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RESUMEN 

En e l p resen te t r a b a j o , se d e s a r r o l l ó un método s i m p l i f i c a d o pa-

ra concen t r a c i ón de gonadotrop iñas (MCG), con e l cual se obtuvo 

un 79% de r ecuperac ión de HCG, concentrando la o r i na duran te 2k 

horas , e l cua l d i f i e r e en forma s i g n i f i c a t i v a a la r e cupe rac ión 

de HCG en una hora ( P < 0 . 0 5 ) . Se obtuvo un 6% de r eacc ión cru-

zada de LH con HCG por E IA , t an to con Pergonal como con es tánda-

res p u r i f i c a d o s de LH (2nd- IRP , HMG); e s to se h izo con e l o b j e t o 

de i n t e r p r e t a r cor rec tamente l a a c t i v i d a d HCG en los concentra-

dos u r i n a r i o s . Respecto a la a p l i c a c i ó n de l MCG: 

- Se logró d e t e c t a r a c t i v i d a d HCG por E IA , exc lus i vamente en e l 

66% de las-mujeres sanas s i n an teceden tes de n e o p l a s i a , y su 

p resenc i a no fué causada por la r e a c c i ón cruzada con LH. La LH 

por R IA , se comportó s i m i l a r en hombres y mujeres , excepto en 

a q u e l l a s en d í a s cercanos a su o v u l a c i ó n o en premenopausia . 

- En la de te rminac ión de LH en c l i m a t e r i o y o vu l a c i ón por reac-

c i ó n cruzada con HCG, se logró una p o s i t i v i d a d de a c t i v i d a d LH/ 

HCG, de l 85 y 80% respec t i vamente , mediante IH para HCG. 

- En la de te rm inac ión de a c t i v i d a d t r o f o b l á s t i c a en embarazo 

normal y enfermedad del t r o f o b l a s t o , se aumentó la s e n s i b i l i -

dad para IH de ocho a 16 veces (en base a d i l u c i o n e s 1 : 2 ) , res-

pecto a la concen t r a c i ón i n i c i a l de HCG, dependiendo de la sen-

s i b i l i d a d del es tuche d i a g n ó s t i c o usado (Grav index o P r e g n o s t i -

c o n ) . 



E l MCGy dá o t r a s a l t e r n a t i v a s , puede ser u t i l i z a d o en c u a l q u i e r 

l a b o r a t o r i o c l í n i c o , y se r a p l i c a d o en c u a l q u i e r c o n d i c i ó n c l í -

n i c a que p resen te b a j a s concen t r a c i ones de gonadot rop inas , que 

pueden ser determinadas por ÍK , R ÍA ,o E I A . 



INTRODUCCION 

La gonadot rop¡na cor i ón¡ca humana (HCG) y la hormona 1ute i n izan-

t e ( L H ) , son hormonas g l i c o p r o t é i c a s con a c t i v i d a d e s b i o l ó g i c a s 

e inmunológicas s i m i l a r e s . La HCG es sec re tada por la p l a cen ta 

y c i r c u l a normalmente durante e l embarazo, aunque se ha de tec-

tado en a lgunas n e o p l a s i a s . En cambio, l a LH es sec re tada por 

l a a d e n o h ¡ p ó f i s i s y puede d e t e c t a r s e f á c i l m e n t e en l a c i r c u l a -

c ión después de la pubertad en ambos sexos. 

Ambas hormonas, e s t án compuestas por dos subunidades d i s t i n t a s , 

subunidad a l f a (oC) y subunídad beta ( £ ) , un idas en forma no 

c o v a l e n t e por e n l a c e s d i s u l f u r o . Las s u b u n i d a d e s d e HCG y LH, 

poseen e s t r u c t u r a s p r ima r i a s semejantes y consecuentemente son 

inmunológicamente s i m i l a r e s . En cambio, e x i s t e n d i f e r e n c i a s 

importantes e n t r e la e s t r u c t u r a p r imar i a de sus subunidades f i , 

e spec i a lmente en e l extremo c a r b o x í l o - t e rm ina l de l a p-HCG, 

que no se encuentra en la p-LH; es ta d i f e r e n c i a pequeña pero 

de te rm inan te , ha dado lugar a l d e s a r r o l l o de métodos inmunoló-

g i cos a l t amente s e n s i b l e s y e s p e c í f i c o s , como e l radioinmuno-

a n á l i s i s ( R I A ) y métodos inmunoenzimáticos ( E I A , an t e r i o rmen te 

l lamados E L I S A ) , que permiten la d e t e c c i ó n s e l e c t i v a de HCG, 

aún en p resenc i a de LH. 

S i n embargo, pese a la a l t a s e n s i b i l i d a d de e s tos métodos, e x i s -

t e una gran v a r i e d a d de cond i c iones c l í n i c a s , en l a s cua l e s l a s 

gonadotropi ñas se encuentran en concen t r ac iones menores que e l 



l i m i t e de la s e n s i b i l i d a d de los ensayos u t i l i z a d o s ac tua lmen te 

para su de t e rm inac ión . Con e l p ropós i t o de e l i m i n a r e s t a l im i -

t a c i ó n , se han d e s a r r o l l a d o métodos para concen t r a r gonadotro-

p inas u r i n a r i a s , y aumentar la s e n s i b i l i d a d de los ensayos . S i n 

embargo, su a l t o cos to y l a b o r i o s o proceso, l os ha hecho ú t i l e s 

so lo a n i v e l de h o s p i t a l e s de e s p e c i a l i d a d e s y c en t ros de inves-

t i g a c i ó n , no s iendo u t i l i z a d o s aún a n i v e l de r u t i n a . 

La importanc ia de l p resen te t r a b a j o , rad i ca en la e v a l u a c i ó n y 

aprovechamiento de la r e a c t i v i d a d inmunológica cruzada que pre-

sentan LH y HCG, para su de te rminac ión por l a s t é c n i c a s conven-

c i o n a l e s de i n h i b i c i ó n de la hemag lu t inac ión ( I H ) , t an to en con-

d i c i o n e s f i s i o l ó g i c a s como p a t o l ó g i c a s , a s i como e l incremento 

en la s e n s i b i l i d a d de e s tos ensayos mediante p roced imientos sen-

c i l l o s para la concen t r a c i ón de gonadotrop inas , que puedan rea-

l i z a r s e en c u a l q u i e r l a b o r a t o r i o de a n á l i s i s c l í n i c o s . 

En base a e s t o , se p l a n t e ó la s i g u i e n t e h i p ó t e s i s : mediante un 

método s i m p l i f i c a d o para la concen t r a c i ón de gonadotrop inas en 

o r i n a , y l a u t i l i z a c i ó n de la r eacc ión cruzada e n t r e LH y HCG, 

se aumentará la s e n s i b i l i d a d de l a s t é c n i c a s convenc iona les pa-

ra su de t e rm inac ión . 

S i la capac idad de r ecuperac ión de l método es conocida y pueden 

u t i l i z a r s e los métodos de IH , RIA y E I A , e l incremento en l a sen-

s i b i l i d a d p e r m i t i r á d e t e c t a r concen t r a c i ones de HCG en i n d i v i d u o s 

normales y pos te r io rmente , se puede a p i i c a r en la. d e t e c c i ó n tem-



prana de a c t i v i d a d t r o f o b l á s t i c a , a s í como también para de tec-

t a r LH en o v u l a c i ó n y c l i m a t e r i o p r i n c i p a l m e n t e . E l l í m i t e de 

la s e n s i b i l i d a d vá a depender del t i p o de ensayo usado. 



OBJETIVOS 

1) D e s a r r o l l a r un método s e n c i l l o y r ep roduc ib l e para la con-

c e n t r a c i ó n de gonadotropi ñas u r i n a r i a s (LH y HCG). 

2) E v a l u a c i ó n y comparación de l método para c o n c e n t r a c i ó n de 

gonadotrop inas , en la de te rminac ión de LH y HCG por los mé-

todos convenc iona l es de IH, RIA y E l A . 

3) A p l i c a c i ó n y e v a l u a c i ó n c l í n i c a de l método en la d e t e c c i ó n 

de LH y HCG, en l a s cond i c iones c l í n i c a s s i g u i e n t e s : ovu l a-

c i ó n , c l i m a t e r i o y enfermedades del t r o f o b l a s t o . 



ANTECEDENTES 

Gonadotropina Co r ión i ca Humana en Embarazo Normal y Enfermeda-

des de l T r o f o b l a s t o . 

