG peaks and
nadirs identified after Cluster analysis of the concentration
values at 12-15 weeks of gestation were also tested for in
vitro hCG bioactivity. There were no significant differences
between the B/I ratio of hCG in peaks and corresponding
nadirs (mean B/I ratio of peak samples, 1.08 *+ 0.29; nadir
samples, 1.28 + 0.33; Fig. 4b).

Median charge of hCG

The results obtained from the electrophoretic analysis of
individual serum specimens are shown in Table 3. In six of
the seven pregnant women, hCG obtained between 12-15
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FiG. 3. Cosinor analysis of 24-h rhythms of serum immunoreactive hCG concentrations in six pregnant women (subjects A-F} studied at 12-15
weeks of pregnancy.

weeks gestation was more negatively charged than that
circulating at 23-26 and 35-38 weeks; differences between
the mean values of the median charge were statistically
significant (P < 0.05). The mean median charge of hCG was
similar in samples collected at the end of the second and

third trimesters of gestation (Table 3). The electrophoretic
mobilities of hCG contained in peaks and nadirs detected in
samples from each trimester were also similar [mean electro-
phoretic mobility (albumin mobility units X 10%) of hCG in
peak samples, 37.7 + 1.03; in nadir samples, 37.9 + 1.04].
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Discussion

In the present study, we have shown that the serial con-
centrations of hCG at the end of the first, second, and third
trimesters of gestation fluctuate over a 24-h period and that
such time-dependent variability in serum hCG concentra-
tions may be resolved into episodic pulses, thus extending
similar studies of hCG in early pregnancy (7, 8, 10). Although
this short term variability might be attributed to changes in
episodic secretion, the distribution volume of the hormone,
or a combination of both, our study subjects remained supine
in order to obviate acute postural effects on the distribution
volume, and we were able to detect significant decreases in
serum hCG levels only in samples obtained between 12-15
weeks immediately after the evening meal. Furthermore, this

TABLE 3. The electrophoretic mobility of hCG in serum
specimens from seven pregnant women sampled at the end of the
first, second, and third trimesters of gestation

Electrophoretic mobility {AMU X 10¢)

Subject o ———— - — - = -
12-15 weeks 23-26 weeks 35-118 weeks
A 39.6 36.5 16.9
B 40.1 48.1 15.8
C 431 33.3 4.6
D 39.0 34.1 43.1
E 359 34.7 5.3
F 36.4 34.5 138
G 326 32.7 3.7
Mean 38.1° M8 4.7
SEM 1.3 0.7 0.5

The electrophoretic mobility is expressed in relation to that of serum
albumin 1n albumin mobility units (AMU}.
° P < (.01 vs. 23-26 and 35-38 weeks of gestation.

evening meal-related fall in hCG levels was not «ufficient to
induce significant day to night differences in the frequency
and characteristics of the hCG pulses. Assuming that rapid
variations in the metabolic clearance ratio of hCG do not
occur, these findings strongly suggest that the variability
observed in the 24-h profile of serum immunoreactive hCG
concentrations is mainly due to an episodic mode of release
of hCG from the placenta. Although the number of peaks
detected during the gestational periods analyzed differs from
that previously reported by Nakajima ct al. {10), who noted
an average of 1.7 peaks/24 h, it should be considered that
the majority (~80%) of women studied by those rescarchers
were of earlier gestational ages, and the frequency of sam-
pling was fower than that employed in the p1 «ent study.
The possibility that the pulse frequency of hCG changes with
increasing maturity of the placenta during the fir«t trimester
remains to be investigated.

A significant variability in serum hCG levels w as detected
during the three gestational ages studied. The frequency of
the hCG pulses was similar throughout all three gestational
periods analyzed, whereas the amplitude and area of the
peaks were significantly reduced at 23-26 and 35-38 weeks
of gestation than in earlier weeks. The significan! reductions
in integrated 24-h hCG concentration and hCG pulse ampli-
tude and area at the end of the second and third trimesters
of gestation may be secondary to alterations in the total
synthesis and secretion of hCG, nicking of the molecuie (25-
27) [which, in turn, facilitates its rapid dissociation into frec
a- and #-subunits (14)], increased intravascular volume {28),
or a combination of all of these factors. The in ritro and i
vivo observations that the total preduction of hC'G and its
hCGa and hCGS mRNA as well as the net secretion and
pulse amplitude of the hormone are markedly decreased in
ageing placental tissue (4, 11, 29, 30), that as pregnancy
advances hCG becomes more nicked (14), and that the 24-h
integrated hCG concentrations and episodic characteristics
of circulating hCG were similar at the end of the ~econd and
third trimesters of gestation [when differences in intravas-
cular volume should be expectd (Ref. 28 and the present
study)] collectively suggest a combined effect of reduced
production and secretion and increased deactivation of the
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hormone as the cause of these changes.

