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ABREVIATURAS

Abreviatura  Significado

IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social

SDG Semanas de gestacion

IMC fndice de masa corporal.

PE Preeclampsia

HELLP Hemolytic anemia, Elevated Liver enzyme, Low Platelet count, (Hemdlisis,

elevacion de enzimas hepaticas y plaquetas bajas)

TAS Tension arterial sistolica

TAD Tension arterial diastolica

GPBB Enzima Glucoégeno fosforilasa isoenzima BB

sFIt-1 Factor anti-angiogénico soluble fms-like tirosina cinasa-1

PIGF Factor de crecimiento placentario

VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial

VEGF-1 Receptor de factor de crecimiento vascular endotelial tipo 1

VEGF-2 Receptor de factor de crecimiento vascular endotelial tipo 2

sEng Endoglina soluble

TGF Factor de crecimiento transformante

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas)

RCIU Restriccion del crecimiento intrauterino



TGO

TGP

DHL

U/L

dL

ng

mL

VPP

VPN

COR

IC

RIC

DE

ABC

Transaminasa glutdmico oxalacética
Transaminasa glutdmico pirtivica
Deshidrogenasa lactica

Unidades/ litro

Decilitros

Nanogramos

Mililitros

Valor Predictivo Positivo

Valor Predictivo Negativo

Curvas Caracteristicas Operantes del Receptor
Intervalo de confianza

Rango intercuartilico

Desviacion estandar

Area bajo la curva



RESUMEN ESTRUCTURADO

Antecedentes: En la preeclampsia (PE) se altera el metabolismo del glucoégeno placentario
ocasionando el escape de la enzima glucogeno fosforilasa isoenzima BB (GPBB) al torrente

circulatorio.

Objetivo: Evaluar la utilidad de la concentracion plasmatica de la GPBB en el diagnostico de PE.

Pacientes y métodos: Mediante un estudio transversal para evaluar una prueba diagnostica se
estudiaron a 444 mujeres con un embarazo > 20 semanas de gestacion (181 mujeres sanas y 263
con PE [29 sin y 234 con datos de severidad]). Las concentraciones de GPBB se determinaron por

un ensayo inmunoenzimatico.

Resultados: Las concentraciones séricas de la GPBB fueron mas elevadas en las pacientes con PE
con datos de severidad que en las pacientes sanas o con PE sin datos de severidad (p< 0.001), pero
semejantes entre los dos ultimos grupos (p=0.29). El mejor punto de corte para el diagnostico de PE
fue de 3.7 ng/ml, la sensibilidad y especificidad fueron de 51.3% y 96.1%, respectivamente, y los
valores predictivos positivo y negativo de 95.1% y 57.6%, respectivamente. Las concentraciones de

la GPBB se relacionaron a la trombocitopenia y/o transaminasemia.

Conclusiones: La GPBB presenta una modesta utilidad diagnéstica en la PE, sin embargo su alto
valor predictivo positivo, puede confirmar la presencia de PE en el 95% de los casos. La GPBB se
asocia a la intensidad de la trombocitopenia y a la presencia de transaminasemia, indicando que
puede ser un biomarcador util en la ocurrencia o prediccion de eventos adversos relacionados a la

PE.

Palabras clave: Desordenes hipertensivos del embarazo, Preeclampsia, Glucdgeno fosforilasa

isoenzima BB, Prueba diagndstica.



SUMMARY

Background: In preeclampsia (PE), the metabolism of placental glycogen is disturbed, causing the

release of the enzyme glycogen phosphorylase isoenzyme BB (GPBB) into the bloodstream.

Objective: To assesses the utility of the plasma GPBB levels for the diagnosis of PE.

Patients and methods: Using a cross-sectional study to evaluate a diagnostic test, 444 pregnant
women with > 20 weeks of gestational age (181 healthy women and 263 with PE [29 without and
234 with severe features]) were studied. The concentrations of GPBB were determined by an

immunoenzymatic assay.

Results: Plasma GPBB levels were higher in patients with PE with severe features than in healthy
women or patients with PE without severe features (p< 0.001), but similar between the latter two
groups (p=0.29). The best cut-off point for the diagnosis of PE was 3.7 ng/ml, which yielded a
sensitivity of 51.3% and a specificity of 96.1%, and the positive and negative predictive values were
95.1% and 57.6%, respectively. Plasma GPBB levels were associated to thrombocytopenia and/or

transaminasemia.

Conclusions: GPBB shows a moderate diagnostic performance in PE, however, because of its high
positive predictive value, it might confirm the presence of PE in 95% of cases. GPBB is associated
with the intensity of thrombocytopenia and the presence of transaminasemia, suggesting that GPBB

may be a useful biomarker for the occurrence or prediction of adverse outcomes related to PE.

Keywords: Hypertensive disorders of pregnancy, Preeclampsia, Glycogen phosphorylase

isoenzyme BB, Diagnostic test.



ANTECEDENTES

Los desordenes hipertensivos son la complicacion médica mas frecuente del embarazo y
constituyen una causa importante de morbi-mortalidad materna y perinatal en todo el mundo. Los
desordenes hipertensivos del embarazo son usualmente clasificados en aquellos con hipertension
preexistente al embarazo y los que se presentan por primera vez después de la semana 20 de la
gestacion (hipertension gestacional o preeclampsia) (1). La preeclampsia puede sobreagregarse a la
hipertension preexistente o puede desarrollarse en mujeres con un diagnodstico inicial de
hipertension gestacional (2). Ademas, tanto la hipertension gestacional como la preeclampsia son
clasificadas en leve (sin datos de severidad) o severa (con datos de severidad) en base a ciertas
cifras de la presion arterial o a la presencia de ciertas cantidades de proteinuria o por la presencia de
disfuncion multisistémica (1, 3).

La preeclampsia complica entre el 6% al 8% de todos los embarazos y es responsable de
aproximadamente 200,000 muertes maternas a nivel mundial, la OMS ha informado que muere una
mujer por esta causa cada 7 minutos (4). En México, ocasiona el 25 % de las muertes maternas (5).
En Estados Unidos de Norteamérica, la preeclampsia ocasiona el 15% de las muertes maternas,
siendo la segunda causa después de las enfermedades tromboembolicas (1, 6). En el Instituto
Mexicano del Seguro Social, ocurrieron 1,033 muertes maternas por preeclampsia-eclampsia de
acuerdo a los Comités de Estudios de Mortalidad Materna durante el periodo de 1987-1996. Las tres
principales causas  clinicas directas de las defunciones fueron hemorragia cerebral (46.2%),
sindrome de HELLP (12.7%) y coagulacion intravascular diseminada (10.7%) (5) y desde el punto
de vista perinatal, la preeclampsia es responsable del 20-25% de todas las muertes con una tasa de
mortalidad perinatal calculada de 134 x 1,000.

La preeclampsia es un sindrome especifico del embarazo que se caracteriza por la heterogeneidad
de los hallazgos clinicos, por lo que la patogénesis puede diferir en mujeres con varios factores de
riesgo preexistentes. Es decir, la patogénesis de la preeclampsia puede ser diferente en aquellas
mujeres con enfermedad vascular o renal preexistente, o enfermedades autoinmunes (tales como la
hipertension arterial cronica, diabetes mellitus pregestacional, glomerulonefritis, enfermedades del
tejido conectivo, o trombofilias) (7).

En adicion, los hallazgos clinicos de la preeclampsia también pueden manifestarse como un
sindrome materno solo, un sindrome fetal (restriccion del crecimiento intrauterino y/u
oligohidramnios), o ambos; y estas manifestaciones pueden desarrollarse antes de un embarazo a

término (20 a < 37 semanas de gestacion), al término del embarazo o en el periodo post-parto (3).
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Por consiguiente, el resultado materno y perinatal en estos desordenes hipertensivos del embarazo
dependera de la edad gestacional al inicio de la enfermedad, la severidad de la enfermedad, y la
ausencia o presencia de condiciones médicas preexistentes.

En mujeres embarazadas previamente sanas, la preeclampsia usualmente se diagndstica en la
presencia de hipertension de reciente inicio mas proteinuria significativa (> 300 mg de proteinas en
24 hrs.) después de la semana 20 de gestacion (1). Aunque se ha reportado que tanto la hipertension
y la proteinuria pueden estar ausentes hasta en el 10 al 15% de la embarazadas con sindrome de
HELLP (hemolisis, elevacion de enzimas hepaticas y plaquetas bajas) y entre el 20 al 25% de
mujeres con eclampsia (8, 9).

Por otra parte, los criterios diagnosticos para preeclampsia y sus subtipos (leve, severa y
sobreagregada) no han sido consistentes entre los trabajos publicados. Esto fue resaltado en una
cohorte de 1,000 pacientes con desordenes hipertensivos del embarazo (10), de acuerdo a este
estudio el 77% de las mujeres fueron diagnosticadas con preeclampsia de acuerdo al Australasian
Society for the Study of Hypertension of Pregnancy 1993 Classification System (11), pero sélo el
16% de ellas tenian preeclampsia de acuerdo a los USA National High Blood Pressure Education
Program Working Group and International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy
Systems (12, 14). Estas mismas inconsistencias en los criterios diagnosticos de preeclampsia, asi
como de la definicion de proteinuria significativa fue notada en dos estudios previos que analizaron
mas de 200 articulos que involucraban a mujeres con desordenes hipertensivos del embarazo (14,
15). Por ultimo, los criterios diagnosticos para preeclampsia en mujeres sin enfermedad
preexistente, no son del todo utiles en mujeres con hipertension preexistente o proteinuria o ambas.
En estas mujeres, usualmente el diagnostico de preeclampsia sobreagregada es definido por inicio
reciente de proteinuria o elevacion de la concentracion sérica de acido urico en mujeres con
hipertension aislada preexistente, o inicio reciente de hipertensidn en mujeres con proteinuria
aislada preexistente, o una elevacion subita de la presion arterial o un stbito incremento en la

cantidad de proteinuria con o sin sintomas o alteraciones en las pruebas de laboratorio (1, 16).

Por todo lo antes mencionado, la investigacion en este campo no ha dado resultados concluyentes
en los métodos de prediccion, marcadores diagnodsticos, prevencion o manejo de estos desordenes.
Por lo que existe una urgente necesidad de marcadores bioquimicos o biofisicos para identificar a
las mujeres que estan en riesgo, confirmar el diagndstico o el desarrollo de preeclampsia
(especialmente en casos sospechosos), e identificar a las mujeres que tienen un alto riesgo de

presentar complicaciones o cursos adversos del embarazo.
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A pesar de una extensa investigacion en la patogénesis de la preeclampsia, su etiologia permanece
desconocida. Durante la ultima década, numerosas anormalidades fisiopatologicas han sido
sugeridas para explicar el mecanismo que lleva al desarrollo de preeclampsia, incluyendo
alteraciones en la diferenciacion e invasion del trofoblasto, disfuncion placentaria y endotelial,
mala-adaptacion inmunolégica a los antigenos paternos, mala-adaptacion cardiovascular,
anormalidades genéticas, exagerada respuesta inflamatoria sistémica o posibles deficiencias

dietéticas (3).

