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Diapositiva 1: Diapositiva del titulo

Diapositiva 2:

La gonadotropina coriénica humana (hCG) es normalmente sintetizada por los trofoblastos placentarios
durante el embarazo. Es una hormona dimérica glucoproteica compuesta de las subunidades alfa y beta
asociadas por interacciones no covalentes. La subunidad alfa de la hCG es idéntica a la subunidad alfa de
3 hormonas sintetizadas por la glandula pituitaria anterior, pero la subunidad beta de cada una de estas
hormonas es Unica y le confiere especificidad bioldgica. Entre las subunidades beta, la beta-hCG y la beta-
LH son altamente homologas, de tal forma que ambas hormonas se unen al receptor de LH (hormona
luteinizante).

La funcidn principal de la hCG es mantener concentraciones elevadas de progesterona durante los
primeros meses de embarazo al extender la vida funcional del cuerpo Iuteo.

Diapositiva 3:

La hCG es una hormona molecularmente heterogénea y numerosas variantes de la hCG generalmente se
encuentran presentes en sangre y orina. Ademas de la forma intacta y biolégicamente activa de hCG, otras
variantes incluyen formas degradadas de la hormona. Estas incluyen, la hCG “nicked/cortada”, producida
a partir de la hCG intacta por una proteasa que escinde la subunidad beta entre los aminoacidos 47 y 48,
la subunidad beta libre de la hCG, la subunidad beta libre “nicked/cortada” y el fragmento beta core.

Todas estas variantes de la hCG se pueden detectar en suero y orina. Solo el fragmento beta core, que es

producto de la degradacion terminal de la hCG, es exclusivo de la orina, lo que sugiere que se produce por
procesos metabdlicos en el rifidn.

Diapositiva 4:

La deteccidn y/o cuantificacion de la hCG es clinicamente Util por varias razones. La hCG se utiliza
principalmente para el diagndstico de embarazo y este es el Unico propdsito para el cual las pruebas de
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hCG estan aprobadas por la FDA. Sin embargo, la hCG también se usa como marcador tumoral,
particularmente para monitorear el tratamiento de la enfermedad trofobldstica gestacional y los tumores
de células germinales testiculares, y también es uno de los marcadores utilizados en el cribado bioquimico
con multimarcadores para aneuploidias fetales.

Diapositiva 5:

En promedio, la hCG se vuelve detectable en el suero aproximadamente de 9 a 11 dias después de la
concepcidn, lo que corresponde aproximadamente de 1 a 3 dias antes del dia de la menstruacidn prevista.
La hCG aparece en la orina poco tiempo después, pero es muy variable.

Durante el primer trimestre del embarazo, la concentracion de hCG en el suero se duplica cada 2 dias con
un embarazo intrauterino, pero este tiempo de duplicacién se prolonga con frecuencia en un embarazo
ectdpico. Por lo tanto, las determinaciones seriadas de hCG en suero son utiles en la evaluacidon de un
embarazo ectdpico sospechoso.

Diapositiva 6:

La hCG también tiene utilidad clinica como marcador tumoral. Todas las enfermedades trofoblasticas
gestacionales, incluyendo molas hidatiformes, el tumor trofoblastico del sitio placentario y el
coriocarcinoma, sintetizan hCG, aunque la abundancia relativa de las diferentes variantes de hCG puede
diferir de lo observado en el embarazo.

Del mismo modo, la hCG también puede ser producida por tumores testiculares de células germinales.
Aproximadamente el 20 por ciento de los seminomas y el 65 por ciento de los tumores de células
germinales no seminomatosas producen hCG. Algunos cdnceres testiculares, particularmente los
seminomas, pueden producir solo la subunidad beta libre de hCG. Por lo tanto, pueden ser Utiles como
marcador tumoral de cancer testicular, los inmunoensayos de hCG deben ser capaces de detectar esta
variante.

Como marcador tumoral, la hCG demuestra su mayor utilidad en el monitoreo de las respuestas al
tratamiento.