Although significant nyctohemeral periodicities in circu-
lating hCG levels were detected during all gestational periods
studied, the presence and uniformity of these nyctohemeral
variations were particularly remarkable at the end of the first
and third trimesters. The mechanism(s) subserving this 24-h
rhythmicity in circulating hCG concentrations during preg-
nancy is unclear, Various extraplacental and placental fac-
tors, such as alterations in the MCR, volume of distribution
of the hormone, and level of activity of local intraplacental
regulatory factors, may all be involved. In fact, under in vitro
conditions, both the production and secretion of hCG are
putatively regulated by an interplay between several stimu-
latory and inhibitory factors (31-33), some of which, such as
glucocorticoids, opioid peptides and insulin, exhibit marked
circadian and ultradian periodicities or meal-related varia-
tions in their serum concentrations (34-36). The ultimate role
of these and other factors produced in the maternal and fetal
compartments in regulating the evnthecic eprratinn and
circadian and episodic release of hCG in vivo remains to be
elucidated.

In addition to amplitude contro! of the pulsatile release of
hCG, a slight but significant decrease in the B/I ratio of the
hormone was detected in samples from the end of the second
and third trimesters of gestation. This decrease in the B/I
ratio of circulating hCG may reflect modifications in both
the protein core and carbohydrate structure of the glycopro-
tein, which, in turn, may reduce its biological activity without
significantly affecting its immunological activity. Several
lines of evidence support this possibility. The extent of nick-
ing of the hCG molecule increases begining after 2 months
of pregnancy and continues to rise until term (14). The extent
of hCG nicking varies from 13% between weeks 12-15 to
18% and 21% between weeks 24-27 and 36-39 of pregnancy
(14). Nicked hCG has 9% of the receptor binding and 20%
of the in vitro steroidogenic activity of intact hCG (25).
Increased hCG nicking during mid- and late gestation might
not account solely for the reduction in its in vitro B/I ratio.
Indeed, modifications in the carbohydrate structure of hCG
may also reduce its in vitro biopotency (37, 38); for example,
desialylation of hCG reduces its in vitro bioactivity to 25-
46% of its original activity (39, 40) without altering its
immunoreactivity (41). The differences observed between
the median charge of the hCG isoforms circulating during
the different gestational ages may be due to partial loss of
sialic acid residues in the hCG molecules of mid- and late
gestation (12), which may be an additional factor contribut-
ing to the observed reduction in their B/I ratio. In fact, an
interesting parallelism between the median charge and the
B/I ratio of hCG was found in the present study. In serum
specimens corresponding to the end of the second and third
trimesters, hCG was less negatively charged and exhibited
lower B/I ratios than its counterpart from earlier gestational
ages. The detection of changes in the median charge and in
vitro B/I ratio of the hCG molecule throughout gestation is
in agreement with previous studies showing that the in vivo
B/l ratio and the circulatory half-life of hCG are higher in
the first trimester than at later gestational periods (12, 42).
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Our observation that the B/I ratio of circulating hCG was
similar in samples from peaks and nadirs contrasts with some
{43), but not all, previous reports concerning LH showing
that the biological to immunological activity ratio of the
hormone increases during the endogenous secretory pulse
(44-46). The present data on hCG suggest that whatever the
nature of the hCG pulse generator, episodic hCG release
does not exhibit significat short term variations in the charge
of its isoforms and/or intrinsic biological activities.