La preeclampsia se considera una enfermedad de dos etapas, la primera involucra una placentacion
anormal debida a una baja invasion del citotrofoblasto a las arteriolas espirales maternas que
provocan isquemia o insuficiencia placentaria, pero sin sintomas maternos. En la segunda etapa, las
células trofoblasticas isquémicas sintetizan y secretan factores circulantes anti-angiogénicos que
inducen la disfuncién endotelial sistémica y el sindrome materno clasico de preeclampsia
caracterizado por hipertension y proteinuria (17). Es ampliamente aceptado que la placenta juega un
papel central en la patogénesis de la preeclampsia, dado que esta solo ocurre en su presencia y los
sintomas clinicos remiten dramaticamente después de que la placenta es removida. La preeclampsia
severa esta asociada a alteraciones patoldgicas de hipoperfusion o isquemia placentaria conocidas
como aterosis aguda (obstruccion vascular difusa que incluye engrosamiento de la intima, necrosis
fibrinoide, trombosis e infartos placentarios).

Aunque estos cambios placentarios correlacionan con la severidad de la preeclampsia, hasta en un
tercio de las pacientes, especialmente en aquellas con preeclampsia después de las 37 semanas de
gestacion, estas alteraciones placentarias pueden no estar presentes (18). Durante el desarrollo
placentario normal, el citotrofoblasto invade las arterias espirales uterinas de la decidua y miometrio
y completamente las remodela en vasos de gran capacitancia con baja resistencia; esta
transformacion vascular permite el incremento del flujo sanguineo uterino para mantener al feto
durante el embarazo. En la preeclampsia, el remodelamiento vascular es incompleto con una baja
invasion del citotrofoblasto a las arterias espirales limitado a la decidua superficial ocasionando
reduccion de la perfusion placentaria y consecuentemente insuficiencia placentaria (19, 20). El
remodelamiento de las arterias espirales uterinas se piensa que inicia al final del primer trimestre y
se completa entre las 18-20 semanas, aunque el tiempo en que continua la invasion del trofoblasto a
las arterias es incierto. Durante el desarrollo placentario normal, el citotrofoblasto invasivo sub-
regula la expresion de sus moléculas de adhesion caracteristicas de su origen epitelial celular hacia

un fenotipo de células endoteliales, a este proceso se le conoce como pseudovasculogénesis (21).
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En la preeclampsia, el citotrofoblasto no cambia la expresion de sus moléculas de adhesion y
fracasa en invadir adecuadamente las arterias espirales del miometrio (22). Los factores que regulan
el proceso de pseudovasculogénesis pueden involucran muchos factores de crecimiento y citocinas;
sin embargo varios estudios han mostrado que varias proteinas relacionadas con la angiogénesis son
esenciales para el desarrollo normal de la placenta (regulacion de la pseudovasculogénesis e
invasividad del citotrofoblasto), tales como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y la
angiopoyetina/tie. El citotrofoblasto invasivo expresa varios factores angiogénicos que incluyen el
VEGF, el factor de crecimiento placentario (PIGF), y el receptor de VEGF tipo 1 (VEGFR-1,
también conocido como receptor fms-like tirosina cinasa-1 [Flt-1]) los cuales son regulados por el
factor inducible por hipoxia (HIF). En las placentas de mujeres con preeclampsia se ha encontrado
que la expresion de estos factores angiogénicos se encuentra incrementada (23).Aunque los
mecanismos patogénicos de este sindrome atin no son bien entendidos, se cree que la preeclampsia
es el resultado de la isquemia utero-placentaria y de la disfuncion de células endoteliales maternas
(21-25).

Es bien reconocido, que todos los signos y sintomas de la preeclampsia se resuelven rapidamente
después de la remocion de la placenta, por lo que recientes estudios se han enfocado a este 6rgano
como la fuente de la enfermedad. A este respecto, varios estudios han sugerido que hay un
imbalance de factores angiogénicos circulantes antes y después del inicio de la preeclampsia y que
el origen para este imbalance de factores angiogénicos es la placenta. Varios estudios han mostrado
que principalmente dos proteinas anti-angiogénicas que son secretadas por la placenta dentro de la
circulacion materna son las moléculas candidatas responsables para la hipertension y la disfuncion
endotelial sistémica. Uno de ellos es la forma soluble del receptor fms-like tirosina cinasa-1 (sFlt-
1), un inhibidor endégeno del VEGF y del PIGF que regulan la angiogénesis placentaria; y el otro
es la endoglina soluble, un correceptor circulante que puede inhibir el sefialamiento del factor de

crecimiento transformante -1 en la vasculatura.

Factores circulantes angiogénicos y preeclampsia.

El VEGF es un potente factor angiogénico y mitogénico para las células endoteliales. Su efecto se
ejerce principalmente por via de dos receptores, VEGFR-1 y VEGFR-2, también conocidos como
fms-like tirosin cinasa-1 (Flt-1) y el dominio de la region cinasa (FIk/KDR), respectivamente (26).
Una forma soluble y endogenamente secretada de Flt-1 (sFlt-1) es producida por splicing
alternativo y contiene el dominio de union extracelular pero no la porcion transmembranal y

citoplasmatica (26, 27).
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sFIt-1 es capaz de bloquear los efectos de VEGF por inhibir su interaccion con su receptor a nivel
de la membrana celular. De forma similar, el sFlt-1 también inhibe el PIGF, un miembro de la
familia del VEGF y de los factores de crecimiento (28), el cual es producido principalmente por la
placenta. El incremento de sFlt-1 durante la preeclampsia esta asociado con la disminucion en
sangre de VEGF libre y PIGF libre. Estudios in vitro han indicado que el estado antiangiogénico de
la preeclampsia inducido por el exceso de la produccion placentaria de sFlt-1 puede ser rescatado
dando VEGF y PIGF (29). La transferencia exdgena del gen de sFlt-1 en ratas embarazadas por
medio de un vector adenoviral provoca hipertension, proteinuria y endoteliosis glomerular (la lesion
renal clasica patologica de la preeclampsia) (29).

Estos hallazgos también han sido vistos en animales no prefiados, sugiriendo que los efectos de sFlt-
1 sobre la vasculatura materna fueron directos y no dependientes de la presencia de la placenta. En
cambio, cuando las ratas embarazadas fueron tratadas con una forma soluble del receptor 2 de
VEGF (sFlk-1), el cual no antagoniza al PIGF, no desarrollaron manifestaciones de preeclampsia,
indicando que el antagonismo tanto de VEGF y PIGF fue necesario para desarrollar preeclampsia
(29).

Estos estudios llevan a concluir que el exceso de sFlt-1 producido por placentas de mujeres con
preeclampsia provoca una disminucion de VEGF y PIGF, creando un estado antiangiogénico y el
fenotipo de la preeclampsia (hipertension y proteinuria presentes en el sindrome materno de
preeclampsia).

El VEGF es bien conocido por sus propiedades proangiogénicas y vasodilatadoras, esta tltima
ocurre por el incremento de la produccion de 6xido nitrico y prostaciclinas, las cuales son moléculas
de senalamiento disminuidas en la preeclampsia (30). En ratones transgénicos, incluso reducciones
del 50% en la produccion de VEGF provoca endoteliosis glomerular y proteinuria (31). Alin maés,
un gran porcentaje de pacientes que reciben anticuerpos anti-VEGF para el tratamiento de cancer
desarrollan hipertension y proteinuria (32, 33). Por consiguiente, al neutralizar el VEGF y PIGF por
un exceso de sFlt-1 puede tener un papel aditivo en la patogénesis de la preeclampsia.

Los resultados de varios estudios concuerdan en que la expresion placentaria y las concentraciones
séricas de sFlt-1 estan aumentadas en mujeres con preeclampsia activa en comparacion a las
mujeres con embarazo normal (29, 34-41).

El PIGF es un miembro principal de la familia del VEGF, es el ligando para el VEGFR-1 e
incrementa la respuesta angiogénica de VEGF (46). En varios estudios el PIGF se ha encontrado
disminuido en el suero de mujeres con preeclampsia (29, 34, 37, 39, 47-53), esto puede ser
explicado por su union a las elevadas concentraciones de sFlt-1, sin embargo, no se puede descartar

que exista una produccion disminuida por la placenta de mujeres con preeclampsia.
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En relacion a esto ultimo, se ha mostrado en estudios in vitro que la hipoxia regula la expresion de
PGF en el tejido placentario. El cultivo aislado de sinsiciotrofoblasto humano de término bajo
condiciones de hipoxia reduce tanto la expresion de ARNm de P/GF un 75% (54) como su
concentracion en los sobrenadantes (55), por lo que este mecanismo también puede explicar las
concentraciones séricas bajas de PIGF en mujeres con preeclampsia o restriccion del crecimiento
intrauterino (RCIU).

El comportamiento en las concentraciones séricas del P/GF durante el embarazo es de una elevacion
paulatina durante los primeros dos trimestres, con un pico maximo entre las 29-32 semanas, y
seguido de un descenso (37, 49); se piensa que esta disminucion se debe al incremento en las
concentraciones de sFIt-1 entre las 33-36 SDG.

Varios estudios han documentado que entre las 10-11 SDG, las concentraciones del PIGF son
menores en las mujeres que posteriormente desarrollan preeclampsia que en las mujeres que
permanecen normotensas al final del embarazo (37, 42, 47, 49, 56-62).

Recientemente, el PIGF urinario ha sido explorado como otra posible prueba de escrutinio para el
diagnodstico de preeclampsia. Se ha reportado que las concentraciones del PIGF urinario son
menores en las mujeres con preeclampsia que en las mujeres con un embarazo normal (62, 63). En
un estudio transversal, se encontrd que las concentraciones del PIGF urinario siguen un
comportamiento paralelo al reportado previamente para el PIGF sérico (62). Cuando el PIGF
urinario se combina con la relacion sérica de sFIt-1/PIGF, un relacion > 10 es indicativo de
desarrollo de preeclampsia dentro de las siguientes 5 semanas (62), estos datos sugieren que un
abordaje inicial para el escrutinio de preeclampsia costo-efectivo pudiera ser la determinacion de
PIGF urinario, seguido de la relacion sérica sFlt-1/ PIGF en mujeres con PIGF urinario bajo. Dos
estudios encontraron que en mujeres con preeclampsia clinica la relacion urinaria sFlt-1/ PIGF tuvo
una sensibilidad de 88.2% y una especificidad de 100% (63, 64, 65).

Aunque el VEGF juega un papel muy importante en la angiogénesis y probablemente en la
preeclampsia, los estudios actuales usando al VEGF como marcador de preeclampsia han mostrado
poca utilidad debido a los niveles circulantes de VEGF libre extremadamente bajos en el embarazo

(< 30 pg/ml) (42, 49, 60).

La endoglina (Eng, CD105) es una glicoproteina homodimérica transmembranal, considerado como
el correceptor funcional para el factor de crecimiento transformante (TGF)-f1 y TGF-3 (66). El
TGF-B induce la migracion y proliferacion de células endoteliales a través de la via ALK, pero
también puede tener un efecto bioldgico opuesto si la via activada es ALKS (67) por lo que la Eng

ha sido propuesta como el regulador de estas dos vias opuestas (67).
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La Eng es principalmente expresada en células endoteliales (68), pero también es producida por
macrofagos y monocitos activados (69, 70), precursores eritroides (71), y por el sinsiciotrofoblasto
(72). El mecanismo por el cual la forma soluble de la endoglina (sEng) se genera no es claro, sin
embargo el fendmeno de “shedding” o de separacion puede explicar su presencia en la circulacion
tanto en sujetos normales como en aquellos con condiciones patoldgicas asociadas con una
angiogénesis anormal (73).

