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RESUMEN

En el presente trabajo, se desarroll6 un método simplificado pa-
ra concentracion de gonadotropinas (MCG), con el cual se obtuvo
un 79% de recuperacidn de HCG, concentrande 1a orina durante 24
horas, el cual difiere en forma significativa a la recuperacibn
de HCG en una hora (P-<0.055. Se obtuvo un.6% de reaccién cru-
zada de LH con HCG por EIA, tanto con Pergonal como ¢on estanda-
res purificados de LH (2nd-I1RP, HMG); esto se hizo con el objeto
de interpretar correctamente la actividad HCG en los concentra-

dos urinarios. Respecto a la aplicacién del MCG:

- Se logrd detectar actividad HCG por EIA, exclusivamente en el
66% de las'mujeres sanas sin antecedentes de neoplasia, y su
presencia no fué causada por l& reaccidn cruzada con LH. La LH
por RIA, se comportd sihilar en hombres y mujeres, excepto en

aquelilas en dfas cercanos a su ovulacién o en premenopausia,

- En la determinacién de LH en climaterio y ovulacidn por reac-’
cidn cruzada con HCG, se logré una positividad de actividad LH/

HCG, del 85 y 80% respectivamente, mediante iH para HCG.

- En la determinacién de actividad trofobldstica en embarazo
normal y enfermedad del trofoblasto, se aumentd la sensibili-
dad para IH de ocho a 16 veces (en base a diluciones 1:2), res-
pecto a la concentracién inicial de HCG, dependiendo de la sen-
sibilidad del estuche diagnésti co usado {Gravindex o Pregnosti-

con).



El MCG, dd otras alternativas, puede ser utilizado en cualquier
laboratorio c¢linico, y ser aplicado en cualquier condicibn cil-
nica gue presente bajas concentraciones de gonadotropinas, que

pueden ser determinadas por iH, RIA o ElA.



INTRODUCCION

La gonadotropina cpriénica humana (HCG) y la hormona luteinizan-
te (LH), son hormonas glicoprotéicas con actividades biolbégicas
e inmunolégicas similares. La HCG-es secretada por la placenta
y circula normalmente durante el embarazo, aunque se ha detec-
tado en algunas neoplasias. En cambio, la LH es secretada por
la adenohipbfisis y puede detectarse facilmente en la circula-

cién después de la pubertad en ambos sexos.

Ambas hormonas, estdn compuestas por dos subunidades distintas,
subunidad alfa (o€} y subunidad beta (p), unidas en forma no
covalente por enlaces disulfuro. Las subunidadeso<de HCG y LH,
poseen estructuras primarias semejantes y consecuentemente son
inmunol6gicamente similares. En cambio, existen diferencias
importantes entre la estructura primaria de sus subunidades ﬁ,
especialmente en el extremo carboxilo - terminal de la P-HCG,
que no se encuentra en la p-LH; esta diferencia pequefa pero
determinante, ha dado lugar al desarrolio de métodos inmunold-
gicos altamente sénsibies y especificos, como el radioinmuno-
andlisis (RIA) y métodos inmunoenzimdticos (ElA, anteriormente
‘1lamados ELISA), que permiten la deteccidn selectiva de HCG,

adn en presencia de LH.

Sin embargo, pese a la alta sensibilidad de estos métodos, exis-
te una gran variedad de condiciones clinicas, en las cuales Jlas

gonadotropinas se encuentran en concentraciones menores que el



Vimite de la sensibilidad de los ensayops utilizados actualmente
para su determinacién. Con el psopdsito de eliminar esta 1imi~
tacién, se han desarrollado métodos para concentrar gonadotro-
pinas urinarias, y aumentar la sensibilidad de los ensayos. Sin
embargo, su alto costo y laborioso proceso, los ha hecho Gtiles
solo a nivel de hospitales de especialidades y centros de inves-

tigaci6n, no siendo utilizados atn a nivel de rutina.

La importancia del presente trabajo, radica en la evaluacién y
aprovechamiento de la reactividad inmunolégica cruzada que pre-
sentan LH y HCG, para su detefminacién por Iés técnicas conven-
cionales de inhibicién de la hemeglutinacién (IH), tanto en con-
diciones fisiolbgicas como patolégicas, asi como el incremento
en la sensibilidad de estos ensayos mediante.procedimientos sen=

cillos para la concentracién de gonadotropinas, que puedan rea-

lizarse en cualquier laboratorio de analisis clinicos.

En base a esto, se pianted la siguiente hipbtesis: mediante un
método simplificado para 1a concentracidn de gonadotropinas en
orind, y la utilizacién de la reacci6bn cruzada entre LH y HCG,
se aumentard l|a sensibilidad de las técnicas convencionales pa-

ra su determinacioén.

Si la capacidad de recuperacidn del método es conocida y pueden
utilizarse los métodos de IH, RIA y EIA, el incremento en la sen-
sibilidad permitird detectar concentraciones de HCG en individuos

normaies y posteriormente, se puede aplicar en la deteccibén tem-



prana de actividad trofoblastica, as! como también para detec-
tar LH en ovulacién y climaterio principalmente. El Ifmite de

1a sensibilidad vé a depender del tipo de ensayo usado.



CBJETIVOS

1) Desarrollar un método sencillo 9 reproducible para 1a con-

centracién de gonadotropinas urinarias (LH y HCG).

2) Evaluacidén y comparacién del método para concentracion de
gonadotropinas, en la determinacién de LH y HCG por los mé-

todos convencionales de IH, RIA y EIA,

3} Aplicacién vy evaluacién clinica del método en la deteccion
de LH y HCG, en las condiciones ciinicas siguientes: ovula-

cidn, climaterio y enfermedades del trofoblasto.



ANTECEDENTES

Gonadotropina Cori6énica Humana en Embarazo Normal y Enfermeda-~

des del Trofoblasto.

La gonadotropina cori6nica humana, es una glicoprotelina secre-
tada por la placenta (sincitiotrofoblasto), que aparece en cir-
culacibn despué€s de ia implantacién embrionaria, tiene un peso
molecular de 57 000 daltons (Colston, 1981). Dicha hormona, es-
-ta cbmpuesta por dos subunidades diferentes unidas en forma no
covalente por enlaces disulfuro. La subunidad o y la subuni-
dad B (Va?tukaitis et al., 1976b). La primera es bioqufmica e
inmunolbgfcamente similar a la subunidad &< de otras hormonas
glfcoprotéicas, tales como: la hormona luteinizante, la hormona
estimulante del folifculo (FSH) y la tirotropina (TSH), mientras
que lés subunidades B, responsables de la especificidad biol6-
gica para cada una de estas hormonas, son diferentes entre sf

en la secuencia de aminoacidos (Morgan y Canfield, 1971). EIl
patrén de secrecidn de HCG durante el embarazo, es similar cuan-
do se utilizan métodos biolégicos e inmunol6gicos para su deter-
minacidn, siguiendo un comportamiento pulsdtil {Owens et al.,
1981; Ayala et al., 198k4a), su concentracién mdxima se presenta
de la séptima a, décima semana de gestacién y declina a niveles
bajos durante el resto del embarazo, desapareciendo de circula-
ci6n normalmente una semanpa después del parto (Marshall et al.,

1968; Owens et al., 1981). Entre las funciones biolégicas de

la HCG mas importantes pueden mencionarse las siguientes (Colston,



1981; Zarate et al., 1982):

— —

1) Funcibn Luteotrépica; La HCG estimula al cuerpc lOteo para
que produzca progesterona y estrdgenos, esenciales para el man-
tenimiento del embarazo temprano, constituyendo asf un buen mar-

cador del embarazo.

