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INTRODUCCION

En los ultimos afios, las enfermedades genéticas y los defectos
congénitos han ido adquiriendo cada vez mayor importancia en
nuestro medio, debido principalmente a la frecuencia con la que
se presentan y por ser causas de mortalidad y morbilidad
elevadas en América Latina y el Caribe (42}. Estas enfermedades y
sus efectos, incluyen malformaciones congénitas como los defectos
de cierre del tubo neural, retraso mental. sordera y la ceguera
congénitas. las anomalias cromosémicas como el sindrome de Down y
cerca de 4,000 enfermedades hereditarias entre las que se
encuentran tas hemoglobinopatfas, la fibrosis quistica. las
hemofilias. las distrofias musculares, las enfermedades neurolé—
gicas degenerativas y las anomalias congénitas del metabolismo.

entre otras. (8,42}

Los defectos congénitos, incluyen enfermedades gendticas,
trastornes parcialmente genéticos y defectos no genéticos. Las
" enfermedades gendticas ae deben a alteraciones cromosdmicas,

mientras que los trastornos parcialmente gendticos tienen un

origen multifactorial. e incluyen las malformaciones congénitas,
como log defectas de cierrec del tubo neural y algunas
enfermedades comunes. Por ultimo, dentro de los defectos

congénitos no gendticos se encuentran todos aquellos provocados

por agentes ambientales teratogénicos (42).

La Organizacidén Mundial de la Salud (OMS) ha realizado



relevantes actividades en cuanto a la prevencién de enfermedades
genéticas &a nivel comunitario. en es=poecial. en paises en
desarrollo (incluyendo Médxico), con el fin de recomendar las
acciones necesarias vy prestar los servicios preventivo-
asistencia{es a individuos y familias afectados o en rissgo de
padecer o trasmitir enfermedades genéticas a su descendencia
{42). Se pretende yue dichos servicios preventivo-asistenciales,
se centren hacia la deteccién de grupos de alto riesgo en la
poblacion en general, para lo cual es necesario considerar
los factores que pueden ger indicativos de riesgo genético

aumentado y que .se enlistan a continuacién:

Historia familiar positiva para defectos congénitos.

¥

Fdad materna avanzada.

Origen étnico geogréafico.
~ Nivel anorimal de alfa-fetoprotefna (AFP) sérica materns
durante la gestacién.

Por 1o que regpecta a la alfa-fetoproteina (AFP), se le ha
atribuide importancia como auxiliar en el campo de la oncalogia
para deteccion, tratamiento y monitoreo de tumores productores de
dicha protefna, Sin embargo, en afios mds recientes (1972),se
evidencié su utilidad en el 4rea de la gineco-obstetricia como
ayuda para detectar anormalidades fetales. La determinacion de
alfa-fetoproteina estd recomendada por la Socisdad Americana de
Gendética Humana que ha dictado medidas relativas a la realizacién
de programas para la evaluacién de .APP en suero maternc de
mujeres gestantes en general, asi como de control de calidad para

laboratorios que efectuan dicha determinacion (2). El Comité de



Genética de la Academia Americana de Pediatrfa (16) y el Colegio
Americano de Obstetras y Ginecélogos., apoyados por la Food and
Drug Administration (49). también han recomendado la realizacion
de dichos programas, lo que ha conducido a demostrar que la
medicion de AFP gsérica entre las semanas 16 y 18 de la gestacidn,
es un método de tamizaje que identifica a una parte importante
de las mujeres portadoras de fetos con defectos “abiekﬁos“ del
tubo neural (VER GENERALIDADES), es decir, una anomalifa en la
formacion de canal espinal y espina dorsal o médula espinal, asi
como aquellas que portan fetos con sindrome de Down Yy otras

cromosomopatias.

El interés por la realizacidn de este trabajo, se debe a la
alta incidencia que en nuestro pais presentan los defectos de
cierre del tubo neural., lo cual hace pensar en la necesidad de
digponer de un método confiable Aue identifique dichos problemas
en etapa prenatal temprana y con un minimo de inconvenienteg y
riesgos para la madre y el feto: la determinacién de AFP por el
método de ELISA en suero materno primero y, posteriormente y sdlo
en casc necesario. en lfquido amnidtico. presenta grandes
ventajas principalmente por ser un método no invasivo,
comparativamente con otras técnicas entre las que ge encuentran
la muestra de vellosidades coridnicas y la fetoscopia. tambidn

utilizadas en diagndstico prenatal.



HIPOTESIS.

La elevacién de la concentracién de AFP tanto en sueroc materno
como en liquido amniético es un pardmetro auxiliar util en el
diagnéstico prenatal tempranc de algunos defectos de cierre del
tubo neural: mientras que la elevacion de AFP sélo en suero
materno, indica embarazo de alto riesgo, como en el casc de
embarazo gemelar, producto de bajo peso al nacimiento, amenaza de

ahorto.etc..

OBJETIVOS.

a) Determinar la concentracién de alfa—fetoproteina
en muestras de suero materno y liquido amnidtico a
través de la técnica ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay), utilizando un estuche comercial.

b} Evidenciar 1la utilidad de 1la determinacisn de

alfa~fetoprotefna en suero materno y en lfquido
amniético como auxiliar en el diagnéstico prenatal

temprano de defectos de cierre de! tubo neural.

c) Comparar esta técnica con otras, utilizadas para
discriminar los embarazos normales de aquellos
afectados potr una anomalfa de cierre del tubo

neural.



d) Estudiar la relacidén de los resultados obtenidos
con las manifestaciones clinicas, mediante el
andlisis retrospectivo y ciego de una poblacién

seleccionada.



1. GENERALIDADES

a. Defectos de cierre del tubo neural (DCTN)
i. Embriologfa

El sistema nervioso central se desarrolla a partir de un
engrosamiento neurocectodérmico dorsal del disco embrionario
1lamado placa neural:; esta placa aparece aproximadamente a la
mitad de 1la te}cera semana de gestacién y comienza a plegarse
formando el surco neural y los pliegues neurales: cuando dichos
pliegues neurales gse fusionan forman el tubo neural, cuyo extremo
craneal origina el cerebro, que consiste de prosencéfalo,
mesenééfalo y rombencéfalo. El prosencéfalo da origen al cerebro,
el mesencéfalo al mesencéfalo definitivo y el rombencéfalo
origina el puente, el cerebelo y el bulbe raquideo. La porcién
restante y mds larga del tubo neural se convierte en la médula
espinal. El interior del tubo neural forma los ventriculos
cerebrales y el epéndimo. Las paredes del tubo neural se engrosan
por proliferacién de células neurcepiteliales que dan lugar a
todas las células nerviosas y de la macrogifa del sigstema
nervioso central. (30, 39)

Las malformaciones congénitas del sistema nervioso central son
muy frecuentes y la mayor parte corresponden a defectos de cierre
del tubo neural. Las malformaciones pueden estar limitadas a

gistema nerviogso o inclufr tejidos circundantes (cartilago.hueso.



musculo y tejido conectivo).

Se sabe que el desarrolio de algunas malformaciones depende
Ae anomalfas a nivel genético, otras resultan de factores
ambientales (agentes infecciosos, farmacos, radiaciones vy
enfermedades metabdlicas). Sin embargo. se cree que la mayor
parte de ellas dependen de la combinacién de factores ambientales

Yy genéticos, (5.30,39}

Casi todas las ancmal {as mayores (por ejemplo anencefalia),
son incompatibles con la vida; otras relativamente menos graves
que las anteriores, suelen derivar en incapacidad funcional
(pardlisis muscular de miembros inferiores, incontinencia de

esfinteres. hidrocefalia). (8.36)
i1i. Incidencia y nomenclatura

La incidencia de los defectos de cierre del tubo neural en
general, varfa de un reporte a otro Yy dependiendo de 1a zona
geogrdfica en estudio. No se han reportado datos relatives a
poblacién mexicana: sin embargo. a través de comunicacién
personal se sabe que es de 5:1000 en recién nacidos vivos y
muertos en poblacién del Instituto Mexicano del Segurc Social
(IMSS) .

Los defectos de cierre del tubo neural se clasifican de acuerdo
a: 1) la regidén afectada del sistema nervioso central. 2) las
egtructuras anatémicas que quedan dentro del defecto y 3) ias

caracteristicas del mismo (36); generalmente no se observan como



un dafio puro de alguno de ellos. sino como una combinacién de dos
o mds., con base en lo cual algunos autores seflalan la siguiente
clasificacién general: (8,56)
a) Anencefalia: con o sin espina bifida
con © sin encefalocele
uyy) Egpina bifida: sin anencefalia
' con o msin encefalocele
c) Encefalocele: sin espina bifida
sin anencefalia
De acuerdo & la regién del sistema nervioso central afectada
y las estructuras anatdémicas involucradas, tenemos la siguiente

caracterizacién:

1) Defectos de la gona oraneal del tubo neural que formard
el encéfalo, los podemos dividir en:
ANENCEFALIA.~ o3 el defecto m&s impresionante y de mayor gravedad
dentro de este grupo ya que es incompatible con la vida
extrauterina: el producto nace muerto (mortinato) o muere poco
después del nacimiento. Es una malformacién frecuente, 1:1000 de
acuerdo a datos de Inglaterra (30,39), que se manifiesta como
falta de desarrollo del encéfalo o una parte importante del mismo
(prosencéfalo o hemisferios cerebrales). lo cual da por resultado
una masa amorfa de tejido neural. Esta malformacion se acompafia
invariablemente de acranea (anomalfa en el desarrrollo del créneo
y cuero cabelludo) y frecuentemente de raquisquisis (falta de

fusion de varios arcos vertebrales).

EXENCEFALIA.- es la exterinrizacién del encéfalo anormalmente



desarrollado que se observa en la etapa fetal; se cree que puede
ser resultado de una malformacién anatémicamente semejante en

recién nacidos muertos o vivos.

ENCEFALOCELE. - son defectos quisticos del tubo neural del
encéfalo. con alteraciones variables de créneo y cuero cabelludo
(36}, son andlogos a los meningoceles gque se producen en la
médula espinal. En el encefalocele, parte del cerebro y las
meninges experimentan herniacién por un defecto del créneo
(bifido) por b lo regular en la regidén occipital: este estado
ocurre aproximadamente una vez en 2,000 nacimientos. Dependiendo
del sitio en que Be encuentre ubicada la lesidn, serd la parte
del cerebro que se hernie. El encefalocele suele acompafiarse de
hidrocefalia (acumulacién de liquido cefalorraquideo en las
meninges). Si el aaco meningeo contiene solamente lfquido, se

denomina meningocele craneal.

INIENCEFALIA.~ es un defecto raro del tubo neural, que abarca la
base del crédneoc, las veértebras cervicales y las estructuras
nerviosas subyacentes. Se caracteriza por una fisura occipital y

protrusisén del encéfalo (36,56).

2) Defectos de fusién de la linea media de los arcos
vertebrales dorsales: son malformaciones acompafiadas
frecuentemente por defectos de la médula espinal y se denominan
colectivamente disrafismo raquideo o espina bifida, lo cual
denota un defecto del raquis. 8i el defecto involucra varias

vértebras, se produce una hendidura extensa de 1la columna



vertebral, estado conocido como raquisquisis. El términc "espina
bifida" se utiliza para denominar estados en los cuales existen
defectos vertebrales y nerviosos, siendo esta malformacién mds

frecuente en las regiones tor&cica inferior, lumbar y sacra.

Ademd&s la espina bffida puede ser "abierta”, gi el tejido
neural estd completamente expuesto o solamente cubierto por una
membrana delgada y transparente; Yy "cerrada® si la lesidén est4
completamente cubierta por piel o por una membrana gruesa y
opaca. También puede ser "oculta", cuando existe falta de fusién
de los arcos vertebrales: o ‘“quistica” cuando hay defectos

saculares acompafiantes de los elementos neurales (36,56).