Se ha propuesto que la forma soluble de la endoglina reduce la biodisponibilidad de TGF-B1, y en
consecuencia inhibe su via de sefialamiento (74).

La s-Eng es un factor anti-angiogénico que ha sido implicado en la fisiopatologia de la
preeclampsia por las siguientes observaciones: 1) La s-Eng inhibe la funcion endotelial in vitro, 2)
la administracion de endoglina induce hipertension in vivo, 3) La expresion adenoviral combinada
con los genes s-Eng y sFlt-1 en ratas prefiadas induce hipertension, proteinuria y restriccion del
crecimiento fetal, 4) el ARNm de endoglina esta sobreregulado entre 3 a 5 veces en las placentas de
mujeres con preeclampsia que de las mujeres sin preeclampsia (75).

En dos estudios que evaluaron las concentraciones séricas de factores anti- y angiogénicos a
diferentes edades gestacionales antes del inicio de la preeclampsia reportaron que las
concentraciones séricas de sEng se incrementan significativamente entre 2 a 3 meses previos del
inicio de la preeclampsia, que su incremento es mas marcado en aquellas mujeres que desarrollan
preeclampsia antes de las 37 semanas de gestacion y que el incremento de las concentraciones de
sEng usualmente se acompaia de un aumento en la relacion sFlt-1/PIGF o de las concentraciones de
sFlt-1. En adicién, en uno de estos estudios también fue notado que las concentraciones de sEng
fueron mas elevadas a través del embarazo en aquellas mujeres con RCIU de sus infantes,

comparada a las mujeres con un embarazo normal (76-80).

Glucogeno fosforilasa isoenzima BB y preeclampsia.

La glucogeno fosforilasa (EC 2.4.1.1) (GP) es una enzima esencial involucrada en el metabolismo
del glucogeno que cataliza la reaccion inicial de la degradacion del glucogeno convirtiéndolo a
glucosa-1-fosfato, utilizando fosfato inorganico (81). El rol fisiologico de la GP es proveer el
combustible (glucosa) para el abastecimiento de energia requerido en el funcionamiento celular. La
GP esta presente en los diferentes tejidos humanos en tres diferentes isoformas o isoenzimas
nombradas de acuerdo a los sitios de mayor expresion: GPLL (presente en el higado), GPMM (en el

musculo esquelético), y GPBB (cerebral).
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La isoforma cerebral (GPBB) es también una forma dominante de la enzima en el cardiomiocito
(82) y mas recientemente ha sido demostrada su expresion y abundancia en la placenta (83). Las
isoenzimas de la GP estan codificadas en diferentes genes y difieren en su estructura lo cual refleja
un metabolismo diferente en estos tejidos. La comparacion de las diferentes isoformas de la GP

humana se muestra en el cuadro 1 (84).

Cuadro 1. Caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de las isoformas humanas de la glucégeno fosforilasa

(EC=2.4.1.1)%

GPBB GPLL GPMM

Nombre del gen PYGB PYGL PYGM

Localizacién cromosémica  20p11.2 14q11.2-924.3 11g12-q13.2

NuUmero de aminoéacidos en 843 847 842

el monémero®

Masa molecular del 96.696 97.149 97.092

monomero (Da)

Estructura de la subunidad Homodimero. Dimeros Homodimero. Dimeros Homodimero. Dimeros
asociados dentro de un asociados dentro de un asociados dentro de un
tetramero tetramero tetramero

Sitios involucrados en la 109,143 109,143 109,143

asociacioén de las

subunidades

Cofactor Fosfato de piridoxal Fosfato de piridoxal Fosfato de piridoxal

Regulacion enzimética -Alostérica (AMP  -Alostérica (AMP  -Alostérica (AMP
alostericamente  activado, alostericamente  activado, alostericamente  activado,

en donde ATP, ADP, y
glucosa-6-fosfato

en donde ATP, ADP, y
glucosa-6-fosfato

en donde ATP, ADP, y
glucosa-6-fosfato

alostericamente inhibe la alostericamente inhibe la alostericamente inhibe la
enzima) enzima) enzima)
-Modificacion ~ covalente -Modificacion  covalente -Modificacion  covalente
(fosforilacion) (fosforilacion) (fosforilacion)
Sitios de unién al AMP 76 76 76
Sitios involucrados en el 156 156 156
control alostérico
Sitio de fosforilacion Ser-15 Ser-15 Ser-15
Sitios humanos en donde la  Isoenzima predominante en  Isoenzima predominante en  Mdusculos esqueléticos
isoenzima es expresada [7] el cerebro humano y el higado y todos los otros (contienen solamente
miocardio (concentraciones tejidos humanos, excepto GPMM), miocardio
mucho menores son en el corazén, musculo
encontrados en los esquelético y cerebro
leucocitos, bazo, rifiones,
vejiga, testiculos, tracto

digestivo y aorta, pero en
estos tejidos GPLL es por
mucho la forma
predominante)

AMP, ADP, ATP — adenosina monofosfato, - difosfato, -trifosfato, respectivamente.
# Datos disponibles en la base de datos en linea: HUGO Comité para la Nomenclatura de Genes del Instituto de

Bioinformatica Europea (www.genenames.org) y del Consorcio UniProt (www.uniprot.org).

b Antes de remover la metionina inicial.

17


http://www.genenames.org/
http://www.uniprot.org/

Durante el embarazo, la hipoxia juega un papel crucial en el desarrollo placentario y embridnico
normal durante el primer trimestre (88, 89), pero fundamentalmente la hipoxia debida a la
insuficiencia placentaria se asocia al desarrollo de eventos adversos del embarazo, incluyendo
preeclampsia y retardo del crecimiento intrauterino (90, 91). La hipoxia y la isquemia
uteroplacentaria es un evento clave para la ocurrencia de la preeclampsia, la preeclampsia es
considerada un desorden de dos etapas, en la etapa 1 (preeclampsia placentaria), incluye la
placentacion anormal resultando en hipoxia placentaria, y la etapa 2 (preeclampsia materna o
clinica), incluye los signos y sintomas maternos originados por la disfuncion endotelial sistémica
debido a la liberacion placentaria a la circulacion materna de factores anti-angiogénicos, tales como

el sFlt-1 y sEng (34-39).

Por otra parte, similar a las alteraciones del metabolismo del glucégeno durante la isquemia
miocardica, el metabolismo placentario del glucégeno en la preeclampsia se encuentra alterado, el
contenido de glucogeno se encuentra incrementado en el sinsiciotrofoblasto, el cual es acompafiado
por un incremento de 16 veces de la sintasa de glucdgeno y de 3 veces de la actividad de GP, es
decir, de su forma soluble y consecuentemente un eflujo de la GPBB placentaria a la circulacion
materna y por consiguiente al incremento de las concentraciones séricas de la GPBB (83), por lo
que recientemente esta enzima también se ha propuesto como candidato a biomarcador en la
preeclampsia. A este respecto, solo existen dos estudios publicados que han evaluado el papel de la
GPBB como biomarcador en la preeclampsia.

Lee J y cols. (83), reportaron los siguientes hallazgos: 1) existe un incremento fisioldgico de las
concentraciones circulantes durante el embarazo normal de la GPBB y que no sufre cambios
significativos durante el primer, segundo y tercer trimestre del embarazo, asi como tampoco son
diferentes sus concentraciones entre mujeres sanas con o sin trabajo de parto fase activa (situacion
que puede inducir hipoxia placentaria); 2) las concentraciones plasmaticas de GPBB son
significativamente mayores (p< 0.001) en las mujeres con preeclampsia pretérmino (media 72.6
ng/ml, RIQ 25-118 ng/ml) en comparacion a las mujeres con embarazo normal (media 26.0 ng/ml,
RIQ 12-50 ng/ml) o que en mujeres con un feto pequefio para la edad gestacional (media 15.9
ng/ml, RIQ 6-60 ng/ml); 3) Las concentraciones plasmaticas de GPBB no mostraron diferencias
entre las mujeres con preeclampsia a término en comparacion a las mujeres controles o con
embarazo a término y con un feto pequefio para la edad gestacional. Cabe hacer mencion que este
estudio se realizo en una poblacion de EUA que incluy6 a mas del 80% de mujeres de raza negra y
que en su analisis no fue incluida la sensibilidad ni especificidad de la GPBB para el diagnostico de

preeclampsia. Recientemente, McCarthy FP y cols. (92), estudiando a una cohorte de mujeres
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nuliparas y con embarazo Unico (poblacion europea, 100% caucésicas) reportaron que las
concentraciones plasmaticas de GPBB fueron significativamente mayores en las pacientes con
preeclampsia que en las mujeres embarazadas sanas (controles), independientemente de si esta se
presentaba a pretérmino (media 23.1 ng/ml, RIQ 11.2-30.9 ng/ml vs. 17.2 ng/ml, RIQ 9.8-19.1
ng/ml [p= 0.04]) 6 a término (media 22.2 ng/ml, RIQ 15.1-39.8 ng/ml vs. 16.9 ng/ml RIQ 10.4-19.1
ng/ml [p< 0.04]). Empleando un punto de corte arbitrario de 20 ng/ml de GPBB (derivado de la
media en mujeres sanas durante el primer trimestre del embarazo) reportaron una sensibilidad y
especificidad de 91% (IC 95% 59-100%) y 64% (IC 95% 31-89%), respectivamente para
preeclampsia pretérmino y de 92% (IC 95% 64-100%) y 55% (IC 95% 23-83%), respectivamente
para preeclampsia a término. De igual forma, encontraron que las mujeres con un feto pequefio para
la edad gestacional tenian concentraciones plasmaticas de GPBB significativamente mayores que
las mujeres embarazadas sanas (media 22.7 ng/ml, RIQ 12.6-25.5 ng/ml vs. 17.0 ng/ml, RIQ 9.8-
18.0 ng/ml, p= 0.03). Ademas, encontraron que las concentraciones plasmaticas de GPBB a las 20
SDG en mujeres que eventualmente desarrollaron preeclampsia fueron significativamente mayores
que en las mujeres que no desarrollaron preeclampsia (media 23.0 ng/ml, RIQ 15.6-31.4 ng/ml vs.
17.0 ng/ml, RIQ 13.4-23.6 ng/ml, p= 0.04), pero a las 15 SDG no hubo diferencias.

De los dos estudios previos, se resalta que las concentraciones plasmaticas de GPBB entre raza
negra y blanca difieren importantemente (siendo mayores en poblacion de raza negra), que las
concentraciones de GPBB son significativamente mas elevadas en las pacientes al diagnostico de
preeclampsia en comparacion a las mujeres sanas (pareadas por edad materna, IMC y SDG) y
menos clara la asociacion en el caso de mujeres con fetos pequefios para la edad gestacional. A
pesar de que en el segundo estudio se hizo un intento de analisis de sensibilidad, no fue el punto de
corte mas adecuado para estimar su utilidad diagndstica. Finalmente, los resultados del segundo
estudio indican que la GPBB también podria ser un biomarcador util para la prediccion del riesgo
de preeclampsia, sin embargo, las limitaciones del estudio fueron que sélo estudiaron dos ventanas
gestacionales (15 y 20 SDQ), ademas que desafortunadamente los autores no hicieron y tampoco
contemplaron un andlisis mas racional y adecuado para la estimacion del riesgo de preeclampsia a
pesar de haber contado con el disefio apropiado.

