|12\ F

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA

DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD
EN PARALELO DEL TRIPLE Y CUADRUPLE MARCADOR
BIOOUIMICO EN SUERO MATERNO EN RELACION A

RIFSGO Gewm\f CON L%&@% L TERCER
TRIMESTRE EN ARAZC TES DEL INPer.

—

. 3
T Envaccxoz\l § ENSENAhiA S
PARA OBTENER EL TITULO DE:
ESPECIALISTA EN GINECOLOGIA b ¢

O B $§ T E T R I C 1 A

P R E S E N T A

DRA. MARIA DEL ROSARIO ROBLEDO MALDONADO

OBE AHUED AHUED

MEXICO, D. F. 2004



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



“STA TESIS NO SALL
T LABIBLIOTECA



INDICE

1.- INTRODUCCION

2.- PLANTEAMIENTO

3.- OBJETIVO

4.- MATERIAL Y METODOS

5.- RESULTADOS

6,- DISCUSION

7.- CONCLUSIONES

8.- BIBLIOGRAFIA



INTRODUCCION

De los grandes retos de la Gineco-Obstetricia moderna es el de lograr una
comunicacion rapida y veraz sobre el estado fetal, en las ultimas décadas los
logros obtenidos en el campo del diagnostico prenatal han tenido gran
trascendencia y se orientan a proporcionar detecciéon temprana de alteraciones
fetales y/o complicaciones maternas que ponen en riesgo al binomio mateno-

fetal.

PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

ANTECEDENTES HISTORICOS

Los avances en el diagnostico prenatal, se han orientado a la deteccion
temprana de alteraciones fetales y complicaciones de la madre que pongan en
peligro el embarazo, tratando de que la informacién obtenido no implique riesgo

para el binomio materno fetal.

Los estudios de tamizaje bioguimico, son ejemplo de estos avances que se
aplican para identificar mujeres sanas menores de 352 en la edad optima para la
procreacion, con el riesgo durante el embarazo de presentar un producto con

alteraciones congénitas y/0 genéticas, y que justifique el indicar otros



procedimientos diagndsticos, costosos y con riesgo para la continuidad del

embarazo.

Diczfalusky en 1961 demostré que la placenta correspondia a un érgano
endocrino incompleto, e introdujo el concepto de unidad feto placentaria, lo cual
sentd las bases para una mejor comprension del valor bioquimica de la unidad y
la posibilidad de utilizar parametros bioguimicas para conocer el estado fetal.

(18,19).

En 1952, Beergstrand y Czar descubren la alfa-feto proteina (AFP), en plasma
fetal que por electroforesis se ubica entre la albimina y la proteina alfa 1, esta
es sintetizada por el higado fetal y el saco vitelino, su funcién es poco conocida,
se sugiere que puede ser un precursor de la albumina para ligar esteroides y

bilirrubina, el nombre de alfa feto proteina se le adjudica en 1960.

En 1972 Brock y Sutcliff utilizaban la AFP como marcador del estado de
desarrollo fetal detectandose concentraciones anormalmente altas en liquido

amnibético de fetos con anencefalia o espina bifida abierta.

Desde 1974 se estudia la concentracion de AFP en suero materno. La que ha
sido utilizando en programas de tamizaje para defectos del tubo neural (DTN),

en los Estados Unidos, Reino unido y otros paises occidentales.



Merkatz y cols en 1984 observaron la asociacion de bajos niveles de AFP y un
incremento en el riesgo de sindrome de Down (SD). Bogart y cols. Demostraron

que la disminucién de AFP se asocia a SD.

Canick y cols. En 1988 establecen como marcador confiable al estriol sérico no

conjugado (UE3), para SD.

Burton en 1892 establecié la relacién entre alteraciones inexplicables de AFP y
resultados adversos del embarazo, asi como Gravett en 1992 y Tanaka en 1993,
encontraron que elevaciones de hormona gonadotropina corionica (HCG)
durante el segundo trimestre del embarazo se asociaba a un pobre resultado
perinatal. Estos autores sugirieron que cuando los niveles de AFP y HCG se
encontraban por arriba de 2 mditiplos de la mediana (MoM), la incidencia de
compromiso fetal se incrementa; Walters en 1993, obtuvo una conclusion similar,
pero utilizando los dos marcadores mencionados y UE3, el cual se encontraba

disminuido.

Ademas de las alteraciones cromosémicas y de los DTN, Gros y cols, en 1994,
Beekhuis y otros, han encontrado relacion de la preeclampsia, la muerte fetal
intrauterina, el retardo en el crecimiento intrauterina, parto pretérmino,
oligohidramnios, desprendimiento prematuro de placenta normoincerta, cambios
vasculares en la placenta, infecciones virales congénitas (citomegalovirus,

parvovirus y herpes), con alteraciones en los niveles del triple marcador.



En 1988 Wald y cols. Propusieron combinar los niveles sericos de AFP, hCG y
UE3 con la edad materna para detectar todos los embarazos con SD. Usando
este modelo, en un estudio retrospectivo, se detecto el 80% de los embarazos
con 8D, con falso positivo de 5%. Este mismo modelo fue aplicado
posteriormente en 12,603 embarazadas en una clinica de Londres y se detecto
el 68% de los casos de SD. El primer reporte de este estudio en Estados Unidos,
fue publicado en 1992 por Haddow y cols, quiénes al monitorear a mas de 25,

0000 mujeres, identificaron 23 de 34 casos de SD (66%).

La determinacion de los valores de estos marcadores se realiza por el
radioinmunoensyo en suero de sangre materna. La estimacion de este riesgo se
estima en unidades llamados multiplos de la mediana (MOM), lo cual es

estimado mediante la siguiente formula:

MOM = AFP (unidades de masa) x Vol.

Mediana (tipo.semana)xrazaxDMID



CARACTERISTICAS DE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS

ALFA FETO PROTEINA (AFP)

BIOQUIMICA DE AFP

La AFP fue descubierta en 1956 por Bergstrand y Czar quienes usaron la
electroforesis para demostrar una banda extra en la regién alfa-1 en el suero
fetal. La presencia de esta banda indico que el feto estaba produciendo una alta

concentracion de proteina que ya no era producida en el adulto normal (20).