ESPINA BIFIDA OCULTA O MIELODISPLASIA.- incluye las diversas
malformaciones menos manifiestas y menos graves de la médula
espinal (36), gque resultan del desarrollo defectuoso del tubo
neural caudal, en ellas se advierte falta de fusién de las
mitades del arco vertebral, por lo regular en las regiones lumbar
© sacra (39). E] defecto estd cubierto por piel y es posible
descubrirlie por radiografia del raquis. Estas alteraciones a
menudo se caracterizan por trastornos de los tejidos blandos
(lipomal. o cambiogs cutdneos (penacho de pelo, hoyuelos,
trayectos sinusales o zonas de pigmentacién). Por lo regular no
ge advierten trastornos neuroldgicos ni musculo-esqueléticos
relacicnados con ldA egpina §1fida oculta. ya que el estado es
resultado de desarrollo ¢seo defectuoso ¥y no neurolégico (39);
sin embargo. algunns autores (36) sostienen que pueden

presentarse problemas neurolégicos y ortopédicos que pueden ser

10



resultado de un mecanismo embriolégico sgemejante al de otros

defectos de! tubo neural.

ESPINA BIFIDA QUISTICA.— son casos graves de espina bifida, en
los que hay protrusién sacular externa de las meninges, o de la
médula espinal y meninges. debido a defectos dorsales en las
vértebras. Se presenta con grado variable de '"ataque
neuroldgico™, segun el sgitio y extensioén de la lesién. Suele
haher pérdida de la sengibilidad con pardlisis muscular
esquelética total o parcial. El nivel de la lesién determina la
zona en la que se pierde la sensibilidad dérmica y los musculos
que son atacados. En el mielomsningocele es frecuente gue se vean
afectados los esfinteres vaesical., anal o ambos, por lo cual se
advierte pérdida de la sensibilidad en la zona que corresponde a
la regién de gluteos. perineo y caras internas de los muslos. La
incidencia de la espina bifida quistica, varia de acuerdo a la
zona geogrdfica en estudio (35): por ejemplo, se.hn demostrado
que tan sé6lo en las Islas Britdnicas, la frecuencia varia de 4.2
porr cada 1,000 nacidos vivos en Gales del Sur a 2.8 por cada
1,000 en Buckinghamshire y aproximadamente 1.5 por cada 1,000 en

la region sureste.

- Mielomeningocele: cuando el saco contiene unicamente
meninges y liquido cefaloraquideo el estado ge conoce como espina
bifida con mielomeningocele. Si en el saco quedan incluidas
médula espinal y rafces de la cola de caballo, la malformacidén se
conoce como "espina bifida con mielomeningocele”. Alguncs autores

emplean como sindnimos meningocele y mielocele, pero es mds

11



adecuado el término mielomeningocele, ya que como se menciond
antes, raramente se advierte un tipo pure de cualguier
malformacisn. E! mielomeningocele es una malformacién mucho més
frecuente (1:1000 en nacidos vivos) Y més grave que el
meningocele , ambos pueden ocurrir en cualquier nivel del eje
raquideo. pero son mis frecuentemente observados en la region

lumbar.

- Espina bffida con mielosquisis: se observa generalmente en

la regién lumbar (36} y como un defecto fetal temprano (39).
Ocurre como consecuencia de una falla en la fusion de los
pliegues neuraleés. por lo que la placa neural queda expuesta a la
superficie y no estd& cubierta por piel. En los fetos afectados,
la lesién puede ser extensa y abarcar casi toda la longitud de la
médula espinal. Se sospecha que la mieloaquisis y la espina
bifida resultante, son consecuencia del excesivo crecimiento en
forma local de la placa neural, 1o cual deriva en la falta de
fusién de los pliegues neurales. Los productos gque nacen con
malformaciones graves de este tipo no tienen oportunidad de

sobrevivir.

1ii. Etiologfa

Es probable que la mayor parte de las malformaciones, dependan
de la combinacién de factores genéticos y ambientales (82), sin
embargo., no se conoce con certeza la etiologfa de los defectos

vajslados” del tubo neural: la mayor parte de ellos parece tener

12



un origen multifactorial, lo cual indica predisposicion genética
{siguiendo un patr4n de herencia Mendeliana) y exposicién a
agentes ambientales o desconocidos que en conjunto producen un
error en la morfogénesis del sistema nervioso central. A
continuacion se mencionan las causas principales que se supone
son factores desencadenantes de este tipo de malformaciones (81)

Y otras que algunos autores sugieren como predisponentes:

- Alteraciones maternas intrinsecas (fiebre)

~ Componentes dietdticos (té, alcohol, patatas con roya)

— Variaciones geograficas, étnicas y raciales

- Predisposicién en “afios pico"

- Variacién estacional en algunas regiones (invierno)

- Relacién con la paridad (mayor frecuencia en primeros
nacimientos y baja en segundos nacimientos)

- Estado socioecondémico bajo

— Esterilidad

— Edad materna

— Disminucién sérica de vitaminas y &cido félico

Las diversas investigaciones han generado especulaciones e
interéds sobre los factores ambientales potenciales que podrian
tener importancia etjolégica. sin embargo no se ha comprobado que
alguno de ellos sea un factor predisponente a defectos de cierre

de tubo neural.(33,8,5)



iv. Diagnéstico prenatal

El diagnéstico prenatal es el conjunto de medidas encaminadas
a la deteccidén de grupos de alto riesgo durante la gestacién, con
el fin de tomar la decision adecuada con respecto al cuidado
prenatal y considerar como embarazo de alto riesgo aquél en el
que existe un aumento en la probabilidad de que se presente un
defecto congénito: las principales actividades que se incluyen
dentro de un programa adecuado de diagnéstico prenatal son:

(20,34,38)

a} Deteccion sistemdtica de antecedentes familiares en las
consultas médicas generales.

b} Deteccién de heterocigotos para ciertos genes recesivos
frecuentes (como la anemia de células falciformes en la poblacién
negra).

c) Examen sistemdtico de alfa-fetoproteina (AFP) sérica

materna durante 2] embarazo.

E! diagnéstico prenatal se clasifica en funcién del momento de
la gestacién durante el cual sge practique, como: a) diagnéstico
prenatal temprano, que se lleva a cabo durante el segundo
trimestre de la gestacion., preferentemente entre las semanas 16
y 18, y se enfoca hacia la deteccién temprana de algunos
desdérdenes fetales entre 1os que se encuentran los defectos de
cierre del tubo neural. con el fin de someter a la consideracién
de los padres y del médico la decisién de continuar o dar término

al embarazo: b) diagnéstico prenatal tardio, el cual se lleva a

14



cabo hacia el final del segundo trimestre de gestacidn, con el

propdésito de detectar sensibilizacién Rh e inmadurez fetal.
Alfa~-fetoproteina (AFP),

La AFP es la proteina sérica principal de las primeras etapas
de la vida fetal, se produce inicialmente en el saco vitelino y
posteriormente en el higado fetal durante el desarrollo
temprano. La produccién de dicha proteina aumenta gradualmente
durante la primera mitad del embarazo hasta alcanzar
concentraciones mdximas aproximadas de 2-3 mg/ml (1180 UI/ml) en
suero fetal entre las semanas 13 y 18 de la gestacién. Con el
progreso del embarazo, el ‘aumento en el tamafio del feto, reditua
en la disminucién de AFP circulante., por lo que después de la
semana 32, en el momento del! parto y durante el perfodo neonatal
temprano, se encuentran concentraciones relativamente bajaz de

AFP sérica fetal y neonatal. (7.8.56.57)

En liquido amnidtico la fuente principal de AFP es la orina
fetal, consecuentemente las concentraciones en dicho espécimen,
se elevan y disminuyen paralelamente a como ocurre en suero
fetal, sdélo que en este ultimo se encuentra en concentracién 100
a 200 veces mds alta que en liquido amnidtico (36), por lo que
an suero fetal es del orden de mg/ml, mientras que en liquido
amniético la concentracidén es de ug/ml, lo que hace necesario
’ sobre todo para analizar este ultimo, emplear métodos de
determinacidén sensibles, precisos Yy especificos, tales como

los métodos  Inmuno  Enziméticos o  RIA (Radio  Immuno

15



Assay).(3.4.8.17.56,17)

Por otro lado, se ha demostrado la presencia de AFP en suero
materno, 1o cual puede deberse a un aumento de la permeabilidad
placentaria a medida que avanza la gestacién, ya gque se observa
un aumento progresivo durante al gegundo trimestre y
concentraciones séricas pico entre las semanas 32 y 34, para
después comenzar a disminuifr. Despuds del parto y en mujeres
adultas normales Yy sanas, la concentracién sérica de AFP
disminuye a niveles bajos o imperceptibles {menores de 10 a 20
ng/ml), al igual que en varones adultos sanoa, lo que también
requiere de métodos con elevada sensibilidad para su

doterminacion. (3,4,7,8,51,53,56,57)

La medicidén de AFP sdrica entre las semanas 16 Yy 18 de la
gestacidn es un método de tamizaje que identifica & una parte
importante de las mujeres portadoras de fetos con defectos

“abiertos" del tubo neural (7). (ver incidencia y nomenclatura).

La elevacion de AFP en mujeres gestantes, se dedujo gracias a
la observacién de que en anencefalia y otros defectos del tubo
neural, se produce elevacién de pigmentos de 5ilirrubina en
liquido amniético. lo cual sugirié la posibilidad de que pudieran
ocurrir fugas de componentes del suero fetal (entre ellos la
AFP) hacia la cavidad amnidética, mediante un mecanismo de
difusién a través de los vasus sanguineos expuestos en la
legidén. Sin embargo, es importante seffalar que con esta técnica

no es posible detectar defectoé “cerrados” (cubiertos por piel)

16



del tubo neural. lo cual es equivalente aproximadamente al 10%
del total de este tipo de malformaciones.(6.8,16,56.57)

La elevacién de AFP no s exclusiva de los defectos de cierre
del tubo neural, ya que puede ocurrir bajo otras circunstancias

anormales entre las que se incluyen:(24)

- Edad gestacional errénea
- Hemorragia feto-materna
— Onfalocele

- Nefropatias proteintricas congénitas
— Teratoma sacrococciqueo
- Muerte intrauteriAu

- Atresia esofédgica

~ Hidrocefalia

- Embarazo gemelar

- Higroma quistico

- Gastroquisis

- Neoplasias maternas productoras de AFP
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b. Pruebas de diagnéstico inmunolégico

La deteccion de las reacciones antigeno-anticuerpo es posible
gracias a la disponibilidad de diversas pruebas inmunolségicas de
laboratorio, tanto sencillas como sofisticadas y que presentan
grandes ventajas en cuanto a tiempo, sensibilidad, especificidad,
asequibilidad, precisidén y exactitud, 1lo cual nos permite la

interpretacidén y evaluacidn adecuada de los resultados.

i. Inmunoprecipitacion

Es uno de los métodos mds simples y directos para la
demostracién de las reacciones antigeno~anticuerpo. La formacisén
de complejos antigeno—anticuerpo en un medio memisélide como el
gel, estd influenciada por las condiciones de pH, temperatura,
amortiguadores y principalmente por las concentraciones relativas
de antigeno y anticuerpo. ya que la concentracidén excesiva de
anticuerpo, puede favorecer el fendmeno de prozona que
constituye una fuente de error en la interpretacién de
resultados. Las técnicas de inmunoprecipitacion se aplican
principaimente para la cuantificacién de inmunoglobulinas. Las
reacciones de inmunodifusién pueden clasificarse comc unicas o
dobles, siendo lac primeras aquellas en las que el antfigeno (Ag)
o el anticuerpo (Ac) permanece fijo, y el otro reactivo difunde
para unirse con él. En la inmunodifusidén doble, tanto el Ag como
el Ac difunden uno hacia el otro para acoplarse y precipitar.