Aunque atn escasa la informacion sobre la GPBB en preeclampsia, la GPBB parece ser un
biomarcador prometedor por lo que aun se requieren de mas estudios para establecer claramente la

utilidad clinica de la GPBB en preeclampsia.
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JUSTIFICACION

La preeclampsia complica entre el 6% al 8% de todos los embarazos y es responsable de
aproximadamente 200,000 muertes maternas a nivel mundial. En México, ocasiona el 25 % de las
muertes maternas y desde el punto de vista perinatal, la preeclampsia es responsable del 20-25%
de todas las muertes con una tasa de mortalidad perinatal calculada de 134 x 1,000.

Uno de los principales objetivos de la atencion prenatal es disminuir la morbi-mortalidad materna y
mejorar el resultado perinatal mediante la identificacion temprana de las mujeres con riesgo de
desarrollar preeclampsia y/o RCIU.

Desde el punto de vista clinico, el uso de los biomarcadores ya sean solos o en su combinacion
pueden ser relevantes en la preeclampsia, ya sea para confirmar el diagndstico, determinar su
severidad, asi como para la prediccion de cursos maternos adversos o el eventual desarrollo de
preeclampsia. Aunque ya existen evidencias que soportan la utilidad de algunos factores pro y anti-
angiogénicos principalmente para el diagndstico o la prediccion de la preeclampsia, el conocimiento
de la fisiopatologia de la preeclampsia abre ventanas de oportunidades para explorar nuevos
biomarcador que pueden ser de mayor utilidad clinica en la preeclampsia. Ademas, la mayoria de
las pruebas actualmente disponibles para fines de diagnostico o prediccion de desarrollo de
preeclampsia son muy costosas, laboriosas, requieren de equipo sofisticado para su determinacion y
consumen mucho tiempo.

Por lo anterior, nuestro interés se enfocd en determinar si la aplicacion de nuevas herramientas
diagnésticas para la deteccion de la GPBB en sangre, pueden ser de utilidad en el diagnoéstico de la

preeclampsia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

No existen al momento actual pruebas disponibles que sean baratas, faciles de realizar y que se
pueda contar con resultados inmediatos (a la cabecera de los pacientes) o en forma mediata para el
diagndstico o prediccion de eventos maternos adversos, con el fin de ayudar al clinico en la toma de
decisiones con la finalidad de disminuir la morbi-mortalidad materna y fetal.

Dos estudios previos han mostrado el potencial de la GPBB como biomarcador en la preeclampsia
pero con limitaciones debido a tamafio de muestra, poblacion estudiada y analisis estadisticos

inadecuados o incompletos, entre otros.

PREGUNTA DE INVESTIGACION:
(Cual es el rendimiento diagnéstico de la inmunocromatografia lateral cualitativa y de una

cuantitativa (ELISA) para la deteccion de GPBB en sangre en mujeres con preeclampsia?
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OBJETIVOS
General

Evaluar la utilidad de la concentracion de GPBB en sangre por inmunocromatografia lateral
cualitativa y cuantitativa por ELISA en el diagndstico de preeclampsia.
Especificos

1. Determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo de la
inmunocromatografia lateral cualitativa para la deteccion de GPBB en plasma en el diagndstico de

preeclampsia.

2. Determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo por ELISA para

la cuantificacion de GPBB en plasma en el diagndstico de preeclampsia.

HIPOTESIS

1. El rendimiento diagnostico de la inmunocromatografia lateral cualitativa para la deteccion de
GPBB en plasma en el diagnoéstico de preeclampsia tiene una sensibilidad y especificidad mayor o

igual al 90%.

2. El rendimiento diagndstico de la cuantificacion de GPBB en plasma por ELISA en el diagndstico

de preeclampsia tiene una sensibilidad y especificidad mayor o igual al 90%.

22



PACIENTES MATERIAL Y METODOS:

1. Lugar donde se realizo el estudio.
El estudio se llevd a cabo en el Servicio de Complicaciones Hipertensivas del Embarazo y en la
Unidad de Investigacion Médica en Medicina Reproductiva del Hospital de Gineco Obstetricia No.

4 "Luis Castelazo Ayala", Instituto Mexicano del Seguro Social.

2. Diseiio de la Investigacion.

Tipo de Estudio.

a) Por el control de la maniobra experimental por el investigador: Observacional.
b) Por la captacion de la informacion: Prolectivo.

c¢) Por la medicion del fenomeno en el tiempo: Transversal.

d) Por la presencia de un grupo control: Comparativo.

e) Por la direccion del andlisis: Sin direccion (Causa-Efecto).

f) Por la ceguedad en la aplicacion y evaluacion de las maniobras: Ciego.

Diserio:

Estudio de transversal comparativo para evaluar una prueba diagnostica.

3. Diserio de la Muestra.

3.1 Poblacion de estudio: Mujeres embarazadas con > 20 SDG y sin limite superior en la edad
gestacional, como tampoco alguna o algunos intervalos especificos en las semanas de gestacion con
y sin el diagnostico de enfermedad hipertensiva del embarazo.

3.2 Muestra: Mujeres consecutivas de embarazadas con y sin el diagnostico de enfermedad
hipertensiva del embarazo (muestreo no aleatorio), esto es, se tomd a todas las gestantes
consecutivas de la poblacion de estudio, en el periodo comprendido 1 ° junio de 2016 al 30 de junio

de 2017.
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3.3 Grupo de estudio: A partir de la muestra y a su seguimiento se identificaron a dos grupos, uno
con diagnostico de preeclampsia (subdivididos en base a la severidad de la enfermedad) y otro sin el
diagnostico de preeclampsia. Posteriormente se categorizaron en 4 grupos de acuerdo al recuento
plaquetario/ul (= 150,000, 100,000 a < 150,000, 50,000 a < 100,000 y < 50,000) o en dos grupos
de acuerdo o no a la presencia de trombocitopenia (< 100,000 plaquetas/ul) y/o transaminasemia y

se relacionaron con la concentracion de GPBB.

3.4 Criterios de seleccion:

a) Criterios de inclusion para la muestra.

1. Mujeres embarazadas con > 20 SDG con y sin el diagnostico de enfermedad hipertensiva del
embarazo.

2. Con o sin la presencia de factores de riesgo para preeclampsia (tales como: antecedente de
preeclampsia en embarazo anterior, historia familiar de preeclampsia o nuliparidad).

2. Aceptar colaborar en el estudio.

b) Criterios de eliminacion.

1. No haberse obtenido en forma completa la informacion clinica y los resultados de las pruebas de
laboratorio.

2. La ocurrencia de sindromes coronarios agudos y/o eventos vascular cerebral trombotico.

3. Insuficiencia arterial a cualquier nivel.

Tamaiio de la Muestra

En la unidad de estudio se atienden a un gran niimero de pacientes con preeclampsia. El calculo del
tamafio de muestra para lograr los objetivos fue como sigue: En un estudio previo, la sensibilidad y
la especificidad de la determinacién de GPBB en plasma por ELISA a un punto de corte arbitrario
de 20 ng/ml tuvo una sensibilidad de 92% y una especificidad de maxima de 89% para identificar a
las mujeres con preeclampsia (92), sin embargo la mediana en las pacientes con preeclampsia en
otro estudio fue de 72.6 ng/ml (83), se us6 el paquete computacional Epi-Info version 6 para un
estudio de encuesta, considerando una poblacion potencial de 200 mujeres, un valor de sensibilidad
o especificidad peor aceptable de 80% y con un nivel de confianza de 99% o valor alfa de 0.01,
asumimos que se requieren de 66 pacientes con preeclampsia leve, 66 con preeclampsia severa y
66 mujeres sin el diagnostico de enfermedad hipertensiva del embarazo. Nuestra poblacion de

estudio fue mayor a la calculada en cada uno de los grupos.
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DEFINICION DE LAS VARIABLES

1. Pacientes con preeclampsia y severidad de la preeclampsia (ESTANDAR DE ORQO).

- Definicion operativa: El diagnostico de preeclampsia se basara en los criterios del American
College of Obstetricians and Gynecologist (ACOG) (1, 3, 93). Se considerard que una paciente
tiene preeclampsia leve (sin criterios de severidad) cuando sin el antecedente de hipertension
arterial sistémica desarrolle hipertension arterial y proteinuria significativa después de la semana 20
de gestacion. La hipertension arterial se define como una presion arterial > 140/90 mmHg en dos
ocasiones con 4 horas de diferencia y la proteinuria por una relacion proteina: creatinina > 0.3 (94)

0 > 300 mg en la recoleccion de orina de 24 horas.

La preeclampsia severa (con criterios de severidad) se define como una TA sistolica > 160 mmHg
y/o una TA diastolica de > 110 mmHg, con proteinuria significativa, sin historia de hipertension

arterial, nefropatia diabética, u otra enfermedad renal.

Otros criterios aunados a lo anterior incluso en ausencia de proteinuria significativa es la presencia
de cefalea persistente, sintomas visuales, dolor epigastrico, oliguria, edema agudo de pulmon,
elevacion de enzimas hepaticas dos veces el valor normal de referencia o trombocitopenia <
100,000 pl, 6 la presencia del sindrome de HELLP (Hemdlisis, elevacion de enzimas hepaticas y
trombocitopenia) o crisis convulsivas no atribuibles a otras entidades (eclampsia). Tanto la

hipertension arterial y la proteinuria deben de resolverse posterior al parto (< 12 semanas).

La hipertension cronica con preeclampsia sobreagregada se define como la presencia de
hipertension antes de la semana 20 de embarazo y que posteriormente desarrolla los criterios de

preeclampsia antes sefialado.

La hipertension gestacional o inducida por el embarazo se define como la presencia de hipertension
arterial > 140/90 mmHg, pero sin proteinuria ni otros criterios antes mencionados de preeclampsia,
para fines del objetivo este ultimo grupo de pacientes se incluird como sin preeclampsia y no seran

analizados en esta propuesta.
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PRUEBAS DIAGNOSTICAS

1. GPBB plasmadtica por ELISA.

- Definicion operativa. Se midio la GPBB plasmatica por duplicado usando un estuche comercial de
ELISA (Dianeonatal®, Diagenics). El limite de sensibilidad de la prueba es de 1.4 ng/ml y el rango
de deteccion hasta de 160 ng/ml. Por medio de curvas caracteristicas operantes del receptor (ROC)
se determiné el mejor punto de corte para esta prueba.

- Escala de medicion: Continua.

- Categoria de las variables: ng/ml.