Se cree que la AFP esta relacionada con la albumina. Los genes de esta
proteinas estan localizados en el cromosoma 4 y la AFP tiene un peso molecular
de (69 000 Daltons) y una estructura molecular similar a la albumina. Su vida

media es de 4 dias en el adulto. (21-22) . ( 23,24).

La AFP es sintetizada por el feto en el higado y en el saco vitelino, con una vida
media de 24hrs (4 del 2000). y es la proteina serica predominante al inicio de la
vida fetal, alcanzando una concentracion, de 300mg/dl aproximadamente en el
suero fetal al final del primer trimestre, posteriormente va descendiendo sus
concentraciones y el Unico que continua la produccion de AFP es el higado
hasta la semana 30, y posteriormente caen sus concentraciones

rapidamente.(25).(18,26,27,28).



La funcion de la AFP no se conoce, tiene una estructura similar a la albumina y
su presencia temporal en la circulacién fetal sugiere que es un experto en el

transporte de estrégenos y bilirrubina.

La orina fetal, normalmente tiene cantidades medibles de AFP, indicando que el
rindn fetal ha permitido que una pequeda porcion de AFP circulante se escape,
probablemente por filtracion. El pico de concentracién de la AFP se encuentra en
el liqguido amniético alrededor de las 12 semanas de gestacion, después de lo
cual decrece su concentracion, alrededor del 10% semanalmente, durante el

segundo trimestre (29).

Los niveles de AFP en el suero de la mujer son considerablemente altos durante
el embarazo. Hay puntos de evidencia disponibles, de que el feto es el recurso
de esta adicion de AFP y la derivacion fetal de AFP normalmente alcanza la
circulacién materna por difusion entre la placenta y el amnios. Los niveles de
AFP en sangre materna aumentan constantemente desde el inicio del embarazo
(alrededor del 15% por semana de embarazo durante el segundo trimestre)
hasta la semana 30 de gestacion, después de lo cual decrecen progresivamente

los niveles (30).



La concentracion de AFP en el plasma fetal alcanza un maximo
aproximadamente a la semana 12 de gestacién comun nivel de 2-3 g/l (o mg/dl)
y van disminuyendo progresivamente, el liquido amnidtico los niveles de AFP
son paralelos a los del plasma fetal, pero es aproximadamente la 200ava parte

de la concentracion plasmatica del feto.

Las concentraciones de AFP en el liquido amniotico alcanzan un méaximo a la
semana 12 de gestaciéon de 20-25mg/l y disminuyen progresivamente a .2mg/|
en el parto los niveles de AFP en el suero materno son aproximadamente la
300ava parte del nivel del liquido amnidtico (una 50,000 veces del nivel del
plasma fetal). La ventana optima para tomar la muestra del nivel serico materno
ocurre entre la semana 15 a 20 de gestacién. La fuente de la AFP serica
materna es primariamente debido al paso en baja proporcién a través del
amnios; sin embargo hay probablemente un paso directamente del plasma fetal

por la placenta al suero materno (31,32).

La AFP fue utilizado como un marcador del desarrollo y estado fetal desde 1972
por Broca y Sultcliff, los cuales encontraron que la AFP se encontraba en
concentraciones elevadas en el liquido amnibtico de fetos con anencefalia y
espina bifida (80).

(23,24). En 1974 Brock describe concentraciones elevadas de AFP en suero

materno en casos de defectos del tubo neural abierto, fue hasta 1984 cuando



Merkatz y confirmado por Cuckle en el mismo ano determinaron el uso de AFP
en suero materno como indice de riesgo aumentado para el sindrome de Down

(24,33,34 ).

Las elevaciones anormales de AFP en el segundo trimestre en particular se han
reportado en asociacién con efectos adversos del embarazo, como aborto
espontaneo, bajo peso al nacimiento, parto pretermito, muerte fetal y neonatal,

oligohidramnios, preeclampsia, abrupto placentario y RPM (35,36).

La determinacion de AFP en suero materno es Util para determinar sufrimiento
fetal crénico de etiologia diversa (37,38), se han reconocido que en mujeres que
presentan elevacion inexplicable de AFP, tienen un riesgo cuatro veces mayor
de presentar productos de bajo pesb al nacer al menos de 1500gr (39 ). Waller y
col en 1996 relacionaron a los neonatos pequefios para la edad gestacional con
valores de AFP entre .82 y 1.34 MoM, el riesgo fue de 4.7% entre las mujeres
con niveles mas bajos qu;a tienen aproximadamente 2.3 veces mayor

probabilidades tener un hijo pequefio para la edad estacional (38 ).



GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA (hGC).

La hGC es una glucoproteina que contiene galactosa y hexosamina, como las
hormonas glucoproteicas hipofisiarias esta constituida por las subunidades alfa y
beta. La alfa hCG es muy semejante a la subunidad alfa de la Lh, FSH y TSH
difiriendo solo en que tiene dos amnionacidos invertidos y le faltan tres

amninoacidos en la terminal N.

El peso molecular de la alfa -hGC es de 18000 y el de la beta hGC es de 28000
la subunidad beta presenta una secuencia de aminoacidos especifica y Unica
siendo la determinante de la especificidad de la hormona. La hGC es

principalmente luteinizante y luteotropica y tiene poco actividad de FSH.

Se sintetiza en el sincitiotrofoblasto bajo la influencia del citotrofoblasto el cual
produce un polipéptido-factor liberador de hormona gonadotropina corionica
(hCGRF). Su sintesis es fundamental durante el primer trimestre para mantener
el cuerpo luteo necesario para la produccién de progesterona y estradiol.
Durante el embarazo los niveles de hCG presentan drasticamente un pico hacia
la semana10 de la gestacion con concentraciones que van desde 100,000-
200,000 IU/L. al inicio del segundo trimestre los niveles caen hasta 20,000 UI/L o
20 IU/mol en la semana 18 de la gestacién. Borgart, reporta inicialmente que los
niveles elevados de hCG en suero materno (hRCGSM) se asocian a sindrome de

Down, la elevacion es aproximadamente del doble de la concentracion



encontrada en embarazos no afectados entre la semana 15-20, por lo que
parece ser el mejor marcador en la prueba de tamiz para el sindrome de Down.
(40).