In conclusion, serial serum concentrations of hCG
throughout pregnancy show significant amplitude-modu-
lated pulsatile release and nyctohemeral variations. The am-
plitude-regulated pulsatile mode of release is probably en-
dowed by the placenta. Decreased amplitude of episodic
hCG release in later gestation is accompanied by alterations
in the molecular structure of the gonadotropin. These factors
allow for distinctly different mechanisms through which the
trophoblast may regulate the amount, intensity, and duration
of the gonadotropic stimulus.
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In the present study we analysed the dynamics of serum human chorionic gonadotrophin (HCG) charge
isoform distribution thrauahant narmol mactation and chosostorizzd Soine oF W Livivgival Tvalures o (e
several HCG glycoforms present in the circulation of pregnant women. Blood samples were obtained from
normal pregnant women at 10-11, 12-15, 23-26 and 35-38 weeks of gestation. The sera were fractionated
by preparative chromatofocusing and the separated HCG isoforms were identified and quantified by
radioimmunoassay. The in-vitro biological activity and the plasma half-life of the several circulating HCG
isoforms were datermined by conventional methods. HCG isoforms became less acidic as pregnancy advanced.
In samples taken at 10-11 weeks of gestation, the most acidic HCG molecules (pH <3.7) comprised >80% of
total HCG recovered after chromatofocusing; this proportion decreased to 58, 60 and 47% in samples taken
from weeks 12.1 to 38.4 of gestation. Meanwhile, the relative proportion of less acidic isoforms recovered
within pH values 6.49-4.50 increased at the end of the first trimester {12-15 weeks), remained constant until
weeks 23-26 and then increased further by the end of the third trimester. Less acidic isoforms had higher in-
vitro biological potency per immunological unit than the more acidic analogues. Regardless of the trimester
of pregnancy, the plasma half-life of the highly acidi¢ (elution pH <3.7) isoforms varied from B4.4 to 150 min
{116.3 = 23.0; mean + SD}, whereas the corresponding half-life of mid-acidic (pH 4.25-5.31) and low-acidic
{pH 5.74-6.50) HCG isoforms ranged from 31.0 to 115.3 {755 = 20.6) and 15.3 to 58.3 {41.2 * 14.3) min
respectively {P <0.01, highly acidic versus mid- and low-acidic analogues and mid-acidic versus least acidic
isoforms). The overall data indicate that the human trophoblast is able to regulate the exact intensity,
biochemical composition and duration of the gonadotrophic stimulus secreted during the course of normal
gestation. They also suggest that the decrease and maintenance of low serum HCG concentrations during
the second and third trimesters of gestation may he partiatly caused by changes in the carhohydrate structure
of the HCG molecule. )

Key words: charge isoforms/human chorionic gonadotrophin/pregnancy

Introduction

Human chorionic gonadotrophin (HCG) is a sialic acid-
enriched glycoprotein hormone synthesized and secreted by
the placenta! syncytiotrophoblast (Simpson and MacDonald,
1981; Hoshina et al., 1982). The circulating concentrations of
this hormone vary profoundly during pregnancy; in the first
trimester, the concentration in the blood rapidly increases
reaching a peak at ~8-12 weeks of gestation, thereafter
declines. and then remains constant until term (Mishell et al.,
1963; Reuter er al,, 1980; Cole er «f.. 1984; Hay, 1985).
Serum HCG concentrations also show significant amplitude-
modulated pulsatile release throughout pregnancy; both the
amplitude and the arca of the HCG pulses are significantly
higher during the first trimester than during mid- and late
gestation (Diaz-Cueto et al. 1994). In addition to these

© European Society for Human Reproduction and Embryology

quantitative variations, several studies have shown that the
type of HCG molecules produced and secreted in carly and
late pregnancy are both structurally and functionally differem
(Fein er al.. 1980: Wide and Hobson, 1987; Skarulis er ol..
1992: Cole et al., 1993; Diaz-Cueto et af., 1994). HCG from
women in late pregnancy bears a higher proportion of intrachain
nicks {at positions 344—49) (Cole ef al.. 1993), s differently
charged (Wide and Hobson, 1987, Sawitzke er al.. 1994, Wide
et al., 1994), exhibits reduced plasma halt-life and in-vivo
biological putency (Wide and Hobson, 1987) and <hows lower
biological to immunological relationships than HCG in early
pregnancy (Diaz-Cueto et al., 1994).

In the present swudy, we further explored some of the
mechanisms by which the placenta modulates the intensity
and duration of the HCG signal released during the course of
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normal pregnancy. Our specific goals were: (i) to analyse the
direction of the changes in charge isoform distribution of
serum HCG throughout gestation; and (it) to study and compare
the relative in-vitro biological activity as weil ay the circulatory
survival ol the various charge HCG isoforms present in the
circulation of women in different stages of pregnancy.