2. GPBB plasmadtica por inmunocromatografia lateral cualitativa.

- Definicion operativa: La medicion de =~ GPBB plasmatica se realiza usando una tira de
inmunocromatografia lateral comercial (PreDiagnost Ginecologia®) siguiendo las instrucciones de
los proveedores mostrando un resultado en 15 minutos. El resultado se expresa como positivo o
negativo. El limite de sensibilidad de la prueba es de 25 ng/ml, por lo cual no fue posible aplicarla
dado que los resultados encontrados en la prueba por ELISA son mucho menores y entonces se

esperaria que los resultados reportados fueran negativos en todos los casos.

- Escala de medicion: Nominal.
- Categoria de las variables: Dicotomica: Positiva

Negativa

DESCRIPCION Y CONSIDERACIONES GENERALES DEL ESTUDIO

Una vez que la paciente aceptd participar en el estudio se obtuvo la informacion clinica de las
variables a estudiar y en forma conjunta toma de muestra de orina y sangre por puncidon venosa
periférica (aproximadamente 10 ml) para realizar las determinaciones de la GPBB y de la relacion
proteina/creatinina urinaria para detectar la presencia de proteinuria significativa. Una vez obtenida

la informacion clinica y resultado de la prueba diagndstica, se procedio a la etapa de analisis.

El analisis de los datos consisti6 de las siguientes etapas:

1. Andlisis inicial. Se procedid a analizar la distribucion de las frecuencias de las diferentes

variables consideradas en el estudio, utilizando para ello las medidas de resumen apropiadas a cada
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variable de acuerdo al nivel de medicion y tipo de distribucion. La consistencia en la medicion de

los ensayos se realizdé mediante el coeficiente de variacion.

2. Andlisis final. Una vez determinados los parametros a estudiar se construyeron curvas
caracteristicas operantes del receptor para la prueba cuantitativa (ELISA), con ella se determind
mejor punto de corte y el area bajo la curva sera calculada usando el método de Hanley McNeil.
Con base al mejor punto de corte se determind su sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo, valor predictivo negativo, exactitud y tasas de probabilidad, asi como también los IC 95%

de cada valor.

No fue posible determinar la utilidad diagnostica de la prueba cualitativa por inmunocromatografia
debido a que el dispositivo de tira de inmunocromatografia lateral comercial ( PreDiagnost
Ginecologia ®) cuenta con un limite de sensibilidad de 25 ng/ml y dado que los resultados
encontrados en la prueba por ELISA son mucho menores se esperaria que los resultados reportados

fueran negativos en todos los casos.

El nivel de significancia estadistica en todos los casos serd una p< 0.05 bimarginal para una

hipétesis nula.
HIPOTESIS NULA:

La inmunocromatografia lateral y el ensayo de ELISA para la determinacion de GPBB tienen una

sensibilidad y especificidad menor al 50% para el diagndstico de preeclampsia.
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ASPECTOS ETICOS

El presente estudio pretendio la utilizacion de muestras bioldgicas (orina y sangre) provenientes de
mujeres embarazadas sanas y con el diagnostico de Enfermedad Hipertensiva del Embarazo. Tanto
las muestras de mujeres embarazadas sanas como de las mujeres con Enfermedad Hipertensiva del
Embarazo provendran del Servicio de Enfermedades Hipertensivas de la UMAE Hospital de Gineco

Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala” del IMSS.

Riesgo del estudio. De acuerdo al articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion, el riesgo de este proyecto fue minimo. Se trata de un estudio que emplea
procedimientos comunes en examenes de diagnostico rutinarios que en este caso particular son la
toma de muestra de sangre y orina como métodos para el diagnostico en mujeres con Enfermedad
Hipertensiva del Embarazo. Asi mismo, aunque esta investigacion se realizO en mujeres

embarazadas no existe riesgo de vulnerar a este tipo de poblacion particular.

Apego a las normas éticas. En todos los casos las muestras fueron colectadas de acuerdo con los
lineamientos Institucionales del Hospital y en estricto apego a la declaracion de Helsinky de 1975 y

al reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion vigentes.

Consentimiento informado. Todas las mujeres embarazadas incluidas en el estudio firmaron una
carta de consentimiento informado (ANEXO 1), el cual representa el documento que se entregd a
cada una de las participantes. En dicha carta, se emple6 un lenguaje sencillo y accesible para las
participantes, poniendo de manifiesto su libre decision de participar o permanecer en el estudio sin

que esto afectara o demeritara la atencion que recibieron en el Instituto.

Contribuciones y beneficio a los participantes. La participacion de las mujeres embarazadas en
este estudio, NO generd ningln beneficio econdmico para los participantes y como la intencion del
estudio fue saber si la pruebas diagnosticas eran ttiles en la Enfermedad Hipertensiva del Embarazo
es probable que NO tengan una utilidad inmediata para el diagnostico o manejo médico de la
paciente. Sin embargo, se manifestd que la participacion en el estudio sera de gran utilidad en el
avance del conocimiento cientifico y contribuir de esta manera a que a corto o mediano plazo se
puedan utilizar como métodos de diagnoéstico rapidos para establecer mejores planes en el manejo

médico en las pacientes.
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Balance riesgo/beneficio. Es importante sefialar que la obtencion de las muestras para este estudio
NO representd riesgo alguno a su salud, ya que las tomas de muestra de sangre y orina son
procedimientos que se hacen rutinariamente para apoyar el diagndstico o la toma de decisiones en el
manejo de las mujeres con Enfermedad Hipertensiva del Embarazo. El beneficio de participar en
este estudio fue importante ya que podra contribuir en el diagndstico rapido para evaluar la
severidad de la enfermedad y la posibilidad de predecir complicaciones en el embarazo que pueden

poner en riesgo la vida de las mujeres con enfermedad hipertensiva del embarazo.

Confidencialidad. Los datos de las mujeres embarazadas que aceptaron participar en el estudio son
mantenidos en total confidencialidad. A cada participante se le asignd un codigo tnico y especifico
con el cual se identificod cada muestra. Los datos completos sélo fueron accesibles al investigador

responsable del protocolo, quien tuvo la obligacion de no revelar la identidad de los participantes.

Obtencion del consentimiento informado. La carta de consentimiento informado tanto de las
mujeres con embarazo normal como de las mujeres con enfermedad hipertensiva del embarazo
fueron obtenidos por cualquiera de los médicos participantes en el protocolo. El documento se
obtuvo antes de la toma de muestra de sangre y orina en la que los médicos explicaron los objetivos

del protocolo a cada uno de los posibles participantes.

Todos los médicos involucrados en el protocolo se comprometieron con la realizaciéon del mismo y

cabe sefalar que tienen una amplia experiencia en sus areas de especialidad.

Seleccion de participantes. Las participantes al estudio fueron identificadas por los médicos
tratantes y reclutadas por lo médicos participantes en el estudio. Las participantes sanas fueron
identificadas de la consulta externa del Hospital. En todos los casos la seleccion de las mujeres
embarazadas fue imparcial, sin sesgo social, racial, sexual y cultural, respetando en cada momento

la libertad y confidencialidad de los participantes.
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ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico fue realizado con el programa estadistico SPSS v11 y MedCalc v. 11.5.1.0.
La comparacion de las variables continuas fue realizada con la prueba de ¢ Student para muestras
independientes. Cuando las variables no mostraron una distribucion normal se emple6 la prueba no
paramétrica de U de Mann-Whitney. La comparacion de las variables categoricas se hizo con
prueba de x2 o la prueba exacta de Fisher para muestras pequeiias.

Las curvas caracteristicas operantes del receptor (ROC) para la concentracion sérica de GPBB se
usaron para determinar el mejor punto de corte y el area bajo la curva, la cual se calculd usando el
método de Hanley McNeil. Con base al mejor punto de corte se determind su sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, exactitud de la prueba, tasas de
probabilidad, asi como también los IC al 95% de cada valor para el diagndstico de Preeclampsia.

Un valor de p< 0.05 bimarginal fue considerado estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Descripcion general de la poblacion de estudio

Se estudiaron a un total de 444 pacientes embarazadas, las cuales fueron agrupadas de acuerdo a la
presencia de preeclampsia (181 con un embarazo normoevolutivo [sin preeclampsia] y 263 mujeres
con preeclampsia [29 sin datos de severidad y 234 con datos de severidad]). En la Tabla 1, se
muestran las comparaciones de las variables clinicas y demograficas entre las pacientes
embarazadas sanas y aquellas con preeclampsia independientemente de su severidad. No hubo
diferencias significativas en la edad materna, nimero de embarazos previos, primiparidad, abortos,
antecedente previo de preeclampsia, indice de masa corporal o en la edad gestacional al
reclutamiento entre las mujeres sin y con preeclampsia. En contraste, las pacientes con
preeclampsia tuvieron significativamente una edad gestacional menor a la interrupcion del
embarazo y el peso de sus infantes al nacer fue menor en comparaciéon a las mujeres sin

preeclampsia.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demogréaficas de las mujeres embarazadas sin y con
preeclampsia.

Sin Preeclampsia Con Preeclampsia  Valor

(n=181) (n=263) de P
Edad materna, afios, media + DE 29.2+6.0 28.8+6.0 0.52
Gesta, mediana (RIC) 2 (1-3) 2 (1-3) 0.95
Primigestas, n (%) 82 (45.3) 117 (44.5) 0.94
Abortos, mediana (RIC) 0(0-1) 0(0-1) 0.85
Antecedente de PE, n (%) 67 (37.0) 101 (38.4) 0.84
indice de Masa Corporal, media + DE 27055 26.9+5.6 0.88
Edad gestacional al reclutamiento, semanas, media + DE 32.3+3.7 331144 0.12
Edad gestacional a la interrupcién del embarazo, 384+1.1 333143 <0.001
semanas, media + DE
Peso al nacer del infante, g, media + DE 3,012 + 282 1,781 £ 790 <0.001
Infante pequefio para la edad gestacional, n (%) 0 (0) 154 (58.6) <0.001
RCIU, (%) 0(0) 99 (37.6) <0.001
Presion arterial sistolica, mm Hg, media + DE 108 + 10 161 + 23 <0.001
Presion arterial diastolica, mm Hg, media + DE 69+7 105+ 13 <0.001
Relacion proteina/creatinina urinaria, (mg/dL)/(mg/dL), 0.17 (0.08 - 0.22) 1.23 (0.44 - 4.00) <0.001
mediana (RIC)
GPBB, ng/ml, mediana (RIC) 1.76 (0.75 — 2.44) 3.73 (0.96 — 16.10) <0.001

DE = desviacion estandar, RIC = rango intercuartilico, RCIU = restriccion del crecimiento intrauterino
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La frecuencia de un infante pequefio para la edad gestacional y de RCIU fue virtualmente ausente
en las mujeres sin preeclampsia, mientras que en las pacientes con preeclampsia fue del 58.6% y
37.6%, respectivamente (p< 0.001). Finalmente, como era de esperarse, la presion arterial sistolica
y diastdlica fueron significativamente mayores en las pacientes con preeclampsia que en las mujeres
sin preeclampsia, y la proteinuria significativa evaluada por la relacion proteina/creatinina urinaria

estuvo presente en todas las pacientes con preeclampsia y ausente en las mujeres sin preeclampsia.