La gonadotropi na cor i6n ica humana, es una gl i cop ro te ína sec re-

tada por la p l a cen ta ( s i n c i t i o t r o f o b l a s t o ) , que aparece en c i r -

c u l a c i ó n después de la implantac ión embr ionar i a , t i e n e un peso 

mo l e cu l a r de 57 000 da l t ons ( C o l s t o n , 1981). Dicha hormona, es-

tá compuesta por dos subunidades d i f e r e n t e s unidas en forma no 

c o v a l e n t e por en l a ce s d i s u l f u r o . La subunidad oC y la subuni-

dad p , (Va i tuka i t i s e £ aj_. , 1976b). La pr i me ra es bi oqutmi ca e 

inmunológicamente s i m i l a r a la subunidad de o t r a s hormonas 

g l f c o p r o t é i c a s , t a l e s como: la hormona l u t e i n i z a n t e , la hormona 

e s t i m u l a n t e de l f o l í c u l o (FSH) y la t i r o t r o p i n a ( TSH ) , m i e n t r a s 

que l a s subunidades responsables de la e s p e c i f i c i d a d b i o l ó -

g i ca para cada una de es t as hormonas, son d i f e r e n t e s e n t r e s t 

en la secuenc ia de aminoácidos (Morgan y C a n f i e l d , 1971). E l 

pa t rón de s e c r e c i ó n de HCG durante el embarazo, es s i m i l a r cuan-

do se u t i l i z a n métodos b i o l ó g i c o s e inmunológicos para su d e t e r -

minac ión , s igu iendo un comportamiento p u l s á t i l (Owens e t a l . , 

1981 ; Aya l a e t £]_., 1984a),. su concen t rac ión máxima se p resen ta 

de l a sépt ima a., décima semana de ges t a c i ón y d e c l i n a a n i v e l e s 

b a j o s du ran te e l r e s to de l embarazo, desaparec iendo de c i r c u l a -

c i ó n normalmente una semana después del p a r t o (Ma r sha l l et_ a l . , 

19,68; Owens et. a j _ . , 1981). En t re l a s func iones b i o l ó g i c a s de 

la HCG más importantes pueden mencionarse l a s s i g u i e n t e s ( C o l s t o n , 



; Z á r a t e e t a j_ . , 1982): 

1) Función L u t e o t r ó p i c a . La HCG es t imu la a l cuerpo l ú t e o para 

que produzca progesterona y es t rógenos , e s e n c i a l e s para e l man-

ten im ien to de l embarazo temprano, cons t i tuyendo a s í un buen mar-

cador de l embarazo. 

2) D i f e r e n c i a c i ó n Sexua l . Las c é l u l a s de Leyd ig de los t e s t í c u 

los f e t a l e s , son es t imu ladas por la HCG en e l embarazo temprano, 

para l a s e c r e c i ó n de t e s t o s t e r o n a que juega un papel importante 

en la d i f e r e n c i a c i ó n sexual de l f e t o . 

3) Se c ree también, que la HCG protege a l embrión cont ra e l re-

chazo ¡nmunológico, formando una ba r r e ra mo lecu la r e n t r e la uni-

dad f e t o p l a c e n t a 1 y los t e j i d o s maternos. 

La metodología para e l d i a g n ó s t i c o de l embarazo, se ha basado 

desde hace aproximadamente 58 años en la d e t e c c i ó n de HCG. A 

p a r t i r de es ta f e cha , se ha avanzado en e l conoc imiento de su mo 

l é c u l a , a s í como, en e l d e s a r r o l l o de nuevas t é c n i c a s para su de 

t e r m i n a c i ó n ; l a s cua les han evo luc ionado desde e l b ioensayo , mé-

todos inmunológicos, r ad i o í nmunoaná l ¡ s i s , r a d i o r e c e p t o r e s (RRA ) , 

has ta los métodos inmunoenzimáti eos. 

En 1928, Aschheim y Zondek d e s a r r o l l a r o n e l pr imer b ioensayo con 

f i a b l e para la de te rminac ión de HCG, cons t i tuyendo a s í , la prime 

ra generac ión de pruebas para e l d i a g n ó s t i c o de l embarazo, basa-

das en l a s propiedades l u t e i n i z a n t e y l u t e o t r ó p i c a de d icha hor-



mona, la cual produce cambios importantes en los órganos sexua-

l e s de an ima les prepúberes de l a b o r a t o r i o , a los que se l e s in-

yec taba o r i n a de mujeres embarazadas, aprovechando la c a r a c t e -

r í s t i c a de l og ra r e l e f e c t o b i o l ó g i c o en o t r a s e s p e c i e s . E s t a s 

r ep resen tan gran e s p e c i f i c i d a d pero son l a b o r i o s a s y t a r d a d a s 

( B u r r , 1975; K r i e g y Henry , 1979). 

W i de y Gemzel1 (1960) i nt roduje ron la pr »me ra prueba i nmuno1ó-

g i c a para la HCG, basada en una r e a c c i ó n de inmunohemagluti na-

c i ó n ( I H ) . Dicha prueba se basa en la capac idad de l a HCG para 

e s t i m u l a r l a producc ión de a n t i c u e r p o s , que son capaces de neu-

t r a l i z a r HCG en sangre y o r i n a de mujeres embarazadas. 

Pos t e r i o rmen te , se d e s a r r o l l a r o n métodos más s e n s i b l e s y espe-

c í f i c o s , como e l RIA ( V a i t u k a i t i s e t _ a j _ . , 1972a) y e l de RRA 

(Saxena et_ aj_. , 197*0, capaces de d e t e c t a r concen t rac iones ex-

tremadamente b a j a s de HCG, que se presentan en e l embarazo tem-

prano y con capac idad d i s c r i m i n a t o r i a para LH, en e l caso de l 

R IA . E] R IA , es tá basado en e l mismo p r i n c i p i o de los métodos 

inmunológicos, so lo que aquí se u t i l i z a n p reparac iones p u r i f i -

cadas de HCG marcadas con Yodo r a d i a c t i v o . O t ro de e s tos mé-

todos , con s e n s i b i l i d a d y e s p e c i f i c i d a d e l e v a d a , es e l inmuno-

enz imá t i co , como su nombre lo ind i ca los an t i cue rpos e s t á n con-

jugados a enzimas, en lugar de usar r a d i o i s ó t o p o s , l o cua l l e 

dá v e n t a j a sobre e l RIA ( E n g v a l l y Per lmann, 1971; Forsbach 

e t a l . , 1984). 



S i n embargo, aunque e s t o s métodos son muy s e n s i b l e s y e s p e c í f i -

cos , su uso e s t á l i m i t a d o a l a b o r a t o r i o s equipados para e l ma-

ne jo de m a t e r i a l r a d i a c t i v o (en caso de l RIA y RRA), y a la im-

p o r t a c i ó n de los es tuches d i a g n ó s t i c o s ( R I A , RRA y E I A ) . 

La HCG, además de s e c r e t a r s e durante e l embarazo, se s e c r e t a en 

forma e c t ó p i c a en enfermedades de l t r o f o b l a s t o y a lgunas en f e r -

medades no t r o f o b l á s t i cas (Va i t u k a i t i s , 1976a; M i t c h e l l y Bag-

shawe, 1976; Aya l a e t a j_ . , 1984b), por l o cua l c o n s t i t u y e un 

marcador tumoral e f i c i e n t e en e s t a s enfermedades. 

La enfermedad de l t r o f o b l a s t o , es un proceso de l c o r i o n de la 

p l a c e n t a , den t ro de sus v a r i a n t e s se encuent ran la mola h ida-

t i f o r m e o embarazo mo la r , e l corioadenoma des t ruens y e l c o r i o -

carcinoma ( B u c k e l e y , 1984). La mola que invade e l m iomet r io , 

se l e 1 lama cor i oadenoma dest ruens. E l cor i oca rc¡noma, es un 

tumor a n a p l á s i c o compuesto de s i n c i t i o t r o f o b l a s t o y c i t o t r o f o -

b l a s t o que invade e l miometr io causando hemorragia y n e c r o s i s , 

puede produc i r m e t á s t a s i s , a d i f e r e n c i a de l a s a n t e r i o r e s , no 

con t i ene v e l l o s i d a d e s . El cor i oca re inoma se o r i g i n a en e l 50% 

de los casos , de un embarazo molar y en e l o t r o 50% p rov i ene 

de abo r to s , embarazos normales y e c t óp i c o s ( Z á r a t e £ t a]_», 1982). 

Independientemente de su o r i gen , e l cor i oca re inoma se c a r a c t e -

r i za por su d i seminac ión ráp ida , de aquí la importancia de un 

d i a g n ó s t i c o temprano para t ene r un t r a t am ien to oportuno. 

En nues t ro P a í s , la f r e c u e n c i a de mola h ida t id1 forme es de uno 



por cada 200 embarazos; m i en t r a s que en los Es tados Unidos de 

Norteamér ica es de uno por cada 1700 embarazos ( B u c k e l e y , 1984) . 

La s e c r e c i ó n de HCG en e s t a s enfermedades, ha t en ido una impor-

t a n c i a c l í n i c a r e l e v a n t e , u t i l i z á n d o l a como un marcador en e l 

seguimiento de i n d i v i d u o s con tumores t r o f o b l á s t i c o s (Khoo y 

Daunter , 1980; Khoo, 1982; Aya l a e t a K , 1984c) . La p e r s i s t e n -

c i a de n i v e l e s anormales de HCG en e l seguimiento de e s t o s pa-

c i e n t e s , es un ind i cador para la con t i nuac i ón de l t r a t a m i e n t o , 

y e l mantenimiento de n i v e l e s normales (menores de 10mUi/ml, 

por E I A ) cuando menos durante un año, es c r i t e r i o de c u r a c i ó n 

de la enfermedad (Wehmann et_ a j_ . , 1981). 

Hormona L u t e i n i z a n t e en Ovu l a c i ón y C l i m a t e r i o . 