2) Diferenciacién Sexual. Las células de Leydig de los testicu-
los fetales, son estimuladas por la HCG en el embarazo temprano,
para la secrecitn de testosterona que juega un papel importante

en la diferenciacién sexual del feto,

3) Se cree también, que la HCG protege al embridn contra el re-
chazo inmunol6égico, formando una barrera motecular entre 12 uni-

dad fetoplacental y los tejidos maternos.

La metodologla para el diagn6stico del embarazo, se ha basado
desde hace aproximadamente 58 afios en 1a deteccién de HCG. A
partir de esta fecha, se ha avanzado en el conocimiento de su mo-
lécula, asf como, en el desarrollo de nuevas técnicas para su de-
terminaci6n; las cuales han evolucionado desde el biocensayo, mé-
todos inmunoldgicos, radioinmuncandlisis, radioreceptores (RRA},

hasta lTos métodos inmunoenzimadticos.,

En 1928, Aschheim y Zondek desarrollaron el primer biocensayo con-
fiable para la determinacién de HCG, constituyendo asi, la prime-~
-ra generacibn de pruebas para el diagnéstico del embarazo, basa-

das en i{as propiedades Juteinizante y luteotrépica de dicha hor-
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“mona, la cual produce cambios importantes en los érganos sexua-
les de animales preplberes de laboratorio, a los gue se les in-
yectaba orina de mujeres embarazadas, aprovechando la caracte-
ristica de lograr el efecto bicl6gico en otras especies. Estas
representan gran especificidad pero son Iaborfosas y tardadas

(Burr, 1975; Krieg y Henry, 1979).

Wide y Gemzell (1360) introdujeron fa primera prueba inmunol6-
gica para la HCG, basada en una reaccion de inmunchemaglutina-
cibn (IH). Dicha prueba se basa en 1a capacidad de 1a HCG para
eétimular la produccién de anticuerpos, que son capaces de neu-

tralizar HCG en sangre y orina de mujeres embarazadas.

Posteriormente, se desarrollaron métodos mds sensibles y espe~
cificos, como el RIA {(Vaitukaitis et al., 1972a) y el de RRA

1., 1974), capaces de detectar concentraciones ex-

(Saxena et
tremadamente bajas de HCG, que se presentan en el embarazo tem-
prano y con capacidad discriminatoria para LH, en el caso del
RIA. EJ] RIA, estd basado en el mismo principio de los métodos
inmunolégicos, soio que aquf se utilizan preparaciones purifi-
cadas de HCG marcadas con Yodo radiactivo, Otro de estos mé-
todas, con sensibilidad y especificidad elevada, es el inmuno-
enzimdtico, como su nombre lo indica los anticuerpos estdn con-
jugados a enzimas, en lugar de usar radioisttopos, 1o cual le
dd ventaja sobre el RIA (Engvall y Perlmann, 1971; Forsbach

t al., 1984).

—— g
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Sin embargo, aunque estos métodos son muy sensibles y especffi-
cos, su uso estd limitado a laboratorios equipados para e}l ma-
nejo de material radiactivo {en casoc del RIA y RRA}, y & 1a im-

portacibn de los estuches diagnésticos (RIA, RRA y EIA).

La HCG, ademds de secretarse durante el embarazo, se secreta en
forma ectdpica en enfermedades del trofoblasto y algunas enfer-
medades no trofobldsticas {(Vaitukaitis, 1976a; Mitchell y Bag~

shawe, 1976; Ayala et al,, 1984b), por lo cual constituye un

marcador tumoral eficiente en estas enfermedades.

La enfermedad del trofoblasto, es un proceso del corion de la
placents, dentro de sus variantes se encuentran la mcla hida-
tiforme o embarazo molar, el corioadenoma destruens y el corio-
carcinoma (Buckeley, 1984). La mola que invade el miometrio,
se le liama corioadenoma destruené. El coriocarcinoma, es un
tumor anapldsico compuesto de sincitiotrofobiasto y ¢itotrofo-
blasto que invade el miometrio causando hemorragia y necrosis,
puede producir metastaéis, a diferencia de las anteriores, no
contiene vellosidades., El coriocarcinoma se origina en el 50%
de los casos, de un embarazo molar y en el otro 50% proviene

de abortos, embarazos normales y ectopicos (Zarate et al,, 1982).
Independientemente de su orfgen, el coriocarcinoma se& caracte~

riza por su diseminaci6n rdpida, de aquf la importancia de un

diagndstico temprano para tener un tratamiento oportuno,

En nuestro Pais, la frecuencia de mola hidatidiftorme es de uno
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por cada 200 embarazos; mientras que en los Estados Unidos de
Norteamérica es de uno por cada 1700 embarazos (Buckeley, 1984),
. La secrecién de HCG en estas enfermedades, ha tenido una impor=-
tancia clinica relevante, utilizdndola como un marcador en el
seguimiento de individuos con tumores trofoblasticos (Khoo y
Daunter, 1980; Khoo, 1982; Ayala et al., 1984c). La persisten-
cia de niveles anormales de HCG en el seguimiento de estos pa-
cientes, es un indicador para la continuacién del tratamiento,
y el mantenimiento de niveles normales (menores de 1OmUl/ml,
por EIA) cuando menos durante un afo, es criterio de curacién
de la enfermedad (Wehmann et al., 1981),

—— e—

Hormona Luteinizante en Ovulacidn y Climaterio.

