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Formas moleculares da gonadotrofina coridnica humana: caracteristicas,
ensaios e uso clinico

Molecular forms of human chorionic gonadotropin: characteristics, assays and clinical use

Sebastido Freitas de Medeiros!, Robert John Norman?

RESUMO

A gonadotrofina coridnica humana (hCG) é estruturada pela comhinac&o ndo covalente de duas subunidades, alfa (0hCG)
e beta (BhCG), sintetizadas separadamente pelo tecido trofoblastico normd, maa hidatiforme coriocarcinoma, células
hipofisérias e tecidos tumorais de diversos tipos histologicos. A sintese da cadeia peptidica e sua glicosilacéo na célula
secretoraenvolve complexaagdo de varias enzimas. Esta complexidade resulta na secrecéio de maléculas heterogéneas. As
diferentes formas moleculares secretadas podem ser encontradas no soro, urina e liquido amniético de gestantes; soro,
urina e vesiculas em pacientes com maa hidatiformeou coriocarcinomae em fluidos biolégicos de mulheresnéo gravidas
ehomensnomais ou acometidos de tumores de diferente origem embriondria. Tanto amaléculahCG nativa, intacta,como
suas subunidades nasformaslivres e asvarianteshCG hiperglicosilada (H-hCG), hCG divada(N-hCG) e fragmento-ntcleo
de BhCG (CF-BhCG) tém aplicabilidade clinicarelevante. D ependendo daformamolecular mais prevalente ou da proporgéo
damolécula variante/maécula hCG intacta numadeterminada condicao clinica, haindicagdo paraadosagem especificade
umaou mais destas maléculas. Este texto revé o conhecimento basico e analisao uso dahCG e suasvariantes na deteccéo
precoce dagravidez ectopica ou gestantes em risco de abortamento, naidentificagcdo precoce de anomadias cromossdmicas
émbrio-fetais e estimao risco da gestacdo de evoluir com pré-eclampsa ou crescimento intra-uterino restrito. Examina,
ainda, fora da gravidez, o emprego destas moléculas como marcadores laboratoriais de tumores com diferentes tipos
histol6gicos e seguimento apdsaterapiainicial. Condui-se ser Util 0 uso dadosagem dehCG esuasmoléculas variantes na
prética clinica, mas a dificuldade no desenvolvimento e obtencdo de ensaios mass sensiveis e especificos restringe a
aplicagdo mais universal destes marcadores hormonais.

PALAVRAS-CHAVE: Gonadatrafinacoridnica; BetahCG livre N tcleo-fragmento de BhCG; Formasmalecularesde hCG

ABSTRACT

The human chorionic gonadotropin (hCG) results from a non-covalent linkage of two subunits, alpha (ahCG) and beta
(BhCG), separately synthesized by normd trophoblastic tissue, hydatiform mole, choriocarcinoma, pituitary cells, and
tumoral tissues of different histologic types. The peptide chain and its further glycosylation in the secretory cell involves
the complex action of different enzymes This complexity results in the secretion of heterogeneous maecular forms. The
different molecules might be found in serum, urine and amniotic fluid of pregnant women; serum, urine, and vesicles of
patientswith hydatiform mole or choriocarcinomaand in other biological fluids of norma non-pregnantwomen and menor
patients with different embryonary types of cancer. Bath the intact hCG mdecule and its free subunits and the
hyperglycosylated (H-hCG), nicked (N-hCG) and core fragment of BhCG (CF- BhCG) variant formshave relevant clinical use.
D epending on the prevalent malecular form or the proportion of the variant form to the intact hCG in adetermined clinical
situation the measurement of a specific molecule is chosen. This review analyzes the clinical use of hCG and its related
moaleculesin the early detection of ectopic pregnancy or patients with higher risk of abortion, in the identification of an
embryo or fetus with chromosomad abnormdlities, and in the evaluation of risk for preeclampsa or fetal growth restriction.
Thereview also examinesthe use of hCG and variant formsastumor markers. Itis concluded that itis useful to measurehCG
and/or related maoleculesin clinical practice, but difficultiesin developing and achievement of more sensitive and specific
new assays limit their use.
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Introdugdo

A heterogeneidade na estrutura e composi-
¢cdo da cadeia de peptideos e ramificacGes de car-
boidratos da molécula da gonadotrofina coridénica
humana (hCG) é achado comum no soro, urina, li-
guido amniético e outros fluidos organicos. Do pon-
to de vista fisiopatoldgico existem varias possiveis
razdes para a heterogeneidade hormonal: 1) modi-
ficacOes estruturais na cadeia protéica, determi-
nadas geneticamente, 2) modificagBes induzidas
pelo meio hormonal durante a sintese e liberagéo
da molécula, 3) existéncia de pré-hormoénios, 4)
polimerizagdo de formas moleculares nativas nos
fluidos organicos, 5) associacdo do horménio com
outras proteinas circulantes, 6) degradacao meta-
bdlica*?. O significado metabdlico e clinico das di-
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versas formas moleculares de hCG permanece em
debate e investigacdo. Em paralelo a compreenséo
da estrutura quimica e do significado fisioldgico das
multiplas formas moleculares, vérios distUrbios
associados com anormalidades estruturais na mo-
lIécula nativa de hCG tém sido identificados.
Nesta revisdo propfe-se examinar a composi-
¢ao protéico-glicidica da molécula de hCG padréo, ana-
lisar as vias metabdlicas envolvidas na secrecéo e
excrecdo deste hormonio, caracterizar as diferentes
formas moleculares encontradas nos liquidos biolo-
gicos (Figura 1) e correlaciona-las com condicdes cli-
nicas normais ou anormais, com o0 objetivo de
dimensionar a importancia de seu uso clinico. Além
disso, destaca-se a importancia do uso de ensaios
especificos e sensiveis para dosar as diferentes mo-
léculas, segundo as condices clinicas presentes.

Figura 1 - Representacéo da estrutura de hCG e moléculas variantes na placenta, soro e urina. B = big, grande; N = nicked, clivada; F = free, livre; CF = core-fragment, fragmento-ncleo;
N- = ramificacdo de carboidratos ligada a serina; O- = ramificacéo de carboidratos ligada a asparagina. Modificada da referéncia 7.