La hormona l u t e i n i z a n t e , es una g l i c o p r o t e t n a producida por la 

a d e n o h i p ó f i s i s j u n t o con l a FSH, su peso mo lecu l a r es de 30 000 

d a l t o n s , y a l igua l que en l a HCG (con la que presenta gran s i -

m i l i t u d ) , la subunidad p es la que l e c o n f i e r e su a c t i v i d a d b io-

l óg i c a e s p e c í f i c a (W ide , 1976). S i n embargo, e x i s t e una d i f e -

renc i a marcada e n t r e la subunidad p de ambas hormonas, é s t a con-

s i s t e en una secuenc ia de aminoácidos l o c a l i z a d o s en l a f r a c c i ó n 

c a r b o x i l o - t e rm ina l de l a J3-HCG, que no se encuent ran en l a 

{3-LH ( V a i t u k a i t i s e t a l . , 1976b). Por c o n s i g u i e n t e , l os a n t i -

sueros generados para la forma n a t i v a de HCG, LH o sus subuni-

dades<p< , poseen una e s p e c i f i c i d a d menor que los a n t i s u e r o s 

produc idos para la p-HCG, que d i s c r i m i n a n e n t r e LH n a t i v a y HCG. 



En base a es ta d i f e r e n c i a s e l e c t i v a , se d e s a r r o l l a r o n los méto-

dos de l RIA y E I A , e l im inando a s í la r e a c c i ón cruzada e n t r e am-

bas hormonas (Va i tuka i t i s e£ a j_ . , 1972a). 

La LH e s t imu l a la maduración del f o l í c u l o de De G r a f f , la ovu-

l a c i ó n y e l d e s a r r o l l o de l cuerpo l ú t e o , induciendo la produc-

c ión de es t rógenos y progesterona por tos o v a r i o s . En la mu je r , 

duran te su per íodo de v ida r ep roduc t i vo , se produce una i n t e r -

a c c i ó n muy compleja e n t r e e l h ipotá lamo, la h i p ó f i s i s y l a gó-

nada ( Z á r a t e et_ a j_ . , 1982). La LH es sec re tada a concen t r a c i o-

nes muy v a r i a b l e s durante todo e l c i c l o menstrua l y p resenta un 

aumento máximo an tes de i n i c i a r s e la o v u l a c i ó n ( M i s h e 1 ! , . 1 9 6 6 ) . 

En casos de c a s t r a c i ó n o pérdida de func ión gonadaI , se observan 

n i v e l e s muy e levados de LH y FSH, que sobrepasan de c i nco a 15 

veces los n i v e l e s normales (Wide , 1976). 

E l c l i m a t e r i o , es la etapa f i s i o l ó g i c a en la v ida de la mujer 

que se c a r a c t e r i z a por la t e rminac ión de la capac idad reproduc-

t i v a de los o v a r i o s , seguida por una s e r i e de a j u s t e s endóc r inos 

que se m a n i f i e s t a n por a l t e r a c i o n e s mens t rua l e s , a n o v u l a c i ó n y 

e l cese de la menst ruac ión . E l término menopausia, so lo i nd i c a 

la fecha de la ú l t ima menst ruac ión que ocu r re durante e l c l ima-

t e r i o . La edad promedio en que ocur re la menopausia, v a r í a en-

t r e los kS y 50 años, se cons ide ra que ha o c u r r i d o la menopausia 

precozmente cuando aparece a n t e s de los 35 años ( Z á r a t e et_ a l . , 

1982). E l c l i m a t e r i o se d i v i d e en man i f e s t a c i ones premenopáusi-

cas y postmenopáusi cas . La postmenopausia, se acompaña de un 



aumento p r o g r e s i v o en l a s e c r e c i ó n de gonadotrop iñas (LH y FSH) ? 

n i v e l e s e l e vados de é s t a s , se p resentan aún a n t e s de la menopau-> 

s i a , de tec tándose en o r i n a concen t r a c i ones muy por encima de l a s . 

observadas en edad r ep roduc t i v a (Fernández de l C a s t i l l o . y A y a l a , 

1983) . 

E l pr imer método inmunológico para e l a n á l i s i s de gonadot rop iñas 

h i p o f i s i a r i a s , usó una prueba basada en la i n h i b i c i ó n de l a he-

m a g l u t i n a c i ó n ( M i s h e l l , 1966) . Pos t e r i o rmen te a p a r e c i ó e l RIA 

que desp lazó e s t a s t é c n i c a s . 

Desde e l i n i c i o del b ioensayo , ya se u t i l i z a b a n t é c n i c a s de con-

c e n t r a c i ó n para l a s gonadotrop iñas en o r i n a y suero , l a s c u a l e s 

e r a n l a b o r i o s a s y compl i cadas ; subsecuentemente se d e s a r r o l l a -

ron o t r a s t é c n i c a s más p e r f e c c i o n a d a s , a lgunas de é s t a s s e n c i -

l l a s , que se han u t i l i z a d o b a j o c i e r t a s cond i c i ones c l í n i c a s , 

p r i n c i p a l m e n t e por IH y RIA ( M a r s h a l l e t a j_ . , 1968; S c h r e i b e r 

e t a_K , 1976; K u l í n y San tne r , 1977). Debido a l o compl icado 

y en a lgunos casos su cos to e l e vado , e l uso de e s t a s t é c n i c a s 

de c o n c e n t r a c i ó n se ha r e s t r i n g i d o c a s i to ta lmente a n i v e l de 

i n v e s t i g a c i ó n ; además, han s ido cons ideradas i n n e c e sa r i a s con 

e l d e s a r r o l l o de l RIA y E I A . S i n embargo, e s tos métodos no pue-

den se r u t i l i z a d o s en c u a l q u i e r l a b o r a t o r i o , además ba jo c i e r -

t a s cond i c iones c l í n i c a s é s t o s son incapaces de d e t e c t a r gonado-

t r o p i n a s , por encon t r a r se é s t a s en concen t r a c i ón más ba ja que 

e l 1 i m i t e de s ens ib i 1 idad de d ichos métodos ( S c h r e i b e r et^ a 1 . t 

1976; K u l i n y San tne r , 1977). Por lo que, nuevamente se»han ~ 



H . 

u t i l i z a d o y d e s a r r o l l a d o t é c n i c a s de concen t r a c i ón para gonado-

t r o p i n a s en o r i n a , p r i n c i pa lmen te ^on e l p r o p ó s i t o de aumentar 

la s e n s i b i l i d a d del R IA , s iendo de gran u t i l i d a d en e l á rea c l t ~ 

n i ca y exper imenta l (Aya la ejt a j_ . , 1978; Wehmann e t a ! . , 1981) . 

Una de l a s razones p r i n c i p a l e s para u t i l i z a r concent rados u r i -

n a r i o s en l a de te rminac ión de gonadotrop inas , es que e l n i v e l 

de HCG en o r i n a de Zk horas , e q u i v a l e a l de HCG de tec tada en 

1 000 mi de suero ( M a r s h a l l et_ a j_ . , 1968). Además, se ha obser-

vado que e s tos concentrados son potenc ia lmente más e f e c t i v o s que 

l a s de te rminac iones en suero, ya que se puede d e t e c t a r la per-

s i s t e n c i a de can t i dades pequeñas de t e j i d o t r o f o b l á s t i c o sec re-

t o r de HCG; aOn cuando e s t a hormona todav í a no es d e t e c t a b l e en 

e l suero ( S c h r e i b e r et. a j_ . , 1976; Aya la et. a K , 1978; Whemann 



MATERIAL Y REACTIVOS 

A. M a t e r i a l B i o l ó g i c o 

Pr imera o r i n a de la mañana de i n d i v i d u o s v o l u n t a r i o s , norma-.. 

I e s y en d i f e r e n t e s c o n d i c i o n e s : o v u l a c i ó n , c l i m a t e r i o » en-

fermedades de l t r o f o b l a s t o y embarazo normal . 

B . Equipo y R e a c t i v o s 

- Contadores de r a d i a c i ó n gamma, Gamacord I I Ames-Mi les . 

- Espec t ro fo tómet ro Cuantum I I , Abbott L a b o r a t o r i e s . 

- Ba lanza A n a l í t i c a S a r t o r i u s , Werke GMBH G S t t i n g e n . 

- Cen t r í f uga r e f r i g e r a d a au tomát i ca , S o r v a l l Genera l-Purpose . 

- C e n t r í f u g a c l í n i c a , I n t e r n a t i o n a l Equipment Co. 

- R e f r i g e r a d o r normal ( 4 ' C ) , K e l v i n a t o r . 

- Congelador ( - 2 0 ° C ) , Amer i can . 

- Bomba de d i s t r i b u c i ó n Gorman-Rupp TM, Abbott L a b o r a t o r i e s . 

- Pentawash I I , Abbott L a b o r a t o r i e s . 

- Rotador c l í n i c o con movimiento c i r c u l a r 3 / V , C lay Adams. 

- Ag i t ado r v o r t e x , Lab-L ine Ins t ruments , I n c . 

- P i p e t a s de p r e c i s i ó n de 100 y 200 u l , Oxford L a b o r a t o r i e s 

I n c . ; 300 y 1 000 u l , Helena L a b o r a t o r i e s . 

- Baño de agua ( 37 °C ) The lco , P r e c i s i o n S c i e n t i f i c Co. 

- Esponja para decan ta r , D i a g n o s t i c P roduc t s C o r p o r a t i o n . 

- V i d r i e r í a común de l a b o r a t o r i o . 

- Es tuches para LH-RIA, D i a g n o s t i c s P roduc t s C o r p o r a t i o n . 



