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I. RESUMEN

El presente estudio estuvo dirigido a establecer los va-
lores de referencia para los niveles de Alfa-Fetoproteina ma-
terna en suero (AFFMS), en mujeres embarazadas comprendidas
entre las semanas 14 a 23 de gestacidn, que aaisten al Hospi-
tal de Gineco Obstetricia del Instituteo Guatemalteco de Segu-
ridad Social. Se analizaron muestras de 292 pacientes que
cumplieron con loe criterlios de inclusién del estudioc para
establecer los rangos de referencia.

A partir del andlisis estadistico se pudieron establecer
los niveles de referencia para AFPMS, expresadas en términos
de mialtiplos de la mediana y =2e observd que estas muestran un
incremento a medida qgque se avanza en edad gestacional sungue
ézte no es constante.

Basidndose en los resultados obtenidos, se recomienda
utilizar la determinacién de AFPMS como prueba de tamizaje
para la poblacién de mujeres embarazadas, en la blasqueda de
probables defectos del tubo neural y trisomias autosdémicas
fetales; tomando en cuenta al hacer la interpretacidn de las
concentraciones, factores tales como la edad gestacional,
édad, peso y antecedentes de la paciliente. En caso de
encontrar valores fuera del rango de referencia se recomienda
seguir el protocolo de manejo de pacienteas con valores

anormalmente bajos o altos de AFPMS.



II. INTRODUCCION

La Alfa-Fetoproteina (AFP) es una glicoproteina, de las
llamadas oncofetales, que se encuentra asociada con el
desarrollo prenatal '? con tumores de células hepaticas y
germinales (1,2).

Aunque su papel fisiolégico no ha sido bien dilucidado,
en los Gltimos afice su utilided =2e ha limitado al tamizaje de
roblaciones para el disgnéstico prenatal de defectoe del tubo
neural y triszomias autosémicas (3., 4).

Normalmente la AFP se encuentra en niveles muy bajos en
adultos, sin embargo en mujeres embarazadas puede detectarse
en la sangre a partir de la 12 semana de gestacién (4). La
causa mas comin del hallazgo de concentraciones elevadas de
AFP en suero son: anencefalia, espina bifida, defectos de la
pared ventral como onfalocele y hepatitie materna o hepatoma
¥y errores en la estimacién de la edad gestacional (2). Los
niveles disminuidos se han asociado a trisomias autosdmicas
(4-8).

Existen varios factores que influyen y deben tomarse en
cuenta en el momento de interpretar la concentracidén de AFP.
Entre estos factores estd el peso materno, ya que mujeres
con sobrepesc presentan valores de AFP més bajos que las
mujeres normales; la raza; pues mujeres de raza negra
presentan valores 10 por ciento mAs altos que las pacientes
de raza blanca v finalmente las pacientes diabéticas insulino

dependientes gquienes presentan valores 60 por ciento més
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bajoa que la poblacidn normal (7-10).

En este estudio, se pretende establecer los niveles de
referencia para AFP materna en suero (AFPMS) para cada una de
las semanas de gestacién durante el periodo de la semana 14 a
la 23. Esto permitird hacer una correcta interpretacién de
los resultados de las pacientes y expresar loe wvalores como
miltiplos de la medlana para optimizar la ayuda en el

diagnéstico prenatal de defectos del tubo neural o trisomias

avntosdmicas (3,4).
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III. ANTECEDENTES
1. Descripcion de la Alfa-Fetoproteina:

La Alfa-Fetoproteina (AFP) es una glicoproteina del
grupo de las llamadas proteinas oncofetales gque estan
asociadas al desarrolle prenatal y tumores de células
hepidticas v germinales (1,2). Esta glicoproteina pertenece a
la familia de las Z-alfa-globulinas y estd estructural,
genética y quizds Ffuncionalmente relascionada con la albimina
(27. Tiene un peso molecular aproximade de 70,000 daltons
(1,3) ¥y es sintetizada por el saco vitelino, el tracto
gastrointestinal ¥ el higado (1,3,4).