Estrutura, Sintese e Metaholismo da
Gonadotrofina Coridnica Humana

A molécula de hCG tem peso molecular de
aproximadamente 38.000 daltons, com 70% de sua
estrutura representada pelo arcabouco protéico e
30% pelas ramifica¢des e unidades de carboidra-
tos3. Esta estruturada em duas subunidades. A
subunidade alfa (athCG), com cadeia polipeptidica
de 92 aminoacidos, é virtualmente idéntica as
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subunidades alfa das outras glicoproteinas
hipofisarias numa mesma espécie. Ainda que as
subunidades alfa sejam consideradas similares na
sequéncia de aminoacidos, podem existir diferen-
¢as marcantes na composicdo e complexidade das
cadeias laterais de oligossacarideos. Enquanto os
oligossacarideos da molécula da subunidade ahCG
tém acido sialico, galactose, N-acetilglicosamina
e manose, os oligossacarideos das moléculas das
subunidades alfa do hormdnio luteinizante (LH) e
do horménio foliculo-estimulante (FSH) contém
acido sidlico, galactose, N-acetilgalactosamina e
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sulfato*. A subunidade beta do hCG (BhCG) confe-
re especificidade biolégica e imunoldgica a molé-
cula de hCG na sua forma dimérica completa. Em-
bora seja estruturalmente semelhante as
subunidades beta das outras glicoproteinas
hipofisarias, a cadeia de aminoacidos dahCG pos-
sui 45 aminodacidos adicionais na cadeia peptidica
e conteuido de carboidrato completamente diferente
das subunidades beta que compdem as moléculas
de LH e FSH.

Tanto a biosintese como o processamento da
molécula de hCG assemelham-se ao de outros
hormonios glicoprotéicos. As duas subunidades, o
e B, influenciam-se mutuamente no processa-
mento do dimero hCG. O conjunto de enzimas con-
tido na célula secretora determina o tipo de pro-
cessamento dos oligossacarideos adicionados as
subunidades alfa e beta. As subunidades séo sin-
tetizadas separadamente, numa proporgcdo nao
balanceada, em resposta a transcricdo genética
dos mRNAs; a subunidade alfa €, na maioria das
vezes, sintetizada em excesso®. Além da producéao
coordenada dos polipetideos das duas subunidades,
o processo de montagem da molécula de hCG nas
organelas citoplasmaticas requer a glicosilacao
seqlencial pos-translacional destes peptideos, pro-
cessamento dos oligossacarideos, formacdo das
pontes dissulfidicas de cada subunidade e asso-
ciacdo nao covalente das duas subunidades pré-
formadas®. Esta sequéncia acontece enquanto as
moléculas de hCG sao translocadas ao longo da
via secretora, desde o local de sintese no reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) até a superficie ce-
lular. A combinacéo destas subunidades modula a
extensao do processo de glicosilacédo®.

As duas subunidades formadoras de toda a
molécula de hCG séao transcritas por genes dife-
rentes. Enquanto a subunidade alfa é codificada
por um unico gene, a subunidade beta é transcri-
ta por uma familia de pelo menos seis genes®. Pré-
beta e pré-alfa sdo sintetizadas como peptideos
imaturos de maior peso molecular contendo a se-
gUéncia especifica e a extensdo do peptideo
sinalizador. A formacéo das subunidades envolve
a clivagem e remocéo co-translacional do peptideo
sinalizador por peptidases microssémicas, en-
guanto a cadeia peptidica encontra-se ainda no
interior dos ribossomas. Imediatamente antes de
os oligossacarideos serem adicionados a cadeia de
polipeptideos, a molécula é liberada nos canais do
RER e transportada ao aparelho de Golgi, organela
onde é glicosilada®. Como visto, a adicdo das ca-
deias de carboidratos as subunidades envolve uma
série de modificacdes pela acdo seqiiencial de va-
rias enzimas imediatamente antes de as
subunidades serem secretadas. A glicosilacéo li-
gada ao residuo asparagina (N-ligada) das duas

subunidades envolve a transferéncia em bloco do
oligossacarideo pré-montado para sitios especifi-
cos de residuos asparagina na cadeia protéica. A
glicosilacéo ligada ao residuo serina (O-ligada) da
subunidade beta envolve a adi¢cdo sequiencial e
individual de cada monossacarideo por enzimas
do RER e aparelho de Golgi®“.

Ap0s a adicdo das unidades de carboidratos,
a associacdo das subunidades alfa e beta formam
o dimero completo no RER, numa fase em que
ambas as subunidades ainda tém alto conteddo
de manose. Esta é uma caracteristica das formas
imaturas de hCG. A ligac&o entre as subunidades
alfa e beta produzidas ndo é completa, e signifi-
cantes fracGes dos precursores intracelulares alfa
e beta ndo combinam. O resultado é a secrecdo de
formas livres de ahCG ou B-hCG segundo o tipo de
tecido ou a condicéo clinica existente. Todo o pro-
cesso de glicosilacdo da molécula nativa do hCG
s6 é completado apés a montagem do dimero-hCG,
um pouco antes de sua secrecao?.

Para expressar sua atividade biologica, a
molécula de hCG liga-se ao receptor especifico na
membrana da célula-alvo. A extensao da ativida-
de bioldgica é dependente da expresséo ou estru-
tura da molécula, e o sinal de transducéo envolve
modificagbes conformacionais, em uma ou nas
duas subunidades. Como a dissociacdo das
subunidades, a perda de certas regides peptidicas
especificas ou a perda de alguns residuos de car-
boidratos podem afetar tanto a atividade biolégica
como a imunolégica, aceita-se que, além da es-
trutura conformacional do dimero, a funcao biol6-
gica do hCG seja dependente de regides especifi-
cas das cadeias protéicas e determinados residuos
de carboidratos®.