Materials and methods

Subjects and sample preparation

Serum samples were oblained from scven pregnant women. aged 22—
32 vears, at 20 min intervals for 24 h at the end of the first (12.1-
i4.R weeks), second (23.1-26.4 weeks) and third (35.5-38.4 weeks)
wimesters of pregnancy: details of the sampling cenditions and
procedures employed in the study of this subset of women have been
reported elsewhere (Dias-Cueto ¢f «of., 1994), The set of samples
from cach subject (73 sumples/subject per trimester) were separately
pooled. mixed at 8°C for 2 h, concentrated by dialysis at 4°C for
24 h aguinst deionized water and thereafter against .01 M ammonium
carbonate (pH 7.5) and freeze-dried. After Iyophilization, each sample
wiis stored frozen at =70°C until further analysis by chromatofocusing
separation. Additional sera (20 ml each) from five pregnamt women
(aged 22-30 years) from whom a single blood sample was ohtained
au 10.0-10.8 wecks of gestation were also included in the study;
samples from these women were also processed as described above.
All the women were in good health and had conceived spontancously
with the exception of one woman who had received clomiphene
citrate  for ovulation induction. The length of gestation for each
pregnancy wis determined in accordance with the date of the last
menstrual period. Approval {rom the cthical committee of the Institute
und informed written consent from the volunteers were obtained.

Chromatofocusing of serum specimens

The isoforms of HCG present i cach serum specimen were separated
on the basis ol charge by a previously described chromatofocusing
procedure (Zaubrano et al., 1995). Briefly, cach lyophilized sample
was re-dissohved in phosphate buffer (0.05 M. pH 7.4) 1o a volume
cquisalent o 110 (410 for ~samples from women in 10.0-10.8 weeks
ol pregnancy) of the original and the resullant concentratcs were
subjected to ulbumin removal by Affi-gel blue (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) extraction. Each wbumin-free sample (6 ml each) was
tramsterred to a dialysis membrane tubing (molecular weight cut-off,
6OD0-H000; Spectrum Medical Industries, Los Angeles, CA. USA),
dialysed at 4 C for 24 h against starung bufter (0.025 M imidazole-
HCI pH 7.4) amd then applied to the wop of a 30X | vm chromatofocus-
ing column «f polybuffer exchange resm (PBE-94; Pharmacia Fine
Chemicats, Piscataway. NJ, USA) which hud been previously equilib-
rated with 15 volumes of starung buffer. Chromatofocusing was
performed at 4°C and the column fractions (2 ml each) were collected
at o fluw rate of | mi4 min. The pH of cach fraction was measured,
and when the column eluent reached pH 4.0, the eluent buffer [1:8
dilution of Polybuffer-74 (Pharmacia)] was changed to a solution of
1.0 M NaCl to displace those proteins bound at the lower limiting
pH (salt peak). Each fraction was measured for HCG contemt by
rudivimmunoassay and then stored frozen at -20°C, After measuring
the HCG content in each column cluate, fractions comesponding to
ptl values >7.0-6.50 (area 1), 6.49-5.50 (area i), 5.49-4.50 (areu
). 4.49-3.70 carea iV) and <3.7 (arca V: salt peak) were separately
pooled (one pool/pH area, per period of gestation) and concentrated
as described above; the HCG content of each HCG ool was then
measured by both radioimmunoassay and an in-vitro bioassay.

Hormonal assays

Radioimmunoassay of HCG

The radicimmunoassay for HCG was performed using reagents
provided by the National Institute of Diabetes and Digestive and
Kidney Discases (NIDDK, Bethesda, MD, USA) us previously
described (Diuz-Cueto 1 al, 1994), The HCG- CR121 standard {~ 1/
nicked: Birken er al., 1991) was radivlubelled by the chloramine T
method, and this sume preparation wils employed to construct the
slandard curve. Upon fractionation by chromutofocusing, this HCG
standard exhibits 4 predominantly acidic pH distribution profile with
two peaks identified at pH values 4.80-4.10 and 4.0-3 20 as well as
an additional component bound ar the lower limiting pH (pH < 3.2);
this is very sumilar to thal of its analogue HCG-CRI127 whose extent
of nicking is ~20% (Birken ¢r al., 1991). Anti-HCG-H80 (batch 2)
at a final dilution of ;100000 was used as antiserum, Cross-
reactivities ot this antiserum with HCG o and B-subunits are 1.2
and 3.2% respectively, und the antiserum recognizes intact and micked
molecules equivalently (Cole and Kardana. 1992). To avoid mterassay
variations, samples from a single chromatofocusing column or period
of pregnancy werc analysed in the same assay run Results are
expressed as ng of the HCG-CR121 standard or as JU/ according to
the WHO Third Internativnal Standard of HCG for rmmunoassay
(coded 75/537) (1 mg of HCG-CRI121 = 8({}) [U) a~ appropriate.
The sensitivity of the assay was 0.125 ng (1.0 1UN} HCG-CR 121/
tube and the intra-assay coefticient of variation was <7.5%.