La hormona luteinizante, es una glicoproteina producida por 1la
adenohipéfisis junto con la FSH, su peso molecular es de 30 000
daltons, y al igual que en 1a HCG (con la que presenta gran si-
militud), la subunidad B es la que le confiere su actividad bio-
ibgicarespecffica (Wide, 1976). Sin embargo, existé una dife-
rencia marcada entre la subunidad p de ambas hormonas, &sta con=
siste en una secueﬁcia de aminodcidos localizados en la fraccibn
carboxilo - terminal de la p-HCG, que no se encuentran en la
B-LH (Vattukaitis et al., 1976b). Por consiguiente, los anti-
Sueros generados.para la forma nativa de HCG, LH o sus subuni-
dades o< ,lposeen una especificidad menor que los antisueros

prdducidos para la P-HCG, que discriminan entre LH nativa y HCG.
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En base a esta diferencia selectiva, se desarrollaron los méto~-
dos del RIA y EIA, eliminando asf la reaccién cruzada entre am-

bas hormonas (Vaitukaitis et al., 1972a).

la LH estimula la maduracidén del folfculo de De Graff, la ovu-
lacién y el desarrollo del cuerpo lateo, induciendc la produc-
cidn de estrbgenos y progesterona por los covarios, En la muyjer,
durante su perfodo de vida reproductivo, se produce una inter-
accioén muy compleja entre el hipotalamo, la hipéfisis y 1a gd-
nada (Zarate et gl.; 1982}. La LH es secretada a concentracio-
neﬁ muy variables durante todo el ciclo menstrual y presenta un
aumento médximo antes de iniciarse-]a ovulacion (Mishell, 1966),
En casos de castraci6n ¢ pérdida de funcién gonadal, se observan
niveles muy elevados de LH y FSH, que.sobrepaSan de cinco a 15

veces los niveles normales (Wide, 1976).

El climaterio, es la etapa fisiolégica en la vida de la mujer
que se caracteriza por la términacibn de la capacidad reproduc-
tiva de los pvarios, seguida por una-serie de ajustes endbdcrinos
que se manifiestan por alteraciones menstruales, anovulacion y
el cese de la menstruaci6bn. EIl té&rmino menopausia, solo indica
la fecha de la ditima menstruacién que ocurre durante el clima-
terio, La edad promedio en que ocurre la menopausia, varia en-
tre los 45 y 50 afos, se considera que ha ocurrido la menopausia
precozmente cuando aparece antes de los '35 anos (Zérate et al.,
1982)., El climaterio se divide en manifestaciones qumenopausi—

cas y postmenopdusicas. La postmenopausia, se acompaia de un
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aumento progresivo en la secrecién de gonadotropinas (LH y FSH),
niveles elevados de éstas, se presentan aan antes de 1a menopau-:
sia, detectdndose en orina concentraciones muy por encima de las,

observadas en edad reproductiva (Ferndndez del Castillo.y Ayala,

1983).

El primer método inmunciégico para el andlisis de gonadotropinas
hipofisiarias, usé una prueba basada en la inhibici6n de 1a he-
maglutinacién (Mishell, 1966). Posteriormente aparecis el RIA

que despliazd estas técnicas.

Desde el inicio del bioensayo, ya se utilizaban técnicas de con-
centracién para las gonadotropinas en orina y suero, las cuales
eran laboriosas y complicadas; subsecuentemente se desarrolla-
ron otras técnicas mas pérfeccionadas, algunas de é&stas senci-
11as, que se han uii]izado bajo ciertas condiciones clinicas,
principalimente por IH y RiA (Marshall et al,, 1968; Schreiber
et al.,, 1976; Kulin y Santner, 1977). Debido a lo complicado

y en algunos casos su costo elevado, el uso de estas técnicas
de concentraci6n se ha restringido casi totalmente a nivel de
investigacibn; ademds, han sido coﬁsideradas innecesarias con

el desarrollo del RIA y EIA., Sin embargo, estos métodos no pue-
den ser utilizados en cualquier laboratorio, ademas bajo cier-
tas condiciones clinicas éstos son incapaces de detectar gonado-
tropinas, por encontrarse &stas en concentracion mds baja gue

el 1fmite de sensibilidad de dichos métodos (Schreiber et al.,

1976; Kulin y Santner, 1977}, Por lo que, nuevamente se-han
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utilizado y desarrollado técnicas de concentracién para gonado-
tropinas en orina, principaimente gon el propbébsito de aumentar
la sensibilidad del RIA, siendo de gran utilidad en el drea cii~

t al., 1978; Wehmann et al., 1981).

nica y experimental (Ayala

Una de las razones principales para utiltizar concentrados uri-
parios en la determinacién de gonadotropinas, es que el nivel

de HCG en orina de 24 horas, equivale al de HCG detectada en

1 000 ml de suero {Marshall et al., 1968)., Ademas, se ha obser-
vado que estos concentrados son potencialmente mds efectivos que
las determinaciones en suero, ya que se puede detectar la per~
sistencia de cantidades pequefias de tejido trofoblastico secre-
tor de HCG; adn cuando esta hormona todavia no es detectable en
el suero {Schreiber et al,, 1976; Ayala et al., 1978; Whemann

1., 1981),

et
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MATERIAL Y REACTIVOS

A,

Material Bioldgico

Primera orina de la mahana de individuos voluntarios, NOrma~.
les vy en diferentes condiciones: ovulacidén, climaterio, en-

fermedades del trofoblasto y embarazo normal.

Equipo y Reactives

Contadores de radiacién gamma, Gamacord Il Ames-Miles.

- Espectrofotémetro Cuantum'lt, Abbott Laboratories,

- Balanza Analitica Sartorius, Werke GMBH GOttingen.

- Centrifuga refrigerada automdtica, Sorvall General-Purpose.

- Centrifuga clinica, International Equipment Co.

- Refrigerador normal (4°C), Kelvinator.

- Congelador (-20°C), American.

- Bomba de distribucitn Gorman-Rupp TM, Abbott Laboratories.

- Pentawash |1, Abbott Laboratories.

- Rotador clinico con movimiento circular 3/4", Clay Adams,

- Agitador vortex, Lab-Line Instruments, |nc. '

- Pipetas de precisif6n de 100 y 200 ul, Oxford Laboratories
inc.; 300 y 1 000 ul, Helena Laboratories,

- Bafio de agua (37°¢C) Thelco, Precision Scientific Co,

- Esponja para decanFar, Diagnostic Products Corporation,

- Vidrierla comGn de laboratorio.

- Estuches para LH-RIA, Diagnostics Products Corporation.,



Estuches para P-HCG-EiA, Abbott Labora;ories.
= Estuches para HCG Gravindex, Ortho Diagnostics.

- Estuches para HCG Pregnosticon, Organon Teknika,

Buffer de fosfatos pH 7.4.

Acetona y Etanol, Merck.

16.
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METODOS

Los procedimientos desarrollados para |H, RIA y E!A, fueron los
descritos por cada casa comercial en los estuches diagnésticos
para HCG, B-HCG y LH, utilizados convencionalmente en el area

clinica y de investigacién,

A. Andlisis Preliminar. Seleccidn de la muestra biol6gica ade-

cuada. En el estudio de las gonadotropinas urinarias, siem-
pre ha habido controversia para utilizar la muestra adecua-
da en su determinacién, esto es debido principalmente al ti-
po de secrecidn pulsdtil que presentan (Kulin y Santner,

- 1975; Owens et al,, 1981; Ayala

!

utiliza orina de 24 horas, aungque ya se han hecho estudios

et al., 1984a); en general se
sobre esto, utilizando orina de perfodos cortos (Kulin et al.,
1975; Kulin y Santner, 1977; Urban et al., 1977) con buenos
resultados; otro de los inconvenientes es la difict]l obten-

cién, en el caso de la orina de 24 horas.

