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LOCALIZACION INMUNOCITOQUIMICA DE LA HORMONA 
GONADOTROPJNA CORIONICA EN LA PLACENTA HUMANA 

Y EN CELULAS TUMORALES 
GENARINA ESCOVAR V. * 

Mediante el uso de los métodos de peroxidasa anti-peroxidasa e 
inmunofluorescencia aplicada a tejidos desparafinados y tratados con 
tripsina, se estudiaron inmunocitoquímicamente un grupo de placentas y 
tumores malignos. Al utilizar anticuerpos anti-GCH, la hormona 
gonadotropina coriónica humana (GCH) fue localizada en células del 
sincitiotrofoblasto de placentas de diferentes estados de desarrollo, se 
encontró, además, que las c6lulas de Langhan's y del citotrofoblasto 
fueron negativas a la inrnuno-reacción. La mayoría de los tumores 
estudiados fueron encontrados positivos al aplicar los métodos 
mencionados. Se postula que la inmunosupresión selectiva del huésped 
por tumores y la inmunosupresión selectiva de tejidos maternos por tejidos 
fetales. podría estar mediada por la hormona gonadotropina coriónica. 

Es conocido que además de las funciones 
de transporte de nutrientes, productos 
metabólicos y oxígeno, la placenta elabora 
un gran número de  hormonas. Esta función 
endocrina es  particularmente evidente en la 
plancenta humana, la cual produce grandes 
cantidades de  hormonas de naturaleza 
esteroide, tales como estriol, estradiol y 
estrona, las que son elaboradas a partir de 
substratos químicos provenientes de las 
adrenales materna y fetal. (1). La placenta 
humana también sintetiza progesterona 
utilizando colesterol de la sangre materna 
como principal substrato. (2). Además, una 
gran variedad de hormonas polipeptídicas 
son sintetizadas en los tejidos placentarios. 
incluyendo la hormona gonadotropina corió- 
nica humana (GCH). (3); la Somatomamotro- 
pina coriónica humana [SCH). (4); la 
hormona placentaria lactogénica (PLH), (5); 
y la tirotropina coriónica humana (TCH), (6). 

Hormona Gomodotropino Coriónica 
Humano (GCHJ, en lo placenta normal 

Mediante el empleo de métodos inmuno- 
citoquímicos, varios investigadores [7, 8 )  han 
demostrado específicamente la producción 
de gonadotropina coriónica humana locali- 
zada en el sincitiotrofoblasto que cubre las 
vellosidades coriónicas placentarias y e n  
íntimo contacto con la sangre materna 
acumulada en los espacios intervellosos. (9). 
La GCH es  detectable en la sangre y orina 
materna muy tempranamente durante la 
gestación, aproximadamente a los diez días 
después de la fertilización. (10). Su concen- 
tración aumenta hasta llegar a un pico 
máximo durante las  semanas séptima a 
décima del embarazo. Hacia la  mitad del 
período gestacional se  registra una declina- 
ción de los niveles de  la hormona, 
manteniéndose bajos hasta el término de la 
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misma. En otras especies, h a  sido posible la 
detección de la hormona gonadotropina 
cariónica en embriones anteriores al  período 
de implantación en el estadio de mórula, 
notándose un incremento de  la positividad 
de la reacción inmnnocitoquímica a medida 
que el embrión progresa hacia el estadio de  
blastocisto. (11, 12). 

Hormono Gonadotropina Coriónica 
[GCH) en células tumorales 

En neoplasmas de  origen trofoblástico, 
como el coriocarcinoma y sus metástasis, 
(13). en el coriocarcinoma no trofoblástico, 
en tumores testiculares de células germina- 
tivas, como los seminomas, y del ovario, 
como los disgerminomas y en los carcinomas 
emhrionarios, es  posible el hallazgo inmuno- 
citoquímico de la hormona gonadotropina 
coriónica, localizada en células gigantes con 
morfología sincitial. (14, 15, 16). 

Por lo general, los niveles elevados de la 
hormona, detectados en el suero y orina de 
estos pacientes, presentan una correlación 
directa con la extensión y tamaño propor- 
cional del tumor. (17). Debido a que tanto en 
la placenta normal, como en los neoplasmas 
enunciados, se  h a  encontrado una produc- 
ción elevada de GCH, esta sustancia h a  sido 
propuesta como un marcador tumoral 
inmnnocitoquímico específico para  el estudio 
de los citados neoplasmas. 