Estuches para ^-HCG-EIA, Abbott L a b o r a t o r i e s . 

Es tuches para HCG Grav index , Ortho D i a g n o s t i c s . 

Es tuches para HCG P regnos t i con, Organon Tekn ika . 

B u f f e r de f o s f a t o s pH 7.1+. 

Acetona y E t a n o l , Merck. 



METODOS 

Los p roced imientos d e s a r r o l l a d o s para !H, RIA y E IA , fue ron los 

d e s c r i t o s por cada casa comerc ia ! en los es tuches d i a g n ó s t i c o s 

para HCG, p-HCG y LH, u t i l i z a d o s convenc ionalmente en e l á r ea 

c l í n i c a y de i n v e s t i g a c i ó n . 

A . Anél i s i s P r e l ¡.minar. S e l e c c i ó n de la muestra b i o l ó g i c a ade-

cuada. En e l e s t u d i o de l a s gonadotropi ñas u r i n a r i a s , siem-

pre ha habido c o n t r o v e r s i a para u t i l i z a r la muestra adecua-

da en su de te rm inac ión , e s t o es debido p r i n c i pá lmen te a l t i -

po de s e c r e c i ó n p u l s á t i l que presentan ( K u l i n y S a n t n e r , 

1975; Owens e t a l _ . , 1981; Aya l a e t a l_ . , 1984a) ; en genera l se 
i 

u t i l i z a o r i na de 24 ho ras , aunque ya se han hecho e s t u d i o s 

sobre e s to , u t i l i z a n d o o r i n a de pe r íodos c o r t o s ( K u l i n e t a l . , 

1975; K u l i n y S an tne r , 1977; Urban et a l . . , 1977) con buenos 

r e s u l t a d o s ; o t r o de los i n conven i en tes es la d i f í c i l obten-

c i ó n , en e l caso de la o r i na de 24 horas . 

Para f i n e s de e s t e e s t u d i o , se a n a l i z ó e l comportamiento de 

la HCG en e l t r a n s c u r s o de l embarazo, s imultáneamente en p r i -

mera o r i n a de l a mañana y o r i n a de 24 horas , en un grupo de 

c i n c o mujeres con embarazo normal . A é s t a s , se l e s h i c i e r o n 

t i t u l a c i o n e s de HCG s imultáneamente en primera o r i n a de la 

mañana y o r i n a de 24 horas cada semana, a p a r t i r de la sép-

tima semana de ges t a c i ón , hasta la semana 1b. Las muestras 

se procesaron de la s i g u i e n t e forma: 



1) Medir e l volúmen de las dos muestras de o r i n a , 

2) Tomar una a l í c u o t a (5 mi) de la pr imera o r i na de la ma-

ñana, y e l r e s t o se mezcló con la o r i n a de 24 ho ras ; to-

mando también una a l í c u o t a i g u a l . 

3) C e n t r i f u g a r l a s dos a l í c u o t a s . 

4) T i t u l a r la HCG con Grav index ( s e n s i b i l i d a d : 3 500 U1 

HCG/1), hac iendo d i l u c i o n e s s e r i a d a s e i n t e rmed i as . 

5) Los r e su l t ados se a lmacenaron para su i n t e r p r e t a c i ó n pos-

t e r i o r . 

E l pr imer paso de l t r a b a j o exper imenta l c o n s i s t i ó en: 

B . D e s a r r o l l a r un Método de Concent rac ión para Gonadotropi ñas. 

(MCG). Para e s t o se se 1ecc ionaron dos s o l v e n t e s ( e t a n o l y 

a c e t o n a ) , yá d e s c r i t o s en o t r o s t r a b a j o s como agentes p r e c i -

p i t a n t e s de gonadotropínas u r i n a r i a s ( M i t c h e l l y Bagshawe, 

1976), se probaron simultáneamente para s e l e c c i o n a r e l me-

j o r p r e c i p i t a n t e , u t i l i z a n d o es t ánda res de HCG de concent ra-

c i ó n conocida (Gonadotropy l R o u s s e l l , 5 000 U l ) . Una ca r ac-

t e r í s t i c a del MCG, es que debe se r lo más s imple p o s i b l e pa-

ra u t i l i z a r l o en e l l a b o r a t o r i o como r u t i n a para hormonas 

g l i c o p r o t é i c as , la metodología fué la s i g u i e n t e : 

1) E l e s t ánda r de HCG ( 5 , 15 y 50 U l ) , se d i l u y ó en o r i n a 

de un va rón , la cual era nega t i va para HCG, a j u s t a d a a 

un pH de 4 . 5 . 



2) Unas muestras ( o r i n a más HCG), se p r e c i p i t a r o n con a l -

cohol ( e t a n o l ) a l 96% y o t r a s con ace tona , ambos so lven-

t e s en una r e l a c i ó n 4 : 1 , r e spec to a l volúmen de o r i n a , 

se de j a ron reposar a 4 C durante una ho ra . 

3) Se c e n t r i f u g ó la mezcla a n t e r i o r para obtener e l p r e c i -

p i t a d o , que se d i s o l v i ó (p rev i amente seco) en s o l u c i ó n 

amort iguadora de f o s f a t o s pH 7 .4 , obteniéñdose f ina lmen-

t e la HCG en e l sobrenadante , que se t i t u l ó con pregnos-

t i c o n ( s e n s i b i l i d a d ; 1 000 U l / l ) . 

4) E s t e proced imiento se r e p i t e has ta obtener r e s u l t a d o s 

adecuados, e l im inando i n t e r f e r e n c i a s que se p resen ten , 

hasta su completa e s t a n d a r i z a c i ó n . 

C. Determinac ión de la Capacidad de Recuperac ión de l Método. 

Para e s t e punto, se u t i l i z a r o n es tándares de c o n c e n t r a c i ó n 

conocida (Gonadotropy l Rousse l l y HCG p u r i f i c a d a de Or tho 

D i a g n o s t i c s ) , que se somet ieron a l MCG, ten iendo como base 

la concen t r a c i ón i n i c i a l del e s t ánda r y la c o n c e n t r a c i ó n 

f i n a l (después de p rocesado ) , para de te rminar e l p o r c e n t a j e 

de HCG que se recupera durante e l p roceso . La HCG se m id ió 

por IH ( P r e g n o s t i c o n ) y E I A , 

D. Determinac ión de la Reacc ión Cruzada e n t r e LH y HCG. Con e l u-

so de e s t ánda res p u r i f i c a d o s de LH (2nd„.l RP,HMG) de concent ra-

c i ó n conocida ( D i a g n o s t i c P roduc ts Co rpora t i on (DPC) , C i s - S o r i n , 



C l i n i c a l Assays (CA) y Pergonal (Gonadotropina Menopáusica 

Humana (HMG), mediante un ensayo de E1A para p-HCG, se de-

terminó e l p o r c e n t a j e de reacc ión cruzada que presentan LH 

y HCG en ese ensayo. Con e s t e da to , es p o s i b l e conocer e l 

e f e c t o de ambas hormonas en los concent rados u r i n a r i o s . 

A p l i c a c i ó n de l MCG en I n d i v i dúos Test iqo , Determinando su 

R e p r o d u c i b i I í d a d y E f e c t i v i d a d . Para e s t e punto, a todos 

los i nd i v i duos se l e s p i d i ó , c o l e c t a r a n la pr imera o r i n a de 

la mañana, para e f e c t u a r la de te rminac ión c o r r e s p o n d i e n t e , 

- I n d i v i d u o s Normales. Es tos comprendieron un grupo de 12 

hombres y 12 mujeres , para de te rminar los v a l o r e s u r i n a -

r i o s normales de LH y HCG por RIA y EJA respec t i vamente, 

tomando en cuenta su edad; en l a s mujeres su fecha de ú l -

tima menst ruac ión (FUM) y fecha esperada de la s i g u i e n t e 

menst ruac ión ( FEM) , para su i n t e r p r e t a c i ó n f i n a l . 

De tecc ión de l P i c o O v u l a t o r i o de LH. Se s e l e c c i o n ó un 

grupo de 20 mujeres sanas que no r e c i b i e r o n medicamentos, 

menores de 35 años, menstruando regu la rmente . Cada una 

c o l e c t ó la o r i na co r respond ien te a l a s d í a s 12, 13, 14, 

15 y 16, dependiendo de su c i c l o menst rua l (genera lmente 

c i c l o s de 28 a 30 d í a s ) , c a l c u l a d o s en base a 1a FUM y 

FEM. Se u t i l i z ó IH para HCG ( P r e g n o s t i c o n ) , mediante reac-

c ión cruzada con LH. 

-Determinac ión de LH en C l i m a t e r i o . Se s e l e c c i o n a r o n 20 



mujeres mayores de 45 años o con más de dos años s i n mens-

t r u a r , y s i n t r a t a m i e n t o hormonal, determinándose LH por 

)H para HCG ( P r e g n o s t i con) mediante su r eac c i ón c ruzada . 

- Determinac ión de HCG en Embarazo Normal (EN) y Enfermeda-

des de l T r o f o b l a s t o ( E T ) . Se s e l e c c i o n a r o n dos p a c i e n t e s 

con EN y c u a t r o p a c i e n t e s con ET, con de te rminac iones pre-

v i a s de HCG, t i t u l á n d o s e por 1H (Grav index y P r e g n o s t i c ó n ) 

después de someterse a l MCG. 

