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Carcinoma medular de tiroides familiar (CMTF):
Primera familia descripta con CMTF asociado a la
mutacion Cys611T rp del protooncogen RET .

Familial Medullary Thyroid Carcinoma (FMTC): First family described
with FMTC associated to Cys611Trp mutation of proto-oncogen RET
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Resumen

La neoplasia endocrina multiple tipo 2 (NEM 2) es un sindrome autosémico dominante identificado en 500-
1000 familias hasta la fecha. Todas las variantes de NEM 2 muestran una penetracion mayor al 90% para la mani-
festacion del carcinoma medular de tiroides, mientras que la penetracion es menor y variable para el feocro-
mocitoma (50%) y tumores paratiroideos (25%). El CMTF es una variante rara dentro de NEM 2 en la que 4 o
méas miembros de una familia presentan evidencia de carcinoma medular de tiroides sin manifestacion asociada
de feocromocitoma o hiperparatiroidismo primario. En los Gltimos afios el estudio genético del protooncogen RET
en los casos indices para carcinoma medular y en sus posibles portadores se ha impuesto debido a que se ha
demostrado que la tiroidectomia en los primeros 2 a 5 afios de edad puede prevenir o curar el CMT inclusive
antes de su expresién bioquimica (niveles basales o postestimulo de calcitonina plasmatica) en NEM 2. La indi-
cacion de tireoidectomia profilactica es menos clara en CMTF. Con respecto a las mutaciones halladas en el
protooncogen RET (10g11.2) el 80-90% afectan el coddn 634, y con menor frecuencia los codones 918 (10-20%),
620 (6-8%), 618 (3-5%), 611 (2-3%) y 609 (0-1%).

En este trabajo presentamos una familia portadora de una mutacién heterocigota infrecuente en el proto-
oncogen RET, Cys611Trp, (s6lo un caso previo mencionado en la literatura internacional) que no fue detecta-
da en un estudio genético previo, que presumiblemente no utiliz6 el método de secuenciacion, en la que se
discute la conducta a seguir en portadores asintomaticos.

Se plantean 2 posibles conductas en los 2 nifios asintomaticos, portadores de la mutacién. Tiroidectomia
preventiva, o la conducta expectante hasta la expresién bioquimica. Basdndonos en distintos consensos inter-
nacionales, nos inclinariamos por la primera conducta.
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Abstract

Multiple endocrine neoplasia type 2 (MEN 2) is an autosomal dominant syndrome identified to date in 500-
1000 kindreds. All variants of MEN 2 show a penetrance higher than 90% for medullary thyroid carcinoma
(MTC), whilst the penetrance for pheochromocytoma (50%) and parathyroid tumors (25%) is lower and variable.
Familial medullary thyroid carcinoma (FMTC) is a rare variant of MEN 2, in which 4 0 more members of a family
have MTC without pheochromocytoma or primary hyperpathyroidism. In recent years genetic testing for the
proto-oncogene RET mutations in the index case of MTC and in possible carriers has been used, because it has
been demonstrated that prophylactic thyroidectomy before 2-5 years of age can prevent or cure MTC in MEN
2, even before it developes any biochemical expression (basal or post-stimulus plasmatic calcitonin levels).
Prophylactic thyroidectomy is not so clearly beneficial in FMTC. Mutations in the proto-oncogene RET (10g11.2)
affect codon 634 in 80-90%, and less frequently, codons 918 (10-20%), 620 (6-8%), 618 (3-5%), 611 (2-3%) and
609 (0-1%).

In this report we describe a family with an infrequent mutation in proto-oncogene RET, Cys611Trp, (only one
case reported in the bibliography). This mutation had not been detected in a previous genetic study, presumably
DNA sequencing was not used, and we discuss herein the clinical management of the asymptomatic carriers.

Two approaches are available for the 2 asymptomatic young carriers: 1) to perform prophylactic thyroidectomy
as soon as the mutation is detected or 2) to wait for a positive result in the stimulated calcitonin test and then
perform a thyroidectomy. Studies from an international consortium lead us to believe that an early prophylactic

thyroidectomy is the appropiate course of action.

Introduccién

La neoplasia endocrina multiple tipo 2 (NEM 2) es
un sindrome autosémico dominante identificado en
500-1000 familias hasta la fecha. Todas las variantes
de NEM 2 muestran una penetrancia mayor al 90%
para la manifestacion del carcinoma medular de
tiroides, mientras que la penetracion es menor y
variable para el feocromocitoma (50%) y tumores
paratiroideos (25%). EI CMTF es una variante rara
dentro de NEM 2 en la que 4 o0 mas miembros de
una familia presentan evidencia de carcinoma
medular de tiroides sin manifestacion asociada de
feocromocitoma o hiperparatiroidismo primario 1.

En los Gltimos afios, el estudio genético del proto-
oncogen RET en los casos indices para carcinoma
medular y en sus posibles portadores se ha impuesto
debido a que se ha demostrado que la tiroidectomia
en los primeros 2 a 5 afios de edad puede prevenir
o curar el CMT, inclusive antes de su expresion
bioquimica (niveles basales o postestimulo de calci-
tonina plasmatica) en NEM 2 2, La indicacion de
tireoidectomia profilactica es menos clara en CMTF.

Con respecto a las mutaciones halladas en el
protooncogen RET (10q11.2), el 80-90% afectan el

coddn 634, y con menor frecuencia los codones 918
(10-20%), 620 (6-8%), 618 (3-5%), 611 (2-3%) y 609
(0-1%) 34. Distintas técnicas del laboratorio de
biologia molecular pueden utilizarse para hallar
algunas de las mutaciones descriptas, pero sélo la
secuenciacion completa del protooncogen RET per-
mite descartar la presencia de mutaciones.

El objetivo de este trabajo es presentar una familia
portadora de una mutacion heterocigota infrecuente
en el protooncogen RET, Cys611Trp, (sélo un caso
previo mencionado en la literatura internacional) 5
gue no fue detectada en un estudio genético previo
que presumiblemente no utilizé el método de
secuenciacion. Ademas se discute la conducta a
seguir en portadores asintomaticos.

Materiales y Métodos

Sujetos: Se estudié una familia de 9 individuos
(4 generaciones) con CMTF (Fig. 1). El estudio del
caso indice y su descendencia incluyd la historia
clinica, examen fisico, andlisis bioquimicos (calci-
tonina, PTH, catecolaminas urinarias) y el estudio
molecular del protooncogen RET.



6 CMTF: Cys611Trp PROTO-ONCOGEN RET

(37 i s

(O [0 o e st

. : Pariathone de i
e CHITW

1135 GF sfiew
1L 4! afos
17 12 ahos
W 14 afics

Fudmyea de une Brke con CAMTF pon uem mobeesn Sead11Tip ad wn
piely Zof srnencsgen RET La fecha | nfoa of Lo NEiog.

Figura 1.

Analisis bioquimicos: Se dosd calcitoninemia
basal (RIA, V.N.: < 15.0 pmol/l) y PTH (RIA, V.N.:
< 125.0 pg/ml) en muestras de suero en ayunas de los
pacientes portadores de la mutacion, sintométicos (11.2
y 111.1) y asintométicos (IV.1y 1V.2). En muestras de
orina de 24 hs de los pacientes portadores sintométi-
cos se doso catecolaminas (HPLC, V.N.: Adrenalina:
< 8.5my/24hs; Noradrenalina: 18.5-100.0 ng/24hs).

Estudio Molecular: En ADN gendmico extraido
de leucocitos de sangre periférica de la paciente
caso indice (I11.2) se amplificé por PCR los exones

Exon Primer Tamario
del
producto

10 F: 5 GCGCCCCAGGAGGCTGAGTG 3 187 bp
R: 5 GGTGGTGGTCCCGGCCGCC 3

11 F: 5 GACACGGCAGGCTGGAGAGC 3 352 bp
R: 5" CTTGAAGGCATCCACGGAGA 3

13 F: 5 GTGCTGCATTTCAGAGAACG 3 521 bp
R: 5 GGCTGGGTGCAGAGCCATAT 3

14 F: 5 AGCTGCCTGACCCGCACGCC 3 287 bp
R: 5 GGCTGGGTGCAGAGCCATAT 3

15 F: 5 GACTCGTGCTATTTTTCCTC 3 222 bp
R: 5" GCTTCCCAAGGACTGCCTGC 3

16 F: 5 AGGGATAGGGCCTGGGCTTC 3 191 bp

R: 5 TAACCTCCACCCCAAGAGAG 3

Tabla 1. Secuencia de los “primers” utilizados para amplificar y
secuenciar algunos exones del protooncogen RET.
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10, 11, 13, 14, 15 y 16 del protooncogen RET. El ADN
genémico fue extraido utilizando GFX Genomic
Blood DNA Purification KIT (Amersham Bioscience).

Los “primers” especificos para amplificar los
exones mencionados se muestran en la tabla 1.

Aproximadamente 100 ng de ADN fueron amplifi-
cados en el equipo Mastercycler Personal (Eppendorf)
en un volumen final de 60 ni que contenia; 1.0 mM de
cada “primer”, 0.25 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl,, 50 mM
KCI, 10 mM Tris-HCl y 3 U Tag polimerasa (Inbio-
Highway). Para cada exdn se realiz6 una PCR hot-start.

La PCR se realizd en 10 ciclos de 94°C 2 min,
65°C 1 min y 72°C 2 min, seguidos de 31 ciclos de
94°C 1 min, 60°C 1 min y 72°C 2 min, finalizando
con una extension de 7 min a 72°C.

Mediante una electroforesis en gel de agarosa de
bajo punto de fusion al 1.0% en buffer TAE, y uti-
lizando bromuro de etidio para su visualizacion bajo
luz U.V., se separaron, y luego se extrajeron los pro-
ductos amplificados.

Cada uno de los productos extraidos fue secuen-
ciado utilizando dideoxinucle6tidos marcados con
P33 (Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator
Cycle Sequencing Kit, Amersham Bioscience).
Luego de separar los productos de la secuenciacion
en PAGE en condiciones desnaturalizantes, se realizé
una autorradiografia.

Una vez identificada la mutacidon Cys611Trp en
el caso indice, se realiz6 el estudio molecular en su
descendencia, sujetos I11.1, IV.1y IV2. De cada uno de
ellos se extrajo ADN de leucocitos de sangre periféri-
ca y se amplifico y secuencid sélo el exén 10 del
protooncogen RET.

Paciente Edad Cirugia Calcitoninemia
presentacion (VN: < 15.0 pmol/L)
del tumor
1.1 aprox. 80 afios No sin datos
1.1 aprox. 70 afios Si sin datos
1.2 60 afios No 70 pmol/L
(sin cirugia)
.1 37 afios Si 700 pmol/L
(post cirugia)
v | e e < 3.0 pmol/L
v2 | e - < 3.0 pmol/L
Tabla 2.
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Resultados

Analisis bioquimicos: Los pacientes estudiados
presentaron valores normales de PTH plasmatica y
catecolaminas urinarias.

En la tabla 2 se observan los valores de calci-
toninemia.

Estudio molecular: En el caso indice (11.2) y su
descendencia (I11.1, IV.1 y IV.2) se hallé un alelo
mutado del protooncogen RET: exén 10, Cys611Trp.

(Fig. 2)

Discusién

La mutacién Cys611Trp ha sido mencionada pre-
viamente en un solo caso de la literatura interna-
cional 5, y ésta es la primera familia descripta con
esta mutacion, en este caso asociada a CMTF.

La técnica de secuenciacion de ADN gendmico
utilizada nos permitid detectarla en los cuatro
pacientes estudiados genéticamente, dos de ellos
con signos clinicos y bioquimicos de enfermedad
(CMT). En un estudio genético previo del caso
indice, que presumiblemente se basaria en la detec-
cién de mutaciones frecuentes o mas conocidas no
se habia logrado detectar la mutacion gendmica
aqui descripta. Una de las técnicas utilizadas para
detectar mutaciones es la de PCR con digestion con
enzimas de restriccion (PCR-RFLP), basada en que la
mutacion crearia o destruiria un sitio de corte para
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Figura 2.

la enzima. Considerando las 40 mutaciones tedrica-
mente posibles en los codones 609, 611, 618, 620 y
634, 32 de ellas pueden ser detectadas por PCR-
RFLP, para lo que se necesitaria contar con unas 15
enzimas, quedando otros codones sin explorar. Las
8 mutaciones restantes no crean ni destruyen un
sitio de restriccidn, por lo que no serian detectadas
por esta técnica 2. El gran nUmero de enzimas nece-
sarias para realizar la pesquisa de mutaciones en los
codones mas frecuentemente mutados, sumado a la
baja frecuencia con que se dan las mutaciones en el
codon 611 (2-3%), nos hace suponer que no permi-
tieron realizar la deteccion previa de la mutacion
Cys611Trp. La secuenciacion directa de ADN
gendmico, si bien es una técnica més laboriosa y
costosa que PCR-RFLP, permite detectar cualquier
mutacién en cualquier codon del gen estudiado.

Por las caracteristicas clinicas y bioquimicas, se
trataria de una familia portadora de CMTF, subsin-
drome que segun una definicion del Consorcio
Internacional de mutaciones del gen RET requiere
un minimo de 4 miembros afectados por CMT, sin
evidencias objetivas de feocromocitoma ni hiper-
paratiroidismo ¢.

El CMTF seria la variante mas moderada de NEM
2. Entre los pacientes rotulados con este diagnés-
tico es posible que haya sujetos con NEM 2A vy
baja penetracion para feocromocitoma e hiper-
paratiroidismo. Por este motivo, en el 7mo.
Congreso Internacional de NEM, se sugirio ampliar
la exigencia de numero de familiares afectados a
diez, contando varios de ellos con més de 50 afios
de edad . Si bien la evolucién clinica seria mas
benigna en esta variante de NEM 2, y la conducta
quirdrgica temprana o preventiva planteada para el
resto de las variantes de NEM 2, no estaria clara para
algunos autores 7, en el Congreso Internacional
mencionado ! y durante el Consorcio Europeo de
NEM (EUROMEN) 8, no se ha diferenciado la actitud
terapéutica ante estos pacientes de aquellos porta-
dores de NEM 2A.

En cambio, si se sugieren conductas terapéuticas
diferentes basdndose en el coddén afectado. Los
codones serian asi clasificados en tres categorias
gue predecirian la variante sindrémica, la edad de
aparicion del CMT y su agresividad. Segun esta
clasificacion, los pacientes afectados por mutaciones
en el coddén 611 (junto a 634, 620 y 610)
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pertenecerian a la categoria Il de tres niveles,
sugiriendo riesgo intermedio y recomendandose
tiroidectomia total, incluyendo la cépsula posterior,
antes de los 5 afios de edad en portadores asin-
tomaéticos 1.

Por otro lado, es interesante destacar que en el
EUROMEN, cuyas conclusiones fueron publicadas
en el afio 2003, si bien la mayoria de los pacientes
incluidos en este estudio portaban mutaciones en el
codon 634 (categoria Il del 7mo. Congreso
Internacional), ninguno de los pacientes con muta-
ciones en el codon 611 tuvo evidencia de CMT antes
de los 5 afios de edad, y las metéstasis ganglionares
raramente se presentaron antes de los 14 afios.

La familia estudiada en el presente trabajo
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Efecto del INGAP (Proteina Asociada a la
Neogenesis Insular) sobre la secrecion de insulina de

Islotes pancreaticos de ratas adultas y reciéen nacidas.

Effect of INGAP (lIslet Neogenesis Associated Protein) upon insulin
secretion of pancreatic islets from adults and neonatal rats.
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Biologia, Universidad Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brasil.

Resumen

El objetivo del trabajo fue estudiar el efecto del péptido sintético 15aa- del INGAP (Proteina Asociada a la
Neogénesis Insular), derivado de la secuencia de aminoacidos de la molécula del INGAP, sobre la secrecion de
insulina. Para ello aislamos islotes de ratas Wistar macho adultas y de neonatos y los cultivamos en presencia
de glucosa 10 mM con o sin el agregado de 15aa-INGAP 30 puM. Posteriormente incubamos estos islotes con
glucosa (2.8, 8.3 y 16.7 mM), leucina y arginina (10 mM). La insulina se determind en el medio de incubacion
por radioinmunoanalisis. El pentadecapéptido de INGAP aumentd significativamente la secrecion de insulina
en respuesta a los diferentes estimulos estudiados tanto en los islotes de ratas adultas como de recién nacidas.
Los valores de insulina fueron significativamente mas altos en los islotes de ratas adultas. Nuestros resultados
demuestran por primera vez que el pentadecapéptido del INGAP incrementa la respuesta secretora de las célu-
las b pancreaticas. Por lo tanto, su empleo representaria una alternativa terapéutica potencial para la preven-
cion y el tratamiento de la diabetes.

Abstract

Aim: This study was undertaken to determine the effect of 15aa-INGAP upon insulin secretion.

Material and methods: Isolated islets (collagenase) from normal male adult or neonatal Wistar rats were
cultured (4 days) in RPMI 1640 medium, in the presence of 10mM glucose with or without the addition of 15aa-
INGAP to the medium (30uM). After culture, the islets were incubated during 90 min in the presence of 2.8, 8.3
or 16.7 mM glucose, or 8.3 mM glucose plus 10mM leucine or arginine. Insulin was measured in the incubation
medium by radioimmunoassay.
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Results: Insulin secretion of islets from either neonatal or adult rats was significantly enhanced in the presence
of 15aa-INGAP in the culture media in response to glucose or other secretagogues (leucine and arginine). Islets
from adult rats released significantly larger amounts of insulin than those from newborn rats.