Coracterísticos bioquímicos de la 
hormona gonadotropina coriónico 

La GCH es  una glucoproteína con peso 
molecular de  iOO.ooo, la cual contiene 
galactosa y hexosamina. Como otras gluco- 
proteínas está compuesta por 2 sub- 
unidades: alfa y beta, unidas entre sí por un 
enlace no covalente. (18). La estructura 
primaria de todas las subunidades alfa en 
las hormonas gonadotrópicas de los humanos 
es casi similar, pero las sub-unidades heta 
varían. (19). La subunidad beta de GCH se 
caracteriza por presentar un residuo adicio- 
nal de 30 aminoácidos unido al  grupo carbo- 
xílico. Subunidades alfa y beta de la 
hormona han sido encontradas en forma 
libre en el plasma de mujeres embarazadas. 
Grandes cantidades de subunidades alfa 

libres están presentes en tejido obtenido de  
placenta normal, en todos los trimestres del 
período gestacional. A medida que progresa 
el embarazo se registra un marcado exceso 
de subnnidades alfa libres en relación con la 
concentración sérica de  subunidades heta 
libres. (20). 

En el presente estudio se  examina la 
sensibilidad y especificidad de los métodos 
inmunocitoquímicos de  inmunofluorescencia 
indirecta aplicada a tejidos en parafina, e 
inmunoperoxidasa antiperoxidasa, aplicados 
a la detección de  la hormona gonadotropina 
coriónica humana, tanto en la placenta 
normal como en tumores productores de  la 
hormona; se  discute además su posible papel 
en los procesos de oncogénesis. 

MATERIALES Y METODOS 

Obtención y preparación de  los tejidos 

Diez placentas, provenientes de abortos 
ocurridos durante los dos primeros trimes- 
tres del embarazo y una del último trimestre, 
fueron evaluadas como normales, mediante 
estudio anatómico macroscópico y de cortes 
histológicos en hematoxilina-eosina. Además, 
fueron obtenidos de biopsias testiculares 
varios neoplasmas clasificados como un 
seminoma, tres carcinomas emhrionarios, un 
teratoma, y un coriocarcinoma con metás- 
tasis a ganglios inguinales vecinos. 

Todos los tejidos fueron fijados en formo1 
al  10% y embebidos en parafina, realizán- 
dose posteriormente cortes histológicos de 4 
micras de  espesor. Antes de realizar los 
métodos inmunocitoquímicos se  colocaron 
los cortes histológicos 2 horas a 60°C, siendo 
después desparafinados en xilol, 30 minutos. 
e hidratados en gradiente descendente de 
e tanol ,  100% a 50%, dos  minutos,  
respectivamente. 

Detección inmunocitoquímica de  la 
hormona GCH 

Se utilizaron dos métodos inmunocito- 
químicos en la detección de  GCH en los 
tejidos estudiados. Uno de  ellos fue el de 
inmnnofluorescencia indirecta aplicada a 
tejidos preparados en cortes en parafina,  
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según método de Qualman et al. (211, 
ampliamente descrito por Escovar et al. [22), 
en el cual los tejidos son pretratados con 
tripsina (grado puro, Fisher Sci. Co. St. 
Louis. U.S.A.) para facilitar la penetración 
de anticuerpos utilizados en la inmunorreac- 
ción. En esta prueba se  utilizaron los 
siguientes antisueros: suero de conejo 
IgG-anti-GCH, el cual se obtuvo comercial- 
mente de Miles Yeda, Lab. Israel; se empleó 
además como conjugado fluorescente un 
segundo antisuero consistente en moléculas 
IgG de cabra anti-conejo, obtenido de Dako, 
Lab. N.Y., U.S.A. Las láminas montadas en 
elvanol, fueron examinadas por microscopía 
de fluorescencia y fotografiadas con película 
Ektachrome, Asa 400 (El 135-36) y sometidas 
a revelado especial de Kodak - ESP1. La 
Figura lA ,  esquematiza la detección de la 
hormona gonadotropina coriónica mediante 
el uso de la prueba de inmunofluorescencia 
indirecta. 