A n á l i s i s E s t a d í s t i c o . Para a n a l i z a r e l comportamiento de l a 

HCG durante e l embarazo normal , de c i nco mujeres sanas en la 

pr imera o r i n a . d e la mañana y la o r i n a de 24 horas , se u t i l i -

zó A n á l i s i s de Var ianza B i f a c t o r i a l y Comparación de Medias 

por e l Método de Newman - Keu l s ( Z a r , 1974); de igua l forma 

se u t i l i z ó e l A n á l i s i s de Var ianza B i f a c t o r i a l para de te rmi-

nar la capac idad de r ecuperac ión de l MCG, con e s t á n d a r e s de 

HCG ( R o u s s e l l y Or tho D i a g n o s t i c s ) durante una y 24 horas 

de concent rae i ón. 



RESULTADOS 

A. D e s a r r o l l o de un Método S e n c i l l o y Reproduc ib le para la Con-

c e n t r a c i ó n de Gonadotropinas U r i n a r i a s (LH y HCG). 

- S e l e c c i ó n de la muestra b i o l ó g i c a adecuada. En la F i g . 1, 

se muestra e l comportamiento de la HCG durante e l embara-

zo normal de c i n c o muje res , con edad promedio de 30 años 

( l í m i t e s de 23 a 35 años ) , en la pr imera o r i na de la maña-

na y en la o r i n a de 24 horas . En é s t a , se puede obse r va r 

e l comportamiento t í p i c o de la HCG duran te e l embarazo nor-

mal en ambas muest ras , presentando un p i co máximo de l a sép-

tima a la octava semana de ges t a c i ón , dec l i nando sus n i ve-

l es durante e l t r a n s c u r s o de l embarazo. E l a n á l i s i s e s t a-

d í s t i c o de ambas muestras se h izo por A n á l i s i s de V a r i a n -

za B i f a c t o r i a l (Cuadro I A ) , observándose que e l t i p o de 

o r i n a (p r imera o r i na de la mañana y o r i n a de 24 ho r a s ) y 

l a s semanas de ges t ac ión (sépt ima a 16ava. semana de ges-

t a c i ó n ) , i n f l u y e n en las concen t r ac iones de t e c t adas de HCG 

en e l t r a n s c u r s o de l embarazo ( P < 0 . 0 5 ) , l as concen t r a c i o-

nes de HCG en primera o r i n a de la mañana, son mayores que 

en l a o r i na de 24 ho ras . Cuando se compararon los n i v e l e s 

promedio de HCG en l a s mujeres e s tud i adas (n=5) , du ran t e 

l a s semanas de ges t a c i ón en ambas muestras por e l método 

Newman - K e u l s , se encont ró que únicamente l as concent ra-

c i o n e s de HCG en la oc tava y novena semana de g e s t a c i ó n 

eran d i f e r e n t e s (Cuadro IB y C ) ; duran te e l p i co máximo 



de HCG se observaron n i v e l e s promedio de 67 200 Ul HCG/1 

en pr imera o r i na de la mañana y 50 400 Ul HCG/1 en o r i n a 

de 24 horas . Respecto a e s t o , se observó una v a r i a c i ó n 

mayor en los n i v e l e s de HCG para o r i na de 24 horas ( 7 . 5 0 

a 66.67%) que en primera o r i na de la mañana. 

Para e l d e s a r r o l l o de l MCG, se u t i l i z ó e t ano l (96%) y ace-

tona como agentes p r e c i p i t a n t e s ; en e l Cuadro I I (A , B y C) 

se observa la secuenc ia de pasos para e s t a n d a r i z a r y s e l e c 

c i o n a r e l MCG. Cuando se empezaron a probar l o s dos so l -

v e n t e s , se obten ía poca r e cupe rac ión de la hormona agrega-

da i n i c i a l m e n t e (dependiendo también, de la s e n s i b i 1 i dad 

de l es tuche d i a g n ó s t i c o u t i l i z a d o , P r e g n o s t i c o n , s e n s i b i -

l i d a d de 1 000 Ul HCG/1), además se p resenta ron o t r o s pro-

blemas, t a l e s como la i n t e r f e r e n c i a de l a l coho l - e t e r en 

la r e a c c i ón an t í geno-an t i cuerpo (produc iendo l i s i s de los 

e r i t r o c i t o s ) ; para e l i m i n a r e s t o s i n conven i en t e s , seaumen-

tó l a concen t rac ión de la hormona, e l im inándose e l l avado 

con a l c o h o l - e t e r y disminuyendo e l s o l v e n t e , has ta que-

dar f i na lmen te como se d e s c r i b e en e l Cuadro I I C. 

En e l Cuadro 111, se comparan las d i f e r e n c i a s e n t r e e l MCG 

mod i f i cado con dos métodos t r a d i c i o n a l e s para concen t r a r 

gonadot rop inas ; e n t r e l as d i f e r e n c i a s p r i n c i p a l e s de é s t e , 

e s t á n e l t i p o de espécimen u t i l i z a d o (pr imera o r i na de la 

mañana), que no r equ i e r e ningún p r e t r a t a m i e n t o , a d i f e r e n -

c i a de los o t r o s dos; se r e q u i e r e poco volGmen i n i c i a l de 



o r i n a y poco s o l v e n t e , f a c i l i t a n d o e s t o e l manejo de la 

muestra durante e l p roceso ; no se r equ i e r e ningún lavado 

de l p r e c i p i t a d o , y a l f i n a l del proceso se ob t i ene una 

concen t r a c i ón mayor de la muestra o r i g i n a l . En e l Cuadro 

I V , se muestra e l p roced imiento del método mod i f i cado pa-

ra concen t r a c i ón de gonadotropinas u r i n a r i a s , en e l cua l 

se observa la s e n c i l l e z de l mismo, a s í como también l o s 

pocos r e a c t i v o s y m a t e r i a l requer ido para l l e v a r l o a cabo. 

E v a l u a c i ó n y Comparación de l MCG en la De te rminac ión de LH 

y HCG, por los Métodos Convenc iona les de 1H, EiA y R IA . 

- Determinac ión de la capac idad de r ecuperac ión de l método. 

Por A n á l i s i s de Var ianza B i f a c t o r i a l , Cuadro V A , se en-

con t ró gran i n f l u e n c i a de los t iempos de c o n c e n t r a c i ó n 

(una y 24 horas ) y l os es tándares ad i c i onados i n i c i a l m e n t e 

sobre la concen t r a c i ón de HCG (Gonadotropy1 R o u s s e l l ) re-

cuperada después de l p roceso . Las d i f e r e n c i a s observadas 

en la recuperac ión de l HCG (Cuadro VB y VC) en una hora y 

24 horas , fueron e s t a d í s t i c a m e n t e s i g n i f i c a t i v a s ( P < 0 . 0 5 ) 

obteniéf idose una recuperac ión para HCG de 31.13 a 34.75% 

y un 73.70 a 86.47% respec t i vamente , independientemente 

de la concen t rac ión de HCG a d i c i o n a d a . Se obtuvo un Coe-

f i c i e n t e de Determinac ión ( R 2 ) de 1.00 y 0.99 ( P < 0 . 0 5 ) 

respec t i vamente. 

La HCG de 0 r tho-D iagnos t i es , se comportó s i m i l a r a la an-



t e r i o r ; por A n á l i s i s de Var ianza B i f a c t o r i a l (Cuadro VI A ) , 

también se encontró i n f l u e n c i a de ios t iempos de concent ra-

c i ó n y es tándares ad i c i onados , sobre la concen t r a c i ón de 

HCG recuperada después del proceso . Las d i f e r e n c i a s obser-

vadas en la r ecuperac ión de HCG (Cuadro VI B y C) en una 

hora y 24 horas , fueron e s t a d í s t i c a m e n t e s i g n i f i c a t i v a s 

( P < 0 , 0 5 ) ; la r ecuperac ión obten ida para HCG (Or tho Diag-

n o s t i c s ) , fué de 32.17 a 34.98% y un 72.43 a 87.89% respec-

t i v a m e n t e . E l C o e f i c i e n t e de Determinac ión fué de 1.00 y 

0,99 (P < 0 . 0 5 ) , r e spec t i vamente . 

Por IH ( P r e g n o s t i con ) , se encontró un 33.50% de recupera-

c i ó n para HCG (Gonadotropy! R o u s s e l l ) , después de concen-

t r a r una hora y un 67% du ran te 24 ho ras . 

Determinac ión de la r eacc ión cruzada e n t r e LH y HCG por E l A . 

Cuando se u t i l i z ó HMG como es tánda r de LH (Cuadro V i l ) , se 

obtuvo de un 5.70 a 6.19% de r e a c c i ó n c ruzada ; en e l caso 

de l o s es tándares p u r i f i c a d o s de LH (2nd-lRP,HMG) (Cuadro 

V I I I ) , se encontró un 5.67 a 6.96% de r eac c i ón cruzada, 

s i m i l a r a la a n t e r i o r . En e l caso c o n t r a r i o , cuando se de-

terminó la r e a c c i ón cruzada de HCG con LH por RIA (Cuadro 

I X ) , u t i l i z a n d o es t ánda res de HCG p u r i f i c a d o s , de Abbott 

L a b o r a t o r i e s , se de t e c tó de un 41.30 a 54.80% de c r u c e , va-

l o r muy a l t o , ya que l o s a n t i s u e r o s de LH e s t án d i r i g i d o s 

con t ra la molécula completa de LH: 



C. A p l i c a c i ó n y E v a l u a c i ó n C l í n i c a de l MCG en la Oe te rminac ión 

de los N i v e l e s de LH y HCG en d i f e r e n t e s Cond ic iones : Tes-

t i g o s (hombres y m u j e r e s ) , c l i m a t e r i o , o v u l a c i ó n y enferme-

dades de l t r o f o b l a s t o . 