Los genes para esta hormona se localizan en el cromosoma 18 y 19. Puede ser
medida por radioinmunoanalisis e identificada en la sangre desde los 6 dias de
la concepcién. Su presencia en la orina en los primeros dias del embarazo es la
base de diversas pruebas diagnosticas, y en ocasiones, puede ser identificada

en la orina a los 14 dias después de la concepcion (41).

ESTRIOL LIBRE NO CONJUGADO (UE3).

Los niveles sericos maternos de UE3 han sido reportados en varios estudios,
demostrandose su aplicacion en los procedimientos de busqueda (tamiz) de alto
riesgo. El UE3 es un derivado del sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS),
producido en las glandulas corteza suprarrenal fetal, convertido a 16 alfa hidroxi
DHEAS en el higado fetal para posteriormente ser metabolizado en la placenta. .
El uso del UE3 en forma aislada es poco especifico, que al combinarse con los
otros marcadores mejora la sensibilidad de la prueba para el tamizaje. No se
utiliza estriol serico materno total porque se incluiria el componente producido

por la madre (42).

En 1998 Canick demostré que los niveles de UE3 en suero materno (UE3SM)
son mas bajos que los encontrados en embarazos sanos. El estudio dio origen a

determinar que concentraciones de .73 a 0.79 MoM se identifican en embarazos



con sindrome de Down cuya concentracién se considera baja para la edad
gestacional de 15 a 20 SDG. La explicacién es orientada a especular sobre la

inmadurez de los tejidos involucrados en su produccién (43).

INHIBINA A

La inhibina A es una glucoproteina con una subunidad alfa y una subunidad beta
B unidas por un enlace disulfuro.
Durante el embarazo la inhibina se produce en el cuerpo luteo y después en la

placenta.(14,15,16,17).

Wald comparo las cifras de inhibina A en suero materno de 77 embarazos
afectados con sindrome de Down, con las de 1355 de un grupo testigo. Las
cifras de inhibina A serica en mujeres con fetos afectados por dicho sindrome
tuvieron una MoM promedio de 1.79. Con una tasa de falsos positivos de 5%, el
uso de AFP. HCG, UES3 e inhibina sericos dio una tasa de identificacion de 70%

para sindrome de Down.

Lambert en 1998 encontré en un estudio con 2l pacientes con triso mia 18, 10
casos de sindrome de Turner con hidrops y 12 casos de Turner sin hidrops se

encontraron niveles significativamente reducidos en caso de trisomia 18
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(0.88MoM). Y en sindrome de Turner sin hidrops 0.64MoM, en contraste los
niveles de inhibina A se elevaron en casos de Turner con hidrops a 3.91 MoM.
Esto en suma con el triple marcador lo cual aumenta la deteccion de los ya

mencionados. (1,10,11).

Benn en 2001 menciona niveles de AFP elevados, hCG elevados uE3 normal o
baja, e inhibina A elevada en casos de sindrome de Down y en defectos del tubo

neural. (2).

En otro estudio se reportaron detecciones de sindrome de Down con triple
marcador de 65.6 a 67.3 % Yy con cuadruple marcador aumento la deteccion a

72- 73.4%. (3).

En 1996 Spencer estudio 157 casos de sd de Down y 367 controles en los
cuales encontré 61% de deteccidn con triple marcador y de 68% al agregar un

cuarto marcador la inhibina. (4).

Wald en 1996 encontré que la deteccion de sindrome de Down con el triple
marcador fue del 59% y que aumento a 70% en casos del cuadruple marcador,

agregando inhibina. (5).

En 1980 se incluye el estriol libre (UE3) y la gonadotropina corionica (hGC) el

primero de ellos se asocia a Sindrome de Down en baja concentracion y el



segundo se encuentra elevado. Wald, muestra que la edad materna, AFP, UE3 y
HCG son predictores independientes de riesgo para Sindrome de Down vy
sugieren que si combinacién requiere de un analisis y ajuste individual (81). En
1892 Haddow reporta la triple prueba con edad materna y determina que es
efectiva y eficiente. (43).

La combinacion del triple marcador serico (hCG, AFP, UE3),tiene un rango de
deteccion del SD de 80% con un falso positivo de 5.0%.(44,45,46,47,49,48).
Goodburn vy cols. Coinciden con los demas estudios, en los que se establece
que los

Niveles de UE3 son bajos en embarazos afectados (0.64 mudltiplos de la
mediana [MoM] y que su inclusibn eleva a los margenes de
deteccion.(50,48,30,51).

Natasa Tul, muestra un estudio en Eslovenia publicado en 2003, en el que se
estudiaron 1136 mujeres con embarazo unico entre la semana 10 y 14, se
tomaron niveles séricos de BhCG libre, PAPP-A y inhibina A, encontrandose una
asociacion de PAPP-A sus valores bajos se asociaron a productos con bajo
peso al nacimiento (n= 51 0.76 MoM con p= 0.002) y valores bajos en pacientes
con productos con alto peso al nacer (n=120, 1.12MoM p= 0.036. En pacientes
con diabetes gestacional (n=27) los niveles de BhCG libre, PAPA-A e inhibina A
fueron significativamente mas bajos que en los controles, en mujeres con
alteraciones hipertensivas (n=56) no hubo diferencias significativas entre los

niveles de los marcadores . En mujeres con parto pretérmino ( menor de 34



semanas) (n=17), los niveles de inhibina A fueron significativamente mas altos.
(1.25 MoM p=0.015).

(82).

Si el UE3 es excluido del tamiz y el riesgo calculado usando la edad materna, los
niveles de AFP y hCG separadamente, solo el 53% de los embarazos afectados
pueden ser identificados con el mismo rango de falsos positivos, comparado con

el 75% de detecciéon o mayor si se usan los tres marcadores.