El punto de equivalencia o punto de m&xima precipitacidén tiene

lugar en el momento en que la cantidad de moléculas de Ag y Ac
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que integran los complejos antigeno-anticuerpo, se encuentran en
proporcién de 3-4:1; por lo tante. ésta condicion se cumple
egencialmente con los antigenog facilmente golubles y que poseen
un numero pequefic de puntos antigénicos reactivos en cada
molécula. lo que permite la formacién de estructuras trabeculares
ingsolubles gue precipitan.(32)

Dentro de las técnicas de inmunodifusién mas conocidas, se

encuentran lag giguientes:

—~ Difusién doble en agar o andlisis de Ouchterlony.- el
antigeno y el anticuerpc difunden libremente en un medio
semisdlido y forman complejos inmunes que precipitan y pueden ser
analizados visualmente. Se utiliza un gel de agar como soporte
(en <ctaja Petri o portaobjetos)., en el que se horadan pequsfios
pozos separados algunos milfmetros. El Ag y el Ac se colocan en
pozos opuestos vy después de 18-48 horas en cdmara humeda los
reactantes se pondrdn en contacto al difundir, formando una banda
de precipitacidn en el punto de equivalencia. Este método se
puede utilizar en forma semicuantitativa a través de diluciones

seriadas del Ag o del Ac.(24.52)

- Difusién radial anica.— se incorporan anticuerpos
especificos en una placa de agar y el antfgeno colocado en un
pozo horadado en ©1 gel difunde a través de ¢éste. formdndose
halos de precipitacién al interaccionar el antigenc y el
anticuerpo. Dichos halos se forman cuando la reaccién alcanza su
punto de equivalencia, es derir., el punto de relacion dptima

aniiqeno/antjcuerpo. Es posible realizar 1a  prueba en forma
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cuantitativa mediante la comparacisén grdéfica con preparaciones de
estdndares de antigenos para determinar la cantidad de antigeno

desconocido.
i1. Electroforesis

Se utiliza principalmente para analizar la heterogeneidad de
las protefnas individualmente., la separacién de los componentes
proteicos de una muestra gse lleva a cabo en un campo eléctrico
con base en la carga eléctrica superficial, peso molecular, punto
isoeléctrico, pH y electrolitos del amortiguador. utilizando
como soporte gel de agarosa, papel, acetato de celulosa, gel de

almidén o gel de poliacrilamida. .

~ Electroforesias de zona.- la separacioén se efectua
exclusivamente sSobre la base de 1la carga eléctrica de las
proteinas. utilizando un medio de soporte inerte (tiras de papel
o acetato de celulosa) y soluciones amortiguadoras alcalinas. La
identificacién ce realiza mediante posterior tincién y evaluacién
dengitométrica. Tiene su aplicacién principal en el diagnéstico
de paraproteinemias humanas como el mieloma mualtiple y las

macroglobulinemias e hipogammaglobulinemias, entre otras.(52)

- Inmunoelectroforesis (IEF).~ es un método que combina la
difusién por separacién electroforética Yy la precipitacién
inmunitaria de las pr6teinas en una placa de vidrio cubierta con
agar © con agarosa en sgolucién amortiguadora, en la que se

practica una depresidén larga y estrecha para el anticuerpo (suero
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anti-humano) y un pozo para el antigeno (muestra): se coloca
primero el antigeno. el cual se separa electroforéticamente de 30
a 60 minutos. posteriormente se adiciona el antisuero y se deja
difundir durante un tiempo preestablecido (18 a 24 horas),
después de 1o cual se formardn bandas de precipitacidén al ocurrir
la interaccion antigeno/anticuerpo. Esta prueba se aplica en el
diagndéstico de laboratorio de las paraproteinemias, asi como en
la identificacién de cadenas L en 1la orina de pacientes con

trastornos autoinmunitarios,

- Electroinmunodifusion.— en las técnicas de inmunodifusioén,
e aumenta la probabilidad de que el antigeno y el anticuerpo
se encuentren. ya que ambos se impulsan mediante corrientes
eléctricas, lo cual aumenta la velocidad de aparicidén de la linea
de precipitacién. Existen numerosas variantes, entre las
cuales las de mayor aplicacién clfnica son la electroinmuno-
difusién unidimensional doble (contrainmuncelectroforesis) y la
electroinmunodifusién unica unidimensional (electroforesis en

cohete de Laurell).(52)

111, Inmunoensayo.

El desarrollo de la técnica del inmunoensayoc ha tenido gran
relevancia en diversas &reas de la medicina, principalmente por
su alta especificidad y sensibilidad, las cuales permiten la
deteccioén de una amplia variedad de sustancias de importancia
clinica y biolégica utiiizando anticuerpos monocionales y

poiiclonules. Entre las moléculas detectables a través de este

21



método se encuentran las hormonas, farmacos, vitaminas,
marcadores tumorales y anticuerpos relacionados con alergias, con
infecciones bacterianas y virales (hepatitis y SIDA), presentes
en tejidos o liquidos bioldgicos en concentraciones reducidas.

El primer método de valoracién de ligandos que se desarrollé
fue el radioinmunocandlisis (RIA), cuyo principio tiene sus
antecedentes en los estudios realizados por Yalow en 1960. En
términos generates, los requerimientos para realizar la
valoracién de una sustancia a través de un inmoncensayo son:
{(14,24,52)

a) Reactivos de fijacién especifica: anticuerpos especifiqos
para el antigeno.

b) Marcador: la molécula indicadora (antigeno o anticuerpo)
usada en el ensayo se marca para permitir ia amplificacién de la
seffal original: dicho marcaje involucra, ya sea radiactividad,
actividad enzim&tica o fluorescencia. en funcidén de lo cual se
deriva una gran variedad de metodologias.

¢) Una preparacién estdndar de 1la sustancia a determinar,
teniendo presentes factores de importancia definitiva inherentes
a dicho estdndar como: estabilidad, comportamiento en el sistema,
afinidad, matriz empleada, etc,

d) Un sistema para separar las fracciones unida y libre, como
ejemplos tenemos: migracidén diferencial de la fraccidén ligada ¢
libre, precipitacion de la fraccién ligada, adsorcidén de la
fraccioén ligada o libre, fijacidén de algunos de los reactantes
del sistema a una fase s6lida. etc.

.La - combinacién de todas las variantes posibles en el

inmunoensayo, ha perinitido el desarrollo de una amplia diversgidad



de metodologias, que se clasifican., entre otras, de la siguiente
manera basada en el tipo de marcador utilizado (de acuerdo a la

I.F.C.C.):

MARCADOR BEACTIVOQ DESIONACION PROPUESTA
MARCADO {abreviacién)

ANTIGENO RADIOINMUNOENSBAYO (RIA)
ANTICUERPO [ ENBAYO INMUNORADIOMETAICO (IRMA)

RADIC-180TOPO

ENZIMA ANTIGENO ENZIMOINMUNOENBAYO (EIA)
ANTICUERPQ | ENBAYO INMUNOENZIMOMETRICO (EMA)

METAL ANTIOENO METALINMUNOENSAYD (MIA)
ANTICUERPO | ENBAYO INMUNOMETALOMETRICO (IMMA)
ANTIGENO FLUOROINMUNOENBAYO (FIA}

FLUOROFORO | ,\TiCUERPO | ENRAYD INMUNOFLUOROMETRICO (FMA)
ANTIGENO VIROINMUNOENBAYO (VIA)

viRue

ANTICUERPO | ENBAYO INMUNOVIROMETRICO (1VMA)

De los ya mencionados en el cuadro., solamente se describen a

continuacién el RIA y EIA.

A. RADIOINMUNOANALISIS (RIA).

Es una técnica empleada para la valoracién de analitos o
ligandos (antigenos) a través de la unidén de éstos a una proteina
de unién que comunmente es un anticuerpo. Existen analitos de
tamafio tan reducido que no permiten la produccién de anticuerpos
(in vivo), por lo cual es necesario que se una a una molécula de
mayor tamafio para inducir dicha produccién. en este papel el
analito o ligando se conoce como hapteno,

Para su evaluacién se establecen varios pasos de reaccidn que
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consideran una EOncentraciOn fija y conocida de anticuerpo
(l1igando} Yy del antigeno (analito) marcado con isétopos
radiactivos y diluido para elaborar una curva de calibracién: en
otro vaso de reaccion se adiciona ademss. la muestra que contiene
el antfgeno que se investiga. El1 fendmeno principal es la
competencia entre el antigeno marcado Yy el no marcado (de la
muestra) por los sitios de unién del anticuerpo. Las fracciones
unida (antfgeno unide a anticuerpo) Yy libre (antigeno marcado
libre en solucién), se someten a un proceso de separacién fisica;
los métodos que atrapan al anticuerpo (unidor) vy los complejos
antigeno/anticuerpo pueden ser (14,24,52):

a) Precipitacién salina de la proteina mediante sulfato de

amonio o sodio.

b

Desnaturalizacién y precipitacién de la proteina utilizando

solventes como metanol, etanol o acetona.

c) Precipitacién con polietilén glicol.

d) Segundo anticuerpo dirigido contra el primero.

e) Inmovilizacién del anticuerpo (unidor) a una fase sélida
(tubo de reaccién o particulas microsecépicas).

f) Adsorcién del ligando 1libre con talco, carbén. silice,

resina de intercambio idnico, celulosa sefadex o arcilla de

batan.

g) Otros que se utilizan con menor frecuencia son: electrofo-
resis, filtracién en gel y didlisis de equilibrio.

El método final de medicién de la respuesta es el conteo
radiactivo, que depende del tipo de radiacién emitida por el
marcador, se utiliza un contador de centelleo lifquido para

emisiones alfa y beta, y un contador gamma de cristal sélido para
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emisiones gamma.

La evaluacioéon de la muestra se realiza a través de una curva
de calibracién conocida como curva dosig-respuesta, de la cual

existen varios métodos de representacién (14,24,45)

"
o
R
c
£
N
T
A
4
4
F
1
4
A
[}
o
s N L1
0t 1 ©
COHCENTRACION {log)

a) Porcentaje o fraccién del b) Porcentaje o fraccion de mar-
marcador fijado con respecto a cador con respecto al logaritmo

la concentracién del esténdar. de la concentracién del estdndar
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c) Cociente de fraccién fija- d) Logaritmo B/Bo (donde B es la
da/marcador libre con respecto fraccién de marcador fijado y Bo
a la concentracién del estdndar la fraccién fijada cuando no e-
xisten antfgenos no marcados en
el sistema) con respecto al lo-
garitmo de la concentracién del

estdndar.

Una vez que se dispone de la curva de calibracién, es posible
estimar la concentracién del analito en la muestra mediante la

interpolacién de la respuesta obtenida. en dicha curva.

B. ENZIMOINMUNOCENSAYO O INMUNOANALISIS ENZIMATICO (EIA).
Estos ensayos emplean enzimas como marcadores. en sustitucién
de los radioisotopos utilizndos en e! Radioinmuno An&lisis. Cémo

todos los métodos. éste presenta ventajas (sensibilidad. bajo
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costo relativo, equipo accesible y barato, elimina riesgo por
radiaciones, adaptabilidad a 1a automatizacién. entre otras) e
inconvenientes (la medicidn de actividad enzimdtica puede ser mas
compleja que la medicién de la actividad de algunos isétopos. la
actividad enzimdtica puede verse interferida por componentes del
plasma, loa reactivos de EIA homogéneos para moléculas proteicas
grandes son complejos. etc.).(14.24,52)

La clasificacion de los EIA, se basa en los siguientes puntos:

a) El reactivo que se investiga (antfgeno o anticuerpo).
b) El reactivo marcado (antfgeno o anticuerpo).
c) La naturaleza competitiva o no del ensayo.

d) El método de separacidén de las fracciones unida y libre.

E]l ETA puede ser Homogéneo conocido como EMIT (Técnica de
Inmunoandlisis Enzimdtico Multiplicado o Enzyme-multiplied immu-
noassay Technique) y Heterogéneo conocido como ELISA por sus
siglas en inglés (Analisis de Inmuno Absorcién Enzimdtica o
Andlisis por Enzimas Fijadas a Inmunoadsorbentes o Enzyme-linked

Immunosorbent Agsay).