Existe mucha homologia en la secuencia de aminodcidos
entre la alfa-fetoproteina y la albimina, y los genes que
codifican ambas proteinas han sido localizadas en las mismas
dreag del cromosoma 4 (11,12).

El papel fisiloldgico de 1la AFP no ha =2ido del todo
dilucidado, =2in embargo esta proteina liga estradiocl con alta
afinidad y ha sido implicada en el control de 1la
diferenciacién sexual. Puede también funcionar como
inmunosupresor o proteina ligada al suero (2).

2. Fiziologia de la Alfa-Fetoproteina.

La concentracién de AFP en sangre fetal se eleva desde
el 1inicio de 1la gestacién hasta un pico de 3 a 4 mg/ml
alrededor de las 13 semanas. Luego los niveles descienden
alcanzando valores de adulto sin embarazo (menor de 5 ng/ml)
entre los cuatro meses post-parto. La AFP en la circulacién
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fetal es excretada a través de 1la orina fetal hacia el
liquido amniético donde alcanza concentraciones de 10 a 20
ug/ml en la 13 semana de gestacién. La AFP también =se
encuentra en la esangre de la madre (3,4) donde puede ser
exactamente detectada a partir de la 12 semana de gestacidn.

Presumiblemente alcanza la circulacién materna por
difueién a través de las membranas fetales y quizds también
por transporte a través de la placenta. Loes niveles séricos
maternoe de AFP se elevan logaritmicamente desde la 12 semana
hasta llegar a la 32 semana pero con dog Ordenes de magnitud
por debajo de los niveles correspondientes en liquido
amnidtico (3,5}).

Cuando el feto tiene un defecto de desarrollo prenatal,
existe exudacién del plasma fetal hacia el liquido amnidtico
encontrandose en éste concentraciones elevadas de AFP (5).

3. Utilidad clinica.

Normalmente la AFP se encuentra en niveles muy bajos en
adultos, sin embargo puede elevarse en asociacién con ciertos
tipos de céncer. Estos incluyen tumores testiculares y otros
tipos de tumores de células germinales asi como carcinoma
hepatocelular primario y teratoblastomas (1,6).

En 1972, Brock y Sutcliffe (7)., observaron que los
niveles de AFP en liguido amni6tico estaban elevados cuando
el feto tenima un defecto de tubo neural abierto.

Fresumiblemente 21 aumento de AFP en liquido amnidético ocurre



por transudaciédn capilar cuando el feto tiene un defecto del
tubo neural (2).

La alfa-fetoproteina fue identificada en 1956 (13,14) ¥y
en el inicio de 1los afioe 70, las elevaciones en la
concentracidén de AFP se encontraron en algunas mujeres con
embarazos anormalea. El establecimiento de grandes programas
de tamizaje para defectos del tubo neural en la mitad de la
década de los 70 permitieron conocer la asociacién entre
niveles elevados de AFP materna en suero (AFPMS) con un
riesgo elevado de embarazos adversos (15).

Los primeros estudiosz que asociaron las elevaciones no
explicadas de AFF y bajo peso &l nacer emanan de los
programas de tamizaje en Gran Bretafia. En 1977 Brock y
colaboradores encontraron que las mujeres con niveles de
AFPMS equivalentes a 2.3 miltiplos de la mediana (M. de M.)
tenian un 10.7 por ciento mds de riesgo de dar a luz nifios
con defectos del tubo neural y bajo peso al nacer, comparados
con una tasa de riesgo de 4.2 por ciento de la poblacidn con
niveles normales de AFPMS (18). En los once afios siguientes
después de los reportes de Brock, investigaciones en Europa,
Norte América y Asla reportaron datos de tamizaje en més de
225,000 mujeres, relacionando los valores de AFPMS con muerte
perinatal,_preclampsia. bajo pesoco al nacer, riesgo de parto
prematuro, y retardo de crecimiento intrauterino, demostrando
la utilidad de la prueba (10, 17-19). Dos reportes en 13980
examinaron niveles de AFPMS ¥ s=su relacién con retardo de
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crecimiento, la incidencia de prematurcs ¥ embarazos
maltiples. En estoa estudios se encontrd que un nivel de
AFPMS eleveado estaba asociado con un riesgo triplicado de
bajo peso al nacer, riesgo gque también correspondia a casos
de nifioe prematuros y con retardo de crecimiento intrauteri-
no (20).