Quando dissociadas, as subunidades alfa e
beta sdo destituidas de atividade bioldgica e a
recombinacdo posterior destas restaura apenas
80% da atividade original. Estas observac¢des indi-
cam a ocorréncia de alguma alteragédo conforma-
cional ap0s a reassociacao das subunidades e de-
monstram que as duas subunidades participam
da conformacéo adequada do horménio natural3.
Portanto, embora a especificidade bioldgica seja
conferida pela subunidade beta, significante ati-
vidade hormonal é expressada apenas apos a for-
macao do heterodimero alfa-beta. Ainda que a por-
cao ligante da molécula ao receptor esteja locali-
zada na superficie da subunidade beta, grupos de
aminoacidos especificos na superficie da subuni-
dade alfa parecem criticos para a atividade, indi-
cando que o sitio ativo da molécula do hCG inclui
regides estruturais ou residuos de aminoacidos
especificos das duas subunidades!. De um modo
geral, as ramificacdes de carboidratos do hCG séo
necessarias para a correta conformacao de toda a
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molécula, interagcdo entre as subunidades alfa e
beta e protecdo contra a degradacao proteolitica®.
Enquanto a atividade biolégica do hCG diminui com
a desialilacdo progressiva e a remocédo parcial ou
completa de carboidratos internos ao acido sialico,
a remocéao de certos residuos de carboidratos au-
menta a afinidade da molécula pelo receptor®.

Cerca de 22% das moléculas de hCG séo
excretadas sem qualquer modificacdo. Os 78%
restantes das moléculas séo retidos no corpo, cap-
tadas por outros tecidos ou excretadas pelo rim com
a estrutura molecular alterada’. Na gestacéo, os
mecanismos que modulam tanto a filtracao
glomerular quanto a captacéo tubular das molé-
culas de hCG parecem variar com a idade gesta-
cional. E provavel que a micro-heterogeneidade
nas cadeias laterais de carboidratos da molécula,
variavel segundo a fase da gestacéo, module a taxa
de captacdo tubular e responda pelo tipo de prote-
ina terminal excretada®®. Com o avancar da ges-
tacdo a molécula do hCG torna-se mais &cida e,
nesta forma &cida, cruza a membrana basal do
glomérulo mais facilmente. No parénquima renal
a molécula de hCG é encontrada principalmente
no interior das células do tubulo proximal e, nes-
tas células, é degradada e excretada como frag-
mentos menores ou residuos individuais de
aminoacidos ou carboidratos®.

Além da excrecéo renal, parte do hCG segue
via metabdlica alternativa no corpo. Tecidos como
figado e ovario também metabolizam este
horménio. As formas de hCG destituidas de acido
sialico sdo rapidamente retiradas de circulacdo
pelo figado. Neste 6rgédo, as moléculas captadas
distribuem-se ao longo dos sinusoéides e ndo no
interior do hepatdcito, indicando que a captacéao é
feita pelas células de Kupffer®. No ovario, a capta-
¢do de hCG parece ser limitada pela disponibili-
dade do receptor especifico'®. Estudos experimen-
tais tém mostrado que o tecido ovariano internaliza
0 hCG e degrada-o a fragmentos menores. Quando
hCG radioativa € injetada no organismo, quanti-
dade apreciavel de moléculas é internalizada e
degradada nas células da granulosa e teca
luteinizadas. Além disso, células da granulosa
humana expostas ao hCG in vitro liberam molécu-
las menores no meio de cultura, indicando meta-
bolismo ativo da hCG neste compartimento??.

Gonadotrofina Coridnica Humana Intacta

Na gestacdo normal as moléculas intactas
de hCG (Figura 1) comecam a ser detectadas no
sangue materno 2 a 3 semanas apés a concepcao.
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Sua concentracdo aumenta exponencialmente no
primeiro trimestre, dobrando a cada dois dias e
alcanca as maiores concentragdes entre a 11-132
semana. No segundo trimestre diminui em 80%
até a 202 semana e permanece nesta concentra-
cdo até o termo*. Tanto concentracdes elevadas
como diminuidas de hCG intacta tém sido asso-
ciadas a alterac6es maternas ou feto-placentarias,
tornando-se, sua quantificdo, método investigado
para identificagdo de pré-eclampsia, crescimento
intra-uterino restrito (CIUR) e trissomias!?3,

A dosagem de hCG depende do reconheci-
mento imunolégico de parte da molécula e os en-
saios que quantificam apenas o dimero hCG, sem
incluir suas formas variantes, devem ser esco-
Ihidos quando o objetivo for medir as concentra-
¢Oes da molécula intacta. O grande numero de
anticorpos mono e policlonais e técnicas disponi-
veis podem gerar confuséo e resultados inconsis-
tentes, sendo entdo necessario o uso de anticor-
pos que reconhegcam epitopos sobre por¢cdes nas
duas subunidades, alfa e beta. Infelizmente, des-
de 1972, a maioria dos ensaios comercialmente
disponiveis identificam tanto a molécula intacta
como sua subunidade beta na forma livret. Anali-
se de trinta e nove ensaios disponiveis para hCG
e moléculas relacionadas identificou apenas nove
especificos para a molécula de hCG intacta®. Es-
tudo recente, incluindo os dez ensaios mais utili-
zados nos Estados Unidos da América, mostrou que
apenas um deles (Dade Dimension RXL, Dade
Behring Ltd.) quantifica a molécula de hCG, sem
incluséo, na dosagem, da subunidade beta livre!.
Padrdes virtualmente destituidos de formas con-
taminantes para dosar a molécula de hCG intacta
e suas variantes foram recentemente
disponibilizados pela Organizacdo Mundial de Sau-
de (1st Research Reagents) com o objetivo de facili-
tar a comparacéo entre os diferentes ensaios e
laboratorios?s.