Para fines de este estudio, se analizo el comportamiento de
la HCG en el transcurso del embarazo, simulténeamente en pri-
mera orina de la mafiana y orina de 24 horas, en un grupo de
cihco mujeres con embarazo normal, A éstas, se les hicieron
titulaciones de HCG simul tdneamente en primera orina de la
mafiana y orina de 24 horas cada semana, @ partir de la sép-
tima seména de gestacién, hasta 1a semapa 16, Las muestras

se procesaron de la siguiente forma:
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1) Medir el volGmen de las dos muestras de orina,

2) Tomar una allicuota (5 ml) de la primera orina de la ma~-
fana, y el resto se mezci6 con la orina de 24 horas; to-

mando también una alfcuota igual.
3) Centrifugar las dos alfcuotas.

L) Titular la HCG con Gravindex (sensibilidad: 3 500 U}

HCG/1), haciendo diluciones seriadas e intermedias.

5} Los resultados se almacenaron para su interpretacibn pos~-

terior.

El primer pasc del trabajo experimental consisti6 en:

B.

Desarroltar un Método de Concentracidn para Gonadotropinas.

MCG). Para esto se seleccionaron dos solventes (etanol y
acetona), ya descritos en otros trabajos como agentes preci~
pitantes de gonadotropinas urinarias (Mitﬁhe]l y Bagshawe,
1976), se probaron simultdneamente para seleccionér el me-
jor precipitante, utilizando estdndares de HCG de concentra-
cién conocida (Gonadotropyl Roussell, 5 000 Ul). Una carac-
terfstica del MCG, es que debe ser lo més simple posible pa-
ra utilizarlo en el laboratorio como rutina para hormonas

glicoprotéicas, }a metodologfa fué la siguiente:

1) E) estandar de HCG {5, 15 y 50 Ul}, se diluyb en orina

de un varon, la cual era negativa para HCG, ajustada a

urn pH de 4.5,
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2) Unas muestras (orina mds HCG), se precipitaron con al-
cohol (etanol) al 96% y otras con acetona, ambos solven-
tes en una relacidn 4:1, respecto al volimen de orina,

. . . _
se dejaron reposar a & C durante una hora.

3) Se centrifugé la mezcla anterior para obtener el preci-
pitado, que se disolvi6 (previamente seco) en solucién
amortiguadora de fosfatos pH 7.4, obteniéndose finalimen-
te la HCG en el sobrenadante, que se tituld con pregnos-

ticon (sensibilidad; 1 000 UI/1).

L) Este procedimiento se repite hasta obtener resultados
adecuados, eliminando interferencias que se presenten,

hasta su completa estandarizacioén.

Determinacién de la Capacidad de Recuperacidédn del Métodao,

Para este punto, se utilizaron estdndares de concentracidn
conocida (Gonadotropyl Roussell y HCG purificada de Ortho
Diagnostics), que se sometieron al MCG, teniendo como base
1a concentracidn inicial del estandar y la concentracién
fina!l (después de procesado), para determinar el porcentaje

de HCG que se recupera durante el procesa., La HCG se midid

por IH (Pregnosticon) y EIA., .

Determinaci6n de la Reaccidn Cruzada entre LH y HCG. Con el u-

so de estdndares purificados de LH (2ndi|RP,HMG) de concentra-

cién conocida (Diagnostic Products Corporation (DPC), Cis-Sorin,
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Clinical Assays (CA) y Pergonal (Gonadotropina Menopdusica
Humana (HMG), mediante un ensayo de EIA para B-HCG, se de-
termind el porcentaje de reaccidn cruzada que presentan LH
y HCG en ese ensayo. Con este dato; es posible conocer el

efectc de ambas hormonas en los concentrados urinarios.

Aplicacién del MCG en Individuos Testigo, Determinando su

Reproducibilidad y Efectividad. Para este punto, a todos

los individuos se les pidid, colectaran la primera orina de

la manana, para efectuar la determinacidbn correspondiente.

- Individuos Normales, Estos comprendieron un grupo de 12
hombres y 12 mujeres, para determinar los valores urina-
rios normales de LH y HCG por RIA y EJA respectivamente,
tomando en cuenta su edad; en las mujeres su fecha de G]-
tima menstruacion (FUM) y fecha esperada de l1a siguiente

menstruacién (FEM), para su interpretacibn final,

- Deteccitn del Pico Ovulatorio de LH, Se selecciond un

grupo de 20 mujeres sanas que no recibieron medicamentos,
menores de 35 afos, menstruando regularmente. Cada upa
colectd la orina correspondiente a las dfas 12, 13, 14&,
15 y 16, dependiendo de su ciclo menstrual (generalmente
ciclos de 28 a 30 dfas), calculados en base a la FUM vy
FEM., Se utilizé |H para HCG (Pregnosticon), mediante reac-

cién cruzada con LH.

--Determinacién de LH en Climaterio. Se seleccionaron 20
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mujeres mayores de 45 afos o con mds de dos afios sin mens-
truar, y sin tratamiento hormonal, determindndose LH por

IH para HCG {Pregnosticon) mediante su reaccidn cruzada,

- Determinacién de HCG en Embarazo Normal (EN) y Enfermeda-
des del Trofoblasto (ET). Se seleccionaron dos pacientes
con EN y cuatro pacientes con ET, con determinaciones pre-
vias de HCG, titulandose por IH (Gravindex y Pregnosticon),

después de someterse al MCG,

Andlisis Estadistico. Para analizar el comportamiento de la

HCG durante el embarazo normal, de cinco mujeres sanas en la
primera orina de la mafana y la orina de 24 horas, se utili-
z6 Andlisis de Varianza Bifactorial y Comparacién de Medias
por el Método de Newman - Keuls {Zar, 1974); de igual forma
se utilizd el Analiﬁis de Varianza Bifactorial para determi-
nar la capacidad de recuperacién del MCG, con estdndares de
HCG (Roussell y Ortho Diagnostics) durante una y 24 horas

de concentracién.
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RESULTADOS

A, Desarrollo de un Método Sencillo y Repreoducible para la Con-

centracidn de Gonadotropinas Urinarias {LH v HCG).