Diapositiva 7:

Tanto los ensayos cualitativos como cuantitativos para detectar o cuantificar hCG en suero y/o en orina
son de uso generalizado. Mientras el suero y la orina pueden usarse para la deteccion cualitativa de hCG,
medir la concentracién de hCG es clinicamente util solo en suero. Si bien las pruebas cuantitativas de hCG
en orina no tienen una utilidad clinica establecida, el uso de un analisis cuantitativo de hCG con una
muestra de orina puede ser Util para investigar los resultados discrepantes de la prueba de hCG en el
punto de atencién (Point of care-POC) (p. ej., si se obtiene un resultado positivo en una muestra de orina
cuando no se detecta hCG en la muestra de suero correspondiente, o viceversa).

Como muchas pruebas clinicas de laboratorio, los inmunoensayos de hCG no estdn armonizados. Las
razones de esta falta de armonizacidn incluyen el uso de diferentes pares de anticuerpos entre ensayos,
asi como el uso de calibradores que varian en las concentraciones relativas de las variantes de hCG. Esto
da como resultado amplias variaciones en la concentracién medidas de hCG entre ensayos, asi como una
variacion en la deteccion de las diferentes variantes de hCG.
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Diapositiva 8:

La variacién en la deteccién de variantes de hCG se identifica claramente con el uso de preparados de hCG
purificados. De los 7 ensayos de hCG mostrados aqui, solo 2 (Immulite hCG y Elecsys hCG + B) pudieron
detectar las 5 variantes probadas de hCG. Los 5 ensayos detectaron todas las variantes menos el
fragmento beta core, y 1 ensayo detectd solo las variantes diméricas de hCG (que fue consistente con el
etiquetado del ensayo).

Ademas, debido a que se ha asignado la concentracidon molar de cada preparacion de hCG, también se
pudo determinar la deteccién equimolar de cada variante de hCG para cada ensayo. Si la recuperacién
aceptable de una variante de hCG se define como del 90-110 por ciento (mostrada por las lineas
horizontales punteadas), entonces todos menos uno de los ensayos de hCG (DxI Total BhCG) demostraron
la deteccién equimolar de hCG intacta. La deteccién de la subunidad beta libre (hCGB) fue muy variable
entre los ensayos al igual que la deteccidn de la subunidad beta libre “nicked/cortada” (hCGBn).

Diapositiva 9:

La variacion analitica no se limita solo a las pruebas cuantitativas de hCG. Las pruebas cualitativas de hCG
también demuestran variabilidad con respecto a su capacidad para detectar variantes de hCG. Mientras
todos pueden detectar variantes de hCG diméricas, hCG intacta y hCG “nicked/cortada” (hCGn), otras
variantes de hCG se detectan de forma variable.

En este estudio, todos menos uno de los ensayos cualitativos evaluados detectaron la subunidad beta
libre y la subunidad beta libre “nicked” y algunos ensayos también fueron capaces de detectar el
fragmento beta core. Como se habria previsto, ninguno de los dispositivos de medicidon detectd la
subunidad alfa libre de hCG.

Diapositiva 10:

El impacto clinico de la variacién entre los inmunoensayos de hCG es probablemente minimo cuando solo
se requiere una medicion cuantitativa de hCG. Por ejemplo, como suele ser el caso en las pruebas de
embarazo o en la deteccidn en suero de mujeres embarazadas para la aneuploidia fetal. Es mas probable
gue el impacto clinico sea considerable cuando la prueba de hCG seriada es necesaria, como se requeriria
para la evaluacion de un embarazo ectdpico sospechoso o en aplicaciones oncolégicas cuando se usa hCG
en la monitorizacién del tratamiento.

El impacto clinico de la variacion es menos certera para las investigaciones cuantitativas de orina.
Recuerde que actualmente no existe una necesidad clinica conocida para cuantificar la hCG en la orina,
sin embargo, algunos laboratoristas consideran que esta practica es util cuando se investigan resultados
discrepantes de pruebas en el punto de atencidn (POC-Point of care). En ese caso, el uso de un ensayo de
hCG que detecta el fragmento beta core puede ser deseable porque esa variante es la forma
predominante de hCG en la orina del embarazo.