Conclusions: Our results demonstrate for the first time that INGAP enhanced the b-cell response to glucose
and aminoacids. Therefore, INGAP would represent a treatment alternative for patients with diminished insulin

secretion.

Introduccién

Numerosos genes, hormonas y factores de
crecimiento local estan involucrados en el desarrollo
y crecimiento de los islotes pancreaticos . Uno de
estos factores es el INGAP (proteina asociada a la
neogeénesis insular, Islet NeoGenesis Associated
Protein), que fuera descubierto en 1983 por
Rosenberg y col. cuando hallaron que la envoltura
en celofan de la cabeza del pancreas de hamsters
normales inducia neogénesis insular 2. Del extracto
parcialmente purificado obtenido de la cabeza de
estos pancreas aislaron un complejo proteico
denominado "ilotropina”, capaz de inducir la neo-
formacion de islotes pancreéaticos 3. Posteriormente
se demostrd que la ilotropina podia revertir en un
50% la diabetes inducida en hamsters mediante la
inyeccion de estreptozotocina 4.

Este grupo de investigadores también identificd
el gen del INGAP, cuyo producto de expresion es
una proteina de 171 aminoéacidos (20 kDa) que seria
la responsable del efecto neogénico insular °.
Asimismo demostraron que un péptido de 15 aminoa-
cidos derivado del INGAP (15aa-INGAP) ejerce la
misma accion bioldgica que la proteina completa,
estimulando la incorporacion de timidina tritiada en
células ductales del pancreas °.

Rafaeloff y col. plantearon inicialmente que el
INGAP se sintetizaba s6lo en el pancreas exocrino 5;
sin embargo nuestro grupo demostré que: a) el
aumento significativo de células INGAP positivas en
el pancreas de animales con hiperplasia y neogéne-
sis insular consecutiva a la insulinorresistencia
inducida por dieta rica en sacarosa ocurre primor-
dialmente a nivel insular 8, y b) la presencia de la
proteina INGAP y su ARNm en islotes pancreaticos
de hamsters normales 7. Ademas de demostrar la
presencia del INGAP en hamsters, también se lo
hall6, mediante técnicas inmunocitoquimicas, en

pancreas de fetos de ratones 8, en ratas normales
adultas (Del Zotto y col., datos no publicados) y en
tumores pancreaticos humanos 91,

Hasta el momento se desconoce el posible efec-
to del INGAP sobre la secrecidn de insulina. Para
responder dicho interrogante, en el presente trabajo
estudiamos la secrecion de insulina en respuesta a
glucosa y aminoéacidos en islotes de rata normales
previamente cultivados con glucosa, con o sin el
agregado de INGAP.

Material y Métodos

Drogas y reactivos

Colagenasa tipo V, albimina sérica bovina (ASB)
y otros reactivos del mas alto grado de pureza se
obtuvieron de Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO,
USA), mientras que %l proviene de Amersham
(Buckinghamshire, UK).

Animales de experimentacion y aislamiento
de islotes

Los experimentos se hicieron con ratas Wistar
recién nacidas (RN) (1 6 2 dias de edad) y adultas
(A) (4 a 6 meses de edad). Para el aislamiento de
islotes, las ratas se sacrificaron por decapitacion, se
les extrajo el pancreas y posteriormente esos pan-
creas fueron digeridos con colagenasa !*. Los islotes
se lavaron para remover el resto de colagenasa y se
cultivaron bajo diversas condiciones.

Cultivo de islotes

Los islotes de RN y A se cultivaron a 37° C
durante 4 dias en medio de cultivo RPMI 1640
suplementado con NaHCO; 2 g/I, 1% penicilina/
estreptomicina, pH 7.4, 5% de suero fetal bovino y
glucosa (G) 10 mM, con o sin el agregado de 30 pM
de INGAP. El medio se cambié cada 48 horas.
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Secrecion de insulina "in vitro"

Luego del cultivo, los islotes se preincubaron
durante 60 minutos a 37° C en 1.0 ml de buffer
Krebs-Ringer bicarbonato (KRB), pH 7.4, previa-
mente gaseado con una mezcla de CO,/O,
(5%/95%), conteniendo 1.5 % (p/v) ASB y 5.6 mM
de G. Después de este periodo, grupos de 5 islotes
de RN o A se incubaron durante 90 minutos en las
mismas condiciones, méas el agregado de diferentes
concentraciones de G (2.8, 8.3 y 16.7 mM); en otra
serie de experimentos, islotes de ambos grupos se
incubaron en presencia de 8.3 mM de G con el agre-
gado de L-leucina (Leu) o L-arginina (Arg) (10 pM)
12 Al final del periodo de incubacién, se tomaron
alicuotas del medio para medir posteriormente
insulina por radioinmunoandlisis 3.

Anélisis estadistico

La media = EEM de los valores de secrecion de
insulina se compararon utilizando el test de Turkey-
Kramer (ANOVA). El valor de p aceptado como
estadisticamente significativo fue < 0.05.

Resultados

La secrecion de insulina en islotes de RN (Tabla
1) y A (Tabla 1) aumenté en funcién de la concen-
tracion de G en el medio de incubacion. La cantidad
absoluta de insulina liberada fue significativamente
mayor en los islotes de A, al igual que el porcenta-
je de incremento en funcién de la concentracion de
G (GmM 2.8 vs.83y83vs. 16.7, A= 307% y 165%
vs. RN=98% y 93%). Los islotes de A también liberaron

Tabla 1. Secrecion de insulina de islotes de ratas recién nacidas.

mas insulina en respuesta al estimulo glucosa-
aminoécidos. El agregado de 15aa-INGAP 30 pM
aumentd significativamente la liberaciéon de insulina
en Ay RN en todas las condiciones experimentales
estudiadas (Tablas | y II); el incremento de la
respuesta secretora inducido por el pentadecapépti-
do fue mayor en A, exceptuando la concentracion
de G 16.7 mM (A vs. RN, G mM = 2.8, 390 vs. 245;
8.3, 662 vs. 128; 16.7, 175 vs. 231; 8.3 + Arg, 246 vs.
173; 8.3 + Leu, 249 vs. 192).

Discusién

En estudios previos demostramos que el incre-
mento del contenido de INGAP registrado en los
islotes de hamsters normales alimentados con dieta
rica en sacarosa, coincidia con un aumento de la
liberacion de insulina en respuesta a la glucosa ®.
Los resultados actuales demuestran por primera vez
que islotes aislados de RN o A normales y cultiva-
dos con el péptido de 15aa-INGAP liberan mas
insulina que los islotes control en respuesta a
diferentes concentraciones de glucosa y aminoaci-
dos (Arg y Leu).

La molécula de INGAP presenta homologia con
la familia de los genes Regdescriptos por Abe y col. 14,
cuyos productos de expresion también afectan la
regeneracion de islotes. Para verificar si el efecto del
INGAP sobre la neogénesis insular se relacionaba
con el de esas proteinas, Rafaeloff y col. selec-
cionaron en la molécula de INGAP una secuencia
de 15 aminoacidos que no se encuentra en la pro-
teinas Reg y sintetizaron el 15aa-INGAP. Este pen-

Tabla 2. Secrecion de insulina de islotes de ratas adultas.

Control 15aa- INGAP Control 15aa- INGAP
(30 uM) (30 uM)
G28mM 0.82 £ 0.06 2.83+0.74* G 2.8 mM 1.07+£0.11 5.24 +0.17*
G83mM 1.62 + 0.06 3.70 £ 0.29* G 8.3mM 4.36+0.25 | 33.32+2.82*
G 16.7 mM 3.12+0.13 | 10.32 £0.86* G 16.7 mM 11.55+0.99 | 31.81+1.27*
G83mM+ArglOmM | 3.98+0.32 | 10.87 +0.23* G83mM+Arg 10 mM | 10.39+£0.52 | 36.00 + 2.90*
G83mM+Leul0OmM | 3.43+0.38 | 10.02 + 0.56* G83mM+Leul0mM | 9.82+0.43 | 34.25+ 1.30*

Los valores de secrecién de insulina (ng/islote/h) se expresan como la
X £ EEM. En todos los casos, n =6 y *p < 0.05 control vs 15aa

INGAP. G: glucosa, Arg: arginina; Leu: leucina.

Los valores de secrecion de insulina (ng/islote/h) se expresan como la
X+EEM. En todos los casos, n =6 y *p < 0.05 control vs 15 aa
INGAP. G: glucosa; Arg: arginina; Leu: leucina.
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tadecapéptido estimuld la incorporacion de timidina
tritiada en células del epitelio pancreatico ductal y
de una linea de células epiteliales del pancreas
(ARIP), pero no afectd dicha incorporacion en
islotes normales o en lineas de células tumorales °.
En funcién de esos resultados los autores con-
cluyeron que el efecto neogenético del INGAP era
independiente de su posible homologia con las pro-
teinas Reg. Como sustento a esta interpretacion,
recientemente los mismos autores demostraron que
la regulacion de la expresion de ambas proteinas
seria diferente, ya que existen importantes diferen-
cias en los sitios promotores de sus respectivos
genes 5.

Aungue todavia no se ha aislado un receptor de
INGAP, es probable que en nuestras condiciones
experimentales, al igual que en el caso de la incor-
poracion de timidina en los experimentos de
Rafaeloff y col. 5, el INGAP afecte la secrecion de
insulina a través de la interaccion de su pentade-
capéptido con algln receptor insular. La
demostracion previa de que el INGAP estimula la
neogénesis insular por un mecanismo de tipo
paracrino 16 apoya esta hip0tesis. La verificacion de
dicha posibilidad es parte de las investigaciones en
curso en nuestro laboratorio.

En nuestras condiciones experimentales, los
islotes de ratas adultas cultivados con o sin el pen-
tadecapéptido de INGAP liberaron mas insulina que
los islotes de las ratas recién nacidas en respuesta a
la glucosa y a los aminodcidos. Esto se explicaria
por la maduracion del sistema secretor de las célu-
las b luego del nacimiento .
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Aunque todavia no se conoce el mecanismo de
accion del INGAP y de su pentadecapéptido —recep-
tor especifico y cascada de mediadores intracelu-
lares— estos resultados y otros previos referidos a su
efecto neogénico 5¢ tienen un gran potencial médi-
co. En efecto, el INGAP y/o su pentadecapéptido
podrian ser Utiles para recuperar la masa y funcion
de las células b en personas con diabetes. Esta alter-
nativa adquiere mayor importancia si se considera la
prevalencia actual de la diabetes, su crecimiento
estimado y su elevado costo socioecondmico 8. En
este sentido, y considerando que la forma de pre-
sentacion mas frecuente de la diabetes es la del adul-
to, es importante consignar como hecho favorable que
la respuesta al pentadecapéptido fue mayor en islotes
de animales adultos que en los de recién nacidos.

En resumen, nuestros resultados demuestran que
el pentadecapéptido del INGAP aumentd la capaci-
dad liberadora de insulina de islotes de ratas nor-
males recién nacidas y adultas. Este efecto, sumado
al ejercido sobre la neogénesis insular, convierten al
INGAP en una alternativa terapéutica potencial para
la prevencién y el tratamiento de la diabetes.
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Tratamiento de la osteoporosis posmenopausica con
pamidronato intravenoso.

Postmenopausal osteoporosis treatment with intravenous pamidronate.

Spivacow, F.R.; Sarli, M.; Zanchetta, J.R.

Instituto de Investigaciones Metabdlicas (IDIM), Universidad del Salvador (USAL) Buenos Aires, Argentina.

Resumen

Los bifosfonatos constituyen el tratamiento de eleccion de la osteoporosis. Promueven un incremento en la
densidad mineral ésea (DMO) y una reduccién del nimero de fracturas. Sin embargo, no todos los pacientes
pueden tolerar los mismos incluso los ingeridos semanalmente, como el risidronato que tendria mejor tolerancia
digestiva. El presente trabajo describe el seguimiento, a tres afios, de un ndmero inicial de 34 pacientes con
osteoporosis posmenopausica tratados con pamidronato V. Los resultados obtenidos muestran un incremento
de la DMO del 3.5% (n=34), 6.3% (n=19) y 8% (n=7)(p<0.05, <0.02, <0.01) en columna lumbar del primero al
tercer afio respectivamnete. La DMO del cuello femoral aumenté un 3.8% el primer afio (p<0.05) y disminuyendo
los afios subsiguientes, pero manteniéndose sobre los niveles basales. Los marcadores bioquimicos mostraron
un incremento significativo de los niveles de hormona paratiroidea (PTHi) a los 6 meses manteniéndose estable
durante el resto del tratamiento. Los marcadores de remodelado éseo mostraron una significativa caida de los
valores de deoxipiridinolina urinaria que se mantuvo durante todo el periodo se seguimiento y una caida de
los valores de fosfatasa alcalina total hasta los 12 meses que se perdioé con posterioridad. Al cabo de tres afios,
los controles radiolégicos anuales, s6lo mostraron una fractura vertebral. Se produjeron efectos adversos
menores en el 17% de los pacientes, aunque en ninguno de los casos hubo necesidad de suspender el
tratamiento. En conclusion: el tratamiento con pamidronato IV, utilizado hasta tres afios, puede ser una alter-
nativa véalida para el tratamiento de la osteoporosis posmenopausica.

Abstract

Bisphosphonates are currently the treatment of choice for osteoporosis. These agents promote an increase
in bone mineral density (BMD) and a reduction in the risk of fractures. However, bisphosphonates, including
risidronate, may be not well tolerated, even when administered on a weekly basis. Objective: to assess the
use of IV Pamidronate (APD) in 34 patients with postmenopausal osteoporosis followed up for three years.

Dir eccion Postal: Instituto de Investigaciones Metabdlicas. Universidad del Salvador (USAL) Libertad 836, 1° Piso
(1012) Buenos Aires, Argentina. Teléfono: 5031-9700. E-mail: spiva@idim.com.ar

Palabras clave: Tratamiento de Osteoporosis. Bifosfonatos. Pamidronato V.

Key words; Osteoporosis. Treament. Bisphosphonates. Intravenous Pamidronate.
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Results: BMD at the lumbar spine increased 3.5% (n=34), 6.3% (n=19) and 8% (n=7) (p<0.05, 0.02, 0.01) from
baseline examination to the three-year follow up, respectively. BMD at the femoral neck increased 3.8%
(p>0.05) during the first year and slightly declined in the second and third year, within baseline values.
Biochemical parameters showed that (i) PTH increased significantly at 6 months and remained steady over the
follow-up period. The markers for bone turnover showed a continuous significant decrease in deoxypyridoline
during treatment and a marked reduction of total alkaline phosphatase for the first 12 months, which disappeared
thereafter. Radiological examinations, carried out on a yearly basis, only revealed an additional vertebral fracture.
Minor adverse events, which did not require dropping out the treatment, were observed in 17% of the cases.

Conclusion: The administration of 1V Pamidronate for 3 years proved to be useful for the treatment of post-

menopausal osteoporosis.

Introduccién

Los bifosfonatos son, en nuestro dias, las drogas
de eleccion para el tratamiento de la osteoporosis
debido a su capacidad de inducir increcrementos en
la DMO y disminucién en el riesgo de fracturas 1.
Desafortunadamente, su baja absorcién intestinal
requiere prolongados periodos de ayuno luego de
su toma por via oral, y por otro lado, estos agentes
producen una alta incidencia de efectos adversos
gastrointestinales 2.

La buena tolerancia de algunos bifosfonatos por
via parenteral, permite su uso para el tratamiento de
la osteoporosis posmenopausica 7.

Nosotros publicamos recientemente nuestra
experiencia con el pamidronato intravenoso en
dosis entre 120 y 180 mg/afio 8. Este estudio reveld
un significativo incremento de la DMO en columna
lumbar y un mantenimiento en sus valores en cuello
femoral, acompafiados de una disminucion de los
marcadores de recambio 6seo y prevencion de la
ocurrencia de nuevas fracturas durante el afio de
tratamiento. Estos resultados son similares a los
reportados por otros autores 457.

El objetivo de este trabajo es evaluar la utilidad del
pamidronato intravenoso en el tratamiento de una
poblacién de 34 mujeres con osteoporosis posmeno-
pausica, tratadas durante un periodo de tres afios.

Material y Métodos

Se incluyeron 34 pacientes con Osteoporosis
Posmenopausica de acuerdo con los criterios de la
WHO ? (T score en Columna Lumbar y/o Cuello de
Fémur inferior a -2.5).

La mayoria de las mujeres recibieron APD IV
cuando presentaban intolerancia digestiva que hacia
riesgosa la administracion oral de bifosfonatos de
cualquier tipo.

Fueron excluidas todas aquella mujeres que pre-
sentaren patologia del metabolismo fosfocélcico o
hubieran recibido medicacién osteoactiva durante
mé&s de un mes, en los Ultimos 6 meses,.

El APD se administr6 diluido en 500 ml de solu-
cién de Dextrosa al 5% en una vena anterocubital
voluminosa, durante un lapso entre 3 y 4 horas. La
dosis de APD anual administrada fue de 120 mg.
Veinte pacientes recibieron un goteo trimestral de 20
mg Y las 14 restantes dos goteos semestrales de 60 mg.

Todos los pacientes recibieron 1000 mg de calcio
elemento como suplementos farmacoldgicos indepen-
dientemente del aporte dietético; los niveles de 25 OH
vitamina D se mantuvieron en niveles superiores a
20 ng/ml y se administraron suplementos orales si
sus concentraciones eran inferiores a este valor.