- Seleccidén de la muestra bioldgica adecuada. En la fig. 1,
se muestra el comportamiento de la HCG durante el embara-~
zo normal de cinco mujeres, con edad promedio de 30 afos
(1imites de 23 a 35 afios), en 'a primera orina de la mafa-
na y en la orina de 24 horas, ¢&n ésta, se puede observar
el comportamiento tipico de la HCG durante el embarazo nor-
mal en ambas muestras, presentando un pico mdximoc de fa sép-
tima a la octava semana de gestacion, declinando sus nive-
les durante el transcurso del embarazo., El andlisis esta-
dfstico de ambas muestras se hizo por Andlisis de Varian-
za Bifactorial (Cuadro lA), observandose que el tipo de
orina (primera orina de la mafnana vy orina de 24 horas) y
las semanas de gestacién (séptima a ldava. semana de ges-
tacién), influyen en las concentraciones detectadas de HCG
en el transcurso del embarazo {P<0.05), las concentracio--
nes de HCG en primera coripa de la mafiana, son mayores que
en la orina de 24 horas. Cuando se compararon los niveles
promedio de HCG en las mujeres estudiadas (n=5), durante
las semanas de gestaci6tn en ambas muestras por el método
Newman - Keuls, se encontrd que Unicamente las concentra-
ciones de HCG en la octava y novena semana de gestaciﬁnh

eran diferentes {(Cuadro I|B y C}; durante el pico maximo
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de HCG se observaron niveles promedio de 67 200 Ul HCG/)
en primera orina de la mafana y 50 400 Ul HCG/]1 en orina
de 24 horas. Respecto a esto, se observdé una variacgibn
mayor en los niveles de HCG para orina de 24 horas (7.50

a 66,67%) que en primera orina de la mafana,

Para el desarrollo del MCG, se utiliz6 etanol (96%) y ace-
tona como agentes precipitantes; en el Cuadro 1! (A,B y C),
se observa 1a secuencia de pasos para estandarizar y selec-
cionar el MCG., Cuando se empezaron a probar los dos sol-
ventes, se obtenfa poca recuperacidn de la hormona agrega-
da inicialmente (dependiendo también, de la sensibilidad
del estuche diagnéstico utilizado, Pregnosticon, sensibi~
lidad de 1 000 Ul HCG/1), ademds se presentaron otros pro-
blemas, tales como 13 interferencia del alcohol - eter en
la reaccién antligeno-anticuerpo (produciendo lisis de los
eritrocitos); para eliminar estos inconvenientes, seaumen-
. t6é la concentracidn de la hormona, eliminandose el lavado
con alcohol - eter y disminuyendo el solvente, hasta que-

dar finalmente como se describe en el Cuadro Il C.

En el Cuadro 111, se comparan las diferencias entre el MCG
modificado con dos métodos tradiciqnales para concentrar
gonadotropinas; entre las diferencias principales de éste,
estan el tipo de espécimen utilizado (primera orina de la
mafhana), que no requiere ningln pretratamiento, a diferen-

cia de los otros dos; se requiere poco volGmen inicial de
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orina y poco solvente, facilitando esto el manejo de la
muestra durante el proceso; no se requiere ningan lavado
del precipitado, y al final del proceso se cbtiene una
concentracion mayor de la muestra originél. En el Cuadro
|V, se muestra el procedimiento del método modificado pa-
ra concentracién de gonadotropinas urinarias, en el cual
se observa la sencillez del mismo, asi como también los

pocos reactivos y material requerido para ilevarlo a cabo.

B. Evaluacidn y Comparacidn del MCG en }a Determinaci6én de LH

y HCG, por los Métodos Convencionales de |H, EIA y RIA.

- Determinacién de la capacidad de recuperacidn de! método,
Por Andlisis de Varianza Bifactorial, Cuadrao V A, se en-
contrd gran influencia de los tiempos de concentracidn
(una y 24 horas) y los estdndares adicionados inicialmente,
sobre la concentracitn de HCG (Gonadotropyl Roussell) re-
cuperada después del proceso. Las diferencias observadas
en la recuperacion del HCG (Cuadro VB y VC) en una hors vy
24 horas, fueron estadisticamente significativas (P<0.05),
obteniéndose una recuperacidén para HCG de 31.13 a 34,75%

y un 73.70 a B86.47% respectivamente, independientemente
de la concentracidn de HCG adicionada. Se obtuvo un Coe~

ficiente de Determinacién (RZ) de 1,00 y 0,99 (P<0.05)

respectivamente,

La HCG de Ortho~Diagnostics, se comportd similar a la an-
L
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terior; por Analisis de Varianza Bifactorial (Cuadro VI A},
también se encontré influencia de los tiempos de concentra-
cidbn y estdndares adiciopados, sobre la concentracitn de

| HCG recuperada después del proceso. Las diferenchas obser-
vadas en la recuperacién de HCG (Cuadro VI B y C) en una
hora y 24 horas, fueron estadfsticamente significativas
(P<:0.05);_1a recuperacidbn obtenida para HCG (Ortho Diag-
nostics), fué de 32,17 a 34.98% vy un 72.43 a 87.89% respec-
tivamente, El Coeficiente de Determinacion fué de 1,00 y

0.99 (P <0.05), respectivamente.

Por IH (Pregnosticon), se encontré un 33.50% de recupera-
cidn para HCG (Gonadotropyl Roussell), después de concen~

trar una hora y un 67% durante 24 horas.

Determinacion de la reaccién cruzada entre LH y HCG por EIA.
Cuando se utilizdé HMG como estandar de LH (Cuadro Vii}, se
obtuvo de un 5.70 a 6.19% de reaccidn cruzada; en el caso
de los estandares'purif]cados de LH (2nd-I1RP,HMG) (Cuadro
VIII), se encontrb un 5.67 a 6.96% de reaccidn cruzada,
similar a la anterior. En el caso contrario, cuando se de-
terminé la reaccién cruzada de HCG con LH por RIA (Cuadro
1X), utiiizaﬁdo estandares de HCG purifiéados, de Abbott
Laboratories, se detecté de un 41.30 a 54.80% de cruce, va«
lor muy alto, ya que los antisueros de LH estén dirigidos

contra la molécula completa de LH:
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Aplicacién y Evaluacidén Clinica del MCG en la Determinacién

de los Niveles de LH y HCG en diferentes Condiciones: Tes-

tigos. (hombres y mujeres), climaterio, ovulacién y enferme-

dades del trofoblasto,

En el Cuadro X, se observan los niveles promedio de HCG y LH
para el grupo testigo de hombres, con edad promedic de 35 a-
fios (1Tmites de 24 a8 45 afios), no se detectd actividad de

HCG; presentaron un promedio de 3.79 mUl ﬁ-HCG/mI (+ 4.29

desviaci6bn estdndar), que es un valor ubicado dentro de los
l1fmites normales de HCG (inferiores de 10 mUi/ml para B-H(G,
EIA en suerc). En relacidn a LH, se observaron dos indivi-
duos con valores bajos {10 mUl/m!) respecto @ los limites
normales {superior @ 25 mUl/m! para LH, RiA en suero), que
se excluyeron para el promedio de LH; los demds presentaron
niveles normales. E1 promedio de LH fué de 83.60 mUl/m} -

(+ 48,98 desviacibdn estandar).