En cuanto al marcador enzimitico, éste debe reunir los
requisitos de elevada velocidad de recambio de sustrato, pureza,
ausencia de interferencia con el espécimen de andliais,
estabilidad, facilidad y velocidad de deteccién. Las enzimas
utilizadas con mayor frecuencia por reunir los requisitos
mencionados sgon: peroxidasa de rébano, fosfatasa alcalina,

f-D~Galactosidasa. Glucosa-oxidasa, Gluco—-amilasa, Anhidrasa
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carbénica. Acetilcolinesterasa, catalasa, Lisozima, Malato-
deshidrogenasa, Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, Fosfolipasa C y

B-D~Galactosidasa.

B.1. EIA heterogénec.

El principio bdsico de éstos métodos es similar al de RIA,
excepto en que se mide actividad enzimética en lugar de
radiactividad. Los principales métodos de geparacién de 1los
reactivos libres y combinados que se basan en el uso de un
soporte de fase sélida al que se adosa el antigeno o anticuerpo,
los cuales se wunen covalentemente a material particulado como
celulosa o poliacrilamida, y a tubos, discos y microplacas de
nylon, poliestireno. polivinilo o polipropilenoc, asf como perlas
de agarosa, poliacrilamida o magnéticas.

Existe un gran nuameroc de variantes de EIA, de las cuales
solamente se describen brevemente a continuacién las més usuales,

clasificados en "competitives" y “no competitivos".

EIA competitivos:

B.1.1. EIA con conjugado untngno—Enzimn para detectar antigeno
{(hapteno) .

Durante la reaccién inmune, el antigeno (Ag) de la muestra y el

Ag marcado, compiten por los sitios de unién de una cantidad

limitada del anticuerpo (Ac) especifico unido a una fase sélida;

a través de un paso esencial de lavado se eliminan las fases no

unidas, en la etapa subsecuente se adiciona el sustrato de la

enzima y el cromégeno para formar finalmente un compuesto

colorido medible fotométricamente. La concentracién de Ag por
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determinar serd inversamente proporcional a ia actividad
enzimatica. A continuacioén se muestra esquemdticamente ta

reaccién gque se lleva a cabho. as! como la grafica que ze obticne:
REACCION INMUNE

4 +0E_\i-<<® .
0 @Eﬁ ‘E LMDO

REACCION REVELADORA

0 BUBSTRATO COMPUESTO

—p
0E GROMOGENO CcotLorioo

ACTIVIDAD ENZIMATICA ANTIQENO DE
MUEBTRA

AKTIGENO MARCADO
CON ENZIMA
ANTICUERPO EBPECIFICO
INMOVILIZADOD

COMCENTRACION DY ANTIQY
F1GQ.3: EtA con conjugado An!lqono-Enzlml pare AQ

B.1.2., Ensayo inmunoenzimométrico de doble anticuerpo para
detectar antigeno. (14)
En esta variante de EIA el Ag conocido se encuentra unido a una
fase sélida: se adiciona un excesco de Ac que reacciona de acuerdo
a la concentracién, con el Ag libre de la muestra y con el de
fase s6lida (en el caso del esténdar., #ste reaccionard solamente
con el Ag fijo en fase sélida). Previo pazso de lavado se adiciona
un segundo Ac (marcado con enzima) directamente contra el

primero, forméndose asi complelos "sandwich”" que gerdn detectados
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después de adicionar el sustrato y cromdégeno adecuados. La
-concentracién de Ag es inversamente proporcional a la intensidad

de color del compuesto formado.

8+ +$— s+ %

ANTIQENO ANTL O ANTIGENO
CUERP: MUESTRA

1INMOVILIZADO
+* >'E SUNSTRATO
|:>_ >—E 0>—>—E + CROMOGENO
ANTI-HNMUNO
S

AQTIVIOAD SN ZIMATIOA

» COMPUESTO
COLORIDO

FIG2: Enssyo Inmunoenzimometrioo de gobie Ac COMCENTRAGION DN ANTIGENO

B.1.3. Doble anticuerpo en fase liquida (DALP).

El principio de competencia por el Ac soluble, tiene lugar
durante la primera inmunoreaccion entre el Ag de la muestra y el
Ag marcado: los complejos antigeno—anticuerpo antes formados, se
adicjonan a un segundo anticuerpo unido a fage sélida vy dirigido
contra el primero. Un paso posterior de separacién unido/libre,
elimina todos los componentes en fase liquida que no
reaccionaron, después de lo cual se adicicna el sustrato y el

cromégeno para finalmente medir fotométricamente la intensidad

30



del color desarroilado. La intensidad de dicho color, es

inversamente proporcional a la concentracidn de Ag en la muestra.

18. REACCION INMUNE

< . % & _@® e

+ + — +

-@E &

ANTICUERPO ANTIGEKRD ANTIOENG DE
MARCADO MUEBTRA
CON ENZIMA

2a. REACCION INMUNE

IS AP BN SR ey

"ot o <OE" @ [im

20, ANTICURRPO
UNIDO
A FABE
BOLIDA
AT
_<’ ausTnA o coMPUE
P coLomino
<’E cnouooauo

ADTIVIDAD BRIIMATICA

—

GONCENTRAGION D8 ANTIOEND
FtQ.3: Doble anticuorpo en 1age liquida (DALP)

B.1.4, Principio de titulacion, saturacion secuencial o principio
de competencia modificado.
Este procedimiento se basa en una reaccion inmune de dos pasos,
con lo cual ge consigue un incremento de la sensgibilidad. En la
primera reaccidn inmune, el Ag de la muestra roacciona con el Ac
en fase solida: en la segunda reaccioén los sitios libres del Ac
en fagse sélida son saturados por el Ag ma}cudo‘ Después del
lavado se adiciona el sustrato vy el cromdégeno: la intensidad e
la seflal ez inversamente proporcional a la concentracién de Ag.

En la figura No.d4 s¢ muestra la reaccidn que gse lleva a cabo y la
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grdfica obtenida.

1a. REACCION INMUNE

< * e
r< + . ~ +
AN:IC<0!M'0 ’ .

BPECIFICO
INMOVILIZADO OE MUESTAA

2a. REACCION INMUNE

<@ @
<+  eE :E +
F<’ f“ﬂ!"@ ’

ConTwEMA AGTIVIOAD ENZIMATICA
REACCION REVELADORA
BS 4 BUBTRATO COMPUEBTO
<QE + —— caLonino
:’ CROMOQENO
FiG.4: Prinolplo de saturaclon soouencial CONGENTRACION DR ANTISENG

EIA no competitivo (ensayc ''sandwich"}.
Un requisito para todos los ensayos '"sandwich" es que el Ag tenga
al menos dos sitios de unidn para el Ac suficientemente alejados

para que no ocurra impedimento estérico.

B.1.5. Andlisis inmunoenzimométrico de dos lugares (ensayoc '"'san-—
dwich” para antigeno).

El primer Ac se encuentra unido en exceso a una fase sélida; en

el primer paso el Ag que ge investiga reacciona con el Ac,

formando complejos Ag-Ac. En la reaccién subsecuente, un segundo

Ac marcado con enzima reacciona con el Ag unido para dar un
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compleio "sandwich"” . Después de adicionar el sustrato y el
cromégenc se mide espectrofotométricamente el compuesto colorido
formado. La intensidad de la sefifal es directamente proporcional a
la concentracién de antigeno.
1a. REACCION INMUNE
< € _ e
St e e
- A I

2a. REACCION INMUNE

<& € reE
< + >E — +
<& >E &£

ANTICUERPO
MARGADO

REACCION REVELADORA ACTIVIBAD SNZIMATIOA

"E>_{E 4-SUUOTRMb
’>—E CROMOQENO

FIQ * para GORGANTRAGION DE ANTISENO

COMPUESTO
COLORIDO

B.1.6.Inmuncandlisis indirecto para la deteccidn de anticuerpo.

El antigeno se encuentra unido a la fase sélida: la reaccién del
Ac presente de la muestra se une al Ag de fase s6lida. esta
reaccién antigeno/anticuerpo es medida a través de un segundo Ac,
ésta vez marcado, que reacciona directamente contra el primero.
La regspuesta fotométrica es medida después de agregar el sustrato
y cromdégeno, ¥ es directamente proporcional a la concentracién de
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Ac en la muestra,

> E> >E
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TIQE
INMOVILIZADO DE MUESTRA
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FIQ.B: Inmunoanalisis indireoto para Anticuerpo QONCEHTRACION DA ANTI®ING
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II. PARTE EXPERIMENTAL

i. MATERIAL Y EQUIPO

(a} Matorial y equipo de laboratorio

Pipelas automdticas de 10, 20, 100, 200, 500 y 1000 ul, puntas
para pipeta desechables, tubos de ensaye de 13x100, probetas de
100m1, pipetas seroldégicas de diversos volumenes, frasco
dosificador de wvolumen variable, bomba de succién, espectro—

fotdmetro y sistema automatizado ES-22 de Boehringer Mannheim.

(b) Material biolégico. (Especimenes de muestra)

~ 58 muestras de suero provenientes de mujeres embarazadas
entre las semanas 12 y 30 de gestacidén, incluyendo siete sueros
control {como psrta del programa de control de calidad United
Kingdom External Quality Assessment Schemes) y uno proveniente de
una mujer portadora de feto con defecto de cierre de tubo neural.

- 52 muestras de 1fquido amnidtico de mujeres entre las
semanas 15 y 21 de gestacidn, incluyendo 2 muestras provenientes
de una mujer portadora de feto con defecto de cierre de tubo
neural.

Los especimenes fueron proporcionados en forma ciega vy
retrogpectiva como se explica en 1la parte de validacién de este

capitulo: cabe mencionar que la literatura recomienda realizar el
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andlisis de AFP tanto en suero materno como en liquido amnidtico
preferentemente entre las semanas 15 y 18 de gestacién, sin
embargo debide a que las muestras se proporcionaron en forma
ciega no fue posible controlar esta variable.

Las muestras se mantuvieron congeladas a ~4°C durante periodos
de tiempo variables desde cero dias (especimenez frescos) hasta

uno y dos afos antes de su andlisis.

(c) Reactivos y material de control de calidad

»

Suero cor}trol para inmunoensayos Precipath IM (Boehringer
Mannheim).- suero humano liofilizado. concentracién
conocida de AFP. Valor asignado para AFP: $0.8 Ul/ml
(40.% a 61.6 Ul/ml).

Solueién de lavado.-solucién salina fisioldgica (0.85g/d1)
diluftda 1:100

Diluyente para alfa-fetoproteina (Boehringer Mannheim)
suer® humano prdcticamente libre de alfa-fetoproteina
(AFP). wutilizado s8élo para diluir muestras de suero

materno de toncentracion elevada y de liquido amnidético.

Estuche comercial para la determinacién de AFP en suero,
plasma y liquido amniético (Enzymun-test RFP de Boehringer
Mannheim), que consta de los siguientes reactivos:
1.- Amortiguador de incubacidn.- amortiguador de
fosfatos, 40 mmol/l a pH 6.
2.- Amortiguador de conjugado.- amortiguador de
fosfatos, 40 mmol/l a pH 7.2.

3.~ Conjugado anticuerpos-POD. - anticuerpos
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policlonales anti-AFP marcados con peroxidasa a
una actividad de aproximadamente 1.3 U/ml.
Estandares "a" al "e".- suero humano conteniendo
AFP en diferentes concentraciones : 1.6, 2.7,
26.7, 69 y 140 UI/ml.

Solucién substrato/amortiguador.~ amortiguador de
fosfato y citrato (100 mmol/1, pH 4.4) y
perborato sédico (3.2 mmol/l).

Cromégeno.~ 2,2'-azino~-di-[3-etil-benzotiazolina
dcido sulfdénico~-(6)]-sal diaménica (ABTS). 1.9
mmol/1.