La explicacion mas difundida para la elevacion de la AFP en embarazos
complicados es el incremento en la transferencia de AFP por la placenta
anormal, a la circularon materna

Y etas anormalidades en la placenta incrementan el riesgo de un dudoso
resultado peri natal.

Un estudio morfonométrico placentario mostrd un incremento en el volumen del
parénquima y una mayor area de vellosidades en pacientes con elevaciones de
la AFP y paralelamente se produce un aumento en la cantidad de hCG. Por otfro
lado, la disminucion en la perfusion causa infarto y cambios isquemicos, lo cual
ha demostrado por examenes histolégicos lo cual incrementa la hCG ya que el
origen de esta es puramente placentario. La perfusion reducida es un estimulo

para la formacién de tejido trofoblastrico, por lo tanto, el incremento del volumen
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trofoblastico se asocia a altos niveles de AFP y hCG, lo cual es pronostico de
alto riesgo y mal resultado perinatal. 3243433,

Burton y cols. Evaluaron los resultados del embarazo en mujeres con niveles de
AFP altos y bajos, de los cuales notaron que habia un importante resultado
estadistico para

pérdida fetal cuando los valores eran bajos *® .

Existen muchos otros reportes que documentan niveles bajos de AFP con
trisomia 18 y trisomia 13 y otras aneuploidias también se asocian con bajos
niveles de AFP, incluyendo la trisomia 21, la triploidia y el sindrome de Turner,
asi como mosaicos y toros. En suma los bajos niveles de AFP observado en
asociacion con muerte fetal se ha repetido en varios estudios, asi como la
asociaron con mola hydatidiforme®*®,

El descubrimiento en la asociacién de AFP llevo a la introduccién del termino de
bldsqueda de riesgo para SD, en la cual, los niveles de AFP en una mujer y la
edad materna son usados para calcular el riesgo de un embarazo afectado. Si a
esto se suma la busqueda combinada de otros marcadores (hCG y UE3) se

mejora el rango de riesgo. Esto lleva a poder seleccionar a las pacientes de

riesgo, para realizar otros procedimientos de diagnostico prenatalsg‘

El trabajo sobre AFP se extendié a otros marcadores sericos maternos como lo
son el UE3 y la ge que combinados detectan el 70-80% de los embarazos

afectados. (60).



Bartels en 1993 confirmo bajos niveles de hCG y UE3 en la triso mia 18, los
protocolos de busqueda con los tres marcadores disefiados para el SD son

también utilizables en la trimsomia 18.

DEFECTOS DEL TUBO NEURAL

En 1977, se publico el primer estudio que definia la sensibilidad y especificidad
del tamiz de AFP para DTN abiertos. Se reportaron 18648 embarazos Unicos no
afectados y 302 embarazos con DTN (146 con anencefalia, 143 con espina
bifida y 13 con enfalocele), por los resultados obtenidos expresados como
multiplos de mediana (MoM) no pueden separarse completamente los
embarazos afectados de los no afectados con 2.5 de MoM, el 89% de los
embarazos con anencefalia y 75% de los embarazos con espina bifida abierta
pueden ser detectados con falsos positivos de 3.3 %. Si se toma 2 MoM para la
deteccion, aumento a 93% para anencefalia a 8.2%. Los defectos abiertos del
tubo neural son confiables llevando a cabo el proceso de blsqueda

adecuadamente. (61,62).
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OLIGOHIDRAMNIOS

Existen varios reportes, tanto norteamericanos como holandeses, que describen
una interesante asociacion entre oligohidramnios y los niveles del triple
marcados los cuales encuentran AFP aumentada, hGC aumentada y UE3

disminuida. (63,64).

BAJO PESO AL NACER

La mayoria de los estudios en los que las pacientes embarazadas presentan
elevaciones inexplicables de AFP, han demostrado una alta incidencia de recién
nacidos de bajo peso, esto representa un rango 5 veces mayor que el

observado en pacientes con niveles normales de AFP (65,66).

BROS y cols fueron los primeros en observar la relacién anteriormente
mencionado, encontraron que el 10.7% de las mujeres con niveles de AFP
mayores o iguales de 2.3 MoM tuvieron nifios de bajo peso al nacer (500g) en

contraste con el 4.2% de las mujeres de la poblacién general (65).



PREECLAMPSIA

Las elevaciones inexplicables de AFP segun Walters y cols, se asocian con
preeclampsia en el 13% de las pacientes comparado con el 1% de los controles
(67).

La preeclampsia se ha asociado a alteraciones en los otros marcadores, Cour-
Dong y Chan en 1994 explicaron esta asociacidn, ellos encontraron elevaciones
en la hCG y lo relacionaron con una respuesta secretora placentaria anormal en
la preeclampsia. Consideraron la preeclampsia como una alteracion
trofoblastica, ellos encontraron que la hCG total, alfa y beta, se encontraban
significativamente elevadas en las pacientes preeclampticas sobre todo, en las
severas. Se considera que esto sucede por el efecto vasoconstrictor
generalizado que produce la hipoxia que induce un incremento del indice
mitético placnetrio sobre todo del sincitiotrofoblasto que produce esta hormona

(68).

DESPRENDIMIENTO PREMATURO DE PLACENTA NORMOINCERTA

Se ha reporatado una incidencia importante del DPPNI en pacientes con
elevaciones del AFP inexplicables, Purdie y cols, notaron un rango de 6.4% de
DPPNI en 141 pacientes con AFP elevada de manera inexplicable, comparado

con el 0.3% de los controles, lo mismo encontraron Milunski y Hamilton (69,70).
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RETARDO EN EL CRECIMIENTO INTRAUTERINO

Gonon en 1992 establecio la asociacién entre elevaciones d AFP y hCG durante
el segundo trimestre del embarazo y diferentes complicaciones de este, como el
RCIU. Este ultimo se asocio en el 10.3% de las pacientes. La elevacion de hCG
en el segundo trimestre y mediciones subsecuentes elevadas, se relacionan mas

con RCIU. (71).