Como anormalidades trofoblasticas tém pa-
pel central na fisiopatologia da pré-eclampsia, tem
sido encontrada producdo aumentada de hCG nes-
ta condicédo, acreditando-se que sua maior produ-
¢ao na pré-eclampsia seja uma resposta benéfica
a hipoéxia trofoblastica, favorecendo a angiogénese,
vasodilatacdo e invasao trofoblastica®. Estudos
clinicos mostram elevacéao consistente dos niveis
de hCG de acordo com a gravidade da pré-
eclampsia'’; sugerindo seu uso como potencial
marcador indicativo de pré-eclampsia no segundo
trimestre!®. Niveis entre 2,0 e 2,5 mualtiplos da
mediana (MoM) sdo considerados positivos!?. Ain-
da que haja boa correlacao entre os niveis de hCG
e peroxido de hidrogénio, a aplicabilidade clinica
da dosagem da molécula intacta de hCG para
dimensionar o estresse oxidativo placentario e o
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prognostico na pré-eclampsia requer mais estu-
dos. Como pode atuar diretamente atenuando a
tensdo vascular arterial e promovendo a diferen-
ciacdo sincicio-trofoblastica e invasao das artérias
espiraladas, baixos niveis de hCG podem estar
envolvidos ainda nos casos que resultam em
CIUR?S,

Todos os tumores trofoblasticos produzem a
molécula de hCG intacta. Micro-heterogeneidade
na composicao de carboidratos ocorre na molécu-
la produzida por tumores, sem afetar a
imunorreatividade e amplificando a bioatividade®°.
Tanto com o objetivo diagndstico como no segui-
mento de situaces anormais, a molécula de hCG
intacta deve ser quantificada em amostras de soro
ou plasma, mas néo da urinat. Os tumores de pior
prognostico secretam a subunidade beta em maio-
res proporcfes e os ensaios empregados devem
discriminar o dimero hCG da subunidade BhCG
livre, para quantificagdo exata e conduta adequa-
da. Tumores de células germinativas femininas
(disgerminoma, carcinoma embrionario) e mas-
culinas (seminomas, ndo-seminomas) expressam
hCG em quantidades suficientes para deteccédo no
soro de 15 a 72% dos pacientes acometidos?*. Ni-
veis de hCG superiores a 100-1000 Ul/mL nestes
tumores indicam maior risco e pior prognéstico.
Em adicdo aos tumores de células germinativas,
canceres de bexiga, rim, prostata, figado, pulmao,
mama e colon-reto expressam hCG em variavel
proporcéo, principalmente a forma BhCG livre?2.

O uso de marcadores bioquimicos para a
identificagcdo de trissomias tornou-se comum na
pratica obstétrica. Varios estudos tém proposto a
dosagem sérica de hCG intacta para discriminar
gestacOes normais de gestacfes com sindrome de
Down. Nos casos com trissomia 21, a hCG esta
particularmente aumentanda entre a 112 e a 142
semana?®. Ainda que haja elevacdo dos seus ni-
veis, nesta fase a molécula intacta de hCG néo
parece ser a melhor alternativa como marcador
bioquimico, sendo os ensaios capazes de identifi-
car apenas 63% dos casos, com taxa de falso-posi-
tivo de 5%. Os resultados, em MoM, variam entre
1,11 e 1,91 no primeiro e segundo trimestres2+25,
O significado do aumento de hCG no segundo tri-
mestre permanece incerto e parece estar asso-
ciado com a redistribuicdo do fluxo cerebral,
neuroesteroidogénese e desenvolvimento das fun-
¢des autondmicas e sensoriais em fetos acometi-
dos?6. Na trissomia 13 as concentra¢cdes de hCG
também estdo aumentadas mas, pelo contrario,
estdo diminuidas na trissomia 18, Além disso,
a diploidia diandrica tem sido caracterizada por
marcada elevacdo de hCG e a digénica por con-
centragGes muito baixas desta gonadotrofina. Nes-
tas situacdes as concentragdes de hCG aumenta-

das resultam de hiperplasia trofoblastica e as bai-
xas séo consequiéncias do pequeno desenvolvimen-
to da unidade feto-placentaria?”.

Gonadotrofina Coribnica Humana Hiperglicosilada

Como os monossacarideos dos nucleos das
cadeias de carboidratos da molécula de hCG séo
relativamente homogéneos, a variacdo na estru-
tura dos carboidratos ocorre principalmente nos
residuos periféricos; no entanto, a natureza e a
extensao desta glico-heterogeneidade permanece
pouco compreendida. Como a molécula de hCG
pode ser sintetizada em muitos tecidos e/ou mui-
tas condicdes clinicas, alguns destes tecidos séo
incapazes de sintetizar a cadeia completa de car-
boidratos, resultando em formas moleculares
hipoglicosiladas. Outros tecidos, por outro lado,
incapazes para clivar o precursor altamente
glicosilado da molécula, dao origem as formas
hiperglicosiladas. Micro-heterogeneidade nos car-
boidratos pode ainda ser resultado de moduladores
locais diversos ou do ambiente hormonal existen-
te no momento de sintese da molécula®.

Uma forma molecular maior (38.500-40.000
daltons), com maior bioatividade e hiperglicosilada
de hCG (H-hCG), também denominada antigeno
invasivo do trofoblasto, é produzida pelo
citotrofoblasto, contém uma antena adicional so-
bre as cadeias laterais dos carboidratos e mostra
estrutura mais complexa com ramificacdes
biantenéria e triantenéaria. As cadeias de carboi-
dratos da molécula de hCG intacta, padréo, contém
entre 8 e 15 &cidos sialicos terminais, mas esta
forma hiperglicosilada contém entre 8 e 19 resi-
duos?. H-hCG é produzida por células trofoblasticas
invasivas e pouco diferenciadas, de modo indepen-
dente da molécula intacta padrao, sendo a forma
molecular de hCG predominante nas primeiras trés
a quatro semanas de gravidez. A partir dai, dimi-
nui rapidamente, permanecendo em pequena pro-
porc¢éo, quando comparada com a da molécula de
hCG intacta, durante toda gravidez, como resulta-
do da predominancia da func¢ao do sincicio-
trofoblasto bem diferenciado. Logo, é a forma prefe-
rivel para o diagndstico precoce de gravidez e da
mola hidatiforme e suas complicacfes®®. Como a
maioria dos ensaios imunoldgicos disponiveis para
dosar hCG intacta inclui esta molécula, sua pre-
senca pode ser fonte das diferencas quantitativas
encontradas entre os diferentes testes's. Esta for-
ma hiperglicosilada é encontrada tanto no soro
como na urina e pode ser dosada nestes dois liqui-
dos organicos. Ha cerca de seis anos foi desenvol-
vido um teste quimioiluminométrico com dois an-
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ticorpos monoclonais (3207, 3152) capaz de dosa-la
separadamente®. Mais recentemente, este ensaio
foi aperfeicoado de tal modo que exibe reacdo cru-
zada menor que 3,5% com todas as outras formas
moleculares de hCG3. Do mesmo modo que a mo-
lIécula de hCG intacta, esta forma pode ser encon-
trada em diferentes proporcées em mulheres gra-
vidas normais e outras condi¢Bes normais ou nao.