Concentracion plasmadtica de la GPBB

La Tabla 1 y 2 muestran las concentraciones plasmaticas de la GPBB en las pacientes estudiadas.
Las concentraciones plasmaticas de la GPBB fueron significativamente mayores en las pacientes
con preeclampsia independientemente de su severidad que en las mujeres sin preeclampsia
(p<0.001) (Tabla 1), sin embargo al comparar las concentraciones plasmaticas de la GPBB de
acuerdo a la severidad de la preeclampsia, solo fue significativamente mayor en las pacientes con
preeclampsia con datos de severidad que en las mujeres sin preeclampsia o con preeclampsia sin
datos de severidad (p< 0.001), pero similares entre las mujeres sin preeclampsia y aquellas con

preeclampsia sin datos de severidad (p=0.29) (Tabla 2 y Figura 1).

Tabla 2. Concentracion plasmatica de la GPBB en mujeres sin preeclampsia y con preeclampsia
de acuerdo a la presencia o ausencia de datos de severidad.

Sin Preeclampsia  Preeclampsia sin ~ Preeclampsiacon  Valor

(n=181) datos de datos de severidad  de P
severidad (n=234)
(n=29)
GPBB, ng/ml, mediana (RIC) 1.76 (0.75 — 2.44) 1.24 (0.08 —2.69)°  4.29 (1.20-20.40)°  <0.001

RIC = rango intercuartilico. * p= 0.29 vs. mujeres sin preeclampsia, ° p< 0.001 vs. mujeres sin preeclampsia y pacientes con
preeclampsia sin datos de severidad.
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Figura 1. Gréfica de caja y bigotes comparando las concentraciones plasmaticas de la GPBB en mujeres embarazadas
sanas y pacientes con preeclampsia sin y con datos de severidad. Las cajas representan los rangos intercuartilicos en
donde la linea horizontal dentro de la caja representa la mediana; las lineas horizontales superiores e inferiores de la caja
son las percentilas 75 y 25 de los datos de cada grupo y el bigote superior e inferior son las percentilas 90 y 10. Los
cuadros o circulos abiertos representan valores extremos.

Para determinar la relacion entre las concentraciones plasmaticas de la GPBB con las variables
clinicas y de laboratorio entre las en las 444 pacientes estudiadas se hizo un analisis de correlacion
(Tabla 3). No hubo correlacion entre las concentraciones plasmaticas de la GPBB con la edad
materna, el indice de masa corporal o las concentraciones séricas de acido Urico, mientras que hubo
una significativa correlacion positiva baja con las semanas de gestacion, y la presion arterial
sistolica y diastolica y una correlacion negativa con el peso del recién nacido. La GPBB tuvo una
significativa correlacion regular y negativa con el nimero de plaquetas y una correlacion buena y

positiva con la TGO, TGP y DHL.

Tabla 3. Correlacion entre la concentracion plasmatica de la GPBB y las variables clinicas y de
laboratorio en las 444 mujeres embarazadas estudiadas.

Coeficiente* Valor de P

Edad materna 0.007 0.88

indice de masa corporal -0.016 0.73

Semanas de gestacion 0.247 <0.001
Peso del recién nacido -0.212 <0.001
Presidn arterial sistolica 0.256 <0.001
Presidn arterial diastolica 0.229 <0.001
Acido Urico -0.043 0.48

Plaquetas -0.432 <0.001
Aspartato aminotransferasa 0.664 <0.001
Alanino aminotransferasa 0.647 <0.001
Deshidrogenasa lactica 0.517 <0.001

Rho de Spearman
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En adicidn, se realizo un subanalisis para determinar las concentraciones plasmaticas de la GPBB
en las pacientes con preeclampsia agrupadas de acuerdo al tiempo de la presentacion de la
preeclampsia o la presencia de un infante pequefio para la edad gestacional, RCIU, trombocitopenia

o transaminasemia (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracion plasmatica de la GPBB (ng/ml) en mujeres con preeclampsia (n= 263) de
acuerdo a la edad gestacional de la presentacion de la preeclampsia, de un infante pequefio para la
edad gestacional 0 RCIU y anormalidades en parametros de laboratorio.

Evento o condicion

Si No Valor de P

< 34 semanas de gestacion 3.59 (0.90 - 9.91) 3.94 (1.10 - 19.80) 0.31
N=122 N=141

Infante pequefio para la edad gestacional 3.31(0.90 — 14.38) 4.40 (1.20 - 17.20) 0.35
N=154 N=109

Restriccion del crecimiento intrauterino 3.12 (0.85-15.76) 4.29 (1.06 — 16.10) 0.42
N=99 N=164

Trombocitopenia (< 100,000/ul) 10.30 (3.14 — 42.65) 2.45 (0.57 — 6.96) <0.001
N=99 N=164

Transaminasemia 11.10 (4.25 - 33.10) 1.51 (0.27 — 3.53) <0.001
N=131 N=132

Trombocitopenia + transaminasemia 13.99 (4.30 — 48.60) 2.38 (0.58 — 6.90) <0.001
N=86 N=177

Los datos son expresados en medianas (rango intercuartilico).

Las concentraciones plasmaticas de la GPBB no fueron diferentes entre las pacientes con
preeclampsia que presentaron la enfermedad antes o después de las 34 SDG, con o sin un feto
pequefio para la edad gestacional o RCIU (p > 0.031), en cambio, las pacientes que desarrollaron
trombocitopenia y/o transaminasemia tuvieron significativamente mayores concentraciones
plasmaticas de GPBB (p< 0.001).En base a los resultados anteriores, se procedié a realizar dos
nuevos analisis, para este fin, las pacientes con preeclampsia se categorizaron en cuatro grupos de
acuerdo al recuento plaquetario/ul (> 150,000, 100,000 a < 150,000, 50,000 a < 100,000 y <
50,000) o en dos grupos de acuerdo o no a la presencia de trombocitopenia (< 100,000 plaquetas/ul)
y/o transaminasemia. La Tabla 5 y Figura 2 muestran las comparaciones de las concentraciones
plasmaticas de la GPBB y el recuento plaquetario. Las concentraciones de GPBB difirieron
significativamente entre los grupos (p< 0.001), las muestras del grupo con >150,000 plaquetas/pl
tuvieron las concentraciones mas bajas de GPBB, mientras que el grupo con el conteo plaquetario
mas bajo (< 50,000/ul) las mas altas concentraciones de GPBB y los grupos 100,000 a 150,000 y
50,000 a < 100,000 fueron intermedias entre sus grupos inferiores o mayores inmediatos, pero
significativamente diferente, mostrando claramente un efecto dependiente, entre mas severa la

trombocitopenia, mayor concentracion plasmatica de la GPB.
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Figura 2. Gréafica de caja y bigotes comparando las concentraciones plasmaticas de la GPBB en pacientes con
preeclampsia de acuerdo al recuento de plaquetas. Las cajas representan los rangos intercuartilicos en donde la linea
horizontal dentro de la caja representa la mediana; las lineas horizontales superiores e inferiores de la caja son las
percentilas 75 y 25 de los datos de cada grupo Yy el bigote superior e inferior son las percentilas 90 y 10. Los cuadros o
circulos abiertos representan valores extremos.

Tabla 5. Relacion entre la concentracion plasmatica de la GPBB (ng/ml) en mujeres con
preeclampsia (n= 263) de acuerdo al recuento plaquetario.

Plaquetas/pl x 10°

> 150 100 a< 150 50 a <100 <50 Valor de P
1.84 (0.36 — 4.90) 3.40 (1.15 — 11.58)% 6.46 (2.10 — 24.22)°°  29.10 (8.35— 62.75)° <0.001
n=117 n=47 n=63 n=36

Los datos son expresados en medianas (rango intercuartilico). * p= 0.05 vs. > 150, ° p< 0.001 vs. > 150, © p= 0.03 vs. 100 a < 150, ¥ p<
0.001 vs. > 150, 100 a < 150 y 50 a < 100.

En cuanto a la relacion de la GPBB de acuerdo a la presencia de trombocitopenia y/o
transaminasemia, se encontrd que las pacientes con cualquiera de estas dos condiciones o ambas, las
concentraciones son significativamente mayores que en las pacientes con preeclampsia sin ninguna

de estas dos condiciones o que en las mujeres embarazadas sanas (Tabla 6 y Figura 3).

Tabla 6. Concentracion plasmatica de la GPBB en mujeres sanas y con preeclampsia de acuerdo a
la presencia o no de trombocitopenia y/o transaminasemia.

Sanas PE sin PE con Valor
(n=181) trombocitopenia  trombocitopenia deP
y/o y/o
transaminasemia  transaminasemia
(n=129) (n=134)
GPBB, ng/ml, mediana (RIC) 1.76 (0.75 — 2.44) 1.60 (0.35-3.87)"  9.96 (3.50 —32.30)°  <0.001

RIC = rango intercuartilico. ® p= 0.76 vs. mujeres embarazadas sanas, ° p< 0.001 vs. mujeres embarazadas sanas y pacientes con
preeclampsia sin trombaocitopenia y/o transaminasemia.
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Figura 3. Gréfica de caja y bigotes comparando las concentraciones plasmaticas de la GPBB en mujeres embarazadas
sanas y pacientes con preeclampsia de acuerdo a la presencia 0 no de trombocitopenia y/o transaminasemia. Las cajas
representan los rangos intercuartilicos en donde la linea horizontal dentro de la caja representa la mediana; las lineas
horizontales superiores e inferiores de la caja son las percentilas 75 y 25 de los datos de cada grupo Yy el bigote superior e
inferior son las percentilas 90 y 10. Los cuadros o circulos abiertos representan valores extremos.

Finalmente, dado que hubo una correlacion positiva entre las concentraciones plasmaticas de la
GPBB con la edad gestacional en el grupo total de pacientes (Tabla 3) y aunque no se encontraron
diferencias en la concentracion de la GPBB al tiempo del inicio de la preeclampsia (Tabla 4), se
decidio hacer un analisis entre las concentraciones plasmaticas de la GPBB entre las mujeres sanas
y con preeclampsia de acuerdo a la edad gestacional mayor o menor de 34 SDG. En la Tabla 7 se
muestran estas comparaciones.

Las concentraciones plasmaticas de GPBB fueron significativamente mayores en las mujeres sin
preeclampsia reclutadas a una edad gestacional > 34 semanas que en las mujeres sin preeclampsia
y reclutadas antes de las 34 SDG (p< 0.001), las pacientes con preeclampsia antes o después de las
34 SDG tuvieron concentraciones plasmaticas de la GPBB significativamente que las mujeres sin
preeclampsia reclutadas antes o después de las 34 SDG, en cambio, se corrobordé que las
concentraciones de la GPBB fueron similares en las pacientes con preeclampsia a la presentacion de
la enfermedad (antes o después de las 34 SDG) (p= 0.31), estos datos indican que las mujeres
embarazadas sanas las concentraciones plasmaticas de la GPBB antes de las 34 SDG son menores

que en las mujeres embarazadas sanas después de las 34 SDG.
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Tabla 7. Concentracion plasmatica de la GPBB (ng/ml) en mujeres sanas y con preeclampsia de
acuerdo a las semanas de gestacion al reclutamiento y toma de la muestra de sangre.