Respecto a las mujeres del grupo testigo, Cuadro X[, éstas
presentaron una edad promedic de 34 afos (limites de 23 a
43 afos), La actividad de HCG, se detectd en ocho (66.7%)
de las 12 mujeres estudiadas, de las otras cuatro, dos es-
tuvieron dentro de los limites normales y dos por arriba.

En promedio se detect6 35,08 mUl B-HCG/mt (+ 32.75 desvia-

cién estandar), para €l cual no se incluyeron 1as mujeres
con B-HCG superior a 200 mUl /ml, Respecto a LH, se detecta-

ron niveles promedio de 141 mUl LH/mi (+ 121 desviaci6n es-
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tdndar)}, para este promedio se excluyd una mujer con LH muy
alta (393 mUl LH/ml1)}, probablemente en la premenopausia.
Tres mujefes presentaron concentraciones de LH altas, compa-

rables a las observadas en los dfas cercanos a la ovulacitn.

Cuandc se determind LH en climaterio, Cuadro Xi{, en un gru-
po seleccionado de 20 mujeres con edad promedioc de 47.61 a-
fios {1Tmites de 40 a 54 afios, para este promedio se exclu-

yeron dos mujeres jévenes con diagndstico de menopausia pre-
coz, que dieron actividad LH/HCG positiva); 17 de ellas fue-
ron positivas para actividad LH/HCG, correspondiendo al 85%

de positividad LH/HCG,

En el caso de las mujeres evaluadas para detectar pico ovu-
}atorio de LH, Cuadro X!ll, con edad promedio de 27 afios
(1imites de 22 a 35 anos), 16 de ellas dieron actividad LH/
ﬁ;a positiva (correspondiente al 80% de positividad LH/HCGY),
en dos a cuatro dias, de los cinco seleccionados para el pi-
co ovulatorio, éstos concuerdan con 1a FEM y el tipo de éi-
clo meﬁstrual para cada una de ellas., Las otras cuatro fue~
ron negativas para actividad LH/HCG, observandose en ellas

irregularidades de su ciclo menstrual.

Finalmente, en el Cuadro XIlV, se describe la aplicaci6n del
MCG para determinar HCG en embarazo normal y enfermedad del
trofoblasto., En este Cuadro, se observa que 1a sensibilidad

obtenida después de procesar las muestras, vd a depender del
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'stuche de diagnéstico usado; cuando se utilizé Gravindex
sensibilidad: 3 500 Ul HCG/1) para titulacién de concentra-
ciones elevadas a HCG, se encontrd un aumento en la sensi-
bilidad de ocho veces, respecto a las diluciones seriadas
‘de la titulacién inicial de las muestras-iratadas. En cam-
bio, cuando se utilizé Pregnosticon (sensibilidad: 1 000 U|
HCG/m1) se observdé un aumento de 16 veces, respecto a las
diluciones de la titulacidn inicial de las muestras trata-
das. Como se puede observar, los valores obtenidos con am-
bos estuches diagnOSticos son equivalentes, variando en +

una dilucibdn,
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DISCUSION

El comportamiento de l1a gonadotropina coridénica huhana urinaria,
observado en este estudio fué similar al descrito en otros tra-
bajos (Marshall et al., 1968; Coiston, 1981; Ayala et al., 1984a),.
La concentracidbn méxima de HCG, se observd de la séptima a la
octava semana de gestacién; detectdndose niveles mds altos en

i@ primera orina de la mafana (P<0.05), Definida la muestra
biolégica a utilizar en este trabajo, se iﬁicié este con el de-~
sarrollo del MCG modificado, obteniendo la sencillez requerida;
logrando con éste una capacidad de recuperacién para HCG de un
79% por ElA, cuando se dejd precipitar la HCG toda la noche
(P=<0,05), valor mads alto, al obtenido por Ayala et gl.ﬁ(1978)
utilizando kaolin - acetona y concanavalina A para concepntrar
HCG, determinada por RIA., La capacidad de recuperacién del mé-
todo aqui implementado, fué similar a la obtenida por Chipman
et al. (1981), de un 77 a 89% de LH marcada con 1125 como estdn-
dar, precipitada con acetona y determinada por RIA, E} MCG mo-
dificado, presenta ventajas considerables, las cuales se descri-
ben en el Cuadro 1i11; las principales son que utiliza poco vo-
limen de muestra para el proceso, que la constituye la primera
orina de la mafana, a diferencia de otros estudios que utilizan

1., 1968; Ayala et al.,

— — —

orina de 24 o L8 horas (Marshall et
1978), la sencillez de su procedimiento, pocos reactivos y equi-
po utilizado (Cuadro IV}, ademas de que puede usarse para |H,

RIA y EYA. As? pues, 1a sencillez y costo minimo del método,



lo hace Gtil para cualquier laboratorio que teng2 necesidad en
la determipacitn de gonadotropinas, principalmente LH y HCG,

gue no dispongan de RIA o ElA,

Es conocida l1a reaccidn cruzada que presentan LH y HCG, debido
a la similitud inmunolégica y biol6gica que poseen (Mishelli,

- 1966; Vaitukaitis et al., 1972b). Sin embargo, con el desarro-
1l§mde métodos mas especificos que utilizan anticuerpos contra
1a subunidad B de HCG, se ha eliminado en gran parte este in-
cbnveniente (Vaitukaitis et al., 1972a), aunque no en su tota-
lidad. Para fines de los objetivos de este estudio, se deter-

" min6 la reaccién cruzada de ambas hormonas, mediante ﬁ-HCG de
EIA, detectdndose un 6% de inmuroreactividad cruzada, porcenta-
je ligeramente mayor al descrito para ElA, ya que especifican
el 1% de cruce para LH y HCG. Sin embargo, el valor obtenido
(6%), no genera confusién en los resuitados, ya que normalmen-
te loé dfas en gue se toman las muestras para determinar HCG,
en suero.u orina, estah seleccionados y puede descartarse facil-
mente fechas de pico ovulatorio, o en caso contrario tomarlas
en cuenta péra la interpretacifn de los resultados; ademds se
necesitarfan concentraciones relativamente altas de LH para dar
Jugar aﬁla reaccién cruzada con HCG (Ayala y Reyes, 1983)., Sin
embargo, en los concentrados urinarios, el nivel de LH aumenta

" considerablemente, produciendo con facilidad_la reaccidn cruza-

da deseada mediante métodos con especificidad menor gque la, del

RiA o EIA, en este caso IH.
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Cuando se probd la aplicacién clfnica del MCG modificado, se ens

contré lo siquiente:

- En el grupo de individuos normales, solo en el 66.7% de las
mujeres sin antecedentes de algln tipo de neoplasia, se detec-
té actividad HCG urinaria (ﬁ-HCG, EIA); de las doce mujeres es-
tudiadas, dos presentaron actividad HCG debida a la reaccién
cruzada con LH, otras dos presentaron niveles normales de HCG.
Existe suficiente informacidn que apoya la presencia de HCG
en orina y tejidos de individuos ﬁormales, de la cual no se
sabe su origen (Chen et al,, 1976; Good et al., 1977; Borkows-
ki y Muquardt, 1979; Braunstein et 2l., 1979, 1984). Se han
propuesto varias teorfas para explicar su presencia, ajgunas
de estas son las siguientes: Consideran gue esta sustancia se-
mejante a HCG, sea de orlgen hipofisiario o endbcrino, secre-
tada como un précursor de LH (Chen et al., 1976; Borkowski vy
Muquardt, 1979}, o que sea producida localmente en diferentes
tejidos periféricos no enddcrinos (Borkowski y Muguardt, 1379;
Borkowski et al., 1984; Braunstein et al., 1984). También pue-
de considerarse la presencia de esta hormona, como una funcién
trofobldstica persistente después del nacimiento {Braunstein
et al,, 1979), o un reflejo rdpido de la renovacion celular

(Vaitukaitis et al., 1976b). Otra hipbtesis propone, que la
secrecifn de HCG por células no endbcrinas no malignas, puede
ser considerada como una secrecidn pardcrina primitiva, per-

sistiendo a través de la evolucién {(Roth et al., 1982), y real-

—



mente, la ﬁ-HCG parece ser una protefna muy antigua y preser-

vada, codificada al menos por ocho genes (Fiddes y Goodman,

— —

1980; Boorstein et al., 1982).

A pesar de qde hay varias hipb6tesis que tratan de explicar la

presencia de HCG en tejidos y fluidos normales, aan no se lle~

ga a un acuerdo convincente sobre ello. No obstante, se sigue

observande una amplia distribucidén de actividad HCG en el or-

ganismo humano. As! pues, probablemente exista secrecién fi=-
siolbégica de HCG a concentraciones bajas, que los métodos con~
vencionales para su determinacién son incapaces de detectar, y
que con la ayuda de métodos de concentracién se ha observado
esta actividad en diferentes tejidos y fluidos normales. Esto
es importante, ya que Como es sabido se considera a la molécu-
la de HCG como un marcador tumoral, y cuando las concentracio-
nes de ésta sobrepasan el umbral fisiolégico (10 mUl HCG/mi,

EIA), debe investigarse su origen, buscando actividad neopla-

sica con secrecidn de HCQG.

Para la determinacitén de LH por reaccidn cruzada con HCG por
IH, en climaterio y pico ovulatorio, se obtuvo una efectividad
de un 85 y B0% respectivamente. Dando asi, otra alternativa
para detectar la ovulacidn, ya que normalmente se determina in-
directamente por la detecci6n de progesterona por RIA, hormona
que aumenta después de ocurrida la ovulacién., Asi también, la

LH en climaterio es determinada por RIA, y su deteccién por

reaccidn cruzada con HCG por |IH es atil cuando no se cuenta con

este mé&todo,
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- La concentracibdn de gonadotropinas, también se probd en mues~
tras urinarias de pacientes con embarazo normal y pacientes
con enfermedad del trofoblasto; mostréndo ser Gtil en ambas
condiciones, lograndose aumentar la sensibilidad de la IH, de
ocho a 16 veces, respecto a la concentracién original de la
muestra. Esto tiene importancia, en el seguimiento de las en-

-fermedades del trofoblasto, ya que hay estudios que han con-
firmado, que la determinacidén de HCG en concentrados urinarios,
permite detectér actividad tumoral antes de'que esté presente

t al., 1976; Ayala et al., 1978; Wehmann

— —— W— ——

en suero {Schreiber

t al., 1981).
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenides, de acuerdc a los objétivos se apo-
vya la hipbtesis planteada inicialmente. Se desarrolid un MCG
urinarias muy simplificado, y aprovechando con éste la reacciédn
cruzada entre LH y HCG, fué posible determinar LH cualitativa-
mente, sin necesidad del RIA como se hace generalmente. Ademas,
se fué capaz de detectar actividad HCG (ﬁ-HCG, EIA) en indivi-
duos normales, lo cual es Gtil principaimente en el seguimiento
de enfermedades del trofoblasto u otras neoplasias secretoras

de HCG, siendo posible detectar cambios en la actividad de HCG,
antes que ésta aparezca en sangre. L& concentracion de gonado-
tropinas urinarias, puede ser utilizada por cualquier laborato-
rio clinico, como prueba de rutina para gonédotropinas o condi-
ciones clinicas en que &stas se encuentren a concentraciones ba-~

jas, aumentando asf la sensibilidad de |H, RiA y EiA,
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CUADRD 1V, PASOS USADOS EN EL METODO MOD{FICADO PARA CON-
CENTRACION DE GONADOTROPINAS URINARIAS, POR
PRECIPITACION CON ACETONA.

Primera Orina de 1a Manana

Ajustar pH de 4 a &.5
con Ac., Clorhidrico 10%

v
Alicuota de 40 ml + 40 m! de Acetona,
Agitar y Refrigerar Toda la Noche

) 4
Separar el Precipitado por Centrifugacién
a 2500 rpm/ 5 Minutos

v
Secar el Precipitado con Aire Cajiente,

Uejar Reposar 10 a 15 Minutos

Reconstituir el Precipitado con Buffer de
Fosfatos pH 7.4, Centrifugar a 2500

rpm/ 10 Minutos

Eliminar el Precipitado, Conservar el
Sobrenadante para su Andlisis
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CUADRO VI!., DETERMINACION DE REACCION CRUZADA ENTRE HORMONA
LUTEINIZANTE (LH) Y GONADOTROPINA CORIONICA HU-
MANA (HCG), UTILIZANDO GONADOTROPINA MENQPAUSI -
CA HUMANA (HMG) COMO ESTANDAR DE LH.
LH (HMG) B-HCG, ELISA (mUl/m1) _ Reaccién
mut /m) X Cruzada (%)*
1250 83.10 71.07 77.38 6.19
375 25.56 20,06 22.81 .08
125 8.21 6.07 7.14 5.70
# Reaccidn Cruzada = Cantidad de HCG Detectada

x 100

Cantidad de LH Adicionada
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CUADRO 11X, DETERMINACION DE REACCION CRUZADA ENTRE GONADO -
TROPINA CORIONICA HUMANA Y HORMONA LUTEINIZANTE,

UTILIZANDO ESTANDARES DE HCG ALTAMENTE PURIFICA-

DOS, DE ABBOTT LABORATORIES,

HCG LH, RIA (mUl/m1) Reaccibn
mU! /ml X Cruzada (%)*
50 26,80 28.00 27.40 54,80
100 40.20 42.40 41.30 41.30
* Reacciédn Cruzada = Cantidad de LH Detectada « 160

Cantidad de HCG Adicionada
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56.