H-hCG é a forma mais comum encontrada
no coriocarcinoma e tende a ser elevada tanto no
primeiro como no segundo trimestre no soro e uri-
na de gestantes com fetos portadores da sindrome
de Down. Nesta sindrome, seus niveis, dados em
MoM, estéo 3,5 a 9,5 vezes maiores quando compa-
rados com aqueles verificados em gestantes com
fetos normais. Sua detecgdo é positiva em cerca
de 45-80% dos fetos acometidos, com falso-positivo
de 5%%2. Este resultado é equiparavel ao encontra-
do com a dosagem de hCG intacta no segundo tri-
mestre. A taxa de deteccdo pode aumentar para
85%, diminuindo a taxa de falso-positivo em 26%,
guando esta forma molecular for dosada também
na urina. A dosagem de H-hCG urinaria como tes-
te de rastreamento da sindrome de Down parece
mesmo promissora®. Atualmente, nenhum
marcador, e mesmo o emprego de testes multiplos,
alcanca a sensibilidade observada com a H-hCG
para detectar a trissomia 21. Esta glicoproteina tem,
no entanto, pequena expressao na identificacdo de
fetos com trissomia 18, situacdo em que seus va-
lores séo cerca de dez vezes menores do que 0s ob-
servados em gestantes com fetos normais3.

Importante associacdo negativa entre os
niveis de H-hCG e o desenvolvimento subsequente
de pré-eclampsia foi verificada recentemente.
Modificacdes nas concentracfes de H-hCG de 0,9
MoM para 0,1 MoM entre a 14 e a 212 semana de
gravidez indicam elevacdo do risco de pré-
eclampsia em cerca de dez vezes®. Este decrésci-
mo nas concentracdes de H-hCG é atribuido a ra-
pida diminuicdo na sua producdo, como conse-
guéncia de baixa capacidade ou falha de invaséo
trofoblastica. Sua utilidade clinica nesta area,
como marcador indicativo, ainda néo foi estabele-
cida. A composicao de carboidratos também varia
consideravelmente na molécula de hCG produzi-
da por tumores?. Entre 48 e 100% das moléculas
de hCG produzidas pelo coriocarcinoma séo
hiperglicosiladas e respondem pelo comportamen-
to invasivo destas células?®2°,

Gonadotrofina Coridnica Humana Clivada

AformahCG clivada (N-hCG, N do inglés nicked)
sofre clivagem entre os peptideos 47 e 48 da cadeia
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polipeptidica do dimero hCG (Figura 1) e menos fre-
guentemente, como visto em alguns casos de corio-
carcinoma, entre os residuos 43 e 44 ou 44 e 45%8. As
concentracdes desta forma molecular séo paralelas
as da molécula de hCG intacta ao longo da gravidez e
representam uma proporcédo de 9% em relacdo a
molécula néo clivada®2. No segundo més de gravidez,
esta proporgcdo aumenta para 21%, permanecendo
nesta porcentagem até o final da gestacéo®. As pro-
porcdes na urina sao iguais as encontradas no soro,
aumentando de 8 a 31% ao longo da gravidez. A N-
hCG é molécula instavel, ndo secretada pelo trofoblasto
nesta forma, e resulta da clivagem de hCG intacta
pelas enzimas tripsina e elastase produzidas pelos
macrdéfagos associados as células trofoblasticas logo
apos deixar a célula secretora®®.

Apo6s a clivagem e formacédo de N-hCG, a ati-
vidade biolégica diminui em aproximadamente
80%. Do mesmo modo, ha reducéo da capacidade
de ligacao aos anticorpos monoclonais disponiveis
na maioria dos ensaios usados para dosar a molé-
cula intacta de hCG?®®. Este fato contribui signifi-
cativamente com a discrepancia observada entre
os resultados obtidos em vérias condic@es clini-
cas com os diferentes ensaios comercialmente
disponiveis®. Ensaio imunométrico incluindo
como reagentes dois anticorpos monoclonais (3
151, 3 604), capazes de distinguir a N-hCG urina-
ria da molécula de hCG intacta, foi desenvolvido
pelo grupo do Prof. Steven Birken, na Universida-
de de Columbia, EUA, e pode ser usado na pratica
clinica. Este ensaio apresenta apenas 2,5% de
reacdo cruzada com a molécula de hCG intacta®.

A proporcéao de moléculas de hCG clivadas tem
sido descrita como maior no soro e urina de indivi-
duos com pré-eclampsia, gestantes com fetos porta-
dores de trissomia 21, neoplasias trofoblasticas e
pacientes com cancer de testiculo ou bexiga. E, ain-
da, a principal forma molecular de hCG nas sema-
nas seguintes ao esvaziamento molar ou ao trata-
mento quimioterapico de mola hidatiforme ou co-
riocarcinoma®®. Em gestantes com pré-eclampsia os
niveis séricos de N-hCG séo cerca de 30-40% mais
elevados, se comparados com os niveis encontrados
em gestantes normotensas®. A elevacdo da forma
clivada de hCG é explicada pelo aumento da ativa-
¢do leucocitaria nas gestantes com pré-eclampsia®.
A presenca de N-hCG em pacientes com neoplasia
trofobléastica e tumores de células germinativas pa-
rece ter importancia clinica. Concentracoes eleva-
das de N-hCG foram detectadas no soro de individu-
0s com céncer testicular seminomatoso e néo se-
minomatoso. Nas amostras urindarias destes indivi-
duos esta forma de hCG pode ser a mais prevalente*:.
Os estudos sdo ainda escassos, talvez pela dificulda-
de de acesso ao ensaio imunoldgico especifico, limi-
tando seu emprego em larga escala.
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Subunidade Beta Livre da Gonadotrofina
Coridnica Humana