La medicién de la concentracién de AFPMS ha sido ahora
egtablecida como un medic de identificar en la poblacidn
general, & las mujeres embarazadas que eagtidn en mayor riesgo
de tener un feto con defecto de tubo neural ablerto o defecto
de pared wventral, a las mujeree con alto riesgo de tener
mellizoe o nifioe con sindrome de Down (2.,4,6,8-10,21) ¥
también como un indice de la funcidonm placentaria (31)}.

El uso de la prueba de AFP materna en suero como método
de tamizaje para la deteccidén temprana de anormalidades feta-
les y cromosomicas se ha incrementado en los ultimos afios.
Sin embargo existen otras enfermedades no obstétricas que
pueden elevar las concentraciones de AFP, como hepatitis
materna, hepatoma. hapatoblastoma v nefroblastoma (2Z).

Un nivel de AFPMS elevado fue definido por el Estado de
California como todo valor que exceda 2.5 miltiploes de la me-
diana para edad gestaclional determinada por la fecha del 1l-
timo periodo menstrual para embarazos no miltiples. Para
gestaciones miltiples, hasta el 12 de febrero de 1987, un ni-
vel de AFPMS era considerado si excedia 3.5 miltiplos de la
mediana, =in embargo a partir de esta fecha se considera ele-
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vado ei excede 4.5 miltiplos de la mediana (23).

La causa mds comin de error al interpretar concentracio-
nes elevadas de AFPMS son errores en la estimacién de la edad
gestacional.

Las wvariables que influyen en 1la determinacién e
interpretacién de las concentraciones de AFPMS podemos
dividirlas en dos grupos: Factores biolégicos y metodologia

de tamizaje. Entre los bilolb6gicos estdn: edad gestacional,

resoc materno, raza y diabetes. Entre los de metodologia
estan: el ultrasonideo, un segundo ensayo de AFPMS y el
coeficiente de wvariacion de 1la prueba. También pueden

encontrarse concentraciones elevadas de AFPMS en casos de
episodios de hemorragia feto-materna, nifio de bajo peso al
nacer, nefrosis congénita fetal del tipo Finnish y muerte in
utero (2).

Se han asociado niveles disminuidos tanto en suero
materno como en el ligquldo amniético, en el sindrome de Down
(trisomia 21) (24-26).

El significado clinico de los niveles elevados de AFP
materna en suero son:

De origen fetal: Defectos del tubo neural (27) defectos de la
pared vwventral (27 28), nefrosis congénita y atresia
intestinal (27).

Otras condicionea: Subestimacién de la edad gestacional,
embarazo miltiple, muerte fetal (27,28), aborto, bajo peso al
nacer, parto prematurco, hipotiroidismo fetal (29).
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De origen materno: Hepatitis, malignidad como: hepatoma,
tumor de células germinales, hepatoblastomas, nefroblatomas,
carcinoma hepatocelular (30).

El significado clinico de niveles de AFPMS disminuidos
son:

De origen fetal: Riesgo incrementado de sindrome de Down y
otras trisomias autosdmicas.

Otras condiciones: Sobreestimacién de edad fetal, falso
embarazo, embarazo molar.

Los wvalores bajos de AFP materna en suero obtenidos a
través del tamizajJe de rutina pueden ser wvaliosos para
mejorar la deteccidén prenatal de desdrdenes tales como las
trisomias avtosdémicas (24-28).