Las caracteristicas basales de nuestros pacientes
se muestran en la Tabla I.

La densidad mineral ésea en Columna Lumbar y
Cuello de Fémur fue medida por DEXA Lunar DPX
IQ (Lunar Corp. De Madison; WI) y Hologoc Delphy
(Holocic Inc. De Whatman MA). Cada paciente fue
medido siempre en el mismo aparato. Los valores
DMO en columna lumbar y en Cuello de fémur fueron
adaptados segun pardmetros de estandarizacion
previamente descriptos 19, con fines analiticos. Los
equipos fueron calibrados diariamente de acuerdo
con las pautas de los fabricantes. Los coeficientes de
variacion de las mediciones en Columna Lumbar y
Cuello de fémur utilizando los diferentes equipos
oscilan entre 1y 1.7% para Columna Lumbar y de 2
a 2.5% en Cuello de fémur.
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Tabla I: Caracteristicas Basales (n=34)

Edad-Afios 66 +£5.8
Altura-m 1.55 £ 0.05
Peso-kg 63+9
Edad de Menopausia 47 +5
BMD L2-L4 g/cm?2 0.744 £ 0.86
T-score L2-L4 -3.22+£0.13
BMD Cuello de fémur g/cm?2 0.639 £ 0.74
T-score Cuello de fémur -2.74+£0.15

Namero de fracturas 21
Deoxypyr / Creat. 6.17+2.3
Osteocalcina 7.46 £2.3

Resultados en X + DS

Se realizaron a todos los pacientes estudios
radiolégicos en Columna dorsal y lumbar al inicio
del tratamiento y luego anualmente, con la finalidad
de detectar nuevas fracturas vertebrales, definiendo
a las mismas con una reduccion de la altura verte-
bral anterior, media o posterior superior al 25%.

Se realizaron mediciones de laboratorio en
condiciones basales, a los 3, 6 y 12 meses y luego
una vez por afio. Se midieron los niveles plasmati-
cos de calcio total (Espectrofotometria de absorcion
atomica VN: 8.8-10.5 mg%), Calcio ionico (Electrodo
especifico VN: 4.5-5.2 mg%), fosfatasa alcalina total
y su isoenzima 6sea (Método cinético VN: 90-280
UI/L y 20-48%), PTH (i) (Allegro PTH Nichols Institute,
San Juan Capistrano, VN: 10-65 pg/ml), osteocalcina
(RIA° VN: 3-11 ng/ml), creatinina, hepatograma,
hemograma con recuento de plaquetas y proteino-
grama. En orina de ayuno, luego de la ingestion de
300 ml de agua bidestilada se midié la excrecion de
calcio, deoxipiridinolina (Elisa, Metra Biosystems
VN mujeres: 3-8 nM DPir/mM Creat).

Se llevo un registro detallado de los efectos
adversos de la medicacién especialmente durante la
infusidn y la semana posterior. Se evalud la presen-
cia de hipertermia, cuadro pseudogripal, flebitis,
sintomas de hipocalcemia, mioartralgias, hipoten-
sion y estado nauseoso. La toxicidad hematologica,
hepatica y renal fue evaluada trimestralmente.

Se analizaron los resultados obtenidos en la
poblacion total de pacientes estudiados. La signifi-
cacion de las diferencias entre las mediciones den-
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sitométricas basales y en los afios siguientes se efec-
tué mediante el test de Student para muestras
apareadas al igual que aquellas entre los pardmetros
bioguimicos. Se consideré significativa una p < 0.05.

Resultados
Los cambios densitométricos observados en los

diferentes periodos de control se observan en el
Gréfico l y Il

Gréfico 1. Cambios en la BMD de columna
Lumbar respecto al estudio inicial.
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Grafico 2. Cambios en la BMD de Cuello
Femoral respecto al estudio inicial.
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Se comprobd un aumento progresivo en la den-
sidad mineral 6sea de Columna Lumbar durante
todo el periodo de seguimiento, (3.5%, 6.3%, y 8%
respectivamente). En el Cuello de fémur sélo se
observo un aumento del 3.8% en el primer afio, en
donde alcanzé significado estadistico, que perdié
posteriormente aunque siempre se mantuvo por
encima de los valores basales hasta el tercer afio.

Siete pacientes del total (20%) no presentaron
cambios significativos en las densitometrias 6seas de
Columna Lumbar y/o Cuello de fémur y en soélo 2
(7%) pudo demostrarse una pequefia reduccion de
la densidad 6sea en Cuello de fémur.

No encontramos cambios de interés en los valores
de calcio sérico y calcio i6nico a lo largo del
seguimiento. En cambio la PTH (i) aumentd signi-
ficativamente a los 6 meses y se mantuvo durante
todo el seguimiento, como se observa en la (Figura I).

La excrecion de deoxipiridinolina disminuyo sig-
nificativamente a los 6 meses, alcanzado el nadir a
los 24 meses y manteniéndose reducida durante
todo el seguimiento (Figura II).

La fosfatasa alcalina total disminuyé significativa-
mente a los 6 meses, manteniendo su significado
hasta los 12 meses, aumentando posteriormente
hasta alcanzar valores casi normales posteriormente
(Figura 111).

No encontramos variaciones en los valores de
osteocalcina ni fosfatasa alcalina 6sea en todo el
estudio. Tampoco se encontraron variaciones signi-

Figura 2. Cambios en los valores de
deoxypyr/Creat urinaria.
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Figura 1. Cambios en los niveles
plasmaticos de iPTH.
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Figura 3. Cambios en Fosfatasa alcalina.
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ficativas en el hemograma, hepatograma, recuento
de plaquetas y creatinina sérica. Es de destacar que
casi todos los datos de laboratorio presentados
fueron obtenidos previamente a la administracion
del APD.

Seis pacientes de 34 presentaron efectos adver-
sos (Tabla II) leves que no obligaron a suspender el
tratamiento en ninguno. Es de destacar que algunos
pacientes presentaron mas de un efecto adverso.

Al cabo de los 36 meses de seguimiento solo
registramos una nueva fractura vertebral, mientras
gue otro paciente presentd una fractura en tobillo
gue no la consideramos de tipo osteoporético.
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Tabla II: Eventos adversos
8 eventos en 6 pacientes (17%)

Cuadro pseudogripal:
Hipertermia:
Mioartralgias

P W W

Hipotension:

Discusién

Ademés de las indicaciones "clésicas" del uso de
pamidronato parenteral aceptadas universalmente %,
han surgido nuevas indicaciones que tienen que ver
con la pérdida de masa Gsea secundaria a drogas 1213,
Sin embargo son pocos los trabajos vinculados a la
prevencion 1y tratamiento de la Osteoporosis pos-
menopausica 8151,

En el primer estudio publicado, en 1990 °, se lo
utilizé sélo o en combinacién con Fldor. Logrando
aumentos significativos de la densidad mineral ésea
en columna lumbar luego de un afio de tratamiento.

Dos estudios prospectivos y abiertos posteriores,
probaron la eficacia del APDIV en la osteoporosis
posmenopausica %17, En el primero de ellos % se
constatdé una mejoria de la densidad mineral en
columna lumbar, cuello femoral y radio en 16
pacientes tratadas con 120 mg/afio de APD seguidas
durante dos afios. Los resultados fueron superiores
a los obtenidos en un segundo grupo tratado con
fluoruro de sodio. En este ultimo grupo la densidad
mineral no se modificé en cuello de fémur y, con-
trariamente, disminuyd 4.3% en radio. Es de
destacar que los efectos adversos y la incidencia de
nuevas fracturas fue significativamente menor entre
los pacientes tratados con APDIV.

En el segundo estudio !’ los goteos de APD se
ajustaron segun calciuria de ayuno, éstas eran
medidas cada dos semanas, y un nuevo goteo se
administré cuando las mismas regresaban a valores
basales. Con este esquema los autores comprobaron
un bloqueo de la reabsorcién 0sea, medido por los
parametros bioquimicos, y un aumento del 7% en la
densidad mineral en columna lumbar al afio.

En 1998 nosotros publicamos nuestra primera
experiencia en 10 mujeres con osteoporosis pos-
menopausica y patologia gastrointestinal, tratadas
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con pamidronato intravenoso durante un afio °. En
este estudio observamos un aumento del 6.27+1.18%
en la DMO de columna lumbar y un 2.92+1.38% en
la del cuello femoral. Estos resultados nos parecieron
alentadores comparados con los resultados obtenidos
con los tratamientos por via oral: Valkema ¢ hallé
un incremento en la DMO de cuello femoral del
3.1% en 24 pacientes tratados con 150mg/dia de
pamidronato durante 3.7 afios. Fromm %° en un
tratamiento continud con dosis de 4.8 a 6 mg/kg, un
incremento de la DMO en columna de 5.3+1% a los
18 meses. Finalmente en un trabajo reciente 2°, 120
mujeres tratadas con 200 mg/dia de APD oral por un
periodo de 6 afios, incrementaron su DMO en
columna lumbar 4.1% y en cuello femoral 1.5%.

En este trabajo nosotros incrementamos el
ndmero de pacientes a 34 y el periodo de tratamien-
to se extendid a tres afios. El andlisis de las densito-
metrias anuales mostré un aumento progresivo de la
densidad mineral en columna de hasta un 8% en
aquellas pacientes que completaron los tres afios de
tratamiento y un aumeto del 3.8% en cuello femoral
al final del primer afio, con persistencia de los valores
de DMO en esta region hasta el tercer afio.

Con respecto a los parametros bioquimicos, el
pamidronato intravenoso indujo una declinacién en
los parametros de recambio 6seo, acompafiado de
un aumento de los niveles de PTH ya a los seis
meses y mantenidos hata el final del seguimiento.

Como en los trabajos previos, la medicacion fue
bien tolerada, s6lo seis pacientes experimentaron
efectos adversos menores que no requirieron dis-
continuar la medicacion.

Teniendo el ndmero de nuevas fracturas como
parametro de evaluacién del tratamiento, s6lo se
constatd una nueva fractura durante todo el periodo
de tres afios.

Con respecto al régimen de administracion de la
droga, nuestro resultados son concordantes con los
de un trabajo reciente 7. En este estudio, sus autores
no encontraron diferencias en la respuesta obtenida
con 120 mg en una administracién anual o cuando
esa misma dosis era infundida en dos goteos semes-
trales o cuatro trimestrales.

Basados en los resultados obtenidos en este
estudio, concluimos que el APD IV es una altenati-
va util y segura para el tratamiento de la osteoporo-
sis posmenopausica.
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REVISION

Nuevos aspectos fisiologicos en la regulacion del
metabolismo del fosforo.

New physiological aspects in the regulation of phosphate metabolism.

Negri, A. L.

Instituto de Investigaciones Metabolicas, Facultad de Medicina, Universidad del Salvador, Buenos Aires.

Resumen

En los Gltimos afios un creciente nimero de trabajos han demostrado que existe una nueva clase de hor-
monas o factores proteicos cuya accion primaria es la regulacion del balance del fésforo. Asi se ha acufiado el
nombre de fosfatoninas para describir a estos factores con actividad reguladora del fésforo. La fosfatonina mejor
caracterizada hasta la actualidad es el factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF 23), uno de los 22 miembros
de la familia de los FGF. La longitud completa de este factor es de aproximadamente 251 aminoacidos (26 KDa)
y el gen que lo codifica esta localizado en el cromosoma 12p13. Los pacientes portadores de raquitismo hipo-
fosfatémico autosomico dominante presentan mutaciones en el sitio de clivaje de este factor. Tanto el FGF 23
normal como el mutado inhiben la captacién de fésforo por células epiteliales renales “in vitro”. La administracion
de FGF 23 recombinante a ratones normales induce un incremento en la fosfaturia y una disminucion del fés-
foro sérico. Ademas, se ha encontrado que el FGF 23 estd muy elevado en sujetos con tumores inductores de
osteomalacia y que sus valores asi como los del fésforo se normalizan luego de la reseccién quirlrgica del
tumor. En los pacientes con raquitismo ligado al X, el nivel de fosforo sérico se correlaciond en forma negativa
con los niveles de FGF 23, sugiriendo que en estos pacientes el FGF 23 también es el causante de la hipofos-
fatemia. Ya que hay evidencia reciente de que existen otros factores ademas del FGF 23 con actividad de fosfa-
tonina, es probable que el conocimiento acerca de esta clase de proteinas continle expandiéndose en el futuro.

Abstract

In recent years an increasing number of publications have described a new class of hormones or phosphate
regulating proteins. The term phosphatonins has been coined to name these factors with phosphate regulating
functions. The best phosphatonin characterized at present is fibroblast growth factor 23 (FGF 23) one of the 22
members of the FGF family. The full length of FGF 23 26KDa (251 amino acids) whose gene is located on
human cromosome 12p13. In patients with autosomal dominant hypophosphatemic rickets missense mutations
in the cleavage site of this factor has been found. The normal or mutated FGF 23 inhibits phosphate uptake by
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renal epithelial cells in vitro. The administration of recombinant FGF 23 to normal mice induces an increase in
phosphaturia and a decrease in serum phosphorous levels. Very high levels of FGF 23 has been found in
patients with tumors that produce osteomalacia, because of overproduction, and its serum levels as well as
serum phosphorus normalizes after surgical resection of the tumor. In patients with X linked hypophosphatemia,
serum phosphate levels correlated negatively with FGF 23 serum levels, suggesting that FGF 23 is also causing
the hypophosphatemia in these patients. As there are recent evidences that there are other factors with fosfatonin
activity appart from the FGF 23 , it is probable that in the future this class of proteins will rapidly expand.

Introduccién

En la fisiologia normal, el fésforo tiene diversas
funciones fundamentales: 1) es un componente
esencial de los acidos nucleicos; 2) interviene en
almacenamiento de energia celular a través de la
formacion de ATP; 3) es un factor modulador de la
actividad de proteinas a través de la fosforilacion; 4)
es parte integral de los fosfolipidos y 5) forma parte
del tejido mineralizado del organismo, el hueso.

El principal factor que determina el nivel de fos-
foro sérico es la excrecion renal de fosfato inorgani-
co (Pi). La excrecion renal de Pi resulta de la fil-
tracion glomerular del mismo y de su reabsorcion
tubular proximal. Casi todo el fosforo del plasma es
ultrafiltrable excepto un 10% que se encuentra for-
mando complejos. Para un sujeto adulto cuya fil-
tracion glomerular es de 180 I/dia, se filtran 6500 mg
de Pi por dia; si se excretan 775 mg/dia, se puede
ver que el 88% del Pi es reabsorbido y solo el 12%
es excretado.

El fosforo filtrado es reabsorbido mayoritaria-
mente en el tubulo proximal, siendo aproximada-
mente el 60% de la carga filtrada reclamada en su
porcion convoluta y 15 a 20% en su porcion recta.
Solo una pequefia y variable porcién de la carga fil-
trada (<10%) es reabsorbida en las porciones mas
distales del nefron. Por todo lo dicho, hablar de la
regulacion del nivel de fésforo sérico es hablar de la
regulacion de la reabsorcion tubular proximal de Pi.

Mecanismos celulares de transporte transepitelial
de fosforo en el tibulo proximal: Sitemas de
Cotransporte Na/Pi

El transporte transepitelial de fésforo inorganico
es esencialmente unidireccional e involucra la entra-
da por la membrana apical con ribete en cepillo, su

pasaje a través de la célula, y su salida por la mem-
brana basolateral. La captacién del Pi a nivel de la
membrana apical es el paso limitante de todo el
proceso de reabsorcion y es el sitio mas importante
de regulacién ®. La entrada de fosfato al tubulo
proximal es mediada por transportadores de fosfato
dependientes de sodio localizados en la membrana
apical que a su vez dependen del gradiente de
sodio creado por la Na/K ATPasa que se encuentra
en la membrana basolateral para movilizar el proce-
so de transporte. El cotransporte Na/Pi es muy sen-
sible a los cambios de pH, incrementandose de 10 a
20 veces cuando el pH se eleva de 6 a 8,5. Esto
refleja no sélo el transporte preferencial de la forma
bivalente de fosfato sino también la accién de los
protones sobre el cotransporte. Por lo menos dos
sistemas cinéticamente diferentes de cotransporte
Na/Pi han sido identificados en la membrana apical
del tubulo proximal: uno de alta capacidad y baja
afinidad, que se encuentra solo en la porcion con-
voluta y que es responsable del grueso del trans-
porte de fosfato proximal y otro sistema de baja
capacidad y alta afinidad, que se encuentra tanto en
la porcidon convoluta como en la recta y que es
responsable de la reabsorcion residual de fosfato.
Este disposicion topografica de dos sistemas de
cotransporte en serie permite una reabsorcién alta-
mente eficiente de fosfato por el tdbulo proximal 2.