VARIABLES QUE AFECTAN LOS RESULTADOS DE LAS

PRUEBAS

PESO MATERNO’

Se ha encontrado que las pacientes obesas tienen valores bajos de AFP, esto
es por dilusion ya que tienen un volumen sanguineo aumentado. En este tipo de
mujeres se debe valor el uso del factor de dilucién dividido por la MoM sobre
todo en mujeres mas de 100kg. El factor de dilucion es 1.555-0.00417 x peso

materno (Ib). (72).

RAZA
Se han hecho estudios, principalmente en Norteamérica y el reino unido para
determinar las diferencias entre los niveles de los marcadores, todos concuerdan

en que existen niveles de variaciones de AFP y hCG en la raza asiatica
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(disminuidas) en los demas tipos de razas estudiada no hay variaciones
significativas. No se encontré ningun reporte sobre hispanos. (73).

En 1996 Watt reporto diferencias en los marcadores sericos y cuadruple
marcador en poblacion asiatica y se encontraron niveles mas altos en poblaron
negra, por lo tanto se deben de reajustar los niveles deacuerdo a la raza. (6,13).

EMBARAZOS GEMELARES

EN 1996 Watt demostrd que los niveles de inhibina se encontraban a niveles
mas elevados en embarazos gemelares en comparacion a embarazos unicos,
por lo que se deben reajustar los niveles deacuerdo a si se trata de embarazo
gemelar o unico. (7,12).

DIABETES MELLITUS

Existen varios estudios que hablan_ de que al diabetes mellitas del tipo insulina
dependiente altera los niveles sericos del triple marcados, principalmente AFP
(78).

En cuanto a la hGC Palomaki en 1994 encontré disminucién en el 5% de los
estudios realizados y en cuanto al estriol encontré reducciones del 8% en
pacientes con esta patologia (79).

En 1996 Wald reporto niveles disminuidos de inhibina A en casos de diabetes
Mellitas insulina dependiente. (8).

TABAQUISMO

Existen ofras pruebas que demuestran que el tabaquismo también altera el

resultado de las pruebas. (79,9).
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JUSTIFICACION

En base a los estudios anteriores es importante demostrar la sensibilidad y
especificidad del triple y cuadruple marcador sérico en poblacién mexicana en
base a las medianas registradas, para sindrome de Down, defectos del Tubo

Neural y complicaciones del tercer trimestre.

OBJETIVO

El objetivo del presente estudio consiste en comparar la sensibilidad y
especificidad del triple y cuadruple marcador en relacion al riesgo de
aneuploidias y a complicaciones que se pueden presentar en el 3er

trimestre del embarazo.

OBJETIVOS ESPECFIFICOS
Indicar la sensibilidad y especificidad el triple marcador sérico en relacion
con la presencia de Sindrome de Down, Defectos del Tubo Neural y

Sindrome de Edward’s.

Determinar la sensibilidad y especificidad del cuadruple marcador sérico

en relacion con la presencia de sindrome de Down, defectos del tubo

neural y sindrome de Edwars.
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Indicar el riesgo de sindrome de Down, sindrome de Edwars y defectos
del tubo neural en las pacientes estudiadas, a las que se realiza triple y

cuadruple marcador que permita orientar a la pareja.

Establecer cual la prueba de tamiz que permite una mayor evidencia de
riesgo genético a sindrome de Down, sindrome de Edwars y defectos del

tubo neural y/o complicaciones tardias del embarazo

MATERIAL Y METODOS

Se estudian mujeres embarazadas en el segundo trimestre del embarazo
habiendo considerado que existen 774 consultas de primera vez. Se invita
a todas las pacientes de la consulta externa que cumplan con los
requisitos y deseen y no tengan inconveniente en el estudio. Seran
seleccionadas en forma aleatoria hasta obtener la muestra deseada
iniciando desde el 2 de enero del 2003 hasta el 30 junio del 2003, con el
objeto de obtener las medianas de la Inhibina A y poder correr en opérelo

el triple con el cuadruple marcador

Se toma una muestra de sangre venosa periférica 4cc sin anticoagulante

y se extrae el suero para conservarse a -4 grados centigrados.

Se determinan la edad por fecha de ultima regla y por ultrasonido.
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Se lleva a cabo determinacion de:
Alfa feto proteina

HCG total

E3

Inhibina A.

Por radioinmunoensayo con Kit de AIMSA.

Las cuantificaciones de los marcadores bioguimicas se analizan en un
programa de soft ware AFP expert press para determinar riesgo con edad
materna y a termino de tratamiento.

Embarazo con un corte de 1:385 para sindrome de Down para 35 afios,
1:1500 para sindrome de Edwards y 1:590 para defectos del tubo neural.
El resultado se anexa al expediente y se da seguimiento para registro de
nacimiento y relacién de complicaciones del embarazo.

Toda paciente con rango mayor al corte 1:385 se le ofrecera
amniocentesis diagnostica y se registrara el resultado.

Se capturaran los datos en programa SPSS version 10 para determinar la
sensibilidad y especificidad y el indice de verosimilitud, del triple y
cuadruple marcador sérico, y se determinara el riesgo genético hacia las
diversas alteraciones genéticas sefialadas con un nivel de confianza del

95%.
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o TIPO DE INVESTIGACION: Observacional- No-Controlado

o CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

En relacion al método de observacién: longitudinal

En relacion a la temporalidad: prospectivo, Serie de casos,

Aleatorizado

LUGAR Y DURACION

Se realizara en el Instituto Nacional de Perinatologia y tendra una

duracién de

24meses .
o UNIVERSO
Pacientes embarazadas entre las 15-20 semanas

o CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Definicion de participantes:
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Criterios de Inclusion

Mujeres de cualquier edad

Mujeres que acudan a la consulta externa del Instituto Nacional de
Perinatologia para su control prenatal.

Mujeres entre 15 y 20 semanas de gestacion.

Embarazos con producto Unico.

Mujeres sin patologia de base con examenes de laboratorio (biometria
hematica, quimica sanguinea, examen general de orina,) normales de
acuerdo a los parametros institucionales establecidos.