Sin Preeclampsia Con Preeclampsia Valor
de P
<34 SDG >34 SDG <34 SDG >34 SDG
(n=100) (n=81) (n=122) (n=141)
1.06 (0.66 — 2.02)° 2.25 (1.72 — 2.90)° 3.59 (0.90 — 9.91)° 3.94 (110-19.80°  <0.001

Los datos son expresados en medianas (rango intercuartilico). p<0.001 b vs .a; cvs.ayb.

Rendimiento diagnéstico de la GPBB en la preeclampsia

Para determinar el rendimiento diagndstico de la GPBB, se construyeron curvas COR. Tomando en
consideracion a toda la poblacion estudiada el area bajo la curva COR fue de 0.69 (IC 95% 0.64-
0.73, p< 0.001). El punto de corte 6ptimo fue de 3.7 ng/ml; a este punto de corte se tuvo una
sensibilidad de 51.3% (IC 95% 45.1- 57.6), especificidad de 96.1% (IC 95% 92.2- 98.4), y valores
predictivos positivos y negativos de 95.1% (IC 95% 90.1- 98.0) y 57.6% (IC 95% 51.8 - 63.3),
respectivamente (Tabla 8). Al subdividir a las pacientes de acuerdo al tiempo en que ocurrid la
preeclampsia, en el subgrupo en la que ocurrié de forma temprana (< 34 SDG) se obtuvo la mejor
area bajo la curva. Un area bajo la curva menor se encontrd en el subgrupo en que la preeclampsia
ocurrié tardiamente (> 34 SDG). La Figura 4 muestra las curvas COR para todo el grupo de
pacientes, asi como para los subgrupos de preeclampsia de inicio temprano y tardio.

El punto de corte ideal para los subgrupos de preeclampsia de inicio temprano y tardio fueron de 2.8
ng/ml y 5.0 ng/ml, respectivamente; a estos puntos de corte se obtuvieron una sensibilidad de 58.2%

y 46.8% respectivamente, especificidad de 93.0% y 100%, respectivamente (Tabla 8).
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Figura 4. Curvas caracteristicas operantes del receptor (COR) para la discriminacion de mujeres embarazadas sanas y
pacientes con preeclampsia mediante la determinacion de la glucégeno fosforilasa isoenzima BB en: A. Todas las
pacientes; B. Subgrupo de pacientes con preeclampsia de inicio temprano (<34 semanas de gestacion); y C. Subgrupo de
pacientes con preeclampsia de inicio tardio (> 34 semanas de gestacion).

ABC = area bajo la curva.
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Tabla 8. Rendimiento diagndstico de la GPBB plasmatica en la preeclampsia.

Grupo  Punto de ABC Sensibilidad  Especificidad VPP VPN TVP TVN
corte (1C 95%) (IC 95%) (1C 95%) (IC 95%) (IC 95%) (1C 95%) (1C 95%)
Todas >3.7 0.69 51.3 96.1 95.1 57.6 13.3 0.5
(0.64-0.73)  (45.1-57.6) (92.2 - 98.4) (90.1-98.0)  (51.8—63.3) (11.8 15.0) (0.2-1.1)
p<0.001
<34 SDG >2.8 0.72 58.2 93.0 91.0 64.6 8.3 0.5
(0.65-0.79)  (48.9-67.1) (86.1-97.1) (82.3-96.3)  (56.2—72.4) (7.1-9.8) (0.2-0.9)
p<0.001
>34 SDG >5.0 0.65 46.8 100 100 51.9 37.9 0.5
(056-0.72)  (38.4—55.4) (95.5 - 100) (945-100)  (438-60.0) (31.7-453)  (0.1-3.8)
p<0.001

ABC = Area bajo la curva; IC = intervalos de confianza; VPP = Valor predictivo positivo; VPN = Valor predictivo negativo; TVP = Tasa de verosimilitud positiva;

TVN = Tasa de verosimilitud negativa; SDG.

< 34 SDG (Con preeclampsia n= 122, sin preeclampsia n= 100).

>34 SDG (Con preeclampsia n= 141, sin preeclampsia n= 81).

39



DISCUSION

En el presente estudio, involucrando a un gran numero de mujeres con un embarazo
normoevolutivo y pacientes con preeclampsia, encontramos que las concentraciones plasmaticas de
la GPBB fueron significativamente mas elevadas en las mujeres con preeclampsia
independientemente de su severidad, sin embargo las concentraciones de la GPBB no difirieron
entre las mujeres embarazadas sanas y las pacientes con preeclampsia sin datos de severidad, en
contraste las concentraciones de la GPBB fueron significativamente mas elevadas en las pacientes
con preeclampsia con datos de severidad que en las mujeres sanas o con preeclampsia sin datos de
severidad. En adicion, las concentraciones mas elevadas de la GPBB se asociaron a la intensidad de
la trombocitopenia y a la presencia de transaminasemia. Aunque nuestros resultados son acordes a
dos estudios previos en donde reportaron que las concentraciones de la GPBB fueron mas elevadas
en las pacientes con preeclampsia que en las mujeres sanas (83, 92), las concentraciones de la
GPBB difirieron marcadamente a las reportadas en este estudio. Lee J y cols. (83) encontraron
concentraciones en mujeres embarazadas sanas 22 veces mayores y en las pacientes con
preeclampsia concentraciones de 10 a 18 veces mayores a las reportadas en este estudio, mientras
que McCarthy FP y cols. (92) incrementos intermedios a los nuestros, de 9 y 6 veces,
respectivamente. Estas discrepancias tan marcadas en las concentraciones plasmaticas de la GPBB
solo pueden ser explicadas por diferencias raciales, ya que para Lee J y cols. la poblacion de estudio
fue mayoritariamente de raza negra (mas del 82.4%), mientras que la poblacion de McCarthy FP y
cols. fue Caucasica-Europea en el 95%, que contrasta importantemente con nuestra poblacion de
estudio Mestizo-Mexicana en el 100%. Otros factores que expliquen las variaciones en las
concentraciones plasmaticas de la GPBB parecen improbables dado que los estudios previos fueron
pareados por edad materna, paridad, nuliparidad, semanas de gestacion e indice de masa corporal,
asi como la técnica para la cuantificacion de la GPBB, ya que esos estudios incluyendo el nuestro se
realizd con el mismo estuche comercial de ELISA (Diagenics, Germany). Nuestro estudio no
encontro relacion entre las concentraciones de la GPBB con la edad materna, paridad, ni con el
indice de masa corporal, por lo que la raza es la Gnica explicacion probable para las diferencias de
la GPBB entre estos estudios y el nuestro, sin embargo en estudios posteriores esto debe ser
demostrado. Interesantemente, en el estudio de Lee J y cols. (83) estudiaron a 33 mujeres sanas no
embarazadas y encontraron que la mediana de la concentracion de la GPBB fue de 9.2 ng/ml (RIQ
1.5-61.8 ng/ml), lo que significa que aproximadamente el 50% de estas mujeres no embarazadas
tenian una concentracion por arriba de 10 ng/ml, el cual es el punto de corte usado cominmente

para el diagnoéstico de sindromes coronarios agudos, principalmente infarto agudo al miocardio en
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sujetos sin embarazo (84-87), por lo que los datos de ese estudio deben ser interpretados
cautelosamente.

Por otra parte, encontramos que las concentraciones de la GPBB correlacionaron positivamente con
la edad gestacional, en un analisis posterior demostramos que en las mujeres embarazadas sanas las
concentraciones de la GPBB fueron significativamente mayores en aquellas con una edad
gestacional > 34 semanas que en aquellas con < 34 semanas de gestacion, en contraste, este mismo
analisis mostré que en las pacientes con PE no hubo diferencia en las concentraciones de la GPBB
entre aquellas con > 34 SDG en comparacion a aquellas con < 34 SDG. Ademas, en las pacientes
con preeclampsia independientemente de la edad de gestacion, las concentraciones de la GPBB
fueron significativamente mayores que en las mujeres embarazadas sanas independientemente de la
edad gestacional. Estos datos son consistentes con los reportados por MaCarthy FP, y cols. (92)
encontrando que tanto las pacientes con preeclampsia de inicio temprano (< 34 SDG), como las de
inicio tardio (= 34 SDG) las concentraciones de la GPBB fueron significativamente mayores que
en las mujeres embarazadas sanas. Finalmente, encontramos que las concentraciones de la GPBB
no se asocian a la preeclampsia complicada con un infante pequefio para la edad gestacional o con
RCIU, datos que estan acorde a los reportados previamente (83).

En general el rendimiento diagndstico de la concentracion plasmatica de la GPBB fue pobre para el
total de las pacientes estudiadas como por subgrupos de acuerdo a la edad gestacional de inicio de
la preeclampsia en comparacion a otras pruebas como los factores angiogénicos (37, 78, 80). Un
estudio previo (92), tomando un punto de corte arbitrario de 20 ng/ml, los valores de sensibilidad y
especificidad fueron semejantes a los nuestros si tomamos en consideracion los IC 95% tan amplios
debido al reducido niimeros de sujetos en su estudio. En este estudio, aunque a los puntos de corte
ideales de la concentracion plasmatica de la GPBB en el total de pacientes, asi como en los
subgrupos de estudio de acuerdo a la presentacion de la preeclampsia tuvieron bajas sensibilidades,
tuvieron una alta especificidad que va del 93% al 100% y sus respectivos valores predictivos
positivos fueron muy altos, indicando que independientemente de la edad gestacional de la
presentacion de la preeclampsia a un punto de corte > 3.7 ng/ml de la GPBB se tiene un valor
predictivo positivo de 95.1% (IC 95% 90.1-98.0) de confirmar la presencia de preeclampsia,
mientras que para la preeclampsia temprana (< 34 SDG) con un punto de corte de > 2.8 ng/ml de la
GPBB y para la preeclampsia tardia (= 34 SDG) de >5.0 ng/ml de la GPBB se confirma la
preeclampsia en el 91.0% (IC 95% 82.3-96.3) y 100% (IC 95% 95.5-100), respectivamente, en
contraste, la capacidad de la prueba para descartar la presencia de la enfermedad es pobre a esos
puntos de corte, oscilando del 51.9% al 64.6%. Dado que la mayor poblacion de estudio fueron

pacientes con preeclampsia con datos de severidad (89.0%) y considerando que este tipo de
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pacientes son los que presentan mayor riesgo de presentar un curso materno adverso y/o perinatal,
esto hace a la prueba deseable como un potencial biomarcador en la toma de decisiones con el fin
de disminuir la morbi-mortalidad materna y perinatal y consecuentemente costes de la atencion
médica, sin embargo, estos datos deben ser claramente demostrados en estudios prospectivos y
deseablemente en ensayos clinicos aleatorizados para Gltimamente definir la utilidad de la GPBB
como un biomarcador en la preeclampsia.

Las limitaciones del estudio incluyen a un numero reducido de pacientes con preeclampsia sin datos
de severidad y la no inclusiéon de pacientes con otras condiciones obstétricas que comparten
similitudes con la preeclampsia, como la hipertension gestacional o embarazos complicados con
infantes pequefios para la edad gestacional o RCIU sin preeclampsia. Estos datos, tampoco pueden
ser generalizados a mujeres embarazadas con alto riesgo de desarrollar preeclampsia, tales como
hipertension arterial cronica, diabetes pre- o gestacional, desordenes autoinmunes u otras
condiciones de salud.