Tubos de polipropileno recubiertos con
anticuerpos policlonales anti-AFP (de oveja). con
una capacidad de fijacién de aproximadamente 30
UI de AFP/tubo.

Solucién 2a.~ solucién de conjugado—anticuerpos-
POD. preparada con una parte de conjugado
anticuerpos—-POD y cien partes de amortiguador de
conjugade (v/v).

Solucidén 6a.— el contenido del frasco 6 ge vierte
en la solucién asubstrato/amortiguador Yy se

protege de la luz.
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i1, METODOLOGIA

(a) Fundamento de la pruebsa

La determinacién se basa en el principio de ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Agsay) por la técnica de '"sandwich", en la
cual el antfgeno presente en la muestra se une durante la primera
incubacion al anticuerpo adsorbido en la pared del tubo:
posteriormente, un anticuerpo policlonal anti—AFP marcado con
peroxidasa (POD) se liga al antigenc ya unide al primer
anticuerpo, forméndose asi los complejos “sandwich"; en la
tercera incubacién se lleva a cabo una reaccidén enzima-substrato
en la que ge produce un compuesto colorido medible
fotométricamente a 405 nm, cuya intensidad es proporcional a la

concentracion de AFP contenida en la muestra.(18,35)

{b) Procedimiento del ensayo

La cuantificacion de alfa~fetoproteina se realizé por
duplicado en todas las muestras de suero maternc {SM) y lfquido
amniético (LA) proporcionadas, prediluyendo el liquido amniético
1:100 con diluyente para AFP debide a que 8se esperaban
concentraciones superiores al limite mdximo medible indicado por
el fabricante (150 UI/ml). Las determinaciones se realizaron
siguiendo las egpecificaciones del inserto del equipo de
reactivos y elaborando una curva de calibracién por duplicado en
cada ensayo, e incluyendo el suero control Precipath IM,

{Boehringer Mannheim).
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Se utilizo el método manual, en el gue, como su nombre indica,
todos los pasos del procedimiento se realizan manualmente; en el
cago de algunas muestras de SM, ge utilizé el método automatizado
(sistema automatizado ES-22 de BM). en el cual sclamente se lleva
a cabo manualmente la dosificacion de la muestra en el tubo de
reaccion: los pasos suscesivos de dosificacién de reactivos,
succion, lavado, control de tiempo de incubacidn y ltectura. son
realizados autométicamente por el equipo. Esto se efectio con el
fin de agilizar el procedimiento, aumentar la precisién y con
base en que no 3Se esperaban diferencias significativas en los
resultados obtenidos por uno y otro métodos.

En ambos casos. 108 pasos seguidos son fundamentalmente los
mismos y consisten de:

Primera inocubagicdn: depositar en los tubos de pléstico del
estuche, 200 ul de muestra de suero materno sin dilufir o de
lfquido amnidtico dilufdo 1:100, asi como 1000 ul de amortiguador
de incubacién. Incubar una hora a temperatura ambiente. Succionar
el contenido de los tubog y lavar una vez con aproximadamente 2
ml de solucién de lavado.

Sesgunda incubacién: depositar 1000 ul de la solucién
conteniende el conjugado en cada tubo. Incubar una hora a
temperatura ambiente. Succionar el contenido de los tubos y
lavar una ve=z con aproximadamente 2 ml de solucidén de lavado.

Tercera incubacién: depositar 1000 ul de solucién de
sugtrato/cromégenc en cada tubo. Incubar una hora a temperatura
ambiente protegiendo de la luz.

Lectura: 1leer a 405 nm contra blanco de reactivo (solucién

substrato-cromégenc) tanto la curva como los problemas.
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Lag porciones no unidas y los componentes del suero, plasma o

liquido amnidtico. se eliminan mediante los lavades entre cada
incubacién, y la evaluacidén del contenido de AFP en las
muestras, se efectia a través de interpolacion de las extincioﬁes
correspondientes medidas frente a blanco de reactivo, en la curva

de calibracién elaborada en cada ensayo.

{¢) Determinacién de la dilucidn adecuada para liquido amnidtico

(LA) .

Previo al andlisis de AFP en los egpecimenes de LA, se
procedié a determinar la dilucién adecuada para éstos. ya que la
concentracion esperada era superior a 150 UI/ml (limite superior
de deteccion del estuche comercial)., Para ello se seleccionaron
al azar tres LA, cada uno de los cuales se diluyé 1:50. 1:100.
1:500 ¥y 1:1000 con lfquido dijuyente para AFP; posteriormente se
analizaron tanto las diluciones como los concentrados. Finalmente
se determiné que la dilucidén conveniente para obtener resultados -

adecuados con los reactivos utilizados es 1:100.

{d) Determinacién de AFP en suero materno (SM) y liquido
amniético (LA}.

- En este estudio se analizé la concentracion de AFP en todas
las muestras de SM y de LA proporcionadas ( el! LA dilufdo 1:100
con diluyente para AFP), con el objeto de determinar si la
concentracién de la protefna en estudio era la adecuada para la

semana de gestacion en la cual se obtuvo la muestra. De las
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muestras de SM. algunas se analizaron por método manual y otras

por método automatizado.
(e} Validacidn

Se realizé un egtudio obgervacional, transversatl,
retrospectivo y ciego, de todas las muestras disponibles de suero
materno vy liquido amniotico.(43,44)

Observacional .- es aquel en el que se observa un fenémeno sin
modificar intencicnalmente sus variables.

Transversal .- es aquel en el que Se examinan las
caracteristicas de un grupo en un momento dade y durante un
tiempo limitado.

Retrompectivo.~ es aquel que se basa en la revisidn de
expedientes, cédulas de pacientes ¢ individuos que han sido
previamente estudiados sin que se hayan precisado las condiciones
del estudio.

Ciego.- es8 aquel en el que el investigador desconoce las
condicicnes principales gque pueden modificar las caracteristicas

del estudio.

Conjuntamente al andlisis de las muestras, se decidis medir
una serie de pardmetros estadisticos que sirvieron como base para
la evaluacion del estudio, dichos pardmetros se describen a

continuacién.

A) Portil de preci=miodn.

Una vez que se hubo determinado por duplicado la concentract
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de AFP en todas las muestras., se procedié a calcular la media. la
desviacién estdandar y el coeficiente de variacién (%CV) de los
duplicados, después de 1o cual se graficé el %CV de cada una
contra la concentracién respectiva. Cabe aclarar que en el caso
de algunas muestras de suero materno, el volumen disponible
estaba limitado, por lo cual no se realizé la determinacién por
duplicado y consecuentemente no fue posible el cdlculo de %CV:
dichas muestras no se consideran en el perfil de precisién. Por
aultimo. se elaboré el perfil de precisidén para LA y para SM por
separado, con el fin de conocer la =zona de concentracién en la
cual existen mayores variaciones, evaluadas éstas a través del

porcentaje del coeficiente de variacioén.(4,13,14,15,16,22,45,54)

B) Precisidn intraensayo.

Se analizé treinta veces el suero control Precipath IM dentro
de la misma serie., es decir dentro del mismo ensayo, despuds de
lo cual se calculdé la media, desviacién esténdar y coeficiente de
variacion en dicha serie; un coeficiente de variacién (%CV) menor
del 10% se considera aceptable.(3.,4.14.15,16,45,54)(* ver pag.44)

C) Precisién interensayo.

Se determiné a través del andlisis doble de tres liquidos
amniséticos de concentraciones alta, Dbaja e intermedia durante
cinco dfas consecutivos; posteriormente se calculé la media,
desviacién estdndar y coeficiente de variacién de los resultados
obtenidos para cada muestra en el perfodo de tiempo establecido:
la variacién interensayo se evalua con bagse en el coeficiente de

variacién calculado utilizando el mismo criterio gque para conocer
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la variacidén intraensayo.(3.4,14,15,16,45,54).(* ver pag.44)

D) Variacidn entre diluciones.

Se determind por duplicado la concentracién de AFP en tres
diluciones 1:100 de tres liquidos amnhidticos con concentraciones
alta, baja e intermedia. preparadas en diferentes momentos. con
el obhjeto de conocer la wvariacién debida a la dilucidn previa del
liquido amniotico mediante el coeficiente de variacién.(* ver

pag.44)

E) Linearidad.

A partir de un liquido amniético dilutdo 1:100 (el cual se
consideré como 100% por ser ésta la dilucién seleccionada a la
que se analijizaron todas las muestras de liquido amniético), se
prepararon diluciones al 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 %, a
las que se realizé la determinaciodn por duplicado. Los resultados
de concentracioén obtenidos se graficaron contra el porcentaije de
dilucién corregpondiente, para obtener el grdfico de linearidad

incluido en la parte de resultados. (* ver pag.44)

F) Curvas patrén promedio.

En cada uno de los ensayos realizados. .se elaboré por
duplicade la curva patrén correspondiente. Posteriormente se
calculd el promedio para cada uno de los puntos de la curva en
todos los ensayog realizados en el curso del experimento, con el
fin de conocer =i el hecho de haber utilizado dos lotes
diferentes de reactivos (ya que no fue posible disponer de la

cantidad de reactivos de un mismo lote, suficiente para realizar
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en su totalidad el estudio), pudo tener alguna influencia sobre

los resultados obtenidos de las muestras desconocidas.

* No fue posible efectuar el estudio con muestras de suerc

materno debido al pequefio volumen de muestra disponible.
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111> RESULTADOS

a) Determinacidén de AFFP en suero materno.
Se determind por duplicadoc la concentracién de alfa—-feto-
protel{na en todas las muestras de suero materno de las cuales
se tenfa suficiente volumen de muestra, las restantes se
evaluaron por andlisis sencillo. ¥
Debido a que no se@ esperaba diferencia signif i cativa en los
resultados obtenidos por los métodos mamual (descrito en el
capf tulo de material y métodos) vy automatizado {sistema
automatizado ES-22 de Boehringer), las muestras ase anpalizaron
por uno v otro aindistintamente. En la siguiente tabla se
seffalan los resultados obtenidos por ambos.
Los resultados comparativos entre éstos, se observan en la
tabla No. 4.

TABLA 1. AFP EN MUESTRAS DE SUERD MATERNO.

No. UI/ml SEM. MOM
MUESTRAT manuAL autoMat. | BEST-| wanuar[autamat
1 37.5 - 16 1.8 -
2 a5.0 - 18 1.7 -
3 28.9 31.9 15 1.7 1.9
a 86. 1 61.2 23 - -
5 63,9 62.8 19 2.2 2.2
6 28.5 21.4 16 1.3 1.0
7 24.7 2a.a 16 1.2 1.2
] 77.6 88.0 24 Z Z
9 67.7 58. 9 16 3.2 2.8
10 63.2 0.6 14 3.6 3.4
11 36.3 29.2 15 2.2 1.8
12 21.8 20.5 15 1.3 1.2
13 87.5 84.2 25 = =
14 28.2 28.1 17 1.2 1.2
15 21.4 25.6 16 1.0 1.2
16 29.8 27.2 18 1.2 1.1
17 25.6 211 16 1.2 1.0
18 - 97.9 cb Z Z
19 28.9 30.3 16 1.4 .4
20 - 27.2 15 z 1.6
21 61.2 57.6 18 2.4 2.2
22 - 1381 31 - Z
23 27.8 23.3 16 1.3 1.1
24 * >154. 22 Z l
25 16.1 16.0 16 0.8 0.8
26 - 76.2 20 Z 2.1
27 - 140.7 19 - 3.9
28 - 49.0 14 - 2.8
29 34.8 34,7 16 1.6 1.6
30 - 154.0 cb - Z
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Cantinuacién TABLA 1. AFP EN MUESTRAS DE SUERO MATERNO.