En e l Cuadro X, se observan los n i v e l e s promedio de HCG y LH 

para e l grupo t e s t i g o de hombres, con edad promedio de 35 a-

ños ( l í m i t e s de 24 a 45 a ñ o s ) , no se d e t e c t ó a c t i v i d a d de 

HCG; presenta ron un promedio de 3.79 mUI {3-HCG/ml (+ 4 .29 

d e s v i a c i ó n e s t á n d a r ) , que es un v a l o r ubicado dent ro de los 

l í m i t e s normales de HCG ( i n f e r i o r e s de 10 mUI/ml para J3-HCG, 

E1A en s u e r o ) . En r e l a c i ó n a LH, se observaron dos i n d i v i -

duos con v a l o r e s ba jos (10 mUl/ml) r e spec to a los l i m i t e s 

normales ( s u p e r i o r a 25 mUI/ml para LH, RIA en s u e r o ) , que 

se exc luye ron para e l promedio de LH; los demás p resen ta ron 

n i v e l e s normales . E l promedio de LH fué de 83.60 mUI/ml • 

(+ 48.98 d e s v i a c i ó n e s t á n d a r ) . 

Respecto a l as mujeres de l grupo t e s t i g o , Cuadro X í , é s t a s 

p resenta ron una edad promedio de 34 años ( l í m i t e s de 23 a 

43 a ñ o s ) . La a c t i v i d a d de HCG, se d e t e c t ó en ocho (66 .7% ) 

de l a s 12 mujeres e s t u d i a d a s , de l a s o t r a s c u a t r o , dos es-

t u v i e r o n dent ro de los l í m i t e s normales y dos por a r r i b a . 

En promedio se d e t e c t ó 35.08 mUI £-HCG/m1 (+ 32.75 des v i a-

c i ó n e s t á n d a r ) , para e l cual no se i n c l uye ron l a s mu je res 

con /3-HCG supe r i o r a 200 mUI/ml. Respecto a LH, se d e t e c t a -

ron n i v e l e s promedio de 141 mUI LH/ml (+ 121 d e s v i a c i ó n es-



t á n d a r ) , para e s t e promedio se exc luyó una mujer con LH muy 

a l t a (393 mUI LH/ml) , probablemente en la premenopausia. 

Tres mujeres presenta ron concen t r ac iones de LH a l t a s , compa-

r a b l e s a l a s observadas en los d í a s cercanos a la o v u l a c i ó n . 

Cuando se determinó LH en c l i m a t e r i o , Cuadro X I I , en un gru? 

po s e l e c c i onado de 20 mujeres con edad promedio de 47.61 a-

ños ( l í m i t e s de 40 a 54 años , para e s t e promedio se exc lu-

yeron dos mujeres j ó venes con d i a g n ó s t i c o de menopausia pre-

coz, que d i e r o n a c t i v i d a d LH/HCG p o s i t i v a ) ; 17 de e l l a s fue-

ron p o s i t i v a s para a c t i v i d a d LH/HCG, cor respondiendo a l 85% 

de p o s i t i v i d a d LH/HCG. 

En e l caso de l a s mujeres eva luadas para d e t e c t a r p i c o ovu-

l a t o r i o de LH, Cuadro X I I I , con edad promedio de 27 años 

( l í m i t e s de 22 a 35 a ñ o s ) , 16 de e l l a s d i e r o n a c t i v i d a d LH/ 

HCG p o s i t i v a ( c o r r e s p o n d i e n t e a l 80% de p o s i t i v i d a d LH/HCG"), 

en dos a cua t ro d í a s , de los c i n c o se l e c c i onados para e l p i-

co o v u l a t o r i o , é s t o s concuerdan con 1a FEM y e l t i p o de c i -

c l o menstrua l para cada una de e l l a s . Las o t r a s c u a t r o fue-

ron n e g a t i v a s para a c t i v i d a d LH/HCG, observándose en e l l a s 

i r r e g u l a r i d a d e s de su c i c l o mens t rua l . 

F ina lmente , en e l Cuadro X IV , se d e s c r i b e 1a a p l i c a c i ó n del 

MCG para de te rminar HCG en embarazo normal y enfermedad de l 

t r o f o b l a s t o . En e s t e Cuadro, se observa que la s e n s i b i l i d a d 

obten ida después de procesar l a s muest ras , vá a depender de l 



astuche de d i a g n ó s t i c o usado; cuando se u t i l i z ó Grav index 

s e n s i b i l i d a d : 3 500 Ul HCG/1) para t i t u l a c i ó n de concen t ra-

c iones e l e vadas a HCG, se encontró un aumento en la s e n s i -

b i l i d a d de ocho veces , respec to a l a s d i l u c i o n e s s e r i a d a s 

de la t i t u l a c i ó n i n i c i a l de l a s muestras t r a t a d a s . En cam-

b i o , cuando se u t i l i z ó P r egnos t i con ( s e n s i b i l i d a d : 1 000 Ul 

HCG/ml) se observó un aumento de 16 veces , r e spec to a l a s 

d i l u c i o n e s de la t i t u l a c i ó n i n i c i a l de l a s muestras t r a t a -

das . Como se puede o b s e r v a r , los v a l o r e s obten idos con am-

bos es tuches d i a g n ó s t i c o s son e q u i v a l e n t e s , v a r i ando en + 

una d i 1uci ón. 



DISCUSION 

E l comportamiento de la gonadotropi na c o r i ó n i c a humana u r i n a r i a , 

observado en e s t e e s t u d i o fué s i m i l a r a l d e s c r i t o en o t r o s t r a-

ba jos (Ma r sha l l e t aj_. , 1968; Co l s ton , 1981; Aya l a e t a_¡_., 1984a) . 

La c o n c e n t r a c i ó n máxima de HCG, se observó de la séptima a la 

oc tava semana de g e s t a c i ó n ; de tec tándose n i v e l e s más a l t o s en 

la pr imera o r i na de la mañana ( P < 0 . 0 5 ) . D e f i n i d a la muestra 

b i o l ó g i c a a u t i l i z a r en e s t e t r a b a j o , se i n i c i ó e s t e con e l de-

s a r r o l l o del MCG mod i f i cado , obten iendo la s e n c i l l e z r e q u e r i d a ; 

logrando con é s t e una capac idad de r ecuperac ión para HCG de un 

79% por E I A , cuando se de jó p r e c i p i t a r la HCG toda la noche 

(P < 0 , 0 5 ) , v a l o r más a l t o , a l ob ten ido por Aya la e t a l .,'•(1978) 

u t i l i z a n d o k a o l í n - acetona y concanava1 i na A para c o n c e n t r a r 

HCG, determinada por R IA . La capac idad de recuperac ión de l mé-

todo aquí irnplementado, fué s i m i l a r a la obten ida por Chipman 

e t al_. (1981) , de un 77 a 89% de LH marcada con I 1 2 5 como es tán-

dar , p r e c i p i t a d a con acetona y determinada por R IA . E l MCG mo-

d i f i c a d o , presenta v e n t a j a s c o n s i d e r a b l e s , l a s c u a l e s se d e s c r i -

ben en e l Cuadro I I I ; l a s p r i n c i p a l e s son que u t i l i z a poco vo-

lúmen de muestra para e l proceso, que la c o n s t i t u y e la pr imera 

o r i na de la mañana, a d i f e r e n c i a de o t r o s e s t u d i o s que u t i l i z a n 

o r i n a de 24 o 48 horas (Marshal 1 et. a_l_., 1968; A y a l a e t a j _ . , 

1978), la s e n c i l l e z de su proced imiento , pocos r e a c t i v o s y equi-

po u t i l i z a d o (Cuadro I V ) , además de que puede usarse para 1H, 

RIA y E I A . As í pues, la s e n c i l l e z y cos to mínimo del método, 



l o hace ú t i l para c u a l q u i e r l a b o r a t o r i o que tenga neces idad en 

l a de t e rm inac ión de gonadotropi ñas , p r i n c i p a l m e n t e LH y HCG, 

que no dispongan de RIA o E I A . 