In-vitro bicassay of HCG

The in-vitro bivactivity of HCG was assessed employing the mouse
Leydig cell testosterone production assay described by Van Damme
et al. (1974) and Diuz-Cueto et al. (1994). The standaid curve was
constructed using the HCG-CRI21 preparation. In samples from
women at 10-11 weeks of gestation. the in-vitro biolowical activity
of HCG was measured in a single scrum sample. wheieas in those
women studied at the end of the first, second and thud trimesters,
the activity was determined in serum pools mude from aliguots of
each individual series ol samples {one pool per subjeci/trimester) as
described previously (Dinz-Cueto er af., 1994). To avind interussay
variations, all samples from a single subject or HOG isoform
voncentrates (pH arcas [-V) from o ~ingle gestational period were
tested in the same assay 810 different concentrations in riplicale
incubations; the mean intia-assay coefficient of variation was < 106
The guantity of tesiosterone produced in viro was deiermined by
radioimmunoassay, as previously described (Ulloa-Apuirre et al.,
1985). All sumples from a single bioassay were analysed tor testoster-
one vontent in the same batch: the mean intra-assay coefficient ot
variation was < 5%, Tests for parallelisim among the slopes generated
by the different HCG specimens (standard and unknow ns) assayed
by the in-vitro bioassay were performed following the method of De
Lean er al. (1978).

Disappearance of HCG from rat circulation

HCG isoforms identitied after chromatofocusing of sampics from one
subject ut 10.1 weeks and two women at 122, 23.1-212 and 36.2
weeks of gestauon were concentrated as described above and used
to assess the hali-hfe of the HCG isoforms in circulatwon, For this
purpose, a jugular vein from adult Long Evans male ras weighing
380400 g was prepurcd and cannulated under ether anacsthesia, The
animals were slowly injected i.v. with ~50 ng of immunoactive HCG.
Blood samples (150 pl} were taken at 5 and 10 min after 1the injeciion
and subsequently at regular time-intervals (10- 60 mini during the
ensuing 7-8 h. After each bleeding. the circulaling +olume was
maintained with .9% NaCl. Samples were left W clot at 4°C and
then centrifuged at 1000 g for 10 min. Serum was removed and
stored frozen at —20°C until the HCG rudioimmunoassay Each HCG
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Figure 1. Distribution of human_chorionic gonadotrophin (HCG) isoforms after chromatofocusing of serum specimens collected from u
woman sampled at (a) 10.8 weeks and from a subject studied at (b) 12.2, () 24.8 and (d) 38.5 weeks of gestation. Arrows indicate the
addition of 1 M NaCl to the chromatofocusing columns. Vertical broken lines separate isoforms with pH vulues >5.0 and <5.i+

isoform was ussayed in a single animal. To determine the plasma
half-life of each injected HCG specimen, an interactive computer
program for statistical and pharmacokinetic analysis of data (PKC-
ALC) (Shumaker, 1986) was used as described elsewhere (Ulloa-
Aguirre et ol., 1992).

Statistical analysis

One-way analysis of variance was employed to determine differences
between groups. When differences existed, #-icsts were used to
determine which means were significantly different. Linear regression
analysis was performed to determine the degree and significance of
the association between the median elution pH value of the HCG
isoforms and their corresponding plasma half-life. P <0.05 was
considered to be statistically significant.