Se han identificado tres tipos no relacionados de
cotransportadores Na/Pi en mamiferos: el tipo |
(Nptl) y el tipo Il (Npt2) y tipo Il 4. El tipo | de
cotrasportador estd localizado en el ribete en cepillo
de las células tubulares proximales. La funcion del
cotransportador Na/Pi tipo | no estd claramente
establecida, y se sugiere que mediaria el transporte
de cloro y de aniones organicos. El tipo Il de
cotransportadores Na/Pi se expresan en la mem-
brana apical de los epitelios absortivos/resortivos,
existen tres subtipos: el lla, el 1lb y el llc. El transcrip-
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to tipo lla se expresa a en el tubulo renal proximal
del rifidén adulto y el tipo llc en el rifion del animal
joven, y ninguno de los dos se detecta en el intesti-
no. El tipo Ilb se expresa en el intestino delgado y
las células alveolares de tipo Il pero no se expresa
en el rifion. El tipo Il de cotransportadores Na/Pi
median el cotransporte electrogénico de sodio y fos-
fato con una estequiometria de tres iones de sodio
por uno de fosfato. El tipo lla de cotransportador
Na/Pi parece ser el determinante mas importante de
cotransporte sodio fosfato proximal y de la tasa
global de reabsorcion tubular de fdsforo ®. La dis-
rupcion del gen Npt2 que codifica este cotrans-
portador, resulta en fosfaturia, en la pérdida de
aproximadamente el 80% de la tasa de cotransporte
Na/Pi, y en una falta de respuesta de la reabsorcién
tubular de fosfato a dos de los mas importantes
mecanismos regulatorios: la inhibicion inducida por
la parathormona (PTH) y a la estimulacion de la
reabsorciéon provocada por la deprivacion dietética
de fosfato.

Tipos de regulacion del cotransportador
Na/Pi tipo lla

Existe una diferencia fundamental en la regu-
lacion de los tipos lla y llb de cotransportadores
sodio fosfato. En el rifion donde esté localizado el
cotransportador tipo lla existen mecanismos regula-
torios rapidos (mediados por PTH, otras hormonas
peptidicas y por la ingesta dietaria de fosforo) y
lentas (reguladas por la demanda de fosfato por el
crecimiento y desarrollo). En contraste en el intesti-
no donde esta localizado el cotrasportador tipo Ilb
existen solo mecanismos regulatorios lentos (rela-
cionados al aporte dietario de fésforo o a la 1-25
dihidroxivitamina D3). En los estudios “in vivo” sobre
el cotransportador tipo lla en el rifién de la rata se
ha visto que este transportador es rapidamente “up”
o “down” regulado a nivel del ribete en cepillo api-
cal dentro de las 2 horas luego de ocurridos cam-
bios agudos en el fésforo de la dieta o en la
administracién de PTH. El rapido incremento en el
cotransportador tipo Illa en la membrana apical que
sigue a la restriccion dietética de fdsforo ocurre
independientemente de la sintesis de novo de la
proteina y es sensible a la disrupcion de los
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microtdbulos por la colchicina, sugiriendo que la “up”
regulacion es mediada por la translocacién depen-
diente del citoesqueleto apical a la membrana del
ribete en cepillo de cotransportadores tipo lla
presintetizados. La rdpida disminucion del NPT lla a
nivel de la membrana apical luego de una carga oral
de fosfato o luego de la administracion de PTH se
acompafa de un incremento transitorio del mismo
en las regiones donde tipicamente hay lisosomas,
previo a su desaparicién del epitelio tubular. La
internalizacién del NPT lla ocurre principalmente en
las hendiduras intermicrovellositarias y colocalizan
en estructuras de membrana que contienen proteina
adaptadora 2 y claritina; los cotransportadores entonces
viajan en pequefias y grandes vesiculas endociticas
hasta alcanzar los lisosomas donde son degradados.

El factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF 23)

Dada la gran diversidad de funciones del fosforo,
seria de esperar que el organismo tuviera un sistema
de regulacién especial para este anidn. Sin embargo
por afios se crey0 que el mantenimiento de la
homeostasis del fosforo era llevada a cabo por las
hormonas calciotrépicas clasicas, el eje PTH/calcitriol,
como una accion colateral. En los ultimos afios un
creciente namero de trabajos han demostrado que
existe una nueva clase de hormonas o factores pro-
teicos cuya accién primaria es la regulacion del balance
del fésforo. Asi se ha acufiado el nombre de fosfa-
toninas para describir a factores con actividad regu-
ladora del fosforo. Recientemente, se ha caracterizado
una de estas fosfatoninas, el factor de crecimiento
fibroblastico 23 (FGF 23).

La comprension de la fisiopatologia de los
trastornos de pérdida de fosfato se ha ampliado
recientemente con los estudios de un trastorno genéti-
co denominado raquitismo hipofosfatémico autosomi-
co dominante (del inglés Autosomal Dominant
Hypophosphatemic Rickets o ADHR). Los individuos
afectados de ADHR se caracterizan por tener una
pérdida renal aislada de fGsforo con concentraciones
de calcitriol sérico inapropiadamente normales ©. El
ADHR presenta una penetrancia variable e incom-
pleta. En general los individuos afectados se pre-
sentan en dos subgrupos. Un subgrupo estd consti-
tuido por pacientes que presentan con pérdida de



NEGRI, A.L. 23

fosfato tanto en la adolescencia como en la adultez.
Estos individuos se quejan de dolor éseo, debilidad,
fatiga muscular y fracturas pero no tienen deformi-
dades en las extremidades inferiores y en general
son del sexo femenino. El segundo subgrupo esta
constituido por individuos que presentan pérdida de
fosfato durante la nifiez, con raquitismo y deformi-
dad de las extremidades inferiores con un patron
similar a la presentacion clasica del raquitismo liga-
do al cromosoma X. En algunos miembros de este
subgrupo que presentan raquitismo y pérdida de
fosfato durante la nifiez, la pérdida urinaria de fés-
foro desaparece al llegar a la pubertad.

Usando estrategias de posicionamiento clonal el
consorcio de estudio de ADHR observé en 4 familias
con ese trastorno mutaciones con sentido erroneo
en el gen que codifica el FGF 23, un miembro de la
familia de los factores de crecimieto fibroblastico
(en inglés fibroblast growth factor, FGF) 7. El gen
que codifica este factor esta localizado en el cromo-
soma 12p13 & y es uno de los 22 miembros de la
familia de los FGF 1. La longitud completa del FGF
23 es de aproximadamente 251 aminoacidos (26
KDa). Tiene una regién aminoterminal que contiene
el dominio caracteristico de los FGF y una porcién
carboxilo terminal de 77 aminodcidos diferente de
los otros factores de crecimiento fibroblastico. Las
mutaciones que se detectaron en esas familias de
ADHR afectaban a las argininas posicionadas tres
aminoacidos aparte (residuos 176 y 179). La reper-
cusion que esas mutaciones tienen en la estructura
del FGF 23 se aclaré cuando varios grupos de inves-
tigadores expresaron y estudiaron este factor “in vitro”.
Ademas de la proteina esperada de 30000 a 32000
de radio molecular que comprende al FGF 23 com-
pleto, se observaron dos fragmentos méas pequefios.
Esto mostraba que una parte del FGF 23 secretado
era procesado a dos fragmentos de 18000 y 12000
de radio molecular. El tamafio de los fragmentos y
sus secuencias era consistente con un clivaje de la
molécula en un sitio que contiene el motivo RXXR 19,
caracteristico del sitio de clivaje de enzimas del tipo
de la proconvertasa de la familia de serinoproteasas
del tipo subtilisina/Kexina. Es por ello que es proba-
ble que sean proconvertasas las enzimas responsables
de la degradacién del FGF 23.

Es importante sefialar que las mutaciones identi-
ficadas en los pacientes con ADHR reemplazan los

residuos de arginina dentro del sitio de consenso de
clivaje de la proconvertasa (R'76HTR!7). El FGF 23
presente en las familias con ADHR se expresa sola-
mente como una proteina de 30000 a 32000 Mr “in
vitro”, lo que sugiere que las mutaciones impiden el
procesamiento o degradacion del FGF 23 111213,

Todavia no se ha determinado con precision el
lugar donde se produce fisioldgicamente el FGF 23
asi como el tipo celular que lo produce. La infor-
macion actual del sitio de produccidn proviene de
andlisis de RT-PCR (del inglés: Reverse Transcriptase-
Polimerase Chain Reaction) que sefialaria que los
sitios donde se produce el FGF 23 serian el higado,
los ganglios linfaticos, el timo y el corazén (aunque
en menor cuantia). No se ha encontrado expresion
del FGF 23 en el rifion © y tampoco en la médula
0sea 1 0 en los osteoblastos.

Un tema controvertido es si el FGF 23 es catabo-
lizado por la metaloproteasa de superficie llamada
PHEX, enzima cuyo gen codificante se encuentra
mutado en la forma mas frecuente de raquitismo
hipofosfatémico, el raquitismo hipofosfatémico ligado
al cromosoma X (en inglés X Linked
Hypophosphatemia, XLH) 1415, Algunos han sugerido
gue la enzima PHEX recombinante es capaz de cli-
var al FGF 23 a nivel del motivo RXXR 0 en un sitio
préximo “in vitro”, ya que la mutacién a nivel del
sitio RXXR, sitio probable de clivaje del FGF 23,
impide el procesamiento por la PHEX recombinante .
Sin embargo otros estudios no lo han podido corrobo-
rar 7. Si la enzima PHEX realmente clivara al FGF 23,
las mutaciones inactivadoras del PHEX como las
halladas en el XLH, impedirian la degradacion del
FGF 23 y su incremento en sangre podria producir
la hipofosfatemia y el trastorno en el metabolismo
de la vitamina D observada en el XLH.

Todavia no se conocen cudles son los sustratos
fisiologicamente relevantes del PHEX. Recientes estu-
dios “in vitro” indican que el PHEX recombinante es
capaz de clivar a ciertos sustratos de otra de las
endopeptidasa de membrana, la NEP (del inglés
Neutral EndoPeptidase; endopeptidasa neutra) o
nefrilisina, como el ZAAI-pNA vy la leu (encefalina)
1718 3si como la proteina relacionada a la PTH
(PTHrP) 1 y el péptido amiloide 14018 Estudios
recientes sobre la estructura cristalina de la NEP
acomplejada con un inhibidor, el fosforamiddn, han
demostrado que el bolsillo de la enzima que se une



24 METABOLISMO DEL FOSFORO

al sustrato en este tipo de endopeptidasas es
pequefio y solo capaz de acomodar oligopéptidos 2.
Ya que la PHEX es una enzima de una estructura
tridimensional similar a la NEP es probable que la
PHEX también clive sélo oligopéptidos. Eso excluiria
al FGF 23 como sustrato por su gran tamafio. Podria
ser entonces que la accion de la PHEX para degradar
al FGF 23 fuera indirecta regulando la actividad de
otra enzima que catabolizara al FGF 23, o bien que
actuara directamente sobre sustratos que estimulan
la biosintesis y/o la secrecion del FGF 23.

La evidencia de que el FGF 23 es un factor reg-
ulador del fésforo proviene de estudios funcionales
que han demostrado que el FGF 23 inhibe el trans-
porte de fosfato “in vitro” y que es fosfatlrico “in
vivo”. Bowe y col. 16 demostraron que tanto el FGF
23 normal como el mutado (que se encuentra en los
pacientes con ADHR) inhibe la captacion de fosforo
por células epiteliales renales “in vitro”. La inhibicidon
de la captacion de fésforo ocurre a concentraciones
pM de FGF 23 que estan dentro del rango normal
para la accién de otras citoquinas y factores de
crecimiento. La administracion de FGF 23 recombi-
nante a ratones normales induce una pequefia pero
significativa disminucion del fésforo sérico y un
incremento en la fosfaturia . La exposicion prolon-
gada al FGF 23 que ocurre en la implantacién de
células de ovario de hamster chino, conteniendo el
gen FGF 23, en ratones desnudos atimicos, induce
una severa hipofosfatemia, osteomalacia y disminu-
cién de los niveles de 1,25 dihidroxivitamina D3,
con disminucién del mensajero de la 1 alfa hidroxi-
lasa renal 2. Finalmente la deficiencia de FGF 23
provocada en ratones por ablacion dirigida del gen
del FGF 23 resulta en hiperfosfatemia y aumento en
los niveles de 1,25 dihidroxivitamina D3, asi como
anormalidades esqueléticas. Todo lo anterior sugiere
gue el FGF 23 es una verdadera fosfatonina y con-
firma su rol esencial y no redundante en el control
de la homeostasis del fésforo.

Poco se conoce todavia de los mecanismos
moleculares de la accion del FGF 23. El dominio del
FGF 23 que aparentemente contiene el sitio de
unién a su receptor es el sector aminoterminal. Esta
es la region que posee analogia con el resto de la
familia de los FGFs. EI FGF 23 recombinante, en
ciertas condiciones experimentales, “in vitro”, actuaria
directamente en el tdbulo proximal a través del
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receptor para FGF 3C activando el sistema de la
MAP kinasa 22 Esto disminuye la expresion del
transportador Na/P tipo 22 y de la 1 alfa hidroxilasa
renal. Estos estudios también mostraron que el FGF
23 requiere de la heparina, cofactor que facilitaria la
interaccion del FGF con su receptor. Ademas de su
unién al receptor 3C, el FGF 23 se une al receptor
2C pero no se une al receptor 1C. La distribucion del
receptor 3C del FGF que se expresa en el tlbulo
proximal y cartilago y la del receptor 2C que se expre-
sa en los osteoblastos, es consistente con las acciones
renales y esqueléticas del FGF 23 224 A pesar de
todo lo dicho, la funcion del receptor 3C (FGFR3)
como mediador de la respuesta al FGF 23 debe ser
confirmada, ya que ni los estados deficientes en
FGFR3 ni las mutaciones inactivadoras del mismo
alteran el manejo renal del fésforo 252, La falta de
estimulo del FGF 23 sobre el transporte del fosforo
en células de rifidn de oposum, implicaria que “in
vivo” las acciones para regular el transporte del fos-
foro del FGF 23 podrian ser indirectas, por lo que el
“blanco” de la accion del FGF 23 esta por definirse.

Recientemente se han desarrollado ensayos para
medir de FGF 23 en sangre. Jonsson y col.
desarrollaron un ensayo tipo ELISA que detecta la
porcion carboxilo terminal del FGF 23. Ya que este
ELISA fue disefiado para reconocer un fragmento
carboxilo terminal, FGF 23 (207-244) amida, los valores
hallados parecen representar la cantidad total del
FGF 23 completo y los fragmentos inactivos carboxi-
lo terminales en circulacion. Estos autores encon-
traron que el FGF 23 est4 presente en la circulacion
de individuos sanos, aunque a niveles bajos, consis-
tentes con el rol fisiolégico del FGF 23 en la regu-
lacion del fésforo. Ademas el FGF 23 estaba muy
elevado en sujetos que padecian tumores inductores
de osteomalacia (Tabla 1) y los valores se nor-
malizaron luego de la reseccidon quirdrgica del
tumor. También encontraron que los sujetos con
XLH, el trastorno hipofosfatémico hereditario mas
frecuente ligado al cromosoma X, presentaban ele-
vaciones del FGF 23 circulante. Usando un ensayo
similar Weber y col. 28 encontré un incremento sig-
nificativo en los niveles de FGF 23 y una correlacion
positiva entre sus niveles y el fésforo sérico en suje-
tos con fallo renal terminal. Sin embargo no hallaron
diferencias en los niveles circulantes de FGF 23
entre sujetos hipofosfatémicos con XLH y sujetos
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Tabla 1. Tipo y causa de elevacion del factor de crecimiento
fibroblastico 23 en distintos desordenes hipofosfatémicos.

Desorden Tipo de FGF 23 | Causa de la elevacion
ADHR Mutado El FGF 23 no puede ser
inactivado porque la zona
de clivaje esta mutada.
XLH Normal Alteraciones en el PHEX
impiden la degradacion del
FGF 23.
Osteomalacia Normal Sobreproduccion del FGF
oncogeénica 23 por parte de las células
tumorales.
Displasia Normal Excesiva produccion de FGF
Fibrosa/MAS 23 por parte de las células
"fibrosas'* dseas.

ADHR: Raquitismo hipofosfatémico autosémico dominante;
XLH: raquitismo hipofosfatémico ligado al X; MAS: McCune-
Albright syndrome.

normales. En los pacientes con XLH, el nivel de fés-
foro sérico se correlacion6 en forma negativa con
los niveles de FGF 23, sugiriendo que en estos
pacientes el FGF 23 también es el causante de la
hipofosfatemia. Yamazaki y col. # desarrollaron un
ELISA con dos anticuerpos monoclonales que detec-
ta el FGF 23 completo biolégicamente activo, y
encontraron niveles elevados de los mismos en suje-
tos con osteomalacia oncogénica como en sujetos
con hipofosfatemia ligada al X. En la displasia
fibrosa/sindrome de McCune-Albright, otro trastorno
hereditario que se asocia a hipofosfatemia en el 50%
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Resumen

La hCG, por ser sintetizada por el trofoblasto placentario, desde su descubrimiento ha sido considerada "la
hormona del embarazo". Pero, ademas, es producida por la hipéfisis en hombres y mujeres sanos, como asi
también por tumores de origen no trofoblastico. En fluidos bioldgicos circula una gran variedad de moléculas
relacionadas a la hCG, producto de su sintesis y metabolizacion. El dosaje de algunas de las formas molecu-
lares tiene potencial valor diagnostico en diferentes patologias.

Describimos la produccion de hCG en diferentes situaciones clinicas, su heterogeneidad y microhetero-
geneidad molecular y su implicancia en la medicion de la hormona por diferentes inmunoensayos (IEs).
Medimos hCG en muestras de suero correspondientes al primer trimestre de embarazo normal, con 7 IEs que
emplean diferentes juegos de anticuerpos en su disefio y tienen diferente especificidad para reconocer las for-
mas moleculares de la hormona. El analisis de concordancia de resultados de cada uno de los métodos respecto
del IQMA (DPC IMMULITE hCG), nos indicé que no todos son intercambiables. Esto seria atribuible a la hetero-
geneidad molecular de la hormona, a la diferente especificidad de los Acs. monoclonales utilizados para el disefio
de cada IE y/o a la estandarizacién de éstos. Es imprescindible entonces, caracterizar cada IE, examinando su
capacidad para detectar las diferentes formas moleculares de la hCG que puedan tener implicancia clinica.