As concentracgdes de BhCG livre (F-BhCG, F
do inglés free), nas formas clivada ou nédo, variam
em paralelo com as concentragfes de hCG no soro
e urina de gestantes normais, alcancando pico ao
redor da 102 semana®. Em proporcdo a hCG, sua
concentracao é de apenas 0,9% no segundo més,
declinando para 0,5% no final da gravidez. Propor-
¢des maiores de F-BhCG, entre 9 e 40%, podem
ser encontradas na urina. A existéncia de formas
moleculares heterogéneas da subunidade beta da
hCG também é achado comum?’. Mesmo as pre-
paracoes urinarias altamente purificadas da BhCG
ndo sdo homogéneas. Uma vez que radioensaios
desenhados para detectar apenas a subunidade
BhCG livre, ndo combinada com a subunidade alfa,
utilizam anticorpos especificos para determinados
epitopos na molécula, a existéncia desta
heterogeneidade pode ter importancia em deter-
minadas condic¢des clinicas ou quando a quantifi-
cacdo exata da BhCG for parametro importante no
seguimento de determinados pacientes®#2,
Heterogeneidade mais acentuada, seja no com-
portamento imunolégico ou nas propriedades qui-
micas da BhCG, é encontrada nas moléculas
secretadas por trofoblasto anormal ou outros teci-
dos, usualmente neoplasicos®.

As formas de BhCG com importancia clinica
sdo as moléculas livres (F-BhCG) detectadas na ges-
tacdo e tumores nao trofoblasticos?, as chamadas
formas pré-beta encontradas na placenta e as
subunidades BhCG clivada ou hiperglicolisada, en-
contradas tanto na gravidez como em tumores
trofoblasticos e nédo trofoblasticos®. Assim, formas
de BhCG com as cadeias glicidicas heterogéneas
sdo mais comuns. Moléculas com cadeias grandes
de oligossacarideos ligados a serina da extenséo
carboxiterminal, moléculas com alto contetido de
manose ou com alto teor de &cido sialico tém sido
encontradas em extratos placentarios normais ou
no coriocarcinoma®’. No soro de gestantes normais
as concentracfes de F-BhCG séo 200 vezes meno-
res que a concentracdo do dimero da molécula de
hCG, mas na urina a F-phCG é uma das formas
predominantes desde o inicio da gravidez*?. Ensai-
0s, incluindo anticorpos monoclonais, para dosar
apenas a F-BhCG séo disponiveis e usados para a
guantificacdo da molécula livre como marcador de
determinadas condi¢des anormais4344,

O valor do uso clinico de F-BhCG como
marcador indicativo da evolugéo da gravidez tem
sido examinado em poucos centros. Baixos niveis
desta molécula no soro de gestantes no primeiro
trimestre tém sido associados a interrupc¢des es-

ponténeas da gravidez antes de 22-24 semanas,
ao desenvolvimento de pré-eclampsia, crescimen-
to intra-uterino restrito e, mesmo, parto prema-
turo®. Quando dosada mais tardiamente, entre a
112 e a 142 semana, parece nao ter valor indicativo
de qualquer complicacéo*. Niveis mais elevados
de F-BhCG podem ser encontrados em gestantes
gue desenvolvem pré-eclampsia, tanto na forma
precoce como tardia. O valor limitrofe discrimina-
tivo de ter ou nao risco de desenvolver pré-
eclampsia é de 2,0 MoM ou 41.000 mUI/mL?848,
Permanece em debate seu valor indicativo de acor-
do com o nUmero de gesta¢des ou a forma clinica
da pré-eclampsia. A F-BhCG é largamente usada
como marcador das trissomias, aneuploidias fetais
e tumores epiteliais no adulto. Mesmo na sua for-
ma livre, esta molécula parece exercer funcdes
préprias nos tecidos, com atividade inibitéria ou
estimuladora do crescimento celular?’.

Como marcador bioquimico das triploidias, a
F-BhCG esté elevada na triploidia de origem pater-
na (didndrica), que cursa com placentas grandes
ou mesmo com degeneracdo molar parcial, e baixa
na triploidia de origem materna (diginica), quando
a placenta é pequena e pouco desenvolvida*®. Seus
niveis séricos, em MoM, sédo da ordem de 8,04 nos
casos de tripoidia de origem paterna e de 0,18 nos
de origem materna, com mediana de 4,59 MoM*8,
Quando a F-BhCG é associada a outros marcado-
res, pode identificar mais de 90% dos fetos com
triploidia dos dois fendtipos. Na identificacdo de
trissomias a dosagem de F-BhCG é importante nos
dois trimestres iniciais da gravidez. Na gravidez
com sindrome de Down a F-BhCG pode identificar
até 95% dos fetos acometidos, seguindo modelo com
taxa de falso-positivo fixa em 5%%. Nesta trissomia
21, os niveis de F-BhCG estao elevados no primeiro
trimestre e permanecem ainda elevados no segun-
do. Seus valores, em MoM, séo entre 1,4 e 2,8 ve-
zes maiores no primeiro e segundo trimestres, res-
pectivamente®. Na urina de gestantes com sindro-
me de Down a F-&hCG também esta elevada na
ordem de 2,6 MoM maiores do que em gestantes
com fetos normais®*. Nos casos de trissomia 18 os
niveis desta subunidade estdo baixos no primeiro
trimestre e diminuem de maneira mais acentua-
da no segundo. Na trissomia 13, os niveis de F-
BhCG estdo diminuidos nos dois trimestres inici-
ais, na mesma dimensao*+*2,