hidrógeno a l  30%. (22). Finalmente los 
tejidos fueron teñidos con Hematoxilina de 
Harris, sometidos a deshidratación ascen- 
dente de etanol, clarificados en xilol y 
montados con Permount. Se utilizó microsco- 
pio de luz para el estudio de  tejidos y 
película Ektachrome, Et 135-36, tungsteno 
[Eastman, Kodak. N.Y.), para  las fotografías. 
La Figura lB,  ilustra esquemáticamente la 
reacción de Peroxidasa-anti peroxidasa. sin 
anticuerpo marcado, según el método de  
Sternberger. (23). 

~ ~ 
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El otro método empleado en la detección 1 !i / I E ~ ~ $ ~ , " P : B ~ ~ u ~ ~ L  w. 1 
de GCH fue el  roced di miento inmunocito- F I ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ B  m i -  coneio 
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Reacción 

. . " 

anti GCH. reacciona con determinantes antigénicos 
Segundo antisuero: IgG de cabra anti GCH ~resentes en el teiido. Etaoa II. reacción del 

químico de peroxidasa anti-peroxidasa de 1 Sternberger (231, descrito en detalle por I 

conejo, incubado media hora a 37°C. [Cappel prime; antisuero con u n  segundo ant/suero IgG de 
Lab. Pa., U.S.A.). Tercer antisuero: Complejo cabra anti-conejo conjugado con fluoresceina. El 
inmcne compuesto por moléculas de IgG producto de la reacción es visible util izando micros- 
anti-Peroxidasa, unidas a moléculas de copio para fluorescencia. 

lnmunofluorescencia 
Ind i recto 

IgG de conejo IQG de conejo 4 
onti - GCH 

Peroxidasa, [Cappel, Lab.). incubado media 
hora a 37°C. Figura 16. REACCION DE PEROXIDASA ANT I -  

PEROXIDASA SIN ANTICUERPO MARCADO. 

Peroxdara  
o n t i p e r o x i d o i o  

Escovar et al. (22). Los cortes histológicos 
fueron expuestos a los siguientes antisueros, ~ ~ t ~ ~ ~ ~ ~ ~ t ~ ~  antigrncoi 

consecutivamente, verificándose lavados 
con solución tamponada Tris, pH. 7,6. (22). 8  id^^^ ),, El,cU e,pO 

Primer antisuero: IgG de conejo anti GCH, FQ b 
incubado durante 24 horas a 4°C. en cámara 
húmeda. Este antisuero se obtuvo comercial- Figura IA. REACCION DE INMUNOFLUORES- 
mente de Miles-Yeda Lah. CENCIA INDIRECTA. E t a ~ a  I.el suero IaGde coneio 

se utilizaron en la prueba dos controles, Etapa l. el suero IgG de conejo anti-GCH, reacciona 

uno de ellos, consistió en la sustitución del con determinantes antigénicos GCH en el tejido. 

suero anti-GCH por suero pre-inmune. Etapa II. reacción del primer antisuero con u n  anti- 
suero ligante IgG de cabra anti conejo. Etapa III, el 

También se adsorción segundo antisuero reacciona con un tercer antisuero, 
anti-GCH 'On la hormona GCH el cual consiste en e l  complejo inmune peroxidasa 
Behring Corp. La Jolla. Ca. U.S.A.1, utilizan- unido a anticuerpos anti-peroxidasa (PAP). El pro- 
dose el suero así tratado, en la prueba de ducto de la reacción es u n  precipitado de color café 
peroxidasa anti peroxidasa [PAP]. (24). oscuro, visible con microscopia de luz. Nota: E l  tér- 

mino: "sin anticuerpo marcado", se refiere a que el 
La reacción PAP fue revelada con 3'3 primer anticuerpo util izado en la reacción. no  está 

diaminobenzidina al 0.05°/o y peróxido de unido a peroxidasa. 



G E N A R I N A  ESCOVAR V. 