Abstract

The human chorionic gonadotrophyn (hCG), because of being synthesized by placentary trophoblast, has
been considered the pregnancy hormone. But it is also produced by hypophisis in healthy men and women,
as in nontrophoblastic tumors. A wide variety of hCG related molecules circulate in biological fluids; they are
the product of its synthesis and metabolization: the intact, nicked and clivated molecule, the intact and modi-
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fied free subunities, besides the degradation products (molecular heterogeneity). There are also variants with
different carbohydrate composition (molecular microheterogeneity). We can find then, a wide variety of circu-
lating fragments with molecular weight (MW) from 9.5 kD, like beta core, to 40 kD, the MW of the predomi-
nant form in the early weeks of pregnancy, that is the hyperglicosilated hCG. The proportion of the different
molecular forms of hCG vary in sera samples of patients in different clinical situations: normal and Ectopic or
extrauterine pregnancy, Early pregnancy loss (EPL) or biochemical pregnancy, Gestational Trophoblastic
Disease, Down Syndrome screening, Quiescent Trophoblastic Disease (QTD), Unexplained Elevated hCG (UE).
These two last pathologies are characterized by persistently low levels of hCG (below 50 mlU/ml), production
of hCG with a low grade of glycosilation that is characteristic in the second and third trimesters of pregnancy.

Despite being widely used the methods of measuring of hCG in different clinical situations, we must take
into account that the dosage of free beta subunit in serum and/or the beta core fragment in urine are more
sensible markers in some types of nontrophoblastic cancers, germinal cells tumors, bladder and ovary cancer,
etc. Furthermore, recent development of a test for hyperglicosilated hCG would raise the predictive value of
this marker in Down Syndrome screening in second trimester.

The immunoassays (IAs) commonly used in the laboratory measuring the hCG have different abilities to
recognize all molecular forms. We have compared the results of hCG dosed in sera samples corresponding to
patients in the first trimester of pregnancy, obtained with seven different 1As: hCG MAIAclone (IRMA/MAIA,
Biodata Diagnostic), hCG Total (ICMA, Chiron Diagnostic), Total Beta (MEIA, Abbott), Nea Tact (IRMA, DSL),
HCG Immulite (ICMA, DPC), HCG STAT and HCG+b (ECLIA, Roche Diagnostic). These methods, as they use
in its design different sets of antibodies, present different specificity. In normal pregnancy, the intact hCG is the
predominant molecular form, but it is possible to detect all the related forms of hCG in smaller proportions.
We compared values obtained with each IA with the DPC Immulite method, which would recognize all the
molecular forms of hCG of clinical interest. We found significative differences between the different methods,
that could be attributed to the molecular heterogeneity and microheterogeneity of hCG, the different specificity of
antibodies used in each 1A, the recognition in a nonequimolecular way of the different molecular forms and
the problems in standardization. In short, to some causes inherent to the hormone and the specificity of the 1A
evaluated, and others inherent to measuring by IA, like its standardization. The characteristics of the international
preparations used as reference and of the partially purified calibrators (containing different proportions of intact,
clivated, or free subunities of hCG) used by the IA manufacturers, make the hCG standardization difficult. From
the point of view of diagnosis and follow up of clinical situations where the dosage of hCG is employed, all of
the 1As studied are adequate for pregnancy diagnosis because a good correlation is observed among results,
but the absence of agreement observed between some of them would indicate that they are not interchangeable;
therefore, the monitoring of patients must be made with the same method. It is necessary, because of their
different specificities, to characterize each IA, examining its ability to detect the different molecular forms of
hCG that may have clinical implications.

Introduccidn por sistemas basados en la inmunorreactividad de la

hormona, como inhibicion de la aglutinacién,

Desde el descubrimiento de la Gonadotrofina
Coriénica Humana (hCG) en 1920 por Hirose 1, y en
1928 por Aschein y Zondek 2, su medicion ha sido
la base del diagndstico de embarazo y se ha
empleado también como marcador de tumores tro-
foblasticos y no trofoblasticos.

Las primeras mediciones de hCG se realizaron
con ensayos basados en la determinacion de su
bioactividad. A partir de 1960, fueron reemplazados

fijacion de complemento, radioinmunoensayo, enzi-
moinmumoensayo, etc. Desde un comienzo se
reportaron discrepancias entre los resultados por
diferentes métodos 34. El posterior desarrollo de
Anticuerpos (Acs.) monoclonales para el disefio de
los inmunoensayos (IEs) incrementé la especificidad
y sensibilidad pero no mejor6 la comparabilidad de
resultados °.

El aislamiento de la hCG de fluidos bioldgicos y
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su caracterizacion molecular permitieron conocer el
gran espectro de las formas moleculares asociadas a
ella, producto de su sintesis y posterior metabo-
lizacién, y de isoformas con diferentes grados de
glicosilacion, que en parte explicarian las diferen-
cias observadas en las mediciones de la hormona
(Tabla 1). Hoy sabemos que algunas de las formas
circulantes de hCG tienen una potencial relevancia
clinica, por ejemplo la subunidad beta libre (hCGb
L) como marcador tumoral.

El objetivo de esta actualizacion es, por un lado,
describir estructura, metabolismo y produccién de
hCG en distintas situaciones fisiopatoldgicas. Por otro
lado, queremos plantear las dificultades inherentes a
su medicidn a través de lo reportado en la bibliografia
y de nuestra propia experiencia.

Tabla 1.
Causas de las variaciones estructurales de hCG.

 Hiper e Hipoglicosilacién.

» Subunidades libres no combinadas.

« Clivaje proteolitico sin pérdida de aminoacidos en la
subunidad beta (nicking).

« Degradacion:
1) Clivado: pérdida del bCTP.
2) Degradacion intensiva: fragmento b core.

I. Estructura

La gonadotrofina coriénica humana (hCG) es
sintetizada por el tejido trofoblastico normal (en el
embarazo) y patoldgico (mola hidatiforme y corio-
carcinoma). Su funcién en el embarazo normal es
mantener la esteroideogenésis del cuerpo lateo
hasta el momento en que la placenta alcance el
desarrollo adecuado para tomar esta funcién.
Asimismo es producida por algunos tumores (carci-
noma testicular u ovérico de tipo germinal) ¢ y en
bajas concentraciones por hipofisis 7.

La hCG es una hormona de PM ~ 36.7 kD (Figura
1) que forma parte de la familia de las glicoprotei-
nas heterodiméricas hipofisarias: LH, FSH y TSH.
Estas hormonas estan constituidas por dos sub-
unidades: alfa y beta, unidas por interacciones de

carga y de tipo hidrof6bica. Presentan una gran
homologia estructural y similar mecanismo de
accion por union a receptores especificos de la
familia de receptores con siete dominios transmem-
brana, con transmisién de sefial Adenilato-Ciclasa-
AMPc via Proteina G estimulatoria.

La subunidad alfa, comUn a todas ellas, esta codi-
ficada por un solo gen localizado en el cromosoma
6 (p21.1-23) 8. En su estructura contiene 92 aminoa-
cidos, 5 puentes disulfuro y 2 sitios de uniéon "N"
para oligosacaridos en los residuos de asparagina 52
y 78 °. La subunidad beta es la que confiere la activi-
dad bioldgica especifica a cada una de las hormonas
glicoproteicas, presentando una alta homologia
entre ellas (30-80%). La localizacion de las cisteinas
en la estructura primaria para formar los puentes
disulfuro y la conservacion de la secuencia
aminoacidica sugieren que las estructuras terciarias
de hCG, LH, FSH y TSH son muy similares.

La subunidad beta de hCG est4 codificada por 6
genes (hCGb 1, 2, 3, 5, 7 y 8) agrupados en un clus-
ter simple en tandem y "secuencias invertidas" en el
Cromosoma 19 (q13.3), al igual que el gen que codi-
fica a la LH (8). Estd compuesta de 145 aminoaci-
dos, posee 6 puentes disulfuro, 2 sitios de uniones
"N" para oligosacéaridos en los residuos asparagina
13y 30, y 4 sitios de uniones "O" para oligosacari-
dos en 4 serinas de la region C-terminal, entre los
residuos 121 y 145. Los oligosacéridos presentes en los
sitios de uniones "N" son esenciales para el correcto
plegamiento de la proteina, de su unién al receptor
y de su metabolismo °. (Figura 1).

La hCG solo estd presente en algunos primates
superiores y en el equino. Probablemente el gen
gue codifica para la hCG es el resultado, en la
evolucién, de una duplicacion y mutacion del gen
para LH, que permite la lectura de una secuencia no
codificada en su regién 3. Su transcripcién origina
una secuencia de 30 aminoéacidos (posiciones 115-
145) en la region carboxilo terminal denominado
"BCTP", ausente en las gonadotrofinas hipofisarias.
El bCTP contiene los azlcares adicionales en
uniones "O", que prolongan la vida media de la
hCG circulante 92011,

En la hCG, los oligosacaridos pueden llegar a
constituir hasta el 35% de la composicién o0 peso
molecular de la hormona y le confieren una gran
heterogeneidad estructural (microheterogeneidad).
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SUBUNIDAD

B

121127132 138

92 113 145

13 30 Loop de Keutman

92

SUBUNIDAD
a

’ Sitios de union “N” de oligosacaridos

* e

" Sitios de unién 0" de oligosacéridos

Figura 1. Esquema de la estructura molecular de hCG intacta.

La glicosilacion no solo contribuye a la funcionali-
dad, sino que también le otorga elasticidad a la
molécula y afecta la estabilidad quimica de sus sub-
unidades 12,

1. Metabolismo

La metabolizacién de la hormona involucra una
serie de eventos en diferentes sitios de la molécula.
Se inicia con un primer paso de ruptura o corte
enzimatico, "nicking", sin pérdida de aminoéacidos
13141516 que tiene lugar en la subunidad beta
(hCGb), en la region denominada Loop de
Keutmann (formado por unién disulfuro entre dos
residuos de Cys 38-57), involucrado en la unién de
la hormona al receptor y en el reconocimiento
antigénico (Figura 2). La ruptura ocurre entre la
posicion 47-48, y menos frecuentemente en las posi-
ciones 44-45 ¢ 51-52. La enzima responsable del
"nicking" es una metaloproteina, la elastasa leucoci-

5-5-Cys Glu 65
Asré—\ A
Val 44 Leu 52
GV AT 48

Figura 2. Loop de Keutman en subunidad beta de hCG.
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taria humana que actla tanto en tejido trofoblastico
como en circulacion. El sitio de accién de la enzima
es el lugar de mayores interacciones hidrofobicas y
de carga entre las cadenas alfa y beta de la hor-
mona, por lo cual esta ruptura genera la aparicion
de formas moleculares "nicked" (n) y la disociacién
del dimero 1718 (Tabla 2).

Tabla 2.

Efectos del “Nicking™

* Incrementa la disociacion del dimero en alfa libre
y en hCGbLn.

< Disminuye el reconocimiento inmunolégico debido a
cambios en la estructura.

< Disminuye la unién al receptor.

< Disminuye la actividad esteroideogénica.

En un segundo paso de metabolizacion, la "hCG
nicked" (hCGn) y la "subunidad b nicked" (hCGbn)
sufren un "clivado" de la molécula con pérdida par-
cial o total del fragmento bCTP (aminoéacidos 93-
145); y finalmente se metaboliza en el rifion, dando
por resultado el "fragmento beta core" (bcf), el cual
es eliminado por la orina 57. En la Figura 3 se
muestra el esquema del proceso metabdlico de la
hCG 1.

La primera defensa contra el proceso de metabo-
lizacién es la glicosilacion de la hormona, ya que un
mayor porcentaje de carbohidratos (formas hipergli-
cosiladas) aumentan su vida media en circulacion y
determinan su afinidad por el receptor y su
clearence metabdlico.

PLACENTA SANGRE PERIFERICA ORINA
@ »  hCG intacta »  hCG intacta
" NICKING
hCG.nickEd$ﬁi0UU$iiJU itilf'i‘ﬁ*“b hCG nick.’ad : hCG ni:ked
T socmcion P subalibre »  sub alibre
hCGBLn hCGBLn
DEGRADACION
Bef
CLIVADO —p CG menos CTP ————— hCG menos CTP
> subalibre »  subalibre
— hCGpL »  hCGBL
NICKING
| T* hCGpLn » hCGBLn

Figura 3. Formas moleculares y metabolismo de hCG.
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I11. Formas moleculares de hCG

Los fluidos bioldgicos contienen la molécula
intacta, nicked y clivada, las subunidades libres
intactas y modificadas y los productos de
degradacién, como asi también otras variantes con
multiples alteraciones en la composicion de carbo-
hidratos como las formas hiperglicosiladas 2.

Es decir, que encontraremos una gran variedad
de fragmentos circulantes de distinto peso molecular,
desde 9,5 kD (bfc) hasta 40 kD (hCG hiperglicosila-
da). En la Tabla 3 se resumen las formas molecu-
lares de hCG vy sus caracteristicas estructurales 2.

Tabla 3. Caracteristicas de la formas
moleculares de hCG.

RAEM = 2004
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hCG Hiperglicosilada o Antigeno Tiofoblastico
Invasivo (ITA)

La variante hiperglicosilada de la hCG (H-hCG) es
la forma predominante en las 3 semanas posteriores
a la implantacién del embridn; representa el 80% de
la hCG producida en la primera semana, y es gradual-
mente reemplazada por otras isoformas, hasta alcan-
zar valores de entre un 25% a 1% después de la ter-
cera semana post implantacion. La presencia de esta
variante en el comienzo del embarazo esti rela-
cionada al proceso de implantacion e invasividad de
las células trofoblasticas 222, Una de las primeras
evidencias halladas sobre el cambio de las isoformas
presentes en el embarazo temprano fue la mayor
carga negativa que poseian las moléculas de hCG al
inicio de la gestacion (determinada por electrofore-

Moléculas Abreviatura Estructura
relacionadas a hCG
Compuesta por dos subunidades: alfa y beta. Subunidad alfa: 92 aminoécidos,
hCG intacta hCGi dos cadenas de oligosacaridos en los sitios de ""unién N mono o biantenarios
PM= 36.5 kD Subunidad beta: 145 aa, 6 sitios de uni6én de hidratos de Carbono (2 de unién
"N" y 4 de unién "O"). Alta estabilidad. Maxima actividad biolégica.
Subunidad alfa libre hCGal 92 aminoécidos, dos cadenas de oligosacéaridos en los sitios de uniéon "N
PM: 14 kD mono o biantenarios. Comuan a LH, FSH y TSH.
Subunidad beta libre hCGbL 145 aminoécidos, 6 sitios de unién de hidratos de Carbono (2 de union "Ny
PM: 23 kD 4 de union "0").
HCG H-hCG 35% de su PM en hidratos de carbono. En la subunidad beta predominan
hiperglicosilada grandes residuos triantenarios de unién "N y mayor contenido de hexasacaridos
PM: 40 kD en uniones "O". La subunidad alfa contiene fucosa extra en las "uniones N"'.
hCG "'nicked" hCGn Forma parcialmente degradada de hCG cuya cadena beta tiene un "'corte o
PM: 36 kD nicking'" en region del "'Loop de Keutmann", sin pérdida de aminocidos.
Subunidad beta libre hCGbLn Forma parcialmente degradada de la subunidad beta libre de hCG, que tiene
"'nicked"* un "‘corte o nicking" en regién del "'Loop de Keutmann'', sin pérdida de
PM: 23 kD aminoacidos.
hCG con pérdida de | hCG (- bCTP) | Subunidad alfa: 92 aminoéacidos. Subunidad beta: aminoacidos 92-122 (el
"bCTP". determinante ""bCTP" esté todo o parcialmente perdido). Pierde uniones "O"
PM: 29 kD de oligosacéridos. También presenta un corte o nicking en region del "'Loop de
Keutmann", sin pérdida de aminoécidos.
Fragmento beta core bfc Subunidad beta degradada, formado por 2 péptidos (b6-40 y b55-92) unidos
PM: 9.5 kD por unién disulfuro. Forma relacionada a hCG mayoritaria en orina.
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sis capilar y electro-isoenfoque) #. Estas modifica-
ciones se correlacionaban con una modulacion de la
actividad bioldgica, ya que durante el primer trimestre
la hCG posee mayor bioactividad. Se desconocen
aun los mecanismos que regulan la glicosilacion de
la hormona, pero podrian estar relacionados con los
niveles de estradiol y progesterona, y seria éste un
mecanismo de adaptacion feto-madre .

En la enfermedad trofoblastica invasiva se ha
descripto la produccion de H-hCG o Antigeno
Trofoblastico Invasivo por las células del citotro-
foblasto. Probablemente, con el empleo de Acs.
monoclonales y el desarrollo de equipos comer-
ciales %252, |a medicion de H-hCG seria la forma de
diferenciar enfermedad trofoblastica gestacional de
tipo invasiva de la que no lo es.

Podemos inferir, entonces, que los mecanismos
de modulacidn de la bioactividad de la hCG durante
la gesta son dos: en el primer trimestre, relacionado
al grado de glicosilacion, y durante el segundo y ter-
cero a la desactivacion por “nicking” y posterior
metabolizacion renal de la hormona.