Finalmente, debido a que la intenciéon de este estudio era utilizar una prueba rapida para la
deteccion de la GPBB, esta parte del estudio no se pudo desarrollar dado que el punto de corte de la
inmunocromatografia lateral disponible comercialmente es de 25 ng/ml, muy superior a los puntos
de corte de la GPBB establecidos por la técnica de ELISA y de los valores encontrados en nuestra

poblacion de estudio.

CONCLUSIONES

En conclusion, las concentraciones plasmaticas de la GPBB difieren con la edad gestacional en
mujeres embarazadas sanas. Las concentraciones de la GPBB son significativamente mayores en las
pacientes con preeclampsia con datos de severidad en comparacion a las mujeres con preeclampsia
sin datos de severidad o en embarazadas sanas, pero las concentraciones de la GPBB entre mujeres
sanas y con preeclampsia sin datos de severidad son semejantes. Las concentraciones de la GPBB
se asocian a la severidad de la trombocitopenia, asi como a la presencia de transaminasemia. Si bien
el rendimiento diagnoéstico de la GPBB es pobre, encontramos que sus valores predictivos positivos
a los puntos de corte establecidos son clinicamente utiles para confirmar la presencia de

preeclampsia.
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ANEXOS

Anexo 1: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

[
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO
SOCIAL ,
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

(ADULTOS)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio:
Patrocinador externo (si aplica):
Lugar y fecha:

Ndmero de registro:

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira al

participar en el estudio:

Glucégeno fosforilasa isoenzima BB como biomarcador del diagnéstico de preeclampsia.

Ninguno

La estamos invitando a participar en un estudio de investigacion que se lleva a cabo en la Unidad de
Investigacion Médica en Medicina Reproductiva y en el Servicio de Enfermedades Hipertensivas del
Embarazo de la Unidad Médica de Alta Especialidad del Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis
Castelazo Ayala”, IMSS.

El estudio tiene como propésito evaluar si el uso de algunas pruebas en su sangre para detectar la presencia
de una proteina llamada “glucdgeno fosforilasa isoenzima BB” (que es una enzima que sirve para abastecer
de energia a las células en condiciones de poca irrigacion sanguinea) pueden ayudarnos a saber si una mujer
embarazada tiene preeclampsia, asi como saber la severidad de la enfermedad, dado que la enfermedad que
se llama preeclampsia se manifiesta por hipertension arterial y puede poner en peligro la vida de la madre y
de su bebe.

Usted ha sido invitada a participar en este estudio porque de acuerdo a su historial médico pensamos que
pudiera ser un buen candidato para participar en este proyecto.

Al igual que usted, 198 mujeres embarazadas mas seran invitadas a participar en este estudio.

Su participacién en este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la informaciéon que le
proporcionamos y haga las preguntas que desee antes de decidir si desea o no participar.

Si usted acepta participar en el estudio ocurrira lo siguiente:

a) Evaluacion clinica. Consiste en la medicion de su peso, estatura y le tomaremos su presion arterial.
Ademés le pediremos que responda un cuestionario en el que le preguntaremos sobre: sus ciclos
menstruales, embarazos previos y de su historial médico. Para todo esto nos tardaremos aproximadamente
20 minutos. Ademas le tomaremos una muestra de sangre y le pediremos una muestra de orina.

b) Toma de muestras bioldgicas. Para poder realizarle la toma de muestra de sangre no es necesario que
este en ayuno. Tomaremos una muestra de sangre venosa de uno de sus brazos, aproximadamente 4
cucharadas de su sangre, para realizarle algunos estudios de laboratorio. Nos tardaremos aproximadamente
5 minutos en tomarle la muestra de sangre.

Ademas, se le pedird una muestra de su orina. Para la muestra de orina se le pedird que orine en un frasco
estéril que se le proporcionara antes de tomarle la muestra de sangre.

Los estudios de laboratorio que le realizaremos incluyen: la medicion de su nivel en sangre de la enzima
glucégeno fosforilasa isoenzima BB y en la orina la medicion de proteinas. El propésito de realizarle los
estudios de laboratorio es para saber si los niveles de estas sustancias en su sangre pueden ayudarnos a
confirmar el diagndstico de la preeclampsia y también a diferenciar la preeclampsia de otras enfermedades
que también cursan con hipertension arterial en el embarazo.

Las molestias o riesgos asociados con los procedimientos de la evaluacion clinica (medicién de peso, talla 'y
presion arterial) no ocasionan dolor, incomodidad o riesgo alguno.

Las molestias durante la toma de muestra de sangre son minimas. En algunas ocasiones el procedimiento
para tomarle una muestra de sangre puede causar un poco de dolor o una discreta molestia o raramente un
moretdn que desaparece en menos de una semana.

No recibird un pago por su participacion en este estudio, ni implica gasto alguno para usted.

No recibira ningn beneficio al participar en este estudio.

Si bien los beneficios directos para usted pudieran no existir, los resultados del presente estudio contribuiran al
avance en el conocimiento para el diagnéstico de la preeclampsia, por lo tanto, los resultados de este estudio
brindaran informacion relevante para un posible mejor manejo de personas embarazadas que pudieran
complicarse con preeclampsia.
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Debido a que no sabemos si estas pruebas pueden ser Utiles para el diagnéstico de la preeclampsia hasta no
) ) finalizar el estudio, consideramos que es preferible no darle los resultados de estos estudios ni a usted o a su
alternativas de tratamiento: médico tratante.

Informacion sobre resultados y

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no participar, de cualquier
manera recibira la atencién médica que suele recibir en el IMSS, y se le ofreceran los procedimientos
establecidos dentro de los servicios de atencién médica del IMSS. Esto es, no afectard su relacion con el
IMSS y tampoco afectara su derecho a obtener los servicios de salud u otros servicios que recibe del IMSS.
Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinion, usted puede abandonar el estudio
en cualquier momento. El abandonar el estudio en momento que quiera no modificara de ninguna manera
los beneficios que usted tiene como derechohabiente del IMSS.

Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio o a lo largo del estudio a las personas encargadas del
estudio.

Participacion o retiro:

La informacién que se obtenga como parte de este estudio es estrictamente confidencial. La informacion
que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla (su nombre y teléfono) serd guardada de
manera confidencial. Sus datos personales seran guardados por separado para mantener la confidencialidad
de sus respuestas a los cuestionarios y de los resultados de sus pruebas clinicas. Sélo el equipo de
investigacion del IMSS tendra acceso a su informacion.

El equipo de investigadores, su médico tratante en el Servicio de Enfermedades Hipertensivas del embarazo
y las personas que estén involucradas en el cuidado de su salud sabran que usted esta participando en este
estudio. Sin embargo, nadie mas tendra acceso a la informacién sobre usted, o que usted nos proporcione
durante su participacion en este estudio, al menos de que usted asi lo desee. Cuando los resultados de este
estudio sean publicados o presentados en conferencias, no se dard informacion que pudiera revelar su
identidad. Su identidad sera protegida y ocultada. Para proteger su identidad, su nombre y toda informacién
que pudiera ser utilizada para identificarla no estara vinculada con la informacién que nos proporcione en
los cuestionarios y con los resultados de sus estudios de laboratorio. Le asignaremos un ndmero que
utilizaremos para identificar sus datos, y usaremos ese nimero en lugar de su nombre en nuestras bases de
datos. Guardaremos toda su informacién en bases de datos seguras que estaran protegidas por una clave de
acceso. Toda la informacién seréa destruida cinco afios después de concluir el estudio.

Privacidad y confidencialidad:

En caso de coleccion de material biologico (si aplica):
No autoriza que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.
Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica):

Beneficios al término del estudio: Incremento del conocimiento de la utilidad de la glucdgeno fosforilasa
isoenzima BB para el diagnéstico de la preeclampsia.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigador Responsable: Dr. Alfredo Leafios Miranda. Unidad de Investigacion Médica en Medicina Reproductiva. Unidad
Médica de Alta Especialidad del Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala”,
IMSS. Sexto Piso, Laboratorio G. Tel 5550 6422, ext. 28003

Colaboradores: Dra. Inova Campos Galicia y Dra. Marilyn Serrano Rodriguez. Unidad de Investigacion Médica en
Medicina Reproductiva. Unidad Médica de Alta Especialidad del Hospital de Ginecologia y Obstetricia
No. 4 “Luis Castelazo Ayala”, IMSS. Sexto Piso, Laboratorio G. Tel 5550 6422, ext. 28003

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comisién de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida
Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230,
Correo electrénico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccidn, relacion y firma
Nombre, direccion, relacion y firma
Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion, sin omitir
informacion relevante del estudio.

Clave: 2810-009-013
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Anexo 2: HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

VISITA INICIAL

Fecha No. Progresivo (Codificacion interna)
Nombre

Edad Afiliacion

Teléfono

Antecedentes Gineco-Obstétricos.
Menarca anos FUM Ritmo

Gesta Para Abortos Ceséreas Preeclampsia previa

Riesgo de preeclampsia, especifique

Tabaquismo (NO) (SI), Habito durante el embarazo

Embarazo actual.

Semanas de embarazo: Por clinica Por ultrasonido
Presion arterial (mmHg): Sistolica Diastdlica
Peso en Kg Talla

Peso en Kg antes del actual embarazo

Resultados de laboratorio

Creatinina urinaria (mg/dL)

Proteinas en orina (mg/dL)

Relacién proteina/creatinina urinaria (mg/mg)

GPBB por ELISA (ng/ml)

Inmunocromatografia lateral para GPBB ) &

CURSO DEL EMBARAZO
Semana de término del embarazo ( )Parto ( )Ceséarea
() con producto muerto

() con producto vivo
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Recién nacido
Sexo () Masculino () Femenino APGAR

Malformacion congénita () No ( ) Si, especifique

Peso (Kg) Talla (cm)

Edad gestacional por clinica (semanas)

Muerte perinatal () No () Si, tiempo postparto y causa

Complicaciones del recién nacido
No( ) Si( ), especifique

La madre curso:
() Pre-eclampsia, severidad ( )SxdeHELLP ( )Eclampsia

() Sin otra complicacién () Con otra complicacion, especifique

Observaciones
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ANEXO 3: TECNICA DE ELISA PARA LA DETERMINACION DE GPBB

Caliente todos los reactivos a temperatura ambiente antes de usar. Mezclar suavemente sin causar
espuma.

Colocar 100 pl de anticuerpo monoclonal anti GPBB en todos los pozos y afiadir:
100 pl de muestra sin diluir
100 pl de estandar 100, 50, 20, 8, 3 ng/ml, y el control en 8.

Utilizando el pipettte mezclar bien los reactivos extrayendo y expulsando el fluido en los pocillos
tres veces. Tapar las tiras con un sello adhesivo e incubar durante 30 min a 37 grados sin agitar.

Lavar 5 veces cada pozo con solucion buffer y colocar en papel secante después de lavar.

Agregar 200 pl de sustrato TMB (tetra metil benzidine) en cada pozo.

Incubar por 15 min en temperatura ambiente protegido de la luz.

Agregar 100 pl de solucion de stop (0.95N H2SO4) en cada pozo, mezclar gentilmente.

Leer a450 nm con lector de microplacas dentro de los siguientes 30 minutos de parada la reaccion.
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