No. UI/ml SEM. oM
MUESTRAT™ wanuaL | automat.| B5ST- [manuat |eutomar
31 - 16.0 cb - -
32 130.9 | 140.4 24 - -
33 75.5 64,9 19 2.6 2.3
34 = 19.7 16 - 0.9
35 - 68.7 19 - 2.4
35 - 41.3 17 - 1.8
37 - a1.5 17 - 1.8
38 - 56.9 18 - 2.2
39 54.9 80.2 16 2.6 2.3
a0 - 6.3 14 z 0.4
a1 - 54.9 22 - Z
42 - 26.3 19 - 1.6
43 - 64.5 17 - 2.7
a3 - 12.2 15 - 0.7
as - 25.2 12 - Z
46 37.8 33,3 18 1.5 1.3
47 36.7 33.8 18 1.a 1.3
a8 34.9 - 17 z 1.5
49 23.8 S - 14 - 1.4
50 >154.0 - cb - Z
51 30.9 - 17 - 1.3
52 37.2 - 22 -~ Z
53 131.3 - cb - -
54 116.5 - cb - -
55 | 11z.a - cb - -
s& 30.4 -~ 17 - 1.3

& Muestra de concentracién elevada, no fue posible leerla en la
curva.
cb Muestra de suero control externo.

E€n la tabla se indica el nimero de muestra, la concentracidn
carrespondiente de AFP en Ul/ml determinada por los dos métodos
(manual y automatizado) y la semana de gestacién a 1la cual se
obtuvo la muestra de suero, calculada rcon la fecha de UGltima
senstruacién o par ultrasonido.

Por Gltimo se indica el miltiplo de 1a mediana (MOM) que seo
calcula dividiendo la concentracién de AFP en la muestra, entre el
valos de la mediana para la semana gestacional apropiada (9,10,26)
reportada en el inserto del estuche de rractivos, la cual se
determina a traveées del analisis de AFP en muestras de suero de
mujeres embarazadas con una N>30 para cada semana. Por ejemplot

Muestra No. 1

Cancentracién de AFP experimental: 37.5 UI/ml

Semana de gestacidén: 16

Mediana reportada para la semana de gestacién correspondiente:
21.3 UT/m}

MOM = 37.5,21.3 = 1.8

46



Para fines de interpretacidn, se consideran como normales aguellos
valores de AFP en suero materno que no sobrepasan 2.5 veces la
mediana para la poblacién en estudio. Por ésta razén es necesario

establecer los miltiplos de 1la mediana (MOM) para cada
laboratorio que realice la prueba, vya que las caracteristicas
varf{an de una poblacién a otra. Sin embargo, en este caso, se

utilizaron las tablas reportadas debido a que no se dispone de
datos establecidos para poblacién mex:icana.
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bd Perfil de precisidén. Suero malerno.
Para construfr el perfil de precision, se calculé la media (X),

la desviacidn estindar considerando que n es menor que 10
{DSm) y el porcentaje del coeficiente de variacidn (% CV),
para las muestras cuyo anidlisis fue posible realizar por

duplicado, el guién indica que la muestra correspondiente no
se analizdé por duplicado. (tablas 2 y J).
El perfil de precisidn se construye graficando el %ZCV calculado
para cada muestra, contra la concentracién coarrespondiente,
como se indica en las graficas No.l y 2 .

TABLA 2. PERFIL DE PRECISION PARA HMUESTRAS DE SUERQ
ANALIZADAS POR METODO MANUAL.

MUESTRA Ui/mi x DSty “ZEY
1 35.0 20.0 | 37.5 | z.50 4.60
2 45.0 45.0 | 45.0 | ©.00 0.00
3 26.1 31.6 | 28.9 | 2.78 9. 54
4 g3.0 | B9.3 | 86.1 3.15 3.66
5 3.9 Z - - -

& .28.5 - - - -

7 24.4 25.0 | 24.7 | 0.34 1,26

8 77.6 - - - -

9 67.7 - - - -
10 64.2 - - - -
11 36.3 - - - -
12 24.4 19.2 | =21.8 | 2.62 | 11.95
13 87.5 - - - -
14 31.7 | =za.6 | 28.2 | 3.51 | 12.44
15 21.4 - - - -
16 29.8 - - - -
17 25.9 | 2s.4 | 25.6 | o.23 0.90
19 27.6 30.2 28.9 1.26 4.36
21 &1.2 - - - -
23 27.8 - - - ~
24 s - - - -
25 16.1 - - - -
29 34.8 - - - -
32 130.9 - - - -
33 75.5 - - - -
39 54.9 - - - -
46 38.7 36.9 z7.8 | o0.89 2.33
a7 34.8 38.6 36.7 1.8 5.07
a8 34.9 - - - -
a9 24.2 23.4 23.8 | 0.43 1.79
s0 |>154.0 - - - -
51 29.6 | 32.3 30.9 1.36 4.38
52 37.4 37.1 37.2 | o0.12 0.31
53 127.7 | 134.9 | 131.3 | 3.64 2.77
sa 119.3 | 112.6 | 116.5 | 2.83 2.43
55 108.7 | t16.4 | 112.6 | 3.88 3.45
56 32.1 z8.8 30.4 1.62 5.31

* Muestra de concentracidn elevada, no fue posible interpolar
en la curva
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PERFIL DE PRECISION PARA SUEROS
ANALIZADOS POR METODO MANUAL
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TABLA 3. PERFIL DE PRECISION PARA MUESTRAS DE SUERD ANALIZADAS
POR METODO AUTOMATIZADO.

MUEggRA UIl/ml X DStns %CV
3 31.9 - - - -
4 61.2 - - - -
5 62.8 - - - -
5 21.4 - - - -
7 24.6 - - - -
8 B86.2 89.8 88.0 1.79 2.03
9 s8.9 - - - -
10 60.6 - - - -
11 28.0 30.4 29.2 1.17 3.99
12 21.3 19.6 20.5 0.85 4.13
13 82.8 85.6 84.2 1.44 1.71
14 28.1 - - - -
15 29.8 21.4 25.6 4.20 | 1&6.39
16 22.8 31.7 27.2 4.45 | 16.33
17 22.9 19.3 21.1 1.80 8.54
18 97.9 - - - -
19 33.7 26.9 30.3 3.39 | 11.21
20 27.2 27.2 27.2 0.00 0.00
21 57.6 - - - -
22 142.2 | 154.0 | 148.1 5.92 3.99
23 22.9 23.8 23.3 0.45 1.91
24 |>154.0 [>iss.0 - - -
25 15.7 16.4 16.0 0.35 2.19
26 76.2 - - - -
27 140.7 - - - -
28 50.6 47.4 49.0 1.63 3.32
29 34.7 - - - -
30 [>154.0 - - - -
31 16.1 15.9 1&6.0 0.13 0.81
32 140.4 - - - -
33 64.9 - - - -
34 20.8 18.6 19.7 1.07 5.43
35 65.0 72.5 68.7 z.73 5.43
36 40.2 az.4 41.3 1.06 2.56
37 40.9 az.1 41.5 0.56 1.35
38 54,1 59.7 56.9 2.79 4.91
39 60.2 - - - -
a0 &.5 6.1 6.3 0.22 3.51
a1 54.9 - - - -
42 46.3 - - - -
43 64.5 - - - -
as 12.2 - - - -
as 25.2 - - - -
a6 32.6 34.1 3.3 0.79 2.35
47 34.2 33.3 33.8 0.45 1.33
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PERFIL DE PRECISION PARA SUEROS
ANALIZADOS POR METODO AUTOMATIZADO

CV. %
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Con el fin de comparar los resultados obtenidos de manera manual y
automatizada, se decidié correlacionar estos dos métodos, y como
puede observarse en la grafica 3, la r obtenida @s igual a 0.94.
De la misma manera, en la tabla se indica el coeficiente de
variacién para cada muestra analizada por uno y otro métodos.

TABLA 4. COMPARACION ENTRE METADOS MANUAL Y AUTOMATIZADO PARA
EL ANALISIS DE AFFP EM SUERD.

METODO MANUAL AUTOMATIZADOD
) X DSimy pAnY
MUESTRA UI/m} UI1/ml

1 37.5 - - - -

2 45.0 - - - -

S 28.9 31.9 S04 1.82

4 86.1 61.2 73.7 1Z.44

S &3.9 6£2.8 63.4 0.5&

6 28.5 21.4 25.9 3.53

7 24.7 24,6 24,46 0.08

8 77.6 88.0 82.8 5. 18

9 &7.7 58.9 63.3 4,36
10 &4.2 60.6 &2.4 1.79
it 36.3 29.2 32.7 3.54
12 21.8 20.5 21.3 .85
13 87.9 84.2 853.9 1.67 1.95
14 268.2 28.1 8.2 0. 03 O.11
15 2t.4 25.6 23.5 2. 10 9.93
16 29.8 27.2 28.53 1.28 1.49
17 25.64 21.1 23.4 2.28 .76
18 - 97.9 - -
19 28.9 30.3 29.6 Q.69
20 - 27.2 - -
21 61.2 57.6 59.4 1.77
22 - 148.1 - - -
23 27.8 23.3 25.5 2.22 8.7
2 % >154.0 hd - -
5 16.1 16.0 16.1 .04 0,20
26 - 76,2 - - -
27 - 140.7 - - -
28 - 49.0 - - -
29 4.8 34.7 34.7 0.04 1.12
30 - 154.0 - - -
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Continuacién TABLA 4.

METODO MANUAL AUTOMATIZADO
S - X DS¢n» %EV
MUESTRA Ur/ml Ul/mi
31 - 16.0 - - -
32 130.9 140.4 135.6 4,72 3.48
33 75.5 64.9 70.2 5.32 7.58
34 - 19.7 - - -
35 - 8.7 - - -
36 - 41.3 - - -
37 - 41.5 - - -
38 - S6.9 - - -
39 54.9 60.2 57.6 2.61 4,53
40 - 6.3 - - -
a3 - 54.9 - - -
a2 - 46.3 - - -
43 - 64.5 - - -
44 - 12.2 - - -
as - 25.2 - - -
a6 37.8 33.3 35.6 2.25 6.32
47 36.7 33.8 35.2 1.45 a.12
a8 34.9 - - - -
59 23.8 - - - -
s0 >154. - - - -
51 20.9 - - - -
52 37.2 - - - -
53 131.3 - - - -
54 116.5 - - - -
55 112.6 - - - -
56 30.4 - - - -
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b) Determinacién de AFP en liquido amnidético.

Se analizaron todas las muestras de liquido amnidtico
proporcionadas, por dupticado y previamente diluf das en
proporcién de 1:100 con liquido diluyente. En la tabla 5, e
indica en este arden. el nimero de muestra. el valar praomedio
de la congentracidn en los duplicados x) expresada como
UI/ml % 10°; la semana de gestacismn a la cual se obtuvo 1la
muestra de liquido ammético, calculada con la fecha de Gltima
menstruacién o por ultrasonida:; y el maltiplo de la mediana
para la semana gestacional aproplada 3.11), calculada con
respecto a la reportada en el inserto del estuche de reactivas
de la misma gque para suero materno.

TABLA 5. AFP EN MUESTRAS DE LIGQUIDO AMNIQTICO.