IV. Produccion de hCG
y de moléculas relacionadas

La hCG es sintetizada por el tejido trofoblastico
normal (en el embarazo) y patoldgico (mola hidati-
forme y coriocarcinoma), por algunos tumores (car-
cinoma testicular u ovérico de tipo germinal) y en
bajas concentraciones por hipofisis

Las formas moleculares de la hormona varian
cuali y/o cuantitativamente en las distintas situa-
ciones clinicas, por lo que es importante conocer
estas variaciones y tenerlas en cuenta cuando se
aplica la mediciébn de hCG al diagnoéstico de
embarazo, como marcador oncologico o en el
screening de Sindrome de Down (Tabla 4).

Embarazo Normal

La concentracion de hCG durante la gestaciéon
comienza a aumentar en suero entre los 7 y 11 dias
después de la ovulacion, es decir 21 a 25 dias desde
la fecha de dltima menstruacién (FUM). Aumenta
exponencialmente durante las primeras 5 semanas
luego de la implantacion, y alcanza el valor maximo
en las semanas 8 a 10 desde la FUM. Después de la

Tabla 4.

Aplicaciones del dosaje de hCG.

» Deteccion de embarazos intra y extra uterinos.

= Prediccién de aborto espontaneo.

« Diagnostico y seguimiento de ETG y tumores de
células germinales.

« Screening de Sindrome de Down.

« Diagnostico y prondstico de ciertas malignidades no
germinales.

semana 12, comienza a descender lentamente, alcan-
zando niveles casi constantes desde la semana 20
hasta el término de la gesta 12?7, Existe una gran
variabilidad individual en los niveles de hCG
durante el embarazo.

La forma predominante es la hCG intacta (hCGi)
tanto en suero como en orina. Ademas de la hCGi
hay otras variantes de la hormona durante el
embarazo: porcentaje bajo y variable de subunidad
beta libre (hCGbL) (<1% de los niveles de hCGi),
hCGn (10 a 21% de hCGi) y la H-hCG. El bfc sélo
se encuentra en orina y su concentracion varia
desde una quinta parte de la hCG en el embarazo
temprano hasta 5 veces la concentracion de hCG a
término 2,

Luego del parto los valores de hCG comienzan a
descender, con una vida media de 24 a 32 hs, y
alcanzan valores de no embarazo alrededor del dia
21 posparto. Hay que tener en cuenta que luego de
un aborto de primer trimestre los valores de hCG
se normalizan (< 2 mUI/ml) recién luego de 4 a 5
semanas .

Pérdida temprana de embarazo

Alrededor de un 20 a 25 % del total de las con-
cepciones culminan en un aborto temprano, donde
la Unica evidencia de embarazo es el incremento de
hCG en suero y orina a las 2 semanas de la con-
cepcion (28 dias post FUM). A esto se lo denomina
"embarazo bioquimico o aborto subclinico”, con
valores de hCG que alcanzan alrededor de 10 a 100
mUI/ml y luego caen. En la mayoria de los casos,
esta pérdida temprana emula una menstruacién nor-
mal o ligeramente aumentada 2.
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La sensibilidad de los métodos actuales, tanto los
de venta en farmacias (limite de deteccion 6-50
muUl/ml) ¥ o los realizados en el laboratorio (con
limites de deteccion alin menores segun los méto-
dos) permiten diagnosticar el embarazo antes de la
primera falta. Por eso es recomendable efectuar los
tests después del dia 31 post FUM, o bien confir-
marlos luego de ese plazo, para asegurar la detec-
cion de un embarazo potencialmente viable .

Embarazo ectopico

En embarazo ectépico o extrauterino, los valores
de hCG dosables son menores que los valores
medios de hCG de embarazo normal. Predomina la
forma hCGi tanto en suero como en orina, con muy
baja proporcion de productos de degradacion de
hCG (hCGn, hCGbL y bfc en orina). A pesar de que
valores bajos de hCG sugieran la presencia de un
embarazo ectépico, hay una significativa superposi-
cién con los valores de un embarazo normal.
Teniendo en cuenta que en las primeras 8 semanas
de gestacion los valores de hCG deberian duplicarse
cada 48 horas, la combinacion de bajos valores de
hCG y la inhabilidad de duplicar los valores cada 2
dias es un fuerte indicador diagnéstico de embara-
Z0 ectopico 1927,

Mola hidatiforne gestacional

En la enfermedad trofoblastica gestacional (ETG)
la forma predominante de hCG presente tanto en
suero como en orina es la intacta; hay un ligero
aumento de hCGbL en las pacientes con mola hidati-
forme (1 a 10% del nivel de hCGi). Postevacuacion,
se produce un marcado descenso de hCG con
aumento relativo de las formas "nicked" en respues-
ta al tratamiento y puede detectarse una pequefia
pero significativa proporcion de H-hCG (10% de los
niveles de hCGi).

En enfermedad trofoblastica persistente (ETP) o
mola persistente estdn presentes en suero y orina
niveles variables de hCGi, dependiendo de la canti-
dad de tejido trofoblastico remanente. La ETP se
asocia a una mayor proporcién de hCGbL (entre 2
y 10% de hCGi), alta proporcion de formas "nicked"
(hasta 100%) luego de la cirugia y/o quimioterapia
(por metabolizacién de la hCGi) y, como se dijo
anteriormente, mayor proporcién de H-hCG (hasta
aproximadamente 40% de hCG) 1927,
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Coriocarcinoma

En coriocarcinomas, tanto posmolares como pos-
gestacionales, las formas "nicked" y las formas
hiperglicosiladas son las variantes predominantes
en suero y en orina; también, en algunos casos de
coriocarcinoma, puede detectarse una alta propor-
cién de hCGbL (5 a 40% de hCGi) 1027,

Enfermedad Trofoblastica Gestacional Quiescente y
hCG Inexplicablemente Elevada 1922,

En el afio 2001 se describieron y definieron dos
nuevos sindromes: Enfermedad Trofoblastica Gesta-
cional Quiescente (ETGQ) y hCG Inexplicablemente
Elevada (hCG IE).

Estos dos sindromes se caracterizan por:

= Valores persistentemente bajos de hCG (menores
de 50 mUI/ml) en suero y orina, lo que descarta un
falso positivo (Ver “Falsos positivos de hCG o hCG
Phantom™), con minimas fluctuaciones en periodos
mayores de 6 meses a 6 afos.

= Ausencia de masa tumoral o trofoblastica (al
menos, no identificable por imagenes).

= Sin respuesta a la quimioterapia.

= Produccion de hCG con bajo grado de glicosi-
lacion, caracteristica del segundo y tercer trimestre
de embarazo normal.

El bajo grado de glicosilacion indicaria que la
hCG seria producida por células altamente diferen-
ciadas y no como las del citotrofoblasto invasor o
del coriocarcinoma (poco diferenciadas), que pro-
ducen altas proporciones de H-hCG. La ausencia de
masa tumoral y la falta de respuesta a la quimioterapia
sugieren también que los bajos niveles de hCG son
producidos por células no invasivas, de crecimiento
similar al del tejido normal. Podria tratarse de un
Unico sindrome, en el que la ETGQ derivaria de una
mola hidatiforme u otra ETG, y la hCG IE derivaria
de un embarazo normal, ectépico o de un aborto
espontaneo.

Se ha reportado 3t un paciente con hCG IE que
evoluciond luego a un tumor trofobléstico sitio pla-
centario (TTSP), y otros pacientes en los que luego
se produjo un aumento brusco de hCG con un 90%
de H-hCG. Por lo cual, es muy importante el
seguimiento de estos pacientes mientras persistan
los valores de hCG.
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Screening de Sindrome de Down?19:21.27.32.33

En embarazos de fetos con trisomia del par 21
(Sindrome de Down), las concentraciones de hCG
heterodimérica o de hCGbL duplican en promedio
los valores hallados en embarazo normal de igual edad
gestacional. Teniendo en cuenta la gran variabilidad
individual, los valores de hCG o de hCGbL no consti-
tuyen por si solos indicadores de anormalidad
genética. Su combinacion con otros marcadores bio-
guimicos aumenta el valor predictivo de riesgo.

Los marcadores que se utilizan para el screening
prenatal del primer trimestre son: hCGbL, PAPP-A 'y
translucencia nucal. En el segundo trimestre se uti-
liza la asociacion de hCG con alfa-fetoproteina,
estriol no conjugado e inhibina A. En la actualidad
hay programas de computacion que al ingresar los
resultados de estos marcadores, junto a otros datos
del paciente (edad materna, FUM), calculan la proba-
bilidad de que el feto padezca el sindrome. A partir
de estos resultados se indica la realizacién de estu-
dios confirmatorios, como por ej. puncion de las
vellosidades coridnicas o andlisis citogenético del
liguido amniético.

Un nuevo y mas sensible marcador para screening
de Sindrome de Down en el segundo trimestre seria
la determinacién de H-hCG o ITA, ya que esta forma
hiperglicosilada, que durante el segundo trimestre
de embarazo normal constituye menos del 3% del
total de hCG, aumenta nueve veces en embarazos
con Sindrome de Down 2.

Tumores no trofoblasticos®27:34

En algunos tipos de céanceres no trofoblasticos,
tumores de células germinales (disgerminomas y
tumores testiculares), cancer de vejiga, ovario, etc.,
puede haber produccion de pequefias cantidades de
subunidad alfa y beta de hCG que no son suficientes
para su combinacién y formacién del dimero. En
estos casos se puede detectar hCGbL en baja con-
centracion en suero y bfc en orina, por lo cual estos
dos pardmetros constituyen marcadores mas sensi-
bles para el seguimiento de este tipo de malig-
nidades. En su defecto, se podrian usar ensayos que
miden hCG total, con capacidad de detectar también
hCGbL, que estara expresada en unidades de hCG.

Produccidn hipofisaria de hCG
Clasicamente la hCG no es considerada una hor-

mona hipofisaria, pero las células gonadotrépicas
hipofisarias producen pequefias cantidades de hCG
y de bfc. Hace més de dos décadas que se publi-
caron trabajos que describian la presencia de hCG
en orina de mujeres sanas no embarazadas y la
presencia de una "hCG like" en hipofisis y otros teji-
dos 35,36

A fines de los afios 80, Odell y Griffin publicaron
varios trabajos sobre la pulsatilidad de la hCG en
sangre durante el ciclo menstrual 363738, Emplearon
un Ac. monoclonal altamente sensible y especifico,
y hallaron valores més elevados de hCG en fase
Iatea que en folicular, y la aparicién de un pico en
la mitad del ciclo coincidente con el pico de LH;
ademas, observaron el incremento de hCG junto a
LH en respuesta a la administraciéon de GnRH. Con
estos trabajos se concluye el origen hipofisario de la
hormona (s6lo detectable con el empleo de ensayos
ultrasensibles) y que ésta seria quimicamente diferente
de la hCG placentaria.

En 1992 Alftham y Sternman 4, con el empleo de
un IFMA ultrasensible, miden la concentracion de
hCG, hCGbL y bfc en hombres y mujeres sanos (sin
evidencia de cancer) en suero y orina, y encuentran
que las concentraciones de hCG son mayores en
mujeres no embarazadas que en hombres, que la
concentraciéon aumenta con la edad, y que se correla-
ciona adin mas con el aumento de FSH, por
supuesto sin alcanzar los valores de embarazo. Estos
autores expresan la necesidad de establecer valores
de referencia de hCG por edad, sexo y para cada
método en particular, para el correcto empleo en el
diagnostico y seguimiento de ciertos canceres.

Recién en 1995, Birken y col. logran aislar y carac-
terizar la hCG hipofisaria, que difiere de la placen-
taria ya que posee un mayor grado de sulfatacion en
sus cadenas de oligosacaridos y un menor grado de
residuos de acido sidlico 7. Una explicaciéon para
estas diferencias quimicas es que la hCG hipofisaria
posee un sitio de reconocimiento por la enzima Gal
N Ac-transferasa que produce la sulfatacion de las
glicoproteinas hipofisarias. La presencia de los gru-
pos sulfato en las moléculas de hCG hipofisaria
aumenta el clereance de la hormona ya que rapida-
mente es eliminada de la circulacion por receptores
hepéticos especificos. Estos receptores de baja
afinidad en el higado permiten regular los niveles
circulantes de las moléculas sulfatadas, tanto de la
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hCG hipofisaria como de la LH y TSH, y mantener
la pulsatilidad necesaria para ejercer su actividad
biolégica. En cambio, en la hCG placentaria, un
mayor contenido de moléculas de &cido sidlico
aumenta su vida media y logra mantener el embara
zo ya que es eliminada por el rifidn con un
clearence menos eficiente.

Finalmente, en el afio 1996 Dirnhofer S. y col.
demostraron la expresion del gen de la hCG en teji-
do hipofisario humano “.

Es importante tener en cuenta que sélo unos
pocos inmunoensayos comerciales son capaces de
medir en suero las concentraciones fisioldgicas de
hCG de hombres y mujeres no embarazadas
(ensayos inmunométricos ultrasensibles que
emplean anticuerpos monoclonales), y a su vez
estos ensayos no estan validados para la determi-
nacion de hCG en orina.

V. Medicion de hCG

Desde hace més de un siglo, la hCG es recono-
cida como marcador de embarazo y de tumor tro-
fobléastico. Los primeros métodos empleados para el
dosaje de esta hormona fueron ensayos bioldgicos,
luego desplazados por métodos inmunolégicos cuali
y cuantitativos como las técnicas de hemoagluti-
nacion, inhibicion de la aglutinacién, RIA y ensayos
inmunomeétricos “2. Desde el empleo de los primeros
métodos inmunoldgicos, en la literatura se hace
referencia a resultados discrepantes (en algunos
casos "aberrantes”) en las mediciones de hCG 2. En
primer lugar se atribuyeron a la reaccién cruzada con
LH, debido al uso de Acs. policlonales en el disefio de
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los primeros Radioinmunoensayos 4, a la presencia
de Acs. heterodfilos ® y al empleo de diferentes estan-
dares para calibracion *. El desarrollo de Acs. mono-
clonales ha aumentado la especificidad de los IEs,
pero continuaron las discrepencias entre los resulta-
dos obtenidos por diferentes métodos #454, Las
isoformas de hCG tienen diferentes epitopes o sitios
antigénicos, los cuales a veces estdn presentes en
todas las formas moleculares de la hormona vy otras,
son exclusivos de alguna de ellas (Tabla 5) #'.

Los Acs. monoclonales utilizados en el disefio de
los IEs 52647 usan al menos uno de los Acs. dirigido
contra la hCGb y otro, a otro epitope estéricamente
disponible. Lo importante es que segun a qué epitope
estén dirigidos los Acs., seran las formas moleculares
gue se puedan detectar. Se han desarrollado méto-
dos con capacidad para detectar s6lo la hCGi, o la
hCG total (nicked y no nicked), o todas las formas
moleculares relacionadas a la hCG. También hay
métodos que detectan solo la hCGbL y el bcf.

La mayoria de los IEs comerciales estan disefia-
dos para medir hCG y hCG b, ya que estos métodos
emplean dos o tres Acs. especificos para hCG b o
un Ac. monoclonal y un antisuero policlonal. El
problema de estos IEs es que tienden a sobreestimar
la hCG b. Por otro lado, los IEs que emplean una
combinacion de Acs. anti-hCG (anti-dimero o ab) y
anti-b subestiman la hCGn.

La heterogeneidad y la microheterogeneidad
molecular de la hCG, la utilizacién de diversos Acs.
monoclonales en el disefio de los IE 2 y las dificul-
tades en la estandarizacion, son algunos de los fac-
tores que contribuyen a la complejidad de la medi-
cion de la hormona, y los posibles causantes de las
discrepancias de los resultados (Tabla 6).

Tabla 5. Sitios antigénicos de las formas moleculares relacionadas a la hCG.

Caracteristicas de los sitios antigénicos Anticuerpos hCGi  hCGn BCTP hCGAL hCGBn  Pcf
Epitope ubicado en la interfase de las subunidades a y b Anti - hCG dimero S

Epitope comun a hCG y a la subunidad a Anti - a S|

Epitope comun a hCGi, hCGbL, hCGbn Anti - by Sl S| Sl ] ] S|
Epitope comun alternativo en hCGi, hCGb, bcf Anti - b, S| S| S| S| SI [ SI/NO
Epitope en hCG y hCGbL (sin pérdida debCTP) Anti - bCTP Sl Sl Sl Sl S|

Epitope especifico de la hCGbL (epitope criptico de hCGi) Anti - hCGb S| S| S|
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Tabla 6.

Importancia de conocer las variaciones
estructurales y la estandarizacion de los IEs.

= Alto nivel de variaciones estructurales de hCG
intraindividual y en relacion a diferentes patologias

« Amplia disponibilidad de diferentes IEs tipo sandwich
que usan diferentes combinaciones de Acs.

« Estandarizacion inadecuada, por el uso de estandares
impuros.

« Interpretacion de resultados en diferentes situaciones
clinicas (Embarazo normal, Enfermedad Trofoblastica
Gestacional, etc.)

La heterogeneidad molecular de la hCG en los
fluidos biolégicos causa una gran variabilidad en la
inmunorreactividad. Es importante conocer la reac-
tividad de los Acs. empleados con relacion a las
caracteristicas del analito y del estandar. Por ejem-
plo, algunos Acs. reconocen la hCGi y hCGn de
manera similar, mientras que otros subestiman las
formas clivadas (hCG con pérdida del fragmento "b
CTP").

La especificidad de un IE depende de los epi-
topes a los que van dirigidos los Acs. empleados.
Dado que se dispone del mapeo antigénico de la
hCG, es factible obtener Acs. monoclonales de
especificidad predeterminada para ser empleados
en el disefio de los IEs comerciales. En el reciente
Workshop de hCG “ se aconsejo el empleo de Acs.
dirigidos a los epitopes b1, b2, b4 que permitirian la
mejor caracterizacion de los IEs, y mejorar su
estandarizacion a través del reconocimiento de
mayor namero de formas moleculares relacionadas
a hCG.