Otras condiciones que estén asociadas con elevaciones de
AFPMS, incluyen los desdérdenes hipertensivos. Walter y col.
encontraron gque el 13 por ciento de las pacientes con
elevaciones de AFPMS desarrollaron preclampsia comparada con
un 1 por ciento del grupo control (32). Hamilton ¥y col.
encontraron que mujeres con elevaciones mayores de 2.0
miltiplos de 1la mediana tenian un 28 por ciento de
probzbilidad de desarrollar hipertensién inducida por el
embarazo comparado con 18 por ciento encontrado en los
controles (p<0.02) (33).

Cuando la AFPMS se encuentra elevada y la concentracidn
en liquido amniético estd disminuida, la asociacidén con dafio
perinatal es particularmente fuerte. En presencia
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de esta combinacidon la agenesis renal debe ser sxcluida.
Stirrat ¥y col. reportaron seis embarazos asociados con
oligohidramnios y elevaciones de AFPMS de 2.9 a 8.7 mialtiplos
de la mediana (34), 6 de estos embarazos terminaron en muerte
perinatal. Dyver ¥ col. reportaron 21 embarazos con
oligohidramnios y AFPMS elevada en 2.5 a 12.0 miltiplos ds la
mediana, de estos casos solamente un nifio sobrevivid (35).

Oligohidramnios v AFPMZ han =sido también asociados con
gestaciones extrauterinas. Nelson v col. descubrieron
embarazos abdominales asociados con oligohidramniozs y AFPMS
elevadas en mas de 5.0 maltiplos de la mediana (38).

En el caso de embarazos gemelares aproximadamente 1la
mitad de las mujeres con este tipo de embarazo tienen niveles
de AFPMS mayvores de 2.5 miltiplos de la mediana, de tal forma
gque la mitad de los mellizoz pueden identificarse con el
tamizaje de AFP {37;351- Redford v Whitfield encontraron que
el 47 por ciento de embarazos gemelares tenian niveles de
AFPMS entre 2.0 ¥y 3.0 miltiplos de la mediana (39). Mas
tarde, Ghosh y col. encontraron wuna asociacidédn entre
embarazos gemelares con bajo peso al nacer v elevaciones de
AFPMS de mas de 5.0 miltiplos de la mediana (37). El
elemento clave en el diagnéstico de estos casos es la
determinacién de los niveles de AFP en liquido amnidtico
(3,40). La interpretacidén de los niveles de AFP en liquido
amnidético en embarazos gemelares ha creado confusién (39.41),
Stiller y col. reportaron gue las concentraciones de AFP en
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liquido amnidético son dependientes de la anatomia de la
membrana placentaria (41). En presencia de gemelos
rlacentarios dicoridénicos, diamnidéticos, la AFP en liquido
amnidtico y la acetil colinesterasa gse encuentran en
concentraciones independientes una de la otra (42).

Otra condicidén relacionada con AFPMS elevada es la
fuerte asociacidn entre AFFMS y hemorragia materno-fetal (43-
45). La fuerte relacién entre sangrado vaginal y AFPMS
elevada es un soporte para la hipdtesis del paso transplacen-
tario de AFP (46,47). Varias lesiones placentarias han sido
asociadas con AFPMS elevadas, estas incluyen: coricangiomas,
hematomas y hemangiomas (3,41).

Una de las condiciones que han sido poco estudiadas es
el hipotiroidismo congénito; el cual ha sido también
relacionado con elevaciones en los niveles de AFPMS durante
el segundo trimestre. En este caso, 8se recomienda la
medicién de la hormona estimulante de la tiroides (TEH) en
liquido amnidtico seguido de wuna terapia prenatal con
tiroxina, cuando sea indicado (29).