Results

Serum HCG concentrations at 10-11 and 12-15 weeks of
gestation were significantly higher than those at 23-26 and
35-38 weeks (mean + SEM: 10-11 weeks, 88 = 9 IU/-10°
12--15 weeks, 77 = 18; 23-26 weeks, 8 + 2 and 35-38 weeks,
10 + 2 TUA-10%). P <0.05 10-11 and 12-15 versus 23-26
and 35-38 weeks; not significant 10-11 versus 12-15 weeks
and 23-26 versus 35-38 wecks. The in-vitro biological activity/
immunoactivity (BfT) HCG ratio also decreased as the gesta-
tional age progressed (mean B/l ratio at 10-11 weeks, 1.5 =
0.12; 12-15 weeks, 1.14 *+ (14; 23-26 weeks, 0.87 = 0.22
and 35-38 weeks, 0.79 * 0.12). P <0.05 10-11 versus 12—
15, 23-26 and 35-38 weeks, and {2-15 versus 23-26 and 35-
38 weeks; not significant 23-26 versus 35-38 weeks.
Separation by chromatofocusing of serum concentrates

obtained during different gestational ages disclosed the pres-
ence of multiple (5-8) immunoreactive charge HCG isoforms
(Figure 1). Re-focusing of concentrates prepared from each
HCG peak identified after chromatofocusing of a serum speci-
men from a women at 12.2 weeks of gestation yielded single
peaks of HCG activity for components with elution pH
values 6.68—-4.63 (Figure 2). Re-chromatofocusing of a minor
component recovered at'pH 4.30-3.99 resulted in the identi-
fication of significant quantities of HCG activity in both the
original elution pH value and the sall peak: conversely,
refocusing of HCG present in the latter component disclosed
the presence of some HCG immunoreactivity in fractions
corresponding to pH 4.30-3.99.

HCG isoforms became less acidic as pregnancy advunced.
At 10-11 weeks of gestation, the most acidic HCG molecules
(present in area V., pH <3.7) comprised >80% of total HCG
recovered after chromatofocusing: this proportion progress-
ively decreased to 58, 60 and 47% throughout weeks [2.1-
38.4 of gestation (Figure 3). Meanwhile, the relatis ¢ proportion
of less acidic isoforms recovered in pH areas II and ITI
(pH 6.49-4.50) increased at the end of the first trimester {12-
15 weeks), remained constant until weeks 23-26 and then
increased further by the end of the third trimester. The relative
proportions of HCG recovered in pH areas [ and IV slightly
increased as pregnancy advanced; these changes, however,
were not statistically significant.

The in-vitro biological activity of HCG recovered within
the different pH segments of chromatolocusing separations
from each gestational is shown in Figure 4. The amount
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Figure 2. Refocusing of serum human chorionic gonadotrophin (HCG) isoforms with pH values 6.68-6.01 (A), 6.22-5.53 (B), 5 12 5.07
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resuspended in starting buller and then re-chromatofocused in individual columns (A-F) Arrows indicate the addition of 1 M N Cl 10 the

chromatufocusing columns.

of HCG tested for in-vitro bioactivity was determined by
radioimunoassay of each HCG specimen at several dose
levels: all concentrates displaced ['**1]-labellcd HCG from the
antihody in a paralle] fashion (not shown). HCG material
present in concentrates [ and I from 10-11 weeks and in area
I from 36-39 weeks was insufficient to assess the bioactivity
of their corresponding HCG isoforms. As shown in Figure 4,
all HCG concentrates induced significant and parallel dose-
dependcat testosterone production curves when analysed in
the mouse Leydig cell bivassay. The dose-response curves of
the most acidic HCG isoferms identitied in fractions with pH
values <4.49 (areas IV and V) were consistently shifted to
the right of the dose-response curves for the isoforms with pH

values =4.50 (pH arcas 1 to {I). Thus. the less acidic isoforms
had higher in-vitro biological potency per immunological umt
(as assessed by radicimmunoassay) than the more acidic
anajogues.

Injection of individual HCG isoforms into male rats reveated
that the plasma half-life of circulating HCG increased as the
pH value of the corresponding isoforms declined. Regardless
of the trimester of pregnancy, the plasma half-life ol the highly
acidic (elution pH <3.7) isoforms varied from 844 to 150
min (mean * SD: 116.3 = 23.0). whereas the conesponding
half-life of mid-acidic (pH 4.25-5.3 1) and low-acidic (pH 5.74-
6.50) HCG isoforms ranged from 31.0 to 115.3 (75.5 20.6)
and 15.3 to 58.3 (41.2 = 14.3) min respectively (P <(.0!.
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Figure 3. Relutive content (as pereentage of total recovered) of
immunoreactive human chovionic gonadotrophin {HCG) identified
within Hve pH segments (1 = pH >7.0-6.50; 11 - pH 6.49-5.50.
s pH 549-4.50; iV= pH 4.49-3.70 and V= pH <1.7) ufter
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thy 12=15. {¢) 23-26 and (d) 35-38 weeks of gestation. Values
represent the Mean = SD.*/ <0.05 [0-11 versus 12-15, 23-26
and 35-38 wecks in the same pl area: #P <0.05 35-38 versus |2-
15 und 23-26 weeks of gestation.

highly acidic versus mid- and low-acidic analogues and mid-
acidlic versus least acidic isoforms). In fact, there was a highly
statistically stgnificant inverse relationship between the median
pH value and plasma half-life of the circulating HCG isoforms
{Figure 5.