RESULTADOS 

Hnllazgos inmunocitoquímicos 

El empleo de  la prueba de inmunofluores- 
cencia indirecta aplicada a tejidos e n  
parafina, permitió detectar e n  todas las 
placentas estudiadas la hormona gonodotro- 
pina coriónica [GCH), localizándose la 
reacción positiva en las células del sincitio- 
trofoblasto de las vellosidades coriónicas. La 
Figura 2 ilustra tales hallazgos en una 
placenta del tercer trimestre gestacional. El 
empleo de esta prueba también permitió 
detectar la GCH en 4 de los 6 neoplasmas 
estudiados. La reacción de inmunofluores- 
cencia positiva para  GCH fue localizada a 
nivel del citoplasma de células gigantes con 
morfologia de sincitiotrofoblasto. La Figura 
3, ilustra la reacción de  inmuuofluorescencia 
positiva en la detección de GCH e n  un 
coriocarcinoma. 

Al examinar placentas correspondientes a 
los tres trimestres gestacionales, mediante 
aplicación del método PAP, se  detectó en 
todas reacción positiva para  GCH localizada 
en células del sincitiotrofoblasto de las 
vellosidades coriónicas. La Figura 4 ilustra 
los citados hallazgos en una placenta del 
tercer trimestre gestacional. La reacción 
positiva se caracteriza por precipitado de 
color café oscuro localizado en el citoplasma 
y membrana celulares. Las células del 
citotrofoblasto y las células de Langhans 
fueron negativas a la inmunoreacción, así 
como también otros tipos celulares existentes 
en el tejido. 

La Figura 5 ilustra la reacción fuertemente 
positiva para  GCH en una célula gigante 
sincitial de  un teratoma testicular, con focos 
de coriocarcinoma. Similares hallazgos 
fueron encontrados en dos de los carcinomas 
embrionarios estudiados. 

La Figura 6 ilustra la reacción de  PAP 
positiva en la detección de GCH localizada 
en el componente de  sincitiotrofoblasto del 
cariocarcinoma estudiado; los demás tipos 
celulares existentes en el tejido fueron 
negativos a la  inmunoreacción. 

Se obtuvieron resultados negativos al  ser  
expuestos los tejidos con suero anti-GCH 

previamente adsorbido con GCH; asimismo 
al  reemplazar el primer antisuero por suero 
pre-inmune en la reacción PAP. 

De los casos estudiados solo un carcinoma 
embrionario y el seminoma resultaron 
negativos a la inmunoreacción, tanto pa ra  la  
prueba de  inmunofluorescencia como la de  
inmunoperoxidasa. 

DISCUSION 

En el presente estudio la  aplicación de  los 
métodos inmunocitoquímicos de inmunofluo- 
rescencia en tejidos en parafina y de 
peroxidasa anti-peroxidasa, permitió satis- 
factoriamente la detección de la hormona 
gonadotropina coriónica en células del 
sincitiotrofoblasto de  las placentas estudia- 
das,  en células gigantes con morfología 
sincitial en los neoplasmas analizados y en el 
componente de sincitiotrofoblasto del caso 
de coriocarcinoma. Al comDararse el método 
de inmunofluorescencia aplicada a tejidos 
en parafina tratados con digestión de  
tripsina, con el método que utiliza cortes 
bistológicos por congelación. se  advierten 
ventajas en relación a una mayor conserva- 
ción de  la morfologia general del tejido, sin 
alterarse la naturaleza del antígeno celular. 
Además, la  aplicación de este método ofrece 
la ventaja de  poder estudiar por inmuno- 
fluorescencia casos retrospectivos preser- 
vados en bloques de parafina y acumulados 
durante años. 

El empleo del procedimiento de peroxidasa 
anti-peroxidasa ha brindado una nueva 
arma para  el análisis bioquímico y fisiológico 
de una célula en particular, en un tejido que 
contiene varios tipos celulares. La gran 
sensibilidad y especificidad del método 
hacen posible la  detección de  cantidades 
mínimas de  antígenos tisulares, utilizando 
diluciones al tas del primer antisuero. Lo 
anterior reduce considerablemente el costo 
total de la reacción, la que resulta también 
económica por el uso de microscopía de  luz, 
aún cuando su aplicación también se  extien- 
de para microscopía electrónica. (25). El 
empleo de secciones histológicas en parafina 
hace posible la revisión retrospectiva de 
casos. Además, la obtención de preparacio- 
nes permanentes, facilita el archivo de  la 
investigación realizada. 
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1 fluorescencia Figura 2. Reacción positiva de para inmuno- la hor- 
1 mona gonadotropina coriónica hu- 

1 mana ¡GCH) en células del sincitio- 
trofoblasto de vellosidades corióni- 
cas, en una placenta del tercer tr i- 
mestre gestacional (100 XI. 