Es conoc ida la r e a c c i ó n cruzada que presentan LH y HCG, deb ido 

a la s i m i l i t u d ¡nmunológica y b i o l ó g i c a que poseen ( M i s h e l l , 

1966; V a i t u k a i t i s e t a j_ . , 1972b). S i n embargo, con e l desa r ro-

l l ó l e métodos más e s p e c í f i c o s que u t i l i z a n a n t i c u e r p o s c o n t r a 

1a subunidad ¡3 de HCG, se ha e l im inado en gran p a r t e e s t e in-

conven ien te ( V a i t u k a i t i s a_K , 1972a), aunque no en su t o t a -

l i d a d . Para f i n e s de los o b j e t i v o s de e s t e e s t u d i o , se d e t e r -

minó la r eacc ión cruzada de ambas hormonas, mediante £-HCG de 

E IA , de tec tándose un 6% de inmunoreac t i v idad c ruzada , porcenta-

j e l i ge ramente mayor a l d e s c r i t o para E I A , ya que e s p e c i f i c a n 

e l 1% de c ruce para LH y HCG. S i n embargo, e l v a l o r ob ten ido 

( 6 % ) , no genera con fus ión en los r e su l t ados , ya que normalmen-

t e l o s d í a s en que se toman l a s muestras para de te rminar HCG, 

en suero u o r i n a , e s t án se l ecc ionados y puede d e s c a r t a r s e f á c i l -

mente fechas de p i co o v u l a t o r i o , o en caso c o n t r a r i o tomar las 

en cuenta para la i n t e r p r e t a c i ó n de los r e s u l t a d o s ; además se 

n e c e s i t a r í a n concen t rac iones r e l a t i v amen te a l t a s de LH para dar 
a 

Jugar a la r eacc ión cruzada con HCG (Aya l a y Reyes , 1983). S i n 

embargo, en los concentrados u r i n a r i o s , e l n i v e l de LH aumenta 

cons iderab lemente , produciendo con f a c i l i d a d la r e a c c i ón c ruza-

da deseada mediante métodos con e s p e c i f i c i d a d menor que la . de l 

RIA o E I A , en e s t e caso IH . 



Cuando se probó la a p l i c a c i ó n c l í n i c a de l MCG mod i f i cado , se en? 

con t ró lo s5gu íen te : 

- En e l grupo de i nd i v iduos normales, so lo en e l 66.7% de l a s 

mujeres s i n an tecedentes de a lgún t i p o de n e o p l a s i a , se de tec-

tó a c t i v i d a d HCG u r i n a r i a (£-HCG, E I A ) ; de l a s doce mujeres e s 

t u d i a d a s , dos presentaron a c t i v i d a d HCG debida a la r e a c c i ó n 

cruzada con LH, o t r a s dos p resen ta ron n i v e l e s normales de HCG. 

E x i s t e s u f i c i e n t e in formac ión que apoya la p resenc ia de HCG 

en o r i na y t e j i d o s de i nd i v i duos normales, de la cua l no se 

sabe su o r i gen (Chen e t a]_. , 1976; Good £ t a j_ . , 1977; Borkows-

ki y Muquardt, 1979; B r auns te i n e t a K , 1979» 1984). Se han 

propuesto v a r i a s t e o r í a s para e x p l i c a r su p r e s e n c i a , a lgunas 

de e s t a s son l a s s i g u i e n t e s : Consideran que es ta s u s t a n c i a se-

mejante a HCG, sea de o r i gen h i p o f i s i a r i o o endóc r ino , s e c r e-

tada como un precursor de LH (Chen e_t a j L , 1976; Borkowski y 

Muquardt, 1979)» o que sea producida loca lmente en d i f e r e n t e s 

t e j i d o s p e r i f é r i c o s no endócr inos (Borkowski y Muquardt, 1979; 

Borkowski e t aj_, , 1984; B r a u n s t e í n e t _ a j _ . , 1984) . También pue 

de c o n s i d e r a r s e la p resenc ia de es ta hormona, como una f u n c i ó n 

t r o f o b l á s t i c a p e r s i s t e n t e después de l nac imiento ( B r a u n s t e í n 

£ t a j_ . , 1979), o un r e f l e j o ráp ido de la renovac ión c e l u l a r 

(Va i t uka i t i s et. a]_., 1976b). Ot ra h i p ó t e s i s propone, que la 

s e c r e c i ó n de HCG por c é l u l a s no endóc r inas no ma l ignas , puede 

ser cons iderada como una s e c r e c i ó n p a r á c r i n a p r i m i t i v a , per-

s i s t i e n d o a t r a v é s de la e vo l u c i ón (Roth et^ a_j_., 1982), y rea l 



mente, la p-HCG parece ser una p ro te ína muy an t i gua y p rese r-

vada , c o d i f i c a d a a l menos por ocho genes ( F i d d e s y Goodman, 

1980; B o o r s t e i n e t a K , 1982). 

A pesar de que hay v a r í a s h i p ó t e s i s que t r a t a n de e x p l i c a r la 

p resenc i a de HCG en t e j i d o s y f l u i d o s normales, aún no se l l e -

ga a un acuerdo conv incen te sobre e l l o . No obs t an t e , se s igue 

observando una ampl ia d i s t r i b u c i ó n de a c t i v i d a d HCG en e l or-

ganismo humano. As í pues, probablemente e x i s t a s e c r e c i ó n f i -

s i o l ó g i c a de HCG a concen t r ac iones b a j a s , que los métodos con» 

v e n c i o n a l e s para su de te rminac ión son incapaces de d e t e c t a r , y 

que con la ayuda de métodos de concen t r a c i ón se ha observado 

e s t a a c t i v i d a d en d i f e r e n t e s t e j i d o s y f l u i d o s normales . E s to 

e s impor tante , ya que como es sabido se cons idera a la molécu-

la de HCG como un marcador tumora l , y cuando l a s concen t r a c i o-

nes de é s t a sobrepasan e l umbral f i s i o l ó g i c o (10 mUI HCG/ml, 

E I A ) , debe i n v e s t i g a r s e su o r i g e n , buscando a c t i v i d a d neoplá-

s t c a con sec r e c i ón de HCG. 

Para la de te rminac ión de LH por r ea c c i ón cruzada con HCG por 

IH, en c l i m a t e r i o y p i c o o v u l a t o r i o , se obtuvo una e f e c t i v i d a d 

de un 85 y 80% respec t i vamente . Dando a s í , o t r a a l t e r n a t i v a 

para d e t e c t a r la o v u l a c i ó n , ya que normalmente se determina in-

d i r ec tamente por la d e t e c c i ó n de progesterona por R IA , hormona 

que aumenta después de o c u r r i d a la o v u l a c i ó n . As í también, l a 

LH en c l i m a t e r i o es determinada por R IA , y su d e t e c c i ó n por 

r e a c c i ó n cruzada con HCG por IH es ú t i l cuando no se cuenta con 

e s t e método. 



- La concen t r a c i ón de gonadot rop iñas , también se probó en mues-

t r a s u r i n a r i a s de pac i en t e s con embarazo normal y p a c i e n t e s 

con enfermedad de l t r o f o b l a s t o ; mostrando se r ú t i l en ambas 

cond i c i ones , lográndose aumentar la s e n s i b i l i d a d de la IH , de 

ocho a 16 veces , respec to a la concen t r a c i ón o r i g i n a l de la 

muest ra . Es to t i e n e impor tanc ia , en e l seguimiento de l a s en-

fermedades de l t r o f o b l a s t o , ya que hay e s t u d i o s que han con-

f i rmado , que la de te rminac ión de HCG en concentrados u r i n a r i o s , 

permite d e t e c t a r a c t i v i d a d tumoral a n t e s de que e s t é p r e s e n t e 

en suero ( S c h r e i b e r e t a_l_., 1976; Aya l a et. a j_ . , 1978; Wehmann 

e t a l . , 1981). 



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Con l o s r e s u l t a d o s ob ten idos , de acuerdo a los o b j e t i v o s se apo-

ya l a h i p ó t e s i s p lan teada i n i c i a l m e n t e . Se d e s a r r o l l ó un MCG 

u r i n a r i a s muy s i m p l i f i c a d o , y aprovechando con é s t e la r e a c c i ó n 

cruzada e n t r e LH y HCG, fué p o s i b l e de te rmina r LH c u a l i t a t i v a -

mente, s i n neces idad de l RIA como se hace genera lmente . Además, 

se fué capaz de d e t e c t a r a c t i v i d a d HCG (JS-HCG, E I A ) en i n d i v i -

duos normales , l o cua l es ú t i l p r i n c i p a l m e n t e en e l segu imiento 

de enfermedades del t r o f o b l a s t o u otras neop l a s i a s s e c r e t o r a s 

de HCG, s iendo p o s i b l e d e t e c t a r cambios en la a c t i v i d a d de HCG, 

an tes que és ta aparezca en sangre . La concen t r a c i ón de gonado-

t r o p i n a s u r i n a r i a s , puede se r u t i l i z a d a por c u a l q u i e r l abora to-

r i o c l í n i c o , como prueba de r u t i n a para gonadotropinas o cond i-

c iones c l í n i c a s en que é s t a s se encuentren a concen t r a c i ones ba-

j a s , aumentando as í la s e n s i b i l i d a d de IH, RIA y E I A . 
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CUADRO IV . PASOS USADOS EN EL METODO MODIFICADO PARA CON-

CENTRACION DE GONADOTROPI ÑAS URINARIAS, POR 

PRECIPITACION CON ACETONA. 

Pr imera Or ina de la Mañana 

A j u s t a r pH de 4 a 4.5 
con Ac . C l o r h í d r i c o 10% 

A l í c u o t a de 40 mi + 40 mi de Acetona , 
A g i t a r y R e f r i g e r a r Toda la Noche 

Separar e l P r e c i p i t a d o por C e n t r i f u g a c i ó n 
a 2500 rpm/ 5 Minutos 

Secar e l P r e c i p i t a d o con A i r e C a l i e n t e , 
De j a r Reposar 10 a 15 Minutos 

R e c o n s t i t u i r e l P r e c i p i t a d o con B u f f e r de 
Fosfatos- pH 7 .4 , C e n t r i f u g a r a 2500 

rpm/ 10 Minutos 

El imi nar e ì P r e c i c i t ado , Conservar e l 
Sobrenadante para su A n á l i s i s 
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CUADRO V i i . DETERMINACION DE REACCION CRUZADA ENTRE HORMONA 

LUTEI NIZANTE (LH) Y GONADOTROPI NA CORION!CA HU-

MANA (HCG), UTILIZANDO GONADOTROPI NA MENOPAUSI-

CA HUMANA (HMG) COMO ESTANDAR DE LH. 