Discussion

We have previously demonstrated that the human cytotropho-
blast secretes different molecular forms of HCG during its
morphological and functional differentiation in culture (Ulloa-
Aguirre et al., 1990). Employing this system, which reproduces
in vitro the spectrum of cytoplasmic and functional events

HCG isoforms during pregnancy

normally occurring during carly gestation (Kliman et al.,
1987), we found that the secretion of the most acidic/siatylated
HCG molecules progressively increased as the morphofunc-
tional differentiation of the cytotrophoblasts into syncytiotro-
phoblasts progressed. These obscrvations indicated that some
of the isoforms of HCG previously identified in serum and
urine (Lichtenberg er «f., 1986) may be actually produced by
the placenta and then released Lo the periphery.

In the present study, we have shown that the pattern of pH
distribution of circulating HCG changes throughout pregnancy.
The earliest chunge detected in the specimens analysed was a
significant decrease in the rclative proportion of the most
acidic isoforms (pH <3.7) with a concomitani increase in
isoforms with pH values 6.49-4.50. This initial shift towards
secretion of less acidic isoforms occurred between 11 -15
weeks of gestation. a finding which corroborates a previous
study employing a different charge-based separation technigue
(Wide et al., 1994). Using chromatofocusing to fructionate the
different HCG glycolorms, we werc able to detect the acenr-
rence of a second major shift towards the production of less
acidic/sialylated HCG isoforms during the third tiimester. This
observation indicates that in addition 1o alterations in its
peptide backbone (i.e. nicking und cleavage) (Cole et al.,
1993). the structural modifications of HCG secreted during
the later stages of gestation also involve changes in the degree
of sialylation of its oligosaccharide structures. Thus, the
decrease and maintenance of low serum HCG concentrations
during the second and third trimester of gestalion may be
partially causced by these changes in both the peptide and
carbohydrate structures of the HCG molecule.

All serum HCG isoforms exhibited lower in-vitio bioactivily
than the highly purified urinary HCG standard. suggesting that
the isoform-containing specimens lost some biolorical activity,
but not immunoactivity, during the various expenmental pro-
cedures employed in their isolation. Nonetheless, s previously
observed with the HCG isoforms released in vitro (Ulloa-
Aguirre ‘et af., 1990). less acidic serum isoforms exhibited
higher bioactivity per immunological unit than the more acidic
variants. This finding is also in agreement with a recent study
demonstrating that less acidic and basic isoclectric forms of
molar HCG show higher thyroid-stimulating acuvity it vitre
than their more acidic counterparts {Yoshimura of af., 1994y,
The difference in hioactivity between the less and more acidic
isoforms of HCG may be due to the presence of more
negatively charged carbohydrate residues (i.c. silic acid) in
the acidic analogues (Ulloa-Aguirte ef af.. 1990, Yoshimura
et al., 1994). which in turn may decrcase the jnteraction
between the hormone and its receptor at the target cell (Ulloa-
Aguirre ¢t al., 1984). In fact, it has been demonstrated that
some less sialylated/glycosylaied HCG species mnay be more
potent than intact HCG in stimulating cAMP production in
Chinese hamster ovary cells expressing functional human
thyroid stimulating hormone (TSH) receptors (Yoshimura et a.
1993). Less likely, the reduced relative potency of the more
acidic isoforms may be due to more extensive or sclective
intrachain nicking of their corresponding B-subunit (Cole ¢t af.,
1991). There is no cvidence, however, that the highly acidic
HCG isoforms are more prone to deactivation by nicking than
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10.i weeks of pregnancy (<) and from two women swudied at 12.2,
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symbols respeciively). A median elution pH value of 3.0 was
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the less acidic variants. If this was the case, then the presence
of a higher proportion of intrachain nicks in the more acidic
isoforms (which were the predominant forms delcected in the
circulation during all trimesters of gestation) may cxplain why.
despite he shift towards the production and relcase of iess
acidic/highly bioactive isoforms, the in-viro B/l ratio in the
mix of circulating HCG isoforms decreases as piegnancy
advances (Diaz-Cueto er al., 1994; present study).