No. a | SEM. No. .o | SEM.
MUESTRA]UI/MI x 107 2R =] HOM MuESTRA|UT ML s 19°| 2ol mam
1 118.5 17 | 0.5& 27 Sa.2 19 | 0.73
2 127.0 17 | o.60 o2Q 111.9 21
3 57.5 18 | 0.66 2 59.5 19 | ©.77
4 76.0 18 | o.87 30 99.5 16 | 0.77
5 54.4 19 | 0.71 31 8.0 16 | 0.77
&6 50.0 19 | o.65 32 72.5 17 | 0.34
7 70.5 18 | 0.81 33 61.5 17 | o.29
8 95.0 17 | 0.45 34 &63.5 17 | ©0.30
9 79.5 17 | 0.38 35 8.5 16 | 0.77
10 42.0 20 | 0.90 36 57.0 20 | 1.16
11 76.5 17 | 0.36 37 76.5 17 | 0.36
12 80.0 16 | 0.63 38 43.5 20 | 0.89
13 78.0 16 | 0.61 39 55.5 20 | 1,13
14 68.0 16 | 0.53 40 67.0 21
15 140.0 16 | 1.1¢0 41 153.0 16 | 1.19
16 104.0 17 | 0.49 42 79.0 17 | o.37
17 105.0 16 | 0.82 43 106.2 16 | 0.83
18 112.0 16 | .86 44 114.6 16 | 0.89
i9 119.0 16 | 0.93 45 112.5 21
20 105.5 18 | 1.20 46 142, 1 16 | 1.11
21 121.0 16 | 0.94 47 60.2 19 | 0.79
22 106.5 18 | t.22 48 140.5 16 | t.16
23 141.5 15 | 0.92 49 55.0 19 | o.74
24 73.5 18 | v.84 50 50.7 19 | 0.67
25 101.0 17 | 0.48 51 109.7 16 | 0.86
26 97.0 17 | Q.36 2 71.6 17 | 0.34
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€) Perfil de precisién. Liquido amnidtico.

Para construir el perfil de precisién, se calculé la media (X}
de las determinaciones por duplicado, la desviacién estandar
calculada para una ot menor Qque 10 {DSm) Y el
porcentaje del coeficiente de variacién (ZCVv) -

El perfil de precisién se contruyé graficando %CV contra la
cancentracién promedio de las diluciones, como se observa en la
grafica No.4.

En 1la tabla & observamos,_ el numero de muestra, la
concentracién de AFFP x 10%en UI/ml determinada en los
duplicados y la media de dichos duplicados también en

UI/ml1x10 .
TABLA - 6.PERFIL DE PRECISION PARA MUESTRAS DE  LIGUIDO
AMNIOTICO.

"UES;RQ utsm x 10° | Toe,l D8 onn] uov
1 114.0{ 123.0} 118.5 4.50 .79
2 12a4.0} 130.0| 127.0 3.00 2.36

3 60.0l ss.0| s7.5 2.50 | 4.3
4 77.0{ 75.0{ 76.0 1.00 1.32
] 56.0| 53.0] 54.5 1.50 2.76
& 49.0| s1.0| s0.0 1.00 2.00
7 67.0| 74.0{ 70.S5 3.50 4.94
a8 90.0| 100.0| 95.0 5.00 5.26
9 e1.0] 78.0| 79.S 1.50 1.88
10 as.0! 40.0[ az2.0 2.00 4.76
11 76.0| 77.0{ 76.5 0.50 0.65
12 79.0| 81.0] 80.0 1.00 1.25
13 73.0| a3.o| 78.0 5.00 6.40
14 69.0| &7.0{ &8.0 1.00 1.47
15 135.0{ 145.0] 140.0 5.00 .60
16 106.0] 102.0| 104.0 2.00 1.92
17 t08.0| 102.0| 105.0 3.00 2.86
18 107.0{ 117.0] 112.0 5.00 a.4s
19 110.0] 128.0] 119.0 9.00 7.56
20 108.0| 103.0{ 105.S 2.50 2.37
2 116.0| 126.0] 12100 5.00 4,13
22 106.0{ 107.0] 106.5 .50 0.47
23 137.0| 146.0) 141.5 4.50 3,18
24 77.0| 70.0| 73.5 3.50 4.80
25 99.0{ 103.0| 101.0 2.00 1.98
26 95.0! 99.0] 97.0 2.00 2.06

2 56.2 ~ - - -
28 111.1] 110.8f 111.0 a.15 0,14
29 63.0{ 56.0| 59.5 .50 S.88
30 9s.0] 104.0] 99.5 4.50 4.50




Continuacién TABLA 6.

bl UL/ml % 10 7] Yor,| D8 em| wcv

31 98.0] - - - -~

32 74.0] 71.0| 72.5 1.50| z.07
33 &0.0l 63,0 61.5 1.50| 2.a0
34 63.0| 4.0 a3.5 | o.50( 0.79
35 98.0| 99.0| %8.5 | o0.50| o0.51
36 s9.0{ ss.0| s57.0 | 2.00] 3.50
37 72.0| ®1.0f 76.5 | a.s0| s.eas
za 43.0[ 44.0{ 43.5 | 0.50| 1.15
=9 s6.0| Ss.0| Ss5.5 | o.50| 0.90
20 65.0 &9.0| &7.0 | z.00| =2.98
a1 147.¢| 159.0| 153.0 | &.00| 3.92
2 g0.0l 8.0 79.q o0 1.26
43 9g.8l 126.5) 112.6 | 13.87 | 12,33
a3 114.6) 114.6] 114.6 | 0.00]| o0.00
a5 11g.0| 107.0] t12.5 | s.so{ a.s0
46 135.3] 1a8.9] 142.1 6.80 ] 4.79
a7 6a.1] s6.4] s0.2 | siBO| 6.0
a8 | 132.3| 1a8.8| 140.5 | 8.27| S.80
49 53.3| 56.7| 55.0 | 4.71| 3.12
50 49.9] s1.5| s0.7 | o.so| 1.s8
51 105,01 114.5| 109.7 | 4.75| a.33
s2 73.0| 70.2| 71.& 1.43| 2.00
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d) Preclsién intraensayo.
Se realizé la determinacidn en el suero contrael Precipath IM
treinta veces durante el mismo encayo. En la tahla 9 se indica
el numero en la serie (del 1 al Z4,, la extincidén letda y 1la
concentracidn de AFF (UIl/mli) correspaondiente. (ésta ultima,
obtenida por interpolacidn de la e:tincién en la curva de
calibracién del ensayo).

TABLA 7. PRECISION INTRAENSAYO.

No. DET.| EXTINCION UI/ml No. DET.| EXTINCION ul/ml
1 1.158 46.97 16 1.136 45.79
2 1.152 4b.62 7 1.192 48.97
3 1.166 47.44 18 1.135 45.64
4 1.201 29,51 19 1.149 446.45
S 1.141 45.98 20 1.127 45.186
& 1.182 48. 38 21 1.133 45.52
7 1.211 S50.11 22 1.080 42.53
8 1.1672 47.26 2 1,092 47,24
9 1.136 45.70 24 1.129 45.29

10 1.137 45.75 25 1.0°7 43.48
11 1.152 456.62 20 1.147 =
12 1.153 44. 68 27 1.081

13 1.173 47.85 2 1.133 44. 468
14 1.204 49,69 29 0.9352 35.6%9
15 1.207 49.87 30 . 1.065 41.70

Concentracién tedrica de AFP en suerao contrai: S0.8 Ul/ml
(40.1-61.6 Ul/ml) .

Posteriormente se calculd la amedia de la concentracidn de AFF
en las 30 determinacianes del susrao contral Precipath Ih (X)),
13 desviacién estaAndar para urna n maym  de 10 (DS o).
el porcentaje del coeficiente de variacion (ZCV) y el
porcentaje de recuperacidn de AFP considerando que $50.8 Ul/m}
corresponde al 100% y es el valor asignado de AFP para dicha
suero control.

No fue posible realizar estudins dJde precisisn intraensayoe con
muestras de suero materno y liquido amnmistico. por requer it
de volumenes de muestra mayores a los proportionados.

TABLA B. COEFICIENTE DE VARIARCION EN EL SUEPD CONTROL
PRECIFATH IM CON n = IO

X 45.98 Ul/ml

DS ir-1 2.9
ARy 6.34 7
ZRECUPERACION vO.51 %




@) Precisién interensayo.
Con base en los resultados aobtenidos en 1la determinacicdn de

AFF, se seleccionaron tres 1f quidos amnidticos de
concentraciones de AFP baja, intermedia y alta (muestras "A",
“B" y "C" respectivamente), de cada uno de los cuales se
preparéd una dilucién 1:100 en valumen suficiente para

realizar la determinacidn por duplicado durante cinco dfas
consecutivos; en cada uno de los ensayos, el suero control
Precipath IM (PPIM) se analizé paralelamente con las muestras.
En la tabla No.? se indica, ademis del dia en el que se realizéd
la determinacién. la concentracién de AFP (UI/ml) en cada una
de las muestras seleccionadas (A, B y C) y el porcentaje de
recuperacidn del suero control correspondiente a cada ensayo
por dia. En la parte inferior de la tabla, se observa la media
de la concentraciédn de AFP para cada muestra (X), as{ comoc la
desviacién estandar calculada para n menor de 10 (DSm) v
el porcentaje del coeficiente de variacién (%ZCV! de 1los datos

obtenidos en el intervalo doe cinco dias durante los que se
realizé la prueba.
TABLA 9. PRECISION INTERENSAYO.
b1A Ur/ml x 10° 4 RECUF.
MUESTRA "A"] MUESTRA "B"| MUESTRA “C* PPIM
1 42.0 104.0 121.0 106.20
2 35.0 5.0 116.0 70.55
3 38.0 103.0 121.0 ?4.48
4 38.0 ?4.0 106.0 B82. 467
=) 42.0 105.0 115.0 110,23
X 32.0 100.2 115.8
DS tm 3.00 5. 26 &.14
iV 7.69 5.25 5.30
Los valores de la concentracién de AFP en las

muestrasg
son los determinados en la dilucidn 1:100, y expresados x 10
(Factor de dilucidn).
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£ Variaclén entre diluciones.

Se utilizaron tres diluciones 1:100 (preparadas en diferentes
momentos), de cada uno de 1los tres liquidos amnidticos
seleccionados para el estudio de precisi¢rn interensayo, de
concentraciones baja (A). intermedia (B) y alta (C). E1
anilisis de las diluciones se realizo por duplicado. En la
tabla 10 se indica la concentracién de AFF (UI/m} x 10’),
obtenida coma promedio de la concentracién en los duplicados de
cada diluciédn 1:100, la media de la concentracidn en las tres
diluciones (Xp), la desviacién estidndar calculada para una n
menaor de 10 (DSm) y el % del coeficiente de varijiacién (ZCV).

TABLA 10. VARIACION ENTRE DILUCIONES DE LIQUIDO AMNIOTICO

DILUCION lur/mix10® o DS «m | %CV
At a1.57
Az 43.57 4z2.43 | o.Ba 1.98
As 42,16
B: 108.21
Bz 110.99 | 108,60 | z2.21 2,07
Bs 106. 62
C1 118,35
Cz 119.19 | t1e.86 | 1.94 1.62
Cs 122.06
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g> Linearidad.

Se utilizé un liquido amnidtico de cancentracién elevada
dilufdo 1:100, a partir del cual se efectuaron las siguientes
diluciones. Cada una se analiz® por duplicado. En la tabla
11, aparece la dilucién efectuada expresada en porcentaje
(v/v); la cancentracién de AFP determinada en cada
duplicado (UI/ml); la concentracién promedio de AFP en 1la
dilucién (X) expresada en UI/ml; la concentracién final
obtenida al multiplicar X por el factor de dilucidn en cada
caso, considerando la dilucién 1:100 inicial como el 100%.

Como se observa en la grafica 5, el coeficiente de correlacidén
obtenido fue de ©.97.

TABLA 11. LINEARIDAD DE ELISA-AFP

D!LPEIUN UI/ml X UI/ml EN LA
(%) (UI/ml) DIL.1:100C
10 14.44 13.70 14.10 141.00
20 13.18 19.91 19.56 ?6.8
30 29.86 32.66 31.26 104.2
40 43.30 45.36 44.3% 110.8
S0 53.99 57.61 55.80 111.46
&0 60.80 62. 66 61.52 102.5
70 75.27 78.4%9 76.98 109.°9
80 84.55 88.33 a87.44 109.3
90 83.33 92.32 87.83 7.6

100 97.53 [104.27 100.90 100.9
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h) Curvas patrén promedio.
Se calculé el promedio de las absorbancias de cada uno de 1las
esténdares por duplicado en todos los ensayos realitados.Ya que
no fue posible realizar el estudio con un misno lote de
reactivos, se realizaron las curvas de calibraci16n promedio
para cada late (A" y "B"). En las tablas 12 y 13 se indica el
nimero de ensayn. la absarbancia correspondiente a cada uno de
los estindares y la absarbancia del suero contral Precipath 11,

el cual se 1introdujo paralelamente con tas muestras en
cada ensayo. En la parte inferior de las tablas, se sefiala ta
media de las absorbancias para cada estandar (X, datos
que se graficaron posteriormente (grifica No.&) contra la
concentracién correspondiente, vy la desviacién estandar
{DSm) .