Figura 3. Nótese la reacción de 
inmunof~uorescencia oositiva oara L 
la hormona gonadotropina coriónica 
humana (GCH) localizada en el cito. 1 
plasma de una célula gigante con 
morfología sincitial en un coriocar- 1 
cinoma.~os demás tipos de celula- 
res del neoplasma son negativos a la 1 

Figura 4. Nótese la fuerte reac- 
ción positiva de Peroxidasa anti- 
Peroxidasa (PAP) en la detección de 
GCH, localizada en células del sinci- 
tiotrofoblasto de vellosidades corió- 
nicas, en una plaoenta del tercer 
trimestre gestacional. Nótense los 
demás tipos celulares en el tejido, 
negativos a la inmunoreacción. 
(100 X). 
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Figura 6. Nótese la reacción PAP 
positiva en la detección de GCH 
localizada en el componente de sin- 
citiotrofoblasto, en un coriocare- 
noma. El componente citotrofo- 
blástico es neaativo en la inmuno- 
reacción. (100 X). 

Figura 5. Se ilustra la reacción 
PAP fuertemente positiva en la de- 
tección de GCH localizada a nivel 
del citoplasma y membrana celular 
de una célula gigante con morfolo- 
gía sincitial, en un teratoma. 
(400 X). 

La fuerte reacción PAP positiva para GCH 
localizada en el borde apical de las células 
del sincitiotrofoblasto que cubren las vello- 
sidades coriónicas placentarias, sugiere una 
alta concentración de la hormona a nivel de 
la membrana citoplasmática. Aparentemen- 
te este patrón de distribución contribuye a 
formar una línea continua alrededor de las 
vellosidades coriónicas y establece una 
barrera entre éstas y los espacios interve- 
llosos inundados de sangre materna. 

Un patrón similar de distribución de la 
hormona GCH se apreció en los neoplasmas 
estudiados en los cuales la hormona fue 
detectada específicamente en el citoplasma 

y membrana citoplasmática de células 
gigantes sincitiotrofoblásticas, al  igual que 
en el componente sincitial del coriocarci- 
noma estudiado. Estos hallazgos son simila- 
res y confirman lo encontrado por otros 
autores al estudiar la GCH en series con un 
número significativamente grande de los 
citados neoplasmas. (26, 27, 28. 29, 30). 

Los resultados negativos en dos de los 
neoplasmas estudiados, revelan poca o nula 
producción de GCH a nivel de las secciones 
histológicas examinadas. En el presente 
estudio no se realizó en forma programada la 
detección de niveles séricos de la hormona. 
resultando, de este modo, imposible estable- 
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cer una correlación entre los hallazgos células T. in vitro. En la placenta y en células 
inmunocitoquímicos y los niveles séricos de tumorales se ha propuesto una acción 
la misma. Solo en el caso de coriocarcinoma, supresora de la GCH en el rechazo inmunoló- 
mediante revisión de la historia clínica, se gico, a l  actuar sobre las células T (linfocitos) 
comprobó que el paciente presentaba niveles y prevenir la maduración de la respuesta 
séricos altos de la hormona, detectados por inmune. (34, 35). 
radioinmunoensayo. 

Los resultados negativos obtenidos en los 
métodos de inmunofluorescencia e inmuno- 
peroxidasa al reemplazar el primer anti- 
suero por suero pre-inmune o al utilizar 
antisuero anti-GCH previamente adsorbido 
con hormona HCH, expresan la monoespe- 
cificidad del antisuero para reaccionar con 
su propia hormona. 