Estandarizacion

Uno de los mayores inconvenientes que presen-
tan los IEs empleados para la determinacion de hCG
(comn a los que miden péptidos y proteinas) es su
estandarizacion 5. Roger Ekins afirmé: "la estanda-
rizacion de IEs so6lo es posible si el estandar y el
analito son idénticos; para los antigenos heterogé-
neos ésto es virtualmente imposible" 4. En el caso
particular de la hCG, las dificultades pueden
atribuirse por un lado, a las caracteristicas del estan-

dar y por el otro, a la heterogeneidad de la hCG en
los fluidos biolégicos.

El estandar internacional, IRP 75/537, empleado
por la mayoria de los equipos comerciales, es una
preparacion urinaria parcialmente purificada. Se han
utilizado bioensayos para determinar su potencia y
se la expresd en unidades internacionales arbitrarias
%, designandola como Preparacion de Referencia
Internacional (IRP), con un valor de 650 Ul /vial
(1mg de hCG pura = 9.3 Ul). Existen reportes que
afirman que esta solucion de referencia contiene un
9% de hCG “nicked” y un 91% de hCGi 851, Por con-
siguiente, esta solucion no seria la adecuada para la
calibracién de los diferentes IEs.

Para el desarrollo de nuevos estandares se ha
propuesto tener en cuenta 5

= Que sean calibrados por inmunorreactividad y
no por bioactividad.

« Que se determine la concentracién molar de la
proteina pura, determinada por analisis del con-
tenido de aminoécidos, y considerar este método
como de referencia.

= Que los Acs. primarios deberan reconocer epi-
topes relacionados con el contenido de aa.

= Que se expresen las concentraciones en el
Sistema Internacional de Unidades, segun las
recomendaciones de la IFCC (por ej.: mol/L).

Basados en estos conceptos y a pedido de la
IFCC, un "Grupo de Trabajo" ha elaborado una
nueva "Preparacion de Referencia" con la finalidad
de obtener resultados mas comparables entre los
inmunoensayos a través de la obtencidén de estan-
dares puros, generando la posibilidad de expresar
los resultados en concentracion (mol/L) 53,

Otro inconveniente relacionado a la estandarizacion
de los IEs es atribuible a los calibradores parcial-
mente purificados utilizados por los fabricantes de
IEs comerciales que también contienen diferentes
proporciones de hCG clivada, hCGbL o del bcf y
son preparados en base a diferentes matrices, lo
cual podria generar también discrepancias en los
resultados.

Falsos positivos de hCG o0 hCG Phantom

En los dltimos afios se han publicado una serie
de articulos que describen la existencia de falsos
positivos para hCG ("hCG Fantasma"), medidos por
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métodos inmunomeétricos 545556575859, Se |os atribuye
a la presencia, en el suero de algunos individuos
normales, de anticuerpos heterdfilos dirigidos con-
tra Inmunoglobulinas de otras especies, tales como
las de raton.

Otra causa de falsos positivos de hCG es la
presencia de enzimas proteoliticas, como la toxina
colérica, enzimas bacterianas 0 un tipo de proteasa
simil tripsina, que imitan a la subunidad beta de la
hormona dando bajos niveles de hCG inmunorreac-
tiva en mujeres no embarazadas 6. Tanto las enzi-
mas proteoliticas como los Acs. heterdéfilos pueden
interferir en el ensayo al completar la reacccién
"sandwich". Este tipo de inconvenientes se ha solu-
cionado, por lo menos en parte, mediante la uti-
lizacién de Acs. que unen sitios distantes de la hor-
mona de tal forma que el ensayo seria incapaz de
detectar este tipo de enzimas.

Los resultados “fantasma” de hCG pueden persistir
durante muchos afios, segin lo reportado, y dan
resultados en el rango de 10 a 630 mUI/ml. Los
médicos han tenido inconvenientes en interpretar
estos niveles persistentemente bajos de hCG com-
patibles con embarazo ectépico o ETG (mola hidati-
forme o coriocarcinoma) %%. De esta forma, algu-
nas pacientes han llegado a ser tratadas con
quimioterapia y/o cirugia innecesariamente. La
presencia de hCG "fantasma" debe ser considerada
como una posible explicacion para los niveles per-
sistentemente bajos de la hormona en individuos sin
sintomas de embarazo ni evidencia alguna de
patologia. Ante la sospecha de la presencia de hCG
"fantasma" se recomienda realizar el siguiente pro-
tocolo

= Evaluar la deteccion de niveles de hCG en
suero (10 a 630 mUl/ml) y niveles no detectables en
orina (ya que los Acs. heterdfilos estdn sélo pre-
sentes en sangre). Tampoco deberian detectarse en
orina niveles de hCGbL ni bfc.

= Poner en evidencia resultados discordantes, de
hasta 5 veces, al utilizar diferentes IEs de hCG de
distintas marcas comerciales.

< Diluir la muestra sérica y, si se obtiene un
resultado no coincidente con el esperado segin el
factor de dilucion, se demuestra que lo que se esta
dosando no es en realidad hCG (no paralelismo).

< Utilizar agentes bloqueantes de los Acs hetero-
filos .

RAEM = 2004
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VI. Comparacion de resultados de hCG
obtenidos con diferentes inmunoensayos

Diversos autores refieren las dificultades en la
medicion de hCG empleando métodos desarrolla-
dos y/o comerciales 51547. Nosotros comparamos los
resultados obtenidos por diferentes IEs empleados
en nuestro medio, cuyas caracteristicas se detallan
en la Tabla 7, en muestras de suero correspondientes
a 44 pacientes que cursaban el primer trimestre de
embarazo normal. La eleccion de muestras del
primer trimestre de embarazo normal tuvo la inten-
cién de minimizar la contribucién relativa de la
hCGn y la hCGb L (intacta y "nicked") en los resul-
tados a comparar. Recordamos que en el embarazo
normal se encuentran en circulacion todas las for-
mas moleculares de hCG, siendo la hCGi la forma
molecular predominante. El porcentaje de hCGn
varia desde un 9% en primer trimestre hasta un 21%
en el final de la gestacion 15. La concentracion de la
hCGb L es de alrededor de un 1% de la beta total
(concentraciones mayores que el 3% podrian ser
indicativas de ETG). El bfc, principal producto de
degradacion de la hCG en orina de embarazadas, es
casi indetectable en suero (< 0.3% de la concen-
tracion de hCG) 4.

Por otro lado, el aumento exponencial de la con-
centracion de hCG en suero durante el primer
trimestre de embarazo normal, sumado a la gran
variabilidad individual en cada semana de
gestacion, lleva a obtener resultados que difieren
entre si en varios 6rdenes de magnitud. Ninguno de
los ensayos disponibles para el dosaje de hCG cubre
ese amplio rango de valores y ésto obliga a efectuar
diluciones para obtener el resultado final. En la
Tabla 7 se incluye el rango de trabajo de cada IE uti-
lizado en el estudio. La gran disparidad en éstos
hizo imposible seguir un protocolo comun de dilu-
cion para aquellas muestras que presentaron valores
superiores al rango util de trabajo de cada uno.

En una primera instancia evaluamos la correlacion
y concordancia (Test de Bland y Altman) de los
métodos M1 a M6 838, frente al Serono MAIAclone
(M1), ya que era el método mas empleado en nuestro
medio hasta ese momento . Hallamos diferencias
significativas entre los métodos, observando que si
bien todos los métodos presentaron buena correlacion,
no todos presentaron buena concordancia con M1.
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Tabla 7. Caracteristicas de siete IEs utilizados para la determinacion de hCG.

Tipo de Dilucion  Rango de Ac de captura: Especificidad Estandar
Ensayo Automat  Trabajo Ac de marca
(mul/mi)
HCG M1 BIODATA | IRMA-MAIA | NO 1-500 antihnCG hCGi, hCGbL, 1°IRP /
MAIAclone DIAG. dimero+antib libre: hCGbLn, 3°S| 75/537
anticommonb1
HCG Total | M2 CHIRON ICMA S| 2-1.000 Anticommonb1: hCGi, 3°SI 75/537
DIAG. anticommonb2+ |hCGn, hCGbL
AntihCG dimero
Total Beta M3 ABBOTT MEIA Sl 2-1.000 AntiCTP: hCGi, hCGn, | 3°SI 75/537
IMX anticommonbl hCGbL
Nea Tact M4 DSL IRMA NO | 50-100.000 No especifica hCGi No especifica
HCG M5 DPC ICMA Sl 1-5.000 Anticomonb2: hCGi, hCGn, | 3°SI 75/537
Immulite anticommonb1 hCGbL, bfc
HCG STAT M6 ROCHE ECLIA S| 0.5-10.000 AntihCG dimero: hCGi 3°SI 75/537
anticommonbl
HCG+b M7 ROCHE ECLIA Sl 0.1-10.000 Anticommonb2: | hCGi, hCGn, | 3°SI 75/537
anticommonb1 hCGbL, bfc

El informe del afio 2002 del Centro de Referencia
de hCG (USA) ¥ define, entre los métodos evaluados
por ellos, al DPC Immulite hCG (M5) como aquel
que reconoceria todas las formas moleculares de
hCG de interés clinico. Esta conclusion se fundamen-
ta en el estudio de inmunorreactividad de diferentes
IEs frente a estandares puros de distintas formas

moleculares de hCG, calibrados por analisis de
aminoacidos y convertidos a Ul (11 UI/L = 1 pg/L).

Sobre esta base reevaluamos nuestros resultados,
incluyendo en el andlisis un nuevo método:
Roche/Elecsys 2010 hCG+b (M7), tomando como
referente al M5. Los resultados se muestran en Tabla
8. Se hallaron en este caso también diferencias sig-

Tabla 8. Inmunor reactividad de hCG en 44 muestras séricas durante el 1 " trimestre de embarazo normal.

Media IC 95%

de la media

IC 95%
de la mediana

Mediana
(mUI/ml)

(mUIl/ml)

M1 44 53.353 10.433 32.311-74.395 30.750 12.062-61.255
M2 44 45.034 8.564 27.762-62.172 27.383 11.906-51.253
M3 44 47.359 8.832 29.547-65.172 25.455 7.889-53.078
M4 44 33.609 6.345 20.812-46.406 19.950 9.482-41.701
M5 44 32.197 5.975 20.130-44.264 21.591 9.164-36.872
M6 44 29.812 5.574 18.570-41.054 17.483 7.729-34.445
M7 44 41.176 7.702 25.609-56.742 19.015 10.528-48.278
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Tabla 9. Resultados de la comparacion de los resultados de hCG por los distintos métodos vs. DPC Immulite hCG

(M5).

Correlacion

Comparaciones

Concordancia
(Relac. cocientes de By A)

M1 vs M5 0.9911 <0.0001 0.64 0.39-0.89
M2 vs M5 0.9864 <0.0001 0.71 0.48-0.93
M3 vs M5 0.9920 <0.0001 0.74* 0.42-1.07
M4 vs M5 0.9893 <0.0001 0.89* 0.59-1.19
M6 vs M5 0.9962 <0.0001 1.02* 0.88-1.17
M7 vs M5 0.9961 <0.0001 0.81 0.66-0.95

* concordancia estadisticamente significativa (limite de confianza incluye el valor de cociente =1y el 98 % de los cocientes estan incluidos en los 2

DE).

nificativas entre las medias correspondientes a los
siete métodos, ANOVA de medidas repetidas
(Fe:240=21.519; P<0.0001). Se hall6 buena correlacion
(r Pearson >0.98; P<0.0001 en todos los casos) entre
todos los métodos y el M5 (Tabla 9). Cuando se
evalud la concordancia a través de la Relacion de
Cocientes de Bland y Altman, sélo se observo con-
cordancia entre M3, M4 y M6 con el M5 (Tabla 9,
Figura 4).

En nuestra primera evaluacion de los resultados
de hCG %, el DPC Immulite hCG (M5) nos sor-
prendié6 por su performance similar a aquellos
métodos que median s6lo hCGi y diferente de la
gue presentaron los que supuestamente tenian su
misma especificidad para detectar las formas circu-
lantes de la hormona. En ese momento, esas diferen-
cias las atribuimos a la estandarizacion del método
y/o a errores inherentes a los diferentes protocolos
de dilucién y diluyentes (efecto matriz) 2 empleados
para lograr cuantificar valores de hCG por encima del
rango util de trabajo de los IEs. Cuando reevaluamos
los métodos frente al M5, seguimos observando
resultados no esperables para los IEs de igual o de
distinta especificidad que éste.

La discordancia de M1 y M2 con M5, ambos con
especificidad para el reconocimiento de todas las
formas circulantes de hCG, seria atribuible, ademés
de un problema de estandarizacién, al reconocimien-
to de manera no equimolecular de las distintas for-
mas moleculares 22. Estos métodos emplean dos Acs.
especificos para hCGb por lo que tienden a sobrees-

timar la hCGb. Ademés, emplean una combinacién
de Acs anti-hCG (anti-dimero) y anti-b que llevaria
a subestimar la hCGn.

El M3 es concordante con el M5; ambos méto-
dos poseen igual especificidad a pesar de utilizar el
M3 un anticuerpo de captura anti-bCTP. De esta
manera serian métodos intercambiables entre si, pero
hay que tener en cuenta los posibles falsos positivos
gue presenta el M3, descriptos en la bibliografia .

La concordancia de M4 y M6 con M5, con-
siderando que ambos métodos tienen especificidad
s6lo para detectar hCGi, se deberia a que esta forma
molecular es la predominante en el primer trimestre
de embarazo normal (alrededor de 80% de hCG
total).

El M7 es el Unico método que utiliza la misma
combinacion de Acs. que el M5. Pero los resultados
no fueron concordantes entre si. Esto podria
atribuirse a diferencias en la estandarizacion de los
métodos, a pesar de utilizar el mismo IRP, quizas
debidas al empleo de estdndares secundarios con
diferentes porcentajes de las formas relacionadas a
hCG y a diferencias en sus matrices.

Independientemente del método elegido como
patrén, al evaluar y comparar los resultados de hCG
en muestras de suero correspondientes al primer
trimestre de embarazo, encontramos diferencias sig-
nificativas con los diferentes métodos. Pero pode-
mos inferir que todos los IEs. estudiados son ade-
cuados para el diagndstico de embarazo, ya que se
observa buena correlacion entre los resultados. La
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Figura 4. Relacion de cocientes de Bland y Altman.

no-concordancia observada entre algunos IEs nos
indicaria que éstos no son intercambiables entre si,
lo que implica la necesidad de realizar las medi-
ciones seriadas de un mismo individuo con un
mismo método.

VII. Conclusiones

En la actualidad, la medicién de hCG, con el
advenimiento de las nuevas y mejores meto-
dologias, algunas totalmente automatizadas, se ha
convertido en una determinacién de rutina en el
laboratorio clinico. A pesar de ello, los problemas
en la medicién persisten y siguen generando
muchos interrogantes acerca de lo que realmente se
estd midiendo ¢,

La gran heterogeneidad molecular de la hor-
mona en los fluidos bioldgicos, producto de su sin-
tesis, metabolizacion y microheterogeneidad, y los
diferentes Acs. monoclonales utilizados para el disefio
de cada IE, pueden generar discrepancias en las
mediciones. Esto no explicaria de por si todas las
diferencias observadas ya que, por ejemplo, IEs de
"supuesta” igual especificidad, arrojaron resultados
no intercambiables entre si. Dificultades en la
estandarizacion, efectos "matriz", reactividad ante
Acs. heterdfilos, etc., todas ellas inherentes a los IEs,
también contribuyen a generar discrepancias.

En vistas al futuro, a nivel internacional se esta
trabajando en el desarrollo de estdndares mas ade-
cuados para la hCG 4 y cada una de sus formas
moleculares, y en el desarrollo y empleo de Acs. mono-
clonales con especificidad predeterminada que se
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utilizarén en el disefio de una nueva generacion de IEs.

Las utilidades clinicas tan diversas del dosaje de
hCG: diagnéstico de embarazo, de aborto esponta-
neo, diagndstico y/o seguimiento de ETG y otros
tumores, screening de Sindrome de Down, plantean
la necesidad de caracterizar cada IE y determinar su
capacidad para detectar diferentes formas molecu-
lares de hCG que puedan tener implicancia clinica.
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Cuarta Parte (penultimo capitulo):

Una ronda de reuniones y recepciones marcaron nuestra estadia en Buenos Aires. Visitamos el laboratorio
de Bernardo Houssay, quien para ese entonces se habia convertido en un habitante en desgracia, y donde Luis
Leloir forjaba los cimientos que lo llevaron a ganar el Premio Nobel unos afios después. Houssay nos agasajo
con un almuerzo y nos dio un panorama grafico de las dificultades que la ciencia médica padecia con el clima
politico de esos tiempos. También tuvimos una larga reunién con Juan Perdn, cuya esposa recién habia caido
enferma. Cualquiera sean las diferencias que uno pudiera haber tenido con su visidn politica, era imposible
negar la fuerza de su personalidad.