Mujeres embarazadas del segundo trimestre de embarazo entre las 15 y

20 semanas de gestacion.

Criterios de Exclusién

Mujeres con embarazos multiples.
Mujeres fumadoras

Mujeres con USG anormal

Criterios de Eliminacién
Mujeres que no se realicen las determinaciones séricas o no las reporten .
Mujeres que no cumplen con la edad gestacional y por error se

practicaron el estudio
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- ANALISIS DE RESULTADOS

Se reunieron 380 pacientes a las cuales se les realizo triple y cuadruple
marcador sérico entre la semana 15 y 20 de gestacion. 36 pacientes
correspondieron a la semana 15, 110 a la semana 16, 102 ala 17,75 a
la 18,40 ala 19y 17 a la semana 20, como se puede observar en los
extremos de las semanas, 15 y 20, el numero de pacientes disminuye en
relacién al resto debido a la dificultad de la captacion de las pacientes a
estas edades gestacionales.

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia 2x2, y
prueba de Fisher .

Asi mismo se obtuvieron las medianas para inhibina A en poblacion

mexicana.

RESULTADOS

El estudio incluye a 380 pacientes embarazadas entre la semana 15y 20 alas

cuales se les realiza el estudio bioquimico de marcadores séricos que incluye la

prueba de triple y cuadruple marcador con la siguiente distribucién por edad

gestacional:
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semanas n

15 36
16 110
17 102
18 75
19 40
20 17

Fue posible obtener un mayor numero de pacientes entre la semana 16 a 18, ya

que la literatura reporta que son las semanas ideales.

El primer resultado que fue necesario obtener para utilizar el programa de AFP
expert para cuadruple marcador fue el obtener los valores de las medianas del
cuarto marcador que corresponde a la inhibina A lo cual nos permitio alimentar el

sistema de computo para poder lograr la interpretacion del cuadruple marcador.

En la tabla 1 se reportan los valores de las medianas de inhibina A obtenidos
por el sistema active inhibin A ELISA tanto observados como esperados
utilizando la formula de la ecuaciéon de regresion lineal A*1.000476*((EG-
120)*(EG-120)) con una A= 178.1015000. estos datos son fundamentales para
el analisis del cuadruple marcador mostrando el comportamiento de la grafica de

relacion a concentracion con edad gestacional (grafica 1) .
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RESULTADOS

EDAD GESTACIONAL

SEMANAS

15
16
17
18
19
20

DIAS

108
115
122
129
136

143

Nu

36
110
102
75
40

17

MEDIANA inh - A

ESPERADA

189.46
180.02
178.41
184.40
198.79

223.50

OBSERVADA

179.05
182.85
175.20
194.40
210.45

175.80

Tabla 1Se observan las semanas de gestacion el numero de ba-é-ie_ntes
por semana y la mediana para inhibina A observada en poblacion

mexicana.
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EDAD GESTACIONAL (DIAS )

ECUACION DE LA REGRESION LINEAL

MEDIANA DE LA INHIBINA A = A * 1.000429 ** ((EG-120)" ( EG - 120))
A= 178.1015 000

GRAFICA 1. Distribucion de las medianas de inhibina por edad

gestacional en dias.

En las siguientes tablas se concentran los datos de la edad gestacional
en semanas y dias, el calculo de riesgo para sindrome de Down por edad
materna observada y esperada, asi como el riesgo calculado esperado y
observado. De los casos positivos ( riesgo positivo mayor a 1:385 tanto

del triple como del cuadruple marcador).
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TRIPLE MARCADOR CASOS POSITIVOS

EDAD G. EDAD MATERNA EDAD A RIESGO
- 44 38.1 1:43 1:210
_ 40.8 40.8 1:105 1:103
— 34.4 38.4 1:487 1:192
. 42.2 40.1 1:72 1:124
A 42.9 38 1:59 11213
reus 29.1 39.7 1:1060  1:137
41.8 42.2 1:79 1:71

_ 15.2

TRIPLE MARCADOR CASOS POSITIVOS

EDAD G. EDAD MATERNA EDAD A RIESGO
16.2 35.7 40.7 1:371 1:107
14.4 40.6 35.6 1:110 1:175
16.1 34.5 36.4 1:473 1:314
16.4 42.7 38.4 1:62 1:195
16.0 37.1 36.5 1:268 1:304
16.6 37.7 44.2 1:550 1:40
16.4 38.9 48.6 1:171 1: 11
16.0 29.9 39.1 1:974 1:163
16.3 38.5 36.9 1:191 1:276
16.4 35.1 36.1 1:418 1:336
16.1 35.6 42.0 1:375 1:76
16.5 42.7 45.9 1:62 1:25
1 1

16.3 37.8 50.0

1 227 -8
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TRIPLE MARCADOR CASOS POSITIVOS

EDAD G. EDAD MATERNA EDAD A RIESGO
17.1 40.5 37.5 1113 1:244
17.2 34.2 37.0 : 505 1:274
17.5 43.4 3r.7 151 1:230
17.3 37.5 41.7 - 224 1:80
17.2 33.3 38.0 : 596 15242
17.4 35.1 37.3 1417 1:262
17.0 40.0 44 - 130 1:10
1741 28.4 429 : 1130 1:14
TRIPLE MARCADOR CASOS POSITIVOS
EDAD G. EDAD MATERNA EDAD A RIESGO
18.5 38.7 36.9 - 182 1:279
18.2 35.0 40.1 1426 1:124
18.1 33.9 38.7 : 536 1:179
18.6 31.6 43.9 1784 1:44
18.6 29.3 45.7 : 1040 1:26
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TRIPLE MARCADOR CASOS POSITIVOS

EDAD G. EDAD MATERNA EDAD A RIESGO
!
| 19.4 35.9 36.4 1:359 1:313
| 194 39.5 422 1:146 1:72
191 335 36.7 1:575 1:295

20.3 30.5 488 1:909 12 11
o + MM 1.28 | CUADRUPLE MARCADOR
o - CASOS POSITIVOS
20l *, o'..