Subunidade Alfa Livre da Gonadotrofina
Coridnica Humana

Além da subunidade alfa nativa de hCG
(ahCG), formas de diferentes tamanhos ou com
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diferentes pesos moleculares e capacidade para
se combinar com a subunidade BhCG tém sido
detectadas em varias fontes. A ahCG é heterogé-
nea. Cerca de 70% das moléculas produzidas na
placenta normal tém cadeia de aminoacidos com
a sequéncia Ala — Pro — Asp — NH, 20% iniciam
com Val-NH, e 10% com Asp —Val —NH,?®. Formas
diferentes, seja com glicosilacéo excessiva ou es-
cassa, sdo comumente secretadas em placentas
normais. ahCG, com diferentes modificacdes es-
truturais, sdo também produzidas em tecidos ndo
placentarios®. A ahCG isolada da urina de mulhe-
res apos a menopausa tem peso molecular maior
gue aaohCG dissociada do dimero-hCG produzida
pela placenta ou adenohipdfise. Tem-se detectado
uma forma molecular hiperglicosilada tanto em
gestantes normais como em individuos com tu-
mores. Forma molecular grande (BahCG, B do in-
glés big), contendo uma cadeia peptidica maior, é
comum no coriocarcinoma e células do tumor car-
cinoide gastrico. Uma forma pequena (S-ahCG, S
do inglés small), com perda de alguns aminoaci-
dos na cadeia peptidica, pode ser também identifi-
cada na gravidez normal ou individuos com tumo-
res nao trofoblasticos®:. O significado das diferen-
tes moléculas e os fatores que induzem sua sinte-
se e secrecdo ainda sdo desconhecidos.

A presenca de uma forma molecular madu-
ra, grande e livre (F-ahCG, F do inglés free), tem
sido detectada nas preparacfes comerciais de hCG,
urina e soro de gestantes, extratos placentarios,
hipofise e tumores®®%4. Seu maior tamanho é re-
sultado de maior contetddo de fucose e acido sialico
e maior proporcéo de carboidratos com estrutura
biantenaria®®. A F-ahCG é regulador paracrino da
secrecdo da prolactina durante a gravidez, e suas
concentracdes séricas aumentam ao longo da ges-
tacdo em cerca de 10 vezes até o final do terceiro
trimestre®®®’, Em relacdo ao hCG, sua proporcéo,
menor que 10% no primeiro trimestre, alcanca 30-
60% no termo. Nas mulheres néo gravidas, e ho-
mens, a produc¢do da subunidade alfa livre é
hipofisaria e ndo reflete apenas a producéo de hCG,
aumentando em 5 vezes da pré para a pds-meno-
pausa“*>®3, As concentracdes urinarias sdode 5a 7
vezes maiores que no soro. Varios laboratorios de-
senvolveram ensaios, ndo comercializados, para
detectar ahCG, mostrando reacédo cruzada menor
gue 5% com as moléculas variantes de hCG intacta
e BhCG1%52 Ainda que dois ensaios para quantifi-
car apenas a F-ahCG estejam disponiveis, 0 uso
clinico desta subunidade como marcador tumoral
tem despertado menor interesse, mas pode ser Util
na deteccdo precoce de tumores, principalmente
dos hipofisarios néo secretores, das neoplasias pul-
monares, insulinomas e carcindides gastricos®.

Rev Bras Ginecol Obdiet 2006; 28(4): 25163

Fragmento-NUcleo da Subunidade Beta da
Gonadotrofina Coridnica Humana

O fragmento-nucleo da BhCG (CF-BhCG, C
do inglés core) tem peso molecular de aproximada-
mente 14.000 daltons. Seu nucleo protéico con-
tém 73 aminoacidos estruturados em duas peque-
nas cadeias polipeptidicas, residuos 6 a40 e 55 a
92 da BhCG, ligadas por cinco pontes dissulfidicas
nao covalentes. Sua estrutura glicidica contém
duas ramificacdes de oligossacarideos complexos
N-ligados fixos aos peptideos Asn-13 e Asn-305%9°,
Estas ramificacGes de carboidratos sdo também
degradadas, contendo cada uma apenas5al1lre-
siduos de acucar®. Além disso, 30% das molécu-
las de CF-BhCG sédo completamente deglicosila-
das®!. A disponibilidade atual de preparacdes alta-
mente purificadas deste fragmento permitiram o
desenvolvimento de ensaios especificos destitui-
dos de reacdo cruzada com as outras moléculas
relacionadas ao hCG para sua quantificacao®23.
Ensaios especificos imunoenziméaticos e radiomé-
tricos com reacado cruzada negligenciavel com as
outras formas variantes de hCG podem ser obti-
dos comercialmente para uso clinico®®?,

O CF-hCG pode ser detectado em grandes
guantidades na urina de gestantes normais, urina
de mulheres ndo gravidas, neoplasia trofoblastica
gestacional, liguido amnidtico, liquido das vesiculas
na mola hidatiforme, liquido folicular ovariano apo6s
uso de hCG para inducéo da ovulacéo, urina de re-
cém-nascidos, sémen, placenta e extratos de va-
rios tecidos?®4, Quantidades muito pequenas po-
dem ser detectadas no soro de gestantes ou mes-
mo individuos nado gestantes®®. Quantitativamente
a urina é a fonte mais importante de CF-BhCG,
refletindo papel ativo do rim no catabolismo de
hCG’. E produto estavel da degradaco renal de hCG
na sequiéncia hCG - hCG clivada - BhCG clivada
- BhCG livre - CF-BhCG®%%7. Tem concentragdes
de 2 a 10 vezes maior que a molécula de hCG
intacta na urina, em termos de molaridade®®. Do
mesmo modo que ocorre com a molécula de hCG,
os niveis de CF-BhCG sofrem modifica¢fes diurnas,
com maiores concentracdes pela manha e meno-
res no final da tarde®®.

Na segunda metade da gravidez sua concen-
tracdo na urina varia entre 5,6 e 372,5 nmol/L e
representa entre 15-750% da imunorreatividade
da hCG total, ou seja, forma intacta mais o CF-
BhCG*®8. Amostras de urina obtidas entre a 62 e a
412 semana de gravidez mostram concentracoes
maximas de CF-BhCG entre a 82 e a 152 semana,
diminuindo entre a 202 e a 292 %8, A producdo em
moles de CF-BhCG é sempre maior do que a uni-
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dade (excesso entre 160-957%), principalmente
entre a 92 e a 192 semana de gravidez®.