Previous studies have demonstrated the existence of a clow
relationship between the sialic ucid content, the charge nd
the circulatory sunival of gonadotrophins (Rosa «f af . 1984;
Wide, 1986; Ulloa-Aguirre et af.. 1992; Chappel. 1995). The
differences observed in median charge and isoelectric point of
circulating HCG isoforms are most probably due to differences
in their sialic acid content as has been shown for the different
isoforms of both urinary and molar HCG {Nwokoro e af.,
1981; Yoshimura er al., 1994). Serum HCG from late pregnancy
is less negatively charged and is cleared faster from the
circulation of mice than circulating HCG from early pregnuncy
(Wide and Hobson, 1987). In agreement with these data. we
found that the plasma half-life of the various isoforms of
serumn HCG present throughout pregnancy correlated highly
with their elution pH value. Regardless of the week of gestation



in which the serum specimens were obtained, less acidic HCG
isoforms disappeared faster from the circulation of rats than
their more acidic counterparts. Although previous studies
aimed to determine the pharmacokinetics of the various HCG
isoforms have been performed exclusively on rodents
(Graesslin et al., 1984; Wide and Hobson, 1987), the observ-
ation that the relative abundance of the less acidic seram HCG
isoforms is considerably reduced as compared to that present
in placental extracts (Lichtenberg et al., 1986), strongly sug-
gests that a similar plasma behaviour may also occur in the
human and that, after being secreted, these less acidic variants
are cleared faster from the circulation than the more acidic/
sialylated isoforms. Interestingly, we were unable to find within
each particular group of charge isoforms (highly acidic, mid-
acidic and low acidic) a clear relationship between the specific
week of pregnancy and the plasma half-life of HCG. Although
the extent of nicking was not analysed in the isoforms tested,
the data suggest that variations in sialic acid content may be
more critical than the relative extent of intrachain nicks in
determining the circulatory survival of the hormnna Newvarths
less, additional studies including a larger number of the
different charge isoforms need to be performed in order to
corroborate this hypothesis.

The factors involved in the regulation of HCG isoform
production are unknown. Changes in the production and
secretion of sex steroids and other non-stercidal factors such
as gonadotrophin-releasing hormone (GnRH) and inhibin,
have been associated with structural modifications in follicle
stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LLH)
molecules (Galle et al., 1983; Padmanabhan et al, 1988;
Phillips and Wide, 1994). Although modifications in glycosyl-
ation and sialylation of HCG throughout gestation could be
subserved by changes in serum concentrations of oestradiol
and progesterone, there is no firm evidence supporting such a
causal relationship. On the other hand, it has been shown that
several non-steroidal factors from placental and extraplacental
origin are involved in HCG production and secretion in vitro
(Belisle et al., 1984; Petraglia es al., 1989; Nishino et al.,
1990: Ohashi et al., 1992; Bamea er al., 1993), and cAMP
has proved to exert a regulatory role in the production of
acidic isoforms in cultured human cytotrophoblasts (Ulloa-
Aguirre ef al., 1990). Whether these factors are involved in
the control of the synthesis and secretion of the different HCG
glycoforms in vive remains to be determined.

Although the molecular heterogeneity of HCG is well
established, both the functional role of the hormone during the
second and third wimesters of pregnancy and the physiological
significance of such a variety of isoforms for a single hormone
still remain to be more clearly defined. Aside from its critical
role in regulating corpus luteum function during early preg-
nancy, several other endocrine, paracrine and autocrine regu-
latory effects at both the maternal and fetal level have
been proposed (Huhtaniemi et al., 1977, Braunstein, 1988;
Hoermann ez al., 1991 Lei and Rao, 1992; Licht et al., 1993;
Eta et al.. 1994). Although speculative, the various isoforms
may selectively participate in the control of a variety of
responses at different target cells and during particular periods
of gestation requiring a more precise control of the intensity

HCG isoforms during pregnancy

and/or duration of the HCG stimulus. In addition to inducing
thyroid activity (Yoshimura et al., 1994), some HCG isoforms
may preferentially act on other target cells through distinct
HCG receptors (Mcllroy, 1992). From this perspective, HCG
heterogeneity may represent an additional, fine-tuning mechan-
ism through which the placenta regulates different maternal
and fetal functions throughout gestation.
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