95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160

_EG E MATERNA _ E. A RIESGO INH-A

EDAD GESTACIONAL (DWAS )

! 15 a4 381 1:43 1:210 1541 081
| 155 408 408 1:105 1:103 1515 0.80
15.3 344 384 1:487 1:192 2340 124
15.6 42.2 401 1:72  1:124 108.5 0.57
15.1 429 38 1:59 1:213 1188 063

153 291 39.7 1:1060 1:137 1626 0.86

15.2 418 422 1:79 1:7 357.8 1.86

Se encontré un caso positivo para sindrome de Down, ala semana 15 con
cuadruple marcador sérico, confirmado con amniocentesis.
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E B & 8 8

N CUADRUPLE MARCADOR
g CASOS POSITIVOS

95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 180

ecap cesTaconas (ous E. G, E. MATERNA E. A RIESGO INH-A

16.2 357 407 1:371  1:107 1187 0.66
144 406 356 1:110 1:175 2665 1.48
16.1 345 364 1:473 1:314 3947 2.19
164 427 384 1:62  1:195 983 055 |
160 371 365 1:268 1:304 2505 139 |

| 166 37.7 442 1:550 1:40 2595 1.44

| 164 389 486 12471 AN
160 209 391 1:974 1:163 Iﬁgﬁ::l
16.3 385 369 1:191 1:276 166.6 0.93

1- 16.4 351 361 1:418 1:336 2265 126

I1841 356 420 1:375 1:76 741 041

| 185 427 459 1:62 1:25 2130 1.18

| 163 378 500 1:227 1:8
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g B & 8

¥ 470 wom 273 CUADRUPLE MARCADOR
o CASOS POSITIVOS

% &

o =]
=] o ©
00

95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160

- E. MATERNA E. A RIESGO INH-A
1714 405 375 1:113  1:244 1524 085
17.2 342 37.0 1:505 1:274 959 054
17.5 434 37.7 1:51 1:230 267.1 150
17.3 3rs a7 1:224 1:80 858 048
17.2 333 38.0 1:506 1:212 199.9 1.12
17.4 351 37.3 1:417 1:252 139.1 0.78
17.0 40.0 44 1:130 1:10
17.1 284 429 1:1130 1:14 184.7 1.04
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5 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160

EDAD GESTACIOMNAL (DIAS )

CUADRUPLE MARCADOR
CASOS POSITIVOS

E.G. E. MATERNA E. RIESGO INH-A
! 18.5 387 369 1:182 1:279 2554 1.39
| 182 350 401 1:426 1:124 4400 239
| 181 339 387  1:53 1:179 1157 063
186 316 439  1:784 1:44 2449 133
| 186 293 457  1:1040 1:26 247.4 134

Se obtuvo un caso positivo a sindrome de Down a la semana 18, con cuadruple
marcador sérico, confirmado con amniocentesis.

CUADRUPLE MARCADOR CASOS POSITIVOS

E.G. E. MATERNA E. A RIESGO INH-A
19.4 35.9 36.4 : 359 1:313 1.70
194 395 422 1146 1:72 0.74
19.1 335 36.7 - 575 1:295 1.73
| 203 305 48.8 1909 1:11 055

36



®* TRIPLE 37 POSITIVOS > Sx DE DOWN
®* CUADRUPLE 23 POSITIVOS

CARIOTIPO POSITIVO PARA T 21 = 4

De los 380 pacientes se obtuvieron 37 pacientes con triple marcador
sérico y 23 con cuadruple marcador de los cuales 4 se confirmaron

positivos por amniocentesis.

En el analisis de la tabla de contingencia 2x2 en el triple marcador nos da
una sensibilidad del 100% con una especificidad del 91% un valor
predictivo positivo del 10% y un valor predictivo negativo del 100%, como

lo muestra la tabla anexa.

En estos resultados se calculo un indice de verosimilitud para el triple

marcador de 19.0 con una p= 0.0001.
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VP FP
4 33 = 37 TRIPLE
F - \E S
0 343 = 343
4 376

VP X 100 4 __X 100% = SENSIBILIDAD
VP +FN 4+0

VN X 100 = 343 X 100 = 91.0% ESPECIFICIDAD

VU +FP 343+44

vep = P X 100 4 ___ X 100= 10 %
VP + FP 4+733

VPN = VN X 100 4 _=1X100 = 100 %
VN +FN 4+0

En el analisis de contingencia 2x2 en el caso del cuadruple marcador
tenemos una sensibilidad del 100% y una especificidad del 94%, con un

valor predictivo positiva del 17% y un valor predictivo negativo del 100%.

En estos resultados se calculo el indice de verosimilitud para el cuadruple

siendo de 23.1 con una p = 0.0001. como se muestra en la tabla anexa.
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VP FP
4 19 = 27 CUADRUPLE
2 N
0 357 = 357
4 376
VP X 100 _4 X 100 % = SENSIBILIDAD
VP + FN 4+ 0
VN X 100 = 357 X 100 = 94.0% ESPECIFICIDAD
VU + FP 357+19
vep = VP X 100_4 X 100= 17 %
VP + FP 4+19
VPN |.UN_ X 100 357 = 1X100 = 100 %
VN + FN 357+0

Con estos resultados el cuadruple marcador con su indice de
verosimilitud es de mayor valor predictivo ante la sospecha clinica con
una disminucion de falsos positivos lo que permite indicarla para
deteccién de trisomia 21.

El seguimiento y el registro del desenlace y evoluciéon del embarazo en las 380
pacientes estudiadas con el triple y el cuadruple marcador fue complicado
rescatando informacion completa de solo 148 casos los cuales se analizan en

relacién a las siguientes complicaciones:
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Amenaza de parto pretermino, preeclampsia, eclampsia, bajo peso al nacer,

abrupto placentario, obito-perdida gestacional tardia.