LH (HMG) 8-HCG, ELISA (mUI/ml) 
X 

Reac c i ón 
mUl/mi r X Cruzada ( % ) * 

1250 83.10 71 .67 77.38 6.19 

375 25.56 20.06 22.81 6.08 

125 8.21 6.07 7.14 5 .70 

* Reacc ión Cruzada = Cant idad de HCG Detectada ^ y 
Cant idad de LH Ad ic ionada 



CUADRO I X . DETERMINACION DE REACCION CRUZADA ENTRE GONADO-

TROPINA CORION1CA HUMANA Y HORMONA LUTE ] NI ZANTE, 

UTILIZANDO ESTANDARES DE HCG ALTAMENTE PURIF ICA-

DOS, DE ABBOTT LABORA TORI ES . 

HCG LH, RIA (mUI/mi) Reacc i 6n 
mUI/mi J Cruzada { % ) * 

50 26.80 28.00 27.40 54.80 

100 40.20 42.40 41 .30 41 .30 

* Reacc ión Cruzada = Cant idad de LH Detectada 
. x 100 

Cant idad de HCG Ad ic ionada 



CUADRO X . N IVELES DE GONADOTROPI NA CORIONICA HUMANA (HCG) Y HORMONA 

LUTEINIZANTE ( L H ) , EN CONCENTRADOS URINARIOS DE HOMBRES 

ADULTOS NORMALES, DETERMINADOS POR EL ISA Y RIA RESPECTI-

VAMENTE. 

B -HCG, EL I SA (mUI/ml ) LH, RIA (mUI/mi ) 
C l a ve 

r 
X X 

01 6.70 8 .62 7.66 139 137 138 

02 2.22 2 .22 2.22 37 39 38 

03 0.00 1 .11 0 .56 62 64 63 

04 0.00 0.00 0.00 38 36 37 

05 0.00 0.00 ' 0 .00 11 9 10* 

06 6 .06 7.13 6.60 161 159 160 

07 7.34 6.91 7.13 107 • 105 106 

08 8 .83 10.48 9 .65 137 139 138 

09 0.00 0.00 0 .00 11 9 10* 

10 1.11 0.00 0 .56 85 83 84 

11 0 .00 0.00 0.00 27 29 28 

12 11 .01 11.11 11 .06 45 43 44 

X t =3.79 X t=83. 

S=4.29 S=48. ! 

ESM=1.24 - ESM=1 5.: 

X : Media A r i t m é t i c a T o t a i ; S : D e s v i a c i ó n E s t á n d a r ; 

ESM: E r r o r E s t ánda r de la Med ia . 

* No se I n c l u y e r o n para e l Promedio de LH. 



CUADRO X I . N IVELES DE GONADOTROPI NA CORIONICA HUMANA Y HORMONA 

LUTEI NIZANTE, EN CONCENTRADOS URINARIOS DE MUJERES 

NO EMBARAZADAS, DETERMINADOS POR EL ISA Y RIA RESPEC-

TIVAMENTE. 

0-HCG, EL ISA (mUI/ml) LH, RIA (mUI/ml ) 
C l a v e X X 

13 2 .16 4.38 3.27 100 98 99 

14 10.05 8.19 9 .12 70 68 69 

15 14.72 17.47 16.09 256 258 257* 

16 > 200.00 > 200.00 > 200.00** 146 148 147 

17 26.05 24.99 25.52 26 24 25 

18 > 200.00 > 200.00 > 200 .00** 394 392 393** 

19 15.99 16.94 16.46 42 44 43 

20 71 .66 72.70 72.18 39 37 38 

21 23.62 22.98 23.30 258 256 257* 

22 12.38 13.66 13.02 56 54 55 

23 82.49 88.58 85.53 256 258 257* 

24 83.38 89.17 86.28 53 51 52 

X t=35.08 X t =l41 

S =32.75 S =121 

ESM = 9 .09 ESM = 36.33 

* Mu j e r e s en D í a s Cercanos a l a O v u l a c i ó n . 

* * No se I n c l u y e r o n para e l Promedio de HCG y LH. 

X^: Media A r i t m é t i c a T o t a l ; S : D e s v i a c i ó n E s t á n d a r ; 

ESM: E r r o r E s t ánda r de la Med ia . 



CUADRO X I I . DETERMINACION DE HORMONA LUTEINIZANTE 
EN CLIMATERIO, A PARTIR DE CONCENTRA-
DOS URINARIOS MEDIANTE REACCION CRUZA 
DA DE LH CON HCG, UTILIZANDO PREGNOS-
TI CON CON SENSIB IL IDAD DE lOOOUI HCG/I 

C lave Edad 
(Años) 

Ac t i 
LH/I 

C-01 50 + 

C-02 48 + 

C-03 53 + 

C-04 54 + 

C-05 29* + 

C-06 48 + 

C-07 53 + 

C-08 50 + 

C-09 46 + 

C-10 52 + 

C-l 1 47 + 

C-12 35* 

C-l 3 45 + 

C-14 46 + 

C-15 41 + 

C-l 6 40 + 

C-l 7 42 + 

C-l 8 - 49 -

C-l 9 48 -

C-20 45 • 

X = 47.61 P r o p o r c i ó n . ( + / - ) = 5.00 = 
S = 4 . 09 _ _ _ _ 

* No se I n c l u y e r o n en e l Promedio de Edad y en la P ropo r c i ón 
de A c t i v i d a d LH/HCG . 

X : Media A r i t m é t i c a S : Desrv ¡ a c i ó n . E á t ánda r . 



CUADRO X I I I . DETERMINACION DEL PICO OVULATORIO DE HORMONA LUTE-

INIZANTE EN CONCENTRADOS URINARIOS, MEDIANTE REAC-

CION CRUZADA DE LH CON HCG, UTILIZANDO PREGNOSTICON 

CON SENS IB I L IDAD DE 1000 Ul DE HCG/1. 

A c t i v i d a d LH/HCG 
C l a ve Edad 

(Años ) 
D í as 
-2 

de l 
-1 

C i c l o Menstrúa 1 
0 +1 +2 

FUM* 

0-01 35 + + + 16-12-84 

0-02 29 - - + + + 30-12-84 

0-03 27 - + + + - 30-12-84 

0-04 29 - - + + 30-12-84 

0-05 35 - - + + 26-01-85 

0-06 35 + + - - - 5-02-85 

0-07 28 + + + 1-02-85 

0-08 22 + + - - - 15-02-85 

0-09 35 - + + + 1-03-85 

0-10 28 - - + + 27-02-85 

0-1 1 25 - - + + 24-02-85 

0-12 35 . - - + + - 28-02-85 

0-13 33 + + + 19-03-85 

0-14 26 - + + 6-04-85 

0-15 31 + + + + - 19-04-85 

0-16 28 + + _ 5-04-85 

0-17 26 - - - - - 22-04-85 

0-18 20 - - - - - . 3-04-85 

0-19 

0-20 

32 

33 

X = 2 7 0 ..54, 1 .00 

i 

, 1 .00, 1 .00 , 0 .25 

6-04-85 
30x4 

23-02-85 
30x4 

S = 4.52 P r o p o r c i ón ( + / - ) 

FEM** 

11-01-85 
2 6x4 

28-01-85 
30x4 

26-01-85 
28x4 

29-01-85 
31x7 

25-02-85 
30x4 

28-02-85 
28x4 

2-03-85 
30x3 

13-03-85 
28x4 

29-03-85 
28x4 

1-04-85 
31x4 

26-02-85 
31x4 

25-03-85 
26x4 

13-04-85 
26x4 

4-05-85 
30x4 

18-05-85 
30x4 

2-05-85 
28x4 

19-05-85 
30x4 

4-05-85 
30x4 

24-04-8$ 
(19x4) 

19-03-35 
(25x4) 

* Fecha de la U l t ima M e n s t r u a c i ó n . 
* * Fecha Esperada de la M e n s t r u a c i ó n . 



CUADRO X I V , APLICACION DEL METODO MODIFICADO PARA DE-

TERMINAR GONADOTROPI NA CORIONICA HUMANA, 

EN EMBARAZO NORMAL (EN) Y ENFERMEDAD DEL 

TROFOBLASTO ( E T ) . 

D ¡agnós t i co 
HCG I n i c i a 

U l / Ì 

HCG F i n a l 
1 (Concent rada ) 

U l / Ì 

No. Veces de l 
Aumento de la 
Can t idad HCG 

EN 56000 448000 8* 

EN 7000 56000 8* 

ET 7000 56000 8* 

ET 1000 16000 16** 

ET 1000 32000 32** 

ET 500 8000 1 6** 

* G rav index ( O r t h o , Di ¡ agnos t i c s ) , Sens : i b ¡1 i dad 

3500 U J/1 

P regnost i con (O rganon T e k n ¡ k a ) , S e n s ¡ b i l i dad 

1000 U l /1 ' 