Por ultimo, actualmente se aprecia que algunas pruebas cualitativas de hCG en orina pueden producir
resultados falsos negativos debido a la presencia de grandes cantidades de ciertas variantes de hCG
(hablaremos de eso mas adelante).
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Diapositiva 11:

Ocasionalmente, la hCG se detecta en concentraciones relativamente bajas en ausencia de embarazo y
puede persistir con pocos cambios en su concentracién durante varios meses o afios. La identificacidon de
hCG persistentemente baja es relativamente poco comun. Cuando se descubre, generalmente se le
atribuye a una de las pocas condiciones: la presencia de un anticuerpo interferente, hCG pituitaria o hCG
exogena.

En muchos sistemas de atencidon médica, los protocolos estandarizados de atencién al paciente estan
dando como resultado un nimero creciente de mujeres sometidas a pruebas de hCG para descartar un
posible embarazo antes de cualquier intervenciéon que podrian dafiar al feto, sin importar la edad
cronoldgica o la probabilidad de embarazo. La hCG persistentemente baja a menudo crea un dilema clinico
y puede retrasar la terapia o dar lugar a tratamientos innecesarios para la sospecha de neoplasias
malignas.

Diapositiva 12:

La interferencia producida por anticuerpos se debe al entrecruzamiento de los anticuerpos de capturay
de sefal utilizados como reactivos en los ensayos inmunométricos. Se ha documentado que causan
resultados falsos positivos o falsamente aumentados tanto en ensayos cualitativos como cuantitativos de
hCG.

Debido a que pueden causar resultados falsos de hCG, la sospecha clinica de la presencia de anticuerpos
gue causan interferencia debe ser alta cuando el resultado de una prueba de hCG es inconsistente con el
escenario clinico del paciente. Desafortunadamente, el laboratorio no conoce con frecuencia el estado
clinico del paciente, lo que significa que estas situaciones son esencialmente imposibles de detectar de
manera independiente. Cuando se alerta al laboratorio sobre la posibilidad de una situacion de
anticuerpos que causan interferencia, se pueden realizar varias investigaciones.

¢ Analizar la orina para detectar la presencia de hCG es un primer paso légico. La hCG se filtra en la orina
y se puede detectar analizando una muestra de orina. Debido a su gran masa molecular, los anticuerpos
interferentes no se excretan en la orina y por lo tanto, no causan interferencia. En aquellos casos de hCG
verdaderamente elevados en suero, las moléculas de hCG filtradas se detectarian en la orina, por lo que
la ausencia de su deteccion sugiere la presencia de un anticuerpo que causa interferencia.

eLa dilucién en serie de la muestra también puede ser Util. Debido a que los anticuerpos que causan
interferencia son reactivos contra los reactivos del ensayo y no contra hCG, las muestras que contienen
anticuerpos interferentes pueden producir resultados de hCG que se desvian de la respuesta a la dosis
esperada.

¢ Los agentes bloqueadores funcionan mediante la adsorcién de los anticuerpos interferentes de la
muestra, evitando asi su interferencia en los inmunoensayos. Sin embargo, su efectividad depende de
numerosas variables que incluyen la clase de anticuerpos que causan interferencia, la especificidad y la
concentracion.
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e El repetir la prueba utilizando un inmunoensayo de hCG diferente, particularmente uno que utilice
anticuerpos producidos a partir de una especie animal diferente a la del ensayo en cuestidn, también
puede ser util. Los resultados que son muy inconsistentes (hCG detectado versus no detectado, por
ejemplo) ofrecen evidencia de un anticuerpo que causa interferencia. Sin embargo, esta investigacion no
es infalible, ya que algunos pacientes pueden tener anticuerpos con amplia especificidad y pueden
reaccionar de forma cruzada con multiples especies animales e interferir con multiples ensayos.

Diapositiva 13:

La glandula pituitaria como fuente de hCG no es bien conocida a pesar de haber sido identificada por
primera vez hace mas de 30 afios. No se comprende bien por qué produce hCG, pero una revisidn rapida
del eje pituitario-ovarico puede ayudar a explicar este fenémeno.