En la grafica namerc & se muestra la curva patrén promedio
utilizando mis, menos una desviacidn estandar.

En la dltima columna de ambas tablas. se 1ndica la ahsorbacvia
del suero control Precipath IM (PPIM) letda en cada
determinacidn.

TABLA 12. CURVA PATRDON PROMEDID PARA EL LUOTE DE REACTIVOS "A".

No. ABSORBANCIA ESTANDARES ABSOKB.

ENSAYD T TR =0 g ey PPIM
1 0.140 0.346 0.557 1.074 1.740 0.950
0.174 0.342 0.625 1.127 1.780 1.020

- . 207 0.305 0.576 0.995 1.619 0.809

“ 0.216 0.333 0. 580 1.032 1.587 0.811

x 0.187 0.3:8 0. 475 1.269 - 210 1.138
0.204 0.340 0. 693 1.217 2.243 1.091

P 0.146 0.260 0.514 1.076 1.472 1.039
0.146 0.268 0.564 1.016 1.728 0.979

—

5 0.124 0.256 0.530 1.147 1.611 G.B12
0.139 0.298 0.594 1.064 1.683 o.o12

X 0.169 0.309 0.5 1.124 1.768 0.948

PSS «my| 0.030 0.034 0,055 0.118 0.744 0.121
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TABLA 13. CURVA PATRON PROMEDIO PARA EL LOTE DE REACTIVOS

No. ABSORBANCIA_ ESTANDARES RBSORB.

ENSAYO T B Tigh g e PPIM
| SO¥oA

6 0.173 0.344 0.722 1.383 2.181 1.104
0.179 0.352 0.747 1.424 2.133 1.180

7 0.145 0.325 0.804 1.573 2.318 1.079
0.156 0.385 0.860 1.604 2.292 1.079

8 0.128 0.303 0.737 1.480 2.481 1.150
0.139 0.332 0.771 1.609 2.610 1.220

9 0.133 0.320 0.649 1.307 2.043 1.144
0.157 0.328 0.702 1.393 2.131 1.124

10 0.149 0.312 0.662 1.358 2.097 1.109
0.165 0.327 0.699 1.412 2.163 1.006

11 0.155 0.338 0.72% 1.497 2,205 1.167
0.161 0.350 0.787 1.508 2.249 1.195

12 0.125 0.259 0.581 1.306 1.972 0.922
0.133 0.275 0.643 1,367 1.987 0.910

13 0.117 0.247 0.538 1.051 1.177 0.956
0.135 0.261 0.545 1.120 1.795 0.975

14 0.134 0.292 0.669 1.365 20.82 1.250
0.133 0.327 0.733 1.145 2.128 1.229

15 0.110 0.237 0.573 1.127 1.783 1.00%
0.122 0.254 0.512 1.214 1.736 0.944

16 0.101 0.237 0.556 1.200 1.929 1.174
0.108 0.276 0.632 1.302 2.011 1.134

17 0.113 0.265 0.565 1.234 1.907 1.036
0.122 0.274 0.602 1.216 1.904 1.075

X 0.138 0.301 0.667 1.354 2,080 1.090
DStn-13] 0.021 0.041 0.095 0.153 0.219 0.101
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CURVAS PROMEDIO DE LOTES A Y B
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iv. DISCUSION.

La interpretacién de los resultados de la determinacién de
Alfa-fetoproteina (AFP) en muestras de suero materno (SM)
mostrados en la tabla 1. se llevé a cabo considerando como
normales aquelios valores que no sobrepasan 2.5 veces la mediana
normal (como sefiala la literatura). De acuerdo a este criterio
las muestras 9,10,27.28,33,39 y 43 cuya concentracién de AFP es
superior a 2.5 veces la mediana, se considerarfan como anormales,
es decir., probablemente de embarazos afectados por un defecto de
cierre de tubo neural (DCTN) por lo que sgerian candidatos para
efectuar una segunda determinacién de AFP. En caso de que ésta
resultase positiva, se procederia a la realizacion de ultrasonido
Y posteriormente amniocentesis para efectuar la determinacién de
AFP en liquido amniético.(1,5.,12,19,35,56,57)

Sin embarge. de las muestras analizadas, solamente la 27
corresponde a un embarazo afectado por DCTN, lo cual significa
que las otras 6 muestras mencionadas equivalen al 10.71% de
falsos positivos. No obstante. es importante considerar todos
aquelilos factores que en este trabajo. pudieron influir
determinantemente para obtener dichos resultados:

- Periodos de congelacién prolongados de las mnuestras en

condiciones inadecuadas (come =e mencioné en el capitulo de

material Yy métodos, los especimenes se mantuvieron en
congelacioén a -4°C durante lapsos variables desde 0 hasta 2 afios
antes del andlisis).

- Edad gestacional errénea.

- Las tablas utilizadas, para calcular el multiplo de la
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mediana (MoM) para lasgs muestras analizadas., no corresponden a la
poblacidén en estudio. A este respecto. cabe recordar que lo que
la literatura recomienda es establecer para cada laboratorio que
realice la prueba, una tabla de miltiplos de la mediana apropiada
para cada semana gestacional.(2,8,12,15,16,26.56,.57)

Las variables ya mencionadas, no fueron controladas por
tratarse de un estudio retrospectivo y ciego.

Con respecto al andlisis de AFP en liquido amniético, en la
tabla 5 no se observa ningin valor de MoM superior a 3.0 veces la
mediana normal, el valor de MoM para las muestras 28, 40 y 45 no
aparece, ya que corresponden a la semana 21 de gestacion (ia
tabla de multiplos de la mediana utilizada no abarca este.rango).
Lamentablemente para ios fines de este estudio, precisamente las
muestras 28 y 45 corresponden a embarazos afectados por DCIN.
Sin embargoc. no se detectaron falsos positivos aun considerando
la posibilidad de haber introducido errores debidos a la
d}lucién de la muestra.

Por otra parte, es necesario enfatizar 1la importancia de
obtener &) espécimen de and&lisis (liquido amnisético o suero
maternc) dentro del periodo recomendado por la mayoria de los
autores para la realizacién de la prueba, es decir entre 1as
semanas 16-18 de gestacién. ya que es en esta etapa en la que se
puede distinguir mejor un embarazo normal de uno anormal,
consecuentemente, e3 posible detectar un mayor porcentaje de
embarazos afectados y se reduce al méximo la posibilidad’de
falsos positivos.

En lo relativo a las pruebas de validacién del estudio,

podemos ver que los perfiles de precisién (tablag 2,3.6 y
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grdficas 1. 2 y 4}, revelan que las mayores variaciones tienen
lugar a bajas concentraciones (a concentraciones menores de 30>
UI/m! algunos %CV son mayores al 15%). lo cual en un momento dado
probablemente no tenga repercusién en el diagnéstico de DCTN, ya
que este tipo de malformaciones se caracteriza por presentar
elevacion de AFP y los perfiles de precision no muestran %CV
superiores al 10% en rangos de concentracién mayores de 40
UI/ml. Sin embargo, no debs descartarse esta evidencia,
principalmente cuando la concentracidn de AFP_ en especimenes de
liquido amnidtico se encuentra dentro de los valores de corte
(aquellos wubicados en el 1lIimite entre los considerados como
normales y anormales), ya que puede estar en juego el curso del
embarazo.

Por lo que respecta a la correlacién entre los dos métodos
utilizados (manual y automatizado, tabla 4 y grdfica 3), en
general los coeficientes de variacién entre ambos son mencres del
10%.. lo cual aunado al coeficiente de correlacién (0.94), indica
que no existen diferencias significativas en los resultados
obtenidos por uno y otro métodos. Sin embargo, para las muestras
4,6 y 11, el %CV es superior a 10%, lo cual puede deberse a
varias causas, entre las que se pueden mencionar ta
homogenizacién, tiempo bY condiciones de congelacidn
inadecuados, como ya se indicé en pa&rrafos anteriores, aunque no
se descarta la posibilidad de una falla manual o en el manejo del
equipo automatizado. Sin embargo. en la determinacién de AFP en
suero materno. un %CV por encima de 5% y aun de 10% (sin exceder
de 15%), podria considerarse poco critica (1il). ya que existe la

poéibilidnd de recurrir a un segundo andlisis en suero o
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‘realiznciOn de ultrasonido, antes de proceder a la amniocentesis
bara llevar a cabo la determinacion de AFP en liquido amniético.

En cuanto al perfil de precisién de liquido amnidtico (todo
el andlisis se 1llevd a cabo por método manual), solamente se
observa una muestra con %CV superior al 10%, lo cual indica que
aun cuando se realizé un paso de dilucién en todas las muestras,
hubo poco arrastre de error por este motivo.

Respecto a las restantes pruebas de validacidn del estudio,
podemos decir que, en general, técnicamente se controlaron todas
las variables posiblea considerando que es un estudio ciego, como
lo indican los %CV, desviacién estédndar y linearidad.

Por lo anterior. se puede considerar que la determinacién de
AFP en suero materno y utilizando los multiplos de la mediana
para una poblacién anglosajona. no hacen de esta una prueba
confirmatoria de embarazos afectados por (DCTN)}, ya que también
existen trabajos que reportan elevacién de AFP en suero materno
de embarazos normales (5) y a medida que avanza la gestacién
(1,5,6). Por lo tanto. se hace necesario en primer lugar,
investigar los valores normales de AFP en suero materno para
poblacién mexicana. para posteriormente establecer tablas de
miltiplos de la mediana adecuados, con base en las cuales serifa
posible indagar si la elevacién de AFP en suero materno
correlaciona con la presencia de DCIN.

Por lo que respecta a la determinacién de AFP en liquido
amniético, es necesario obtener un mayor numero de muestras de
una poblacién abierta con el fin de establecer tablas de
maltiplos de 1la mediana adecuadas para  poblacién mexicana y

comprobar posteriormente si dicha determinacién es de utilidad en
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el diagnéstico temprano de los Defectos de Cierre del Tubo

Neural.
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CONCLUSIONES

1.- La determinacidén de AFP en suero materno por el método ELISA
es una prueba sencilla., no invasiva y fdcil de realizar en el

laboratorio como prueba de rutina.

2.- La evaluacién de la semana gegtacional es de suma
importancia., vya que de lo contrario se pueden obtener resultados

falsos positivos o falsos negativos.

3.~ E= necesario establecer valores normales de AFP en suero
materno y liquido amniético para poblacién mexicana vy que sirvan
como refersncia para el diagnéstico temprano de Defectos de
Cierre del Tubo Neural, ya que existen factores nutricionales y
raciales oue determinan la concentracién de la proteina en dichos

especimenes.

4.~ Es de suma importancia conservar adecuadamente los
egpecimenes que se utilizardn para el andlisis de AFP cuando ésta
no se va a realizar inmediatamente o cuandoe se requiere para
estudios posteriores, con el fin de evitar el deterioro de la

misma.
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5.~ La determinacién de AFP en suero materno no es especifica
para diagnéstico de Defectos de Cierre del Tubo Neural. por lo
cual es necesario apoyarse en los datos de otras pruebas como
ultrasonido., amniocentesis, AFP y acetilcolinesterasa en liquido

amnidtico.

6.— Es recomendable realizar 1la determinacién de AFP en suero
materno a toda mujer embarazada en l!las semanas 16 y 18 de
gestacién, con el fin  de detectar oportunamente la posible

maiformacién en el producto.
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