RO X. WNIVELES DE GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA (HCG) Y HORMONA
LUTEINIZANTE (LH}, EN CONCENTRADOS URINARIOS DE HOMBRES
ADULTOS NORMALES, DETERMINADOS POR ELISA Y RIA RESPECTI-

VAMENTE ,
B-HCG, ELISA (mUl/m}) LH, RIA {mUl /ml)}
Clave 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
o4 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 5.83 10,48 9.65 137 139 138
09 0.00 0.00 0.00 11 9 10%
10 1.17 0.00 0.56 85 83 8L
11 0.00 0.00 0.00 27 29 28
12 11,01 11,11 11.06 b5 43 by
X:=3.79 X =83.60
S=4 .29 S=48,98
ESM=1.24 | - ESM=15.50
X : Media Aritmética Total; S: Desviacibn Estandar;

ESM :

¥

Error Estandar de la Media,

No se Incluyeron para el Promedio de LH.
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DRO XI. NIVELES DE GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA Y HORMONA

LUTEIRIZANTE, EN CONCENTRADOS URINARIOS DE MUJERES

NO EMBARAZADAS, DETERMINADOS POR ELISA Y RIA RESPEC-

TIVAMENTE .

Cla
13
14
15
16
17
18
19
20

21

22
23
24

B-HCG, ELISA (mUl/ml)

ve
2.16
10.05
14,72

> 200.00
26,05

> 200.00
15.99
71.66
23,62
12.38
82,49
83.38

X
4.38 3.27
8.19 9.12

17.47 16.09
>200.00 > 200.00%*
24,99  25.52
> 200.00 > 200.00%%*
16.94  16.46
72.70  72.18
22.98 23.30
13.66 13,02
88.58 85.53
89.17  86.28

X¢=35.08
$ =32.75
ESM = 9.09

100
70
256
146
26
394
42
39
258
56
256
53

LH, RIA (mUl/m1)

98
68
258
148
24
392
iy
37
256
N
258
51

X
99
69

257%

147
25

393%*

43

38
257*
55
257%
52

S =121

ESM

36.33

* Mujeres en Dias Cercanos a la Ovulacién.,

*% No se Incluyeron para el Promedio de HCG y LH,

t
ESM;

Error Estédndar de la Media.

X,: Media Aritmética Total; S: Desviacién Estdndar;

N



58.

CUADRC XUl. DETERMINACION DE HORMONA LUTEINIZANTE
EN CLIMATERIQ, A PARTIR DE CONCENTRA-
00S URINARIOS MEDIANTE REACCION CRUZA
DA DE LH CON HCG, UTILIZANDO PREGNCS-
TICON CON SENSIBILIDAD DE 1000 Ui HCG/ )

Clave Edad Actividad
{Ahos) LH/HCG

C-01 50 +

c-02 48 .

€-03 53 +

C-04 5k +

C-05 29% +

C-06 48 +

¢-07 53 +

C-08 50 +

c-09 L6 +

€-10 52 +

c-11 L7 .

C-12 35% .

¢-13 L5 +

C-14 46 +

Cc-15 41 +

c-16 L0 +

C-17 | 42 +

€-18 ° .49 - .
c-19 48 -

C-20 45 ‘ . '

X = 47.61 Proporci6n (+/-) = 5,00 = l%

S 4,09

* No se Inciuyeron en el Promedio de Edad y en la Proporcién
de Actividad LH/HCG. '

*: Media Aritmética S: Decviacidn Estdndar, ‘ C



23.

CUADRO Xiti., DETERMINACION DEL PICO OVULATORIO DE HORMONA LUTE-
INTZANTE EN CONCENTRADOS URINARIQS, MEDIANTE REAC-
CION CRUZADA DE LH CON HCG, UTILIZANDO PREGNOSTi CON
CON SENSIBILIDAD DE 1000 Ul DE HCG/1.
Actividad LH/HCG
Clave Edad Dias del Ciclo Menstrual FUM* FEM**
(Aﬁos) -2 -1 0 +1 +2
0-01 35 + + + - - 16-12-84 11-01-85
, 26xh
0-02 29 - - + + + 30-12-84 28-01-85
30x4
0-03 27 - + + + - 30-12-84 26-01-85
: 28xh
0-04 29 - - - + + 30~12-84 29-01-85
31x7
0-05 35 - - + + - 26-01-85 25-02-85
30xh
0-06 35 + + - - - 5-02-85 28-02-85
28xhL
0-07 28 + + + - - 1-02-85 2-03-85
30x3
0-08 22 + + - - - 15-02-8% 13-03-85
28x4
0«09 25 - + + + - 1-03-85 29-03-85
28x4
0-10 28 - - - + + 27-02-85 1-04-85
31xh
0-11 25 “ - - + + 24-02-85  26-02-85
31x4
0D-12 35 - - + + - 28-02-85 25-03-85
) 26x4
0-13 32 + + + + - 19-03-85 13-04-85
26xh4
0-14 26 - + + - - 6-04 -85 4.05~8%
: 30x4
0-15 31 + + + + - 19-04-85 18-05-85
30x4
0-16 28 + + - - - 5-04-85 2-05-85
_ _ 28x4
0-17 26 . - - - - 22-04-85 19-05-85
' 30xh
0-18 20 - - - - - 3-04-85 4205 -85
: 30x4
0-19 32 - - - - - 6-04-85 2L-QL -85
) 30xk (19x4)
0-20 33 - - - - - 23-02-85  19-03-8%
— 30x4 (25xh)
X = 27 0.54, 1.00, 1.00, 1.Q00, 0.25
S = 4,52 Proporci6n (+/-)
* Fecha de 1a Ultima Menstruacion.

*% Fecha Esperada de la Menstruacion.



CUADRO XIV. APLICACION DBEL METODO MODIFICADO PARA DE-

TERMINAR GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA,
EN EMBARAZO NORMAL (EN) Y ENFERMEDAD DEL
TROFOBLASTG (ET).

60.

HCG Final No. Veces del
HCG Inicial (Concentrada) Aumento de la
Diagnéstico Ui/l Ui/ Cantidad HCG
EN 56000 LL4B000 g*
EN 7000 56000 g
ET 7000 56000 8%
ET 1000 16000 16%*
ET 1000 32000 32%%
ET 500 8000 16%*

*k

Gravindex (Ortho,-Diagnostics), Sensibilidad

3500 Ut /1

Pregnosticon {Organon Teknika), Sensibilidad

1000 Ut /1