Bajo el control del hipotalamo, las células gonadotropas de la pituitaria anterior producen LHy FSH. Estos,
a su vez, estimulan la liberacién de hormonas esteroides ovaricas que regulan la FSH y LH a través de
mecanismos de retroalimentacién negativa. A medida que las mujeres ingresan a la perimenopausia
(aproximadamente a la edad de 40 afios), la produccién de esteroides ovéricos disminuye, lo que libera la
inhibicién de la retroalimentacién negativa. Como resultado, la estimulacién continua de las células
gonadotropas de la glandula pituitaria conduce a una mayor sintesis de LH y FSH. Es bajo esta condicidn
de hiperestimulacidn que la pituitaria puede secretar hCG y es una causa de elevacion de hCG en mujeres
mayores no embarazadas.

Se han propuesto dos enfoques para identificar la hCG hipofisaria. Debido a que la FSH se eleva en la
menopausia y se suprime en el embarazo, la concentracidn de FSH en suero puede descartar el embarazo
como causa de la hCG. Se ha demostrado que una concentracién de FSH inferior a 45 Ul/L es 100%
sensible para identificar hCG de origen placentario, y un resultado mayor o igual a ese umbral tendria un
valor predictivo negativo del 100% para descartar hCG de origen placentario. Alternativamente, se ha
demostrado que en el curso de 2 semanas de terapia de reemplazo de estrégeno se disminuye la
concentracién de hCG hipofisaria.

Diapositiva 14:

Al igual que otros inmunoensayos, los ensayos de hCG son susceptibles de producir resultados falsos
negativos o disminuidos debido al “efecto gancho” a dosis altas. Cuando las concentraciones de hCG
aumentan de manera patoldgica, las moléculas saturan tanto los anticuerpos de captura como los de
sefial, lo que impide la formacién del "sandwich" que conduce a resultados inexactos.

Una causa menos conocida de resultados falsamente negativos o disminuidos es el efecto variante hCG.
Esto puede ocurrir cuando las concentraciones de hCG son extremadamente elevadas o incluso cuando
estdn dentro de los limites fisioldgicos esperados. El efecto se debe al reconocimiento de una variante de
hCG por solo uno de los dos anticuerpos reactivos. Si esa variante especifica de hCG esta presente en una
concentracién suficientemente alta, puede saturar los sitios de unidn de anticuerpos que la reconocen, lo
que lleva a la deteccidn alterada de las variantes de hCG que son reconocidas por ambos anticuerpos.

Diapositiva 15:
El efecto variante de hCG se ha descrito en pruebas cualitativas y cuantitativas de hCG. Ambos reportes
han identificado este efecto variante solo debido a las concentraciones elevadas del fragmento beta core
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de hCG. Como se menciond anteriormente, esta variante se detecta Unicamente en orinay, por lo tanto,
el efecto de la variante es mas preocupante en el analisis cualitativo de orina. Como las pruebas
cuantitativas de hCG generalmente no se utilizan para medir las concentraciones de hCG en orina, este
fendmeno no es una preocupacién clinica para este tipo de pruebas, sin embargo, el conocimiento del
efecto variante es util de cualquier forma.

Como se muestra a la izquierda, el resultado positivo de una prueba cualitativa de hCG en orina disminuyo
considerablemente en presencia de concentraciones elevadas del fragmento beta core. La figura de la
derecha muestra el efecto variante de hCG en una prueba cuantitativa de hCG que es muy sensible a este
efecto. Como se mostrd anteriormente, el ensayo DxI Total BhCG no detecta el fragmento beta core pero
la concentracion medida de hCG intacta disminuye falsamente cuando el fragmento beta core esta
elevado. Es importante destacar que la concentracion del fragmento beta core puede ser de 0.06 a 1.0
umol /L en la quinta semana de embarazo, y por lo tanto, el uso de pruebas de hCG en muestras de orina
obtenidas cerca de este periodo puede producir resultados erréneos.

Diapositiva 16:

En resumen, hCG no es una molécula Unica ya que generalmente se encuentra presente en varias formas
moleculares. Las pruebas cuantitativas y cualitativas de hCG muestran una variacion considerable en el
reconocimiento de las variantes de hCG. Los anticuerpos interferentes y la hCG hipofisaria pueden
producir resultados positivos o aumentados de la prueba de hCG que pueden generar confusion clinica. Y
por ultimo, los resultados falsos negativos o disminuidos de la prueba de hCG pueden ser causados por
un “efecto gancho” a dosis altas o por el efecto variante de hCG.
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