Pasaron meses después de nuestro retorno a Boston antes que se completaran los ensayos de laboratorio y
gue los datos fueran totalmente analizados. Se escribié una comunicacién breve y luego, en 1954, se publicé
una monografia describiendo los hallazgos (Stanbury, J.B.; Brownell, G.L.; Riggs, D.S.; Perinetti, H.; Itoiz, J.; Del
Castillo, E.B.: Endemic Goiter, The Adaptation of Man to lodine Deficiency, Harvard University Press, 1954). El
subtitulo de ese volumen, “La Adaptacion del Hombre a la Deficiencia de Yodo”, enmarco los resultados. Estos
incluyeron una rapida captacién y recambio de yodo, una gran variacién en el contenido glandular del mismo,
un ajuste modulado a los cambios en el aporte de yodo, dependencia de la actividad tiroidea a la tirotrofina y
respuesta de la actividad a la administracion de yodo hormonal tiroideo, asi como la acumulacién y depdsito
cuando el yodo quedd disponible, y ausencia de un rol de los rifiones para ajustar los cambios en el aporte
yodico. Se construyeron modelos cinéticos de la funcién tiroidea y del metabolismo del yodo y se probaron
con los datos obtenidos. Si bien no hubo evidencias que otras causas, aparte de la deficiencia de yodo, hayan
tenido alguna participacion, no se descart6 la posibilidad que otros factores hubiesen estado también involu-
crados. Fueron sugeridas muchas alternativas para observaciones adicionales.

Dos personas jugaron un papel crucial en esta investigacién. Héctor Perinetti hizo que este emprendimien-
to fuese posible. El provey6 las areas de trabajo en el Hospital Central, encontré y motivo a los pacientes, se
ocupo6 de nuestras necesidades, buscd nuestro confort y también nos escudd de los excesivos visitantes. Nunca
rehus6 a ningun requerimiento nuestro, aunque pareciese poco razonable. Compartié la planificacion y la eje-
cucion de muchas observaciones. Nosotros fuimos colegas e intimos amigos, y él conserva en nuestra memo-
ria un muy calido lugar.

Howard Means tuvo un rol de apoyo. El hizo los arreglos para el financiamiento y para que los investi-
gadores norteamericanos obtuviesen la licencia para poder viajar. En afios posteriores él frecuentemente aludia
a la importancia de la cooperacion internacional en las ciencias médicas, y citaba la experiencia de Mendoza
como un ejemplo de lo que se debia hacer. Fue generoso hasta el cansancio, siempre minimizando cualquier
contribucion propia. Un evento feliz fue su visita a Mendoza en 1964, cuando vi6 el lugar del proyecto y renové
sus vinculos con Perinetti, recibiendo con gran satisfaccion el titulo de Miembro Honorario de la Universidad
de Cuyo. Uno de los hitos de aquel viaje fue un asado en la finca de Perinetti al sur de la Ciudad de Mendoza
ante la vista magnifica del Cerro del Plata.

Dra. Maria del Carmen Silva-Croome Dr. Hugo Niepomniszcze

Coordinadores del CACDDI-FASEN )
CONTINUARA
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Mendoza (2000).
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Resumen

Un total de 783 alumnos de escolaridad primaria, de ambos sexos, fue estudiado en este monitoreo de bocio
endémico en tres localidades del Sur de la Provincia de Mendoza: San Rafael (209 nifios), Villa 25 de Mayo
(152) y General Alvear (422). La edad de los escolares oscild entre 6 y 16 afios. La palpacion tiroidea fue hecha
por el conjunto de los médicos participantes. Sin embargo, con la finalidad de aunar criterios con lo realizado
previamente 8, se tomd como Unica referencia la palpacion de H.N., que se llevd a cabo en la totalidad de los
nifos estudiados. La definicion del grado de bocio fue similar a la utilizada en los otros relevamientos 1. Se
determind la yoduria en muestras casuales de orina emitidas por los nifios una vez que fueron palpados (183
de San Rafael, 147 de Villa 25 de Mayo y 196 de General Alvear). Se midi6 también el contenido de yodo en
179 muestras de sal de consumo hogarefio de San Rafael, en 62 de Villa 25 de Mayo y en 408 de General Alvear.
El examen palpatorio de los nifios reveld solamente la existencia de bocio grado 1. La prevalencia de bocio
fue diferente de acuerdo a la zona evaluada. Asi, en la ciudad de San Rafael el porcentaje fue de 5,2%, indi-
cando un insignificante grado de endemia, al igual que en General Alvear, que fue del 5,7%. Sin embargo, en
la Villa 25 de Mayo, zona aledafia a la cuenca méas importante de uranio de Sudamérica (Sierra Pintada), la fre-
cuencia de bocio fue del 8,5%. Los niveles de yoduria tuvieron, en General Alvear, una X de 115+80(DS)ny/L
y una mediana de 105ng/L; mientras que en San Rafael la x fue de 108+149(DS)ng/L y la mediana de 79ng/L.
En la Villa 25 de Mayo la X fue 114+74(DS)ng/L y la mediana 94ng/L. El contenido de yodo de las sales, que
los nifios trajeron de sus hogares, mostré una X de 21,3mg/kg en General Alvear, 18,2mg/kg en San Rafael y
14,9mg/kg en la Villa 25 de Mayo. Algunas de las marcas de sal tenian una muy alta proporcion de muestras
cuyo contenido yédico era menor de 15mg/kg. Sin embargo, no se encontraron diferencias en las yodurias de
los escolares con o sin bocio, pero si con el tipo de sal consumida. Por estos resultados, se deduce que en las
localidades estudiadas no existiria actualmente un marcado déficit de yodo, a pesar de la pobre presencia de
este halégeno en muchas de las sales analizadas y también por las medianas menores a 100ng/L, observadas
al medir las yodurias de San Rafael y Villa 25 de Mayo. Una encuesta nutricional fue negativa para encontrar
factores alimentarios que pudieran contener bociégenos, incluyendo el agua de bebida que era de red.
Concluimos que no hay bocio endémico en San Rafael y General Alvear, aunque persiste una endemia leve
en la Villa 25 de Mayo. Tal vez, esta mayor prevalencia de bocio esté relacionada con el pauperismo de la mayoria
de los nifios evaluados, que habitualmente se asocia a carencias alimentarias. De cualquier manera, no deberia
descartarse la posibilidad que la estrecha cercania geografica a los yacimientos de uranio pudiera contribuir a
la leve endemia observada en la poblacion escolar de Villa 25 de Mayo.

Palabras Clave: Bocio endémico, deficiencia de yodo, monitoreo, tiroides y salud publica, sal yodada.
Key Words: Endemic Goiter, lodine Deficiency, Screening Programs, Thyroid and Public Health, lodized Salt.
Recibido: Febrero 2004
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Introduccién

Este monitoreo fue llevado a cabo dentro del
marco del Programa del CACDDI patrocinado por
Quimica Montpellier S.A., habiéndose realizado en
tres localidades del sur de la Provincia de Mendoza,
los dias 16 y 17 de noviembre de 2000. Conté con
la participacion, en “terreno”, de dos médicos (M.H.
y V.G.) y dos bioquimicos (P.M. y A.E.), como repre-
sentantes locales, mientras que del CACDDI fueron,
desde Buenos Aires, un médico (H.N.) y una técni-
ca L. Sus tareas fueron similares a las realizadas en
los relevamientos anteriores 123456,

Materiales y Métodos

Se palpo el cuello de 209 nifios de la Escuela
Nro. 1-309 “Armada Argentina” de San Rafael, de
152 de la Escuela Nro. 1-013 “Bufano” de la Villa 25
de Mayo y de 422 de la Escuela Nro. 1-492 “Delia
E. de Salonia” de la ciudad de General Alvear. En todas
las escuelas fue equivalente el niUmero de varones y
mujeres, cuyas edades oscilaron entre 6 y 16 afios.

Vol 41 = No. 1

Las palpaciones fueron realizadas por el conjun-
to de los médicos participantes. Sin embargo, al
igual que en relevamientos anteriores 3456, y con la
finalidad de aunar criterios, se tom6 como Unica
referencia la palpacion de H.N. La metodologia
usada en este relevamiento se basé en el tripode
clasico (palpacion tiroidea, recoleccion de orina y
de muestras de sal de consumo hogarefio) tal cual
fuera descripto en una publicacion anterior L.

En la fig.1 se observa la distribucion por edades
de los alumnos estudiados en las tres localidades. Se
determiné la yoduria en muestras casuales de orina,
emitidas por los nifios una vez que fueron palpados
(183 de San Rafael, 147 de Villa 25 de Mayo y 196
de General Alvear). También se midid el contenido
de yodo en la sal de consumo hogarefio de 179
muestras de sal de San Rafael, de 62 de la Villa 25
de Mayo y de 408 de General Alvear, que los alum-
nos trajeron desde sus casas.

Las yodurias fueron determinadas en Buenos
Aires a través de la Division Endocrinologia del
Hospital Municipal “Ramos Mejia”. El contenido de
yodo en las muestras de sal fue analizado en
Cérdoba por el Dr. Rolando Pécora.
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Figura 1. Distribucién de alumnos por edad.
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Resultados

La prevalencia de bocio fue de 5,2% en los alum-
nos de la Ciudad de San Rafael, mientras que en la
Villa 25 de Mayo, localidad aledafia a la cuenca mas
importante de uranio de Sudamérica (Sierra
Pintada), esta cifra se elevo al 8,5%. En la Ciudad de
General Alvear, el porcentaje de bocio arrojéo un
valor del 5,7% (Fig.2). El examen palpatorio de los
nifios reveld solamente la existencia de bocio grado
1. No hubo relacion alguna entre la frecuencia de
bocio y la edad y sexo de los alumnos.

Yodurias:

El contenido de yodo urinario promedio de los
escolares de las tres localidades estuvo en el limite
inferior de la normalidad, aunque tanto en San
Rafael como en la Villa 25 de Mayo el valor de las
medianas fue discretamente bajo. No hubo diferen-
cias entre los nifios con o sin bocio. Los resultados
hallados se observan en la tabla 1.

Contenido de yodo en la sal de consumo
hogarefio:
Se observé que el contenido de yodo tuvo una x
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de 21,3mg/Kg en General Alvear, 18,2mg/Kg en San
Rafael y solo 14,9mg/Kg en la Villa 25 de Mayo.
Salvo una de las marcas comerciales utilizadas
(Celusal®), las otras dos de consumo mayoritario
(Diamante® y Dos Anclas®) contuvieron <15mg de
yodo por Kg de sal en més de los 2/3 de las mues-
tras. Esta situacion contrasta negativamente con la
recomendacién de la ICCIDD 7 de que solamente el
10% de las muestras de sal de consumo hogarefio
podria tener una concentracion de yodo por debajo
de la mencionada linea de corte. Aparentemente, una
gran parte de las poblaciones estudiadas consume sal
suelta, a pesar de que sean de marca comercial cono-
cida. Aln asi, la prevalencia de bocio fue totalmente
independiente de la marca de sal utilizada. Sin
embargo, el nivel de las yodurias, al analizarlas a través
del valor de las medianas, mostré claras diferencias
entre los nifios que consumian Celusal® y aquellos
que usaban Dos Anclas® o Diamante®. Los valores
de estas medianas se pueden observar en la tabla 2.
En la tabla 3 se muestra el consumo de sal segun la
marca comercial, mientras que en las tablas 4,5y 6
se detallan los diferentes parametros del contenido
de yodo en cada una de esas marcas, en las tres
localidades estudiadas.

PREVALENCIA DE BOCIO
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Figura 2. Prevalencia de bocio en el Sur de la Provincia de Mendoza
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Tabla 1
YODURIAS EN EL SUR DE LA PROVINCIA DE MENDOZA
(ng/l)
Localidad Xx+D.S. Mediana \{alpr \{al_or n
minimo maximo
San Rafael 108+149 79 30 1819 183
Villa 25 de Mayo 114+74 94 30 427 147
General Alvear 115+80 105 30 506 196
Discusién realizado en el mundo sobre la aplicacion de los

La Provincia de Mendoza fue, hasta el advenimien-
to de la profilaxis con sal yodada, una de las
regiones argentinas méas severamente afectadas por
la deficiencia de yodo. Por lo tanto, no es casual
que haya sido baluarte en la investigacion del bocio
endémico, llegando a ser la sede del primer trabajo

Tabla 2
MEDIANAS DE LA YODURIA SEGUN LA MARCA
DE SAL CONSUMIDA ( ug/L)

Localidad Celusal® Diamante® o Dos Anclas®
Villa 25 de Mayo 106 87,5
San Rafael 87 75
General Alvear 111 98

radiois6topos (') al estudio de la endemia
bociosa 8. El sur de la Provincia fue reiteradamente
monitoreado antes y después de la implementacion
de la profilaxis %1 que precedi6 en mas de una
década a la instaurada a nivel nacional, mediante la
Ley 17259 % Por tal motivo, luego de mas de 40
afios de consumo de sal yodada, nuestra expectati-
va era encontrar una zona donde el bocio endémi-
co y la deficiencia de yodo fueran exclusivamente
un recuerdo del viejo pasado, que como dice la letra
del tango... “no se puede resucitar”. Sin embargo, la
realidad actual no acompafa plenamente a los ideales
de nuestro suefio. Si bien la situacién ha mejorado
dramaticamente en comparacion con la época pre-
profilaxis, las yodurias de los escolares de San Rafael
y Villa 25 de Mayo distan de ser un ejemplo que nos
deba enorgullecer. Casi con seguridad, esas yodurias
guardan directa relacion con el bajo contenido en
yodo de dos de las marcas de sal de mayor con-

Tabla 3
Consumo de la sal segun la marca
Localidad

Marca San Rafael Villa 25 de Mayo General Alvear
Celusal® 30,4 % 45,6 % 41,9 %
Dos Anclas® 8,3 % 16,8 % 4,4 %
Diamante® 59,7 % 32,9 % 53,2 %
Salitral® - - 0,2 %
Pokitin® 0,6 % - -

? 1,1 % 4,0 % 0,2 %
Sal de cuajo - 0,7 % -
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Tabla 4
Contenido de yodo en la sal - San Rafael
Marca Cantidad (x = D.S.) % de muestras con Valor del D.S. Rango en n
mg/Kg <15mg/Kg como % del mg/Kg
valor de x°
Celusal® 255+95 11,1 37,3 0,0-44,2 54
Dos Anclas® 8,9+11,3 80,0 127,0 0,0-36,1 15
Diamante® 15,7 + 20,6 63,6 131,2 0,0 - 85,7 107
Pokitin® 26,4 0 - - 1
? 22,4 50 - 9,3-354 2
Tabla 5
Contenido de yodo en la sal - Villa 25 de Mayo
Marca Cantidad (x £ D.S.) % de muestras con Valor del D.S. Rango en n
mg/Kg <15mg/Kg como % del mg/Kg
valor de X
Celusal® 27,4+9,8 13,6 35,8 0,9-45,1 22
Dos Anclas® 7,2+10,7 71,4 148,6 0,2-27,2 14
Diamante® 9,7+£9,2 85,7 94,8 0,3-34,4 21
? 3,029 100 96,7 1,2-7,3 4
Sal de cuajo 2 100 - - 1
Tabla 6
Contenido de yodo en la sal - General Alvear
Marca Cantidad (X £ D.S.) % de muestras con Valor del D.S. Rango en n
mg/Kg <15mg/Kg como % del mg/Kg
valor de xX°
Celusal® 285+9,1 5,8 31,9 1,2-75,6 172
Dos Anclas® 8,3+10,5 83,3 126,5 0-33 18
Diamante® 16,5 + 20,3 66,2 123 0-88,2 216
Salitral® 69,9 0 - - 1
? 14,7 100 - - 1

sumo en la zona. Obviamente, nos referimos a Dos
Anclas® y Diamante®. De cualquier manera, no seria
légico adjudicar a una pobre calidad de yodacion,
por parte de estas empresas salineras, el que la sal
de consumo hogarefio sea tan deficitaria en yodo. El
motivo de esta aseveracion se basa en el hecho de
qgue en la mayoria de los relevamientos realizados
por nosotros, hemos observado que la marca Dos

Anclas® tiene un nivel de yodacién aceptable, mien-
tras que la marca Diamante®, cuando ADELCO la
hizo analizar en los envases de venta al publico,
encontré que tenia una Optima concentracion de
yodo, de alrededor de 33 p.p.m. 2. Entonces, surge
el planteo de que algo sucedid entre el momento de
apertura de los envases de sal y su posterior con-
sumo en los hogares desde el “salerito” doméstico.
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Nuestra hipotesis es que las familias, en especial las
carenciadas, suelen comprar la sal en forma suelta,
de estas marcas, en los negocios minoristas de la
zona, y que la exposicion a la intemperie vy
humedad facilitan la volatizacion del yodo. Seria
recomendable que las autoridades bromatoldgicas
locales tomen las medidas pertinentes para evitar la
venta de sal suelta en esas regiones.

Otro punto a analizar, es la prevalencia de bocio
en las tres localidades estudiadas. Salvo el caso de
la Villa 25 de Mayo, que comentaremos luego, no es
posible afirmar que persista el bocio endémico en
San Rafael y General Alvear. Si bien es cierto que
ambas localidades exceden el 5% que propone la
ICCIDD 7, como linea de corte para definir la
endemia, el excedente es tan exiguo (sélo unos
pocos decimales) que no resultaria suficiente para
catalogar a esas ciudades como zonas actuales de
bocio endémico. Con respecto a la Villa 25 de Mayo,
la prevalencia del 8,5% de bocio es compatible con
un grado de endemia leve. Resulta dificil atribuirlo
a una falta de yodo, dado que el nivel de las
yodurias no difiere significativamente del encontra-
do en las otras dos poblaciones. Por tal motivo,
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ahora desconocida, a la leve endemia observada en
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