Estudo longitudinal comparando as diferen-
tes formas moleculares da hCG nas primeiras seis
semanas de gravidez mostrou maior secrecao ini-
cial das moléculas de hCG intacta e F-BhCG. O
CF-BhCG emergiu como a forma predominante na
52 semana po6s-concepcdo. No entanto, ainda que
seu aumento ocorra depois do aumento das molé-
culas de hCG e BhCG no inicio da gravidez, os ni-
veis de CF-BhCG néo sofrem variagdo na sua con-
centragcdo na mesma dimensdo que as outras
moléculas, tornando os resultados mais consisten-
tes com a sua dosagem*3.

O CF-BhCG tem sido utilizado para discri-
minagéo entre gestacdes normais intra-uterinas
e prenhezes ectépicas, mostrando maior poder dis-
criminativo entre as duas condicfes que as molé-
culas de hCG intacta e F-BhCG*®. Em multiplos da
mediana, normalizada para creatinina, entre a 22
e a 52 semana, os valores variam entre 0,15 e
0,008. Quando o CF-hCG foi empregado para pre-
ver abortamentos espontaneos, os resultados, em
MoM, variaram entre 0,11 e 0,016, mostrando va-
lor preditivo positivo de 76% nas duas condi¢fes
clinicas™. No segundo trimestre, o fragmento foi
testado também para prever o crescimento fetal,
e 0s niveis mostraram ser maiores nas gestacoes
gue evoluem para fetos pequenos em relagcdo a
idade gestacional com sensibilidade de 78% e es-
pecificidade de 70%™.

Uma vez que outros marcadores séricos uti-
lizados para prever a evolugéo da gravidez antes
da 62 semana tém se mostrado ineficazes, enquan-
to o CF-BhCG mostra correlacéo positiva com a ida-
de gestacional entre a 42 e a 62 semana apenas
em gestacdes com boa evolucéo, tem se proposto
sua utilizacdo como método de escolha nesta fase
da gravidez. Gestacgdes com pré-eclampsia tam-
bém cursam com niveis de CF-BhCG elevados, pro-
vavelmente como resposta secundaria da funcéao
secretora anormal do trofoblasto®°. Estabeleceu-se
também correlacdo entre os niveis de CF-BhCG
no segundo trimestre e desenvolvimento posteri-
or de pré-eclampsia, sendo que o risco aumenta
com o aumento das concentragfes do fragmento®.
Nesta condicéo, o risco relativo eleva-se de 2,1 em
gestacOes com niveis de CF-BhCG = 2,0< 4,0 MoM
para 5,2 em casos de CF-BhCG com niveis > 4,0
MoM da mediana encontrada em gestacdo normal.

Existem fortes evidéncias da importancia do
CF-BhCG para a deteccéo de anormalidades cromos-
sdmicas no segundo trimestre, parecendo destitu-
ida de valor sua dosagem no primeiro. Taxas de
deteccédo da sindrome de Down entre 60 e 80% tém
sido relatadas no segundo trimestre. Estudo pros-
pectivo recente efetuado entre a 152 e a 242 sema-

na de gestacdo mostrou que niveis de CF-BhCG
iguais ou superiores ao 97° percentil tém sensibi-
lidade de 61% e taxa de falso-positivo de 3,2%. A
maioria dos estudos nos quais se examina a efica-
cia da dosagem de CF-BhCG para a deteccao da sin-
drome de Down relata sensibilidade entre 41 e 93%
e especificidade entre 90 e 95%. Em MoM, os valo-
res de CF-BhCG tém estado entre 1,06-2,91 no pri-
meiro trimestre e 1,06-12,89 no segundo’. Equi-
valéncia ou superioridade deste marcador, em re-
lacdo ao teste triplo, na deteccéo de fetos com sin-
drome de Down tem sido encontrada’™.

Além da producéo renal, tecido placentario,
vesiculas molares ou coriocarcinoma também se-
cretam CF-BhCG!1¢476, Este fragmento-nucleo da
BhCG é de relevancia clinica também no acompa-
nhamento de gestantes com neoplasia trofoblas-
tica ou individuos com céancer, seja este ginecolo6-
gico ou ndo”. Estima-se ser possivel detectar CF-
BhCG em 48% dos pacientes com cancer cervical,
38% no carcinoma endometrial e 84% dos carci-
nomas ovarianos’. CF-BhCG identifica cerca de
11-18% dos individuos com neoplasia cervical in-
traepitelial™. De um modo geral, no cancer cervi-
cal a dosagem do CF-BhCG tem sensibilidade en-
tre 51 e 84%%° e, quando presente, indica pior prog-
nostico®t. Na identificagdo do cancer pulmonar, o
CF-BhCG mostra sensibilidade de 48% nos esta-
gios inicias e de 72% nos estagios mais avanca-
dos da doenca®?.

Conclusao

E comum a ocorréncia de modificagdes na
estrutura e composicdo dos carboidratos e cadeia
peptidica da gonadotrofina coridnica humana nos
liquidos bioldgicos. Esta complexidade estrutural,
resultando na formagdo de multiplas formas mo-
leculares de hCG, responde pelos resultados in-
consistentes frequentemente observados entre os
ensaios disponiveis. A identificacdo individual do
dimero alfa-beta e formas variantes de hCG,
subunidades alfa e beta livres e fragmentos da
subunidade beta com ensaios especificos tem re-
levante aplicacao clinica no prognostico da gravi-
dez, rastreamento de intercorréncias como pre-
nhez ectoépica, pré-eclampsia e crescimento intra-
uterino restrito, deteccdo de anomalias cromos-
sdmicas émbrio-fetais e identificacdo ou segui-
mento de neoplasia trofoblastica gestacional. Além
disso, a dosagem destas moléculas como marca-
dores bioquimicos de tumores de diferentes ori-
gens histolégicas é Gtil. H4, no entanto, necessi-
dade de divulgacdo mais ampla e uso dos novos
imunoensaios, mais especificos e sensiveis.
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