Se desconocen los mecanismos por los 
cuales la hormona gonadotropina coriónica 
es retenida en la membrana citoplasmática 
de las células sincitiales. La acción parece 
residir en la cadena adicional de 30 
aminoácidos unida al grupo carhoxílico, que 
presenta la subunidad beta de la GCH. La 
cadena incluye varias prolinas y serinas 
unidas a carbohidratos. las cuales son 
estructuras no comunmente asociadas a 
proteínas globulares. Estas características 
químicas parecen tener importancia en la 
habilidad de la GCH para permanecer unida 
a la superficie del sincitiotrofoblasto 
placentario y en células tumorales (31). El 
patrón de distribución de la hormona GCH a 
nivel de la superficie celular ha sido 
estudiado por inmunoelectromicroscopía 
(32). La distribución superficial contrasta 
con lo encontrado en las gonadotropinas 
hipofisiarias, las cuales se encuentran 
contenidas en gránulos secretarios citopás- 
máticos (33). Si la función de la GCH fuera 
solo de carácter hormonal, el ~ a t r ó n  de 
distrihución superficial sería el menos espe- 
rado. Sin embargo, la presencia de la 
hormona en grandes cantidades a nivel de la 
superficie celular parece asegurar una 
concentración adecuada y aparentemente 
importante y necesaria para inhibir la 
respuesta inmune de células timo depen- 
dientes. La razón de la tolerancia inmunoló- 
gica materna hacia tejidos placentarios no 
ha sido totalmente explicada y es probable 
que sea un fenómeno multifactorial. Varias 

Con frecuencia durante la oncogénesis son 
expresados genes fetales. Ejemplo de ello lo 
constituyen la producción de los antígenos 
carcinoembrionario (36) y alfa-fetoproteína 
en varios tipos de tumores (37). Tal expresión 
de genes fetales podría también resultar en 
la producción de GCH, el cual es uno de los 
que más tempranamente se expresa durante 
la ontogenia. (11, 12 ) .  La distrihución de la 
hormona GCH en la superficie de células 
tumorales parece jugar un papel importante 
en la oncogénesis, ya que asegura un 
mecanismo inmunosupresor bastante efec- 
tivo mediante el cual la célula cancerosa se 
enmascara y escapa de la sobrevigilancia 
del sistema inmune del huesped. Esta situa- 
ción podría explicar el poder invasor del 
coriocarcinoma y sus metástasis. (38). 

Además de la acción en la supresión 
inmunológica sobre células T, la hormona 
gonadotropina coriónica mantiene el cuerpo 
lúteo durante el embarazo. Las células de la 
granulosa del cuerpo lúteo presentan una 
marcada sensibilidad hacia los niveles 
circulantes de GCH. La hormona también es- 
timula la producción de estrógenos placenta- 
rios (39). Pequeñas cantidades de GCH 
llegan al embrión durante el desarrollo 
temprano, induciendo la síntesis de este- 
roides en las adrenales y testículos 
embrionarios (40). 

El concepto del uso de GCH como 
marcador específico inmunocitoquímico 
tumoral está extendido actualmente a l  
hallazgo de sub-unidades alfa o beta de la 
hormona. Un elevado nivel sérico de GCH o 
de una de sus sub-unidades, detectado por 
radioinmunoensayo, puede indicar  la 
presencia de una enfermedad activa; sin 
embargo. un nivel normal no siempre excluye 
la enfermedad. Se ha detectado en tejidos 

iiivestigacioncs han slifialado q u e  la GCH es normales una sustancia con propiedades 
iin inhibidor do I H  r e s p i ~ ~ s t a  inmunológi~:;~ de p;irccidas a la GCII 141). Eii adición a los 
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niveles elevados de GCH encontrados en los 
tumores citados en el presente estudio, la 
hormona ha sido utilizada como marcador 
tumoral inmunocitoquímico en tumores 
gástricos, en los cuales se  han  detectado 
concentraciones séricas elevadas de sub- 
unidades alfa en el rango de  20.000 nano- 
gramos por mililitro de  suero. Pacientes con 
tumores pancreáticos y pulmonares presen- 
tan niveles altos de  sub-unidades beta. (42). 

Como conclusión del presente estudio se 
señala que la detección inmunocitoquímica 
de GCH contribuye al  diagnóstico diferencial 
de tumores y metástasis asociados con su 
producción (43 - 461. La aplicación del 
procedimiento inmunocitoquímico PAP en la 
detección de  GCH permite un acercamiento 
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