En relacion al analisis sobre complicaciones del embarazo como prueba
pronostica del triple y cuadruple marcador los resultados son los siguientes:

No encontramos en las 148 pacientes estudiadas un solo caso que presento
ruptura prematura de membranas y bajo peso de 1500gr a la semana 32 y
transposicion de grandes vasos en el feto majenandose en forma integral y
actualmente con una evolucion adecuada y el tamiz de triple y cuadruple

marcador se registra negativo sin modificaciones importantes de los marcadores.

No se registran casos de obitos, bajo peso abrupto placentario.

De los 148 pacientes analizadas 10 de ellas presentaron un triple marcador
positivo de las cuales 6/10 presentaron preeclampsia 2/10 amenaza de parto
pretérmino y una con ambas lo cual permite identificar en forma importante

asociacion de riesgo ya que fueron falsos positivos para trisomia 21.

En el estudio para cuadruple marcador donde solo 6 de las 148 pacientes
captadas presentaron estudio positivo 2/6 presentaron preeclampsia y 2/6
amenaza de parto prematuro aunque la muestra fue pequefia el resultado es
orientador sobre los riesgos de complicacion ante un estudio bioquimico positivo,

en los 6 casos no se presento evidencia citogenética de Sindrome de Down.
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Para el triple marcador el riesgo relativo para preeclampsia fue de 10.35 con IC
de (4.46 a 24) y para el cuadruple el riesgo relativo de 9.46 con un IC ( 2.28 a

39.23).

Para Amenaza de Parto prematuro el triple marcador el riesgo relativo es de
13.8 con IC ( 2.16 a 87.93) y para el cuadruple marcador el riesgo relativo es de
102.1 con un IC ( 5.3 a 1932.3), la fuerza estadistica es muy baja para poder
obtener un valor predictivo se requiere una muestra mayor, en la literatura esta
relacion de asociacién ha resultado conflictiva para el manejo de los resultados

ya que existen diferencias importantes en los estudios o muestras pequefias.

DISCUSION

Las pruebas de tamizaje para sindrome de Down con edad materna,
alfafetoproteina, gonadotropina corioﬁica y estriol libre (triple marcador) ha
demostrado su valor y fuerza predictiva para el diagnéstico de aneuploidias y
defectos del tubo neural , en la busqueda de marcadores con mayor sensibilidad
se ha estudiado a la inhibina A, una ‘glicoproteina heterodimérica compuesta de

una subunidad alfa y una beta, teniendo dos formas posibles , el dimero A y B.
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estudios previos han mostrado que en el segundo trimestre los niveles sericos
de inhibina A son alterados en embarazos afectados por Sindrome de Down.
Resultados en estudios de casos y controles en poblacién caucasica muestran
que el suero en el segundo trimestre presenta elevacion de la inhibina A en
embarazos con Sindrome de Down de 2.1 y 2.2 MoM . utilizando el triple
marcador convencional (AFP, UE3, HCGT y edad materna), es posible detectar
un 60% de fetos con Sindrome de Down comparativamente cuando se utiliza el
cuadruple marcador que agrega inhibina A es posible detectar el 70% de los
embarazos con un feto que presenta trisomia 21. si la edad gestacional se
estima por ultrasonido la deteccién se eleva hasta un 77% con un IC de 95% de
69-85% comparado con el 67% con el triple marcador. La indicacion de estos
estudios de diagnostico prenatal no invasivos pueden reducir el numero de
perdidas fetales posterior a una amniocentesis y se reducen los costos
economicos dado que la prueba de tamiz bioquimico es mucho mas economica
que un procedimiento de amniocentesis,. En este estudio hemos podido obtener
las medianas para la inhibina A por semana que nos ha permitido generar la
regresion lineal para la incorporacién al programa de analisis estadistico como
cuarto marcador para la deteccion de trisomia 21 y trisomia 18 en especial, en

poblacién mexicana.
Los resultados nos demuestran que ambas pruebas son efectivas y que la

relacién de falsos positivos en ambas es de cerca del 5%. Si existe una

diferencia en relacién a los falsos positivos entre triple y cuadruple los positivos
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verdaderos fueron detectados por ambas pruebas pero se eliminaron 14 casos
de riesgo positivo del triple marcador al aplicar el cuadruple. Todo ello

exclusivamente para trisomia 21.

Por lo cual es mas recomendable utilizar el cuadruple marcador para el tamiz de

trisomia 21 en la poblacién mexicana.

Existen heterogeneidad en los diferentes grupos étnicos en relacién a
variaciones de los marcadores séricos por lo cual es importante especificar el
ajuste por grupo étnico que presenta parametros especificos principalmente

entre mujeres blancas o negras.

El propésito de este estudio es determinar el método mas efectivo para el

tamizaje de sindrome de Down y la posibilidad de utilizarlo como rutina en todos

los embarazos entre 15 y 20 semanas y con cualquier edad materna.
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CONCLUSIONES

EL TRIPLE MARCADOR PARA DETECCION TRISOMIA 21
PRESENTA UNA  SENSIBILIDAD DEL 100 % Y UNA
ESPECIFICIDAD DEL 91% VPP 10% Y UN VPN 100 %

ANTE ESTE RESULTADO ES NECESARIO GENERAR UN
NUEVO CORTE PARA AUMENTAR EL VPP GENERAR RAZON
DE VEROSIMILITUD POSITIVA Y NEGATIVA

SE LOGRO OBTENER MEDIANAS DE INHBINA A Y DE
REGRESION LINEAL PARA SU APLICACION

EL CUADRUPLE MARCADOR PARA DETECCION DE TRISOMIA
21 PRESENTA UNA SENSIBILIDAD DEL 100 % Y UNA
ESPECIFICIDAD DEL 94 % CON VPP 17% Y VPN 100 %

CABE SENALAR QUE EL CUADRUPLE REDUJO EL NUMERO
DE FALSOS POSITIVOS POR LO QUE SU APLICACION
DISMINUIRA -PROCEDIMIENTOS INVASIVOS

SE ESPERA TENER EL REGISTRO DE TODOS LOS EMBARAZOS
EN CUANTO A EL DESCENLACE GESTACIONAL PARA ANALIZAR
LOS CASOS NEGATIVOS Y POSITIVOS CON COMPLICACION.
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