Otras condiciones mds raras que involucran aumento de la
AFPMS incluyen lesiones estructurales no visibles por
ultrasonido, tales como enfermedades dermatolégicas como la
epidermolisis bulosa (48) y lesiones renales como la nefrosis
congénita (49). Una historia familiar puede ser sugestiva de
estas condiciones. Una historia de abuso de drogas tales
como cocaina puede estar asociada con elevaciones de AFPMS
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como resultado de ruptura placentaria (15).

Niveles fuera de rango de AFPMS estédn asociadas con
diabetes mellitus de la madre (10,50). La AFPMS puede estar
disminuida en pacientes diabéticaé rero su relacidn con otras
pruebas diagntsticas como la hemoglobina glicosilada atin es
controversial (50). Las reducciones en AFPMS pueden reflejar
el mismo fenémeno que implica tasas normales de crecimiento

embrionario en presencia de una diabetes materna pobremente

compensada.

La interrelacién postulada entre AFPMS y hemoglobina
glicoseilada tiene particular significancia en el uso de AFPMS
como indice predictivo de defectos fetales y aberraciones
cromosdmicas (51,52). Se observa una tendencia a obtener
valores bajos de AFPMS v hemoglobina glicolisilada en
embarazos que exhiben retraso de crecimiento fetal, apoyando
la hipotesis que efectos metabdlicos que alteran a la madre
ge reflejan en un wvalor de AFPMS diemunuido (50). La
determinacién de hemoglobina glicosilada en el segundo
trimestre no es Gtil opara el diagnéstico, wva que la
hemoglobina glicosilada refleja el control de cuatro a ocho
semanas antes, lo cual en este caso puede no ser indicativo
de problemas de desarrclleo que podrian hseber ocurrido con
anterioridad (53).

La principal ceausa patoldgica de los niveles altos de
AFP materna en suero son los defectos del tubo neural. Los
defectos del tubo neural son un grupo heterogéneo de malfor-
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maciones que resultan de la falta de cierre del tubo neural
durante la embriogénesis temprana (3).

Existen +tres tipos de defectos del tubo neural:
Anencefalia en la cual el cerebro no se desarrolla
normalmente vy gue es invdriablemente fatal. La segunda es la
espina bifida, en donde la columma no se desarrolla
normalmente. Facientes que exhiben espina bifida presentan
significativa morbi-mortalidad. ¥ la tercera y maAs rara es
el encefalocele, el cual da como resultado un retardo mental
y defectos neurolégicos que algunas veces pueden llegar a ser
fatales.

Loz defectos de tubo neural pueden ser clasificados como
abiertos o cerrados. Un defecto de tubo neural abierto es
aquel en el cual la lesidn estd directamente expuesta al
ambiente circundante. Loz defectozs de tubo neural cerrado
son aquelloz en los cuales la legidén estd cublerta por la
piel o una membrana delgada. Ezsta diferenciacidon es
importante yva gue los defectos de tubo neural cerrado no son
usualmente detectados por las pruebas de AFP.
Aproximademente el B0 por ciento de los casos de espina
bifida se caracterizan por ser pacientes susceptibles a
cirugias frecuentes, debilidad o paralisis de piernas,
incontinencia urinaria y fecal, enfermedad renal cronica ¥
algunos otros fallos renales en la tercera década de wvida,
asi como hidrocefalia y retardo mental. El 99 por ciento de
los casos de anencefalia son clasificados como defectos de
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tubo neural abierto (3).
4. Métodos de cuantificacidn:

La AFP puede ser cuantificada por wvarios métodos entre
ellos: radiocinmunoensayo {6,54), inmunoensayo por
fluorescencia (55), bioluminiscencia, quimiluminiscencia
(568), v el inmunoensayo enzimatico (57).

En 1983 1la U.S5. Food and Drug Administration (FDA)
aprobd la liberacion de sets disgnésticos para la medicidn de
AFPMS ¥ en liguido amnidético. Con esta aprobacidén las
restricciones del uso de las pruebas de AFP fueron suprimi-
das. Sin embargo el tamizaje para AFFP es una pruebha de
laboratorio que no debe realizarse aisladamente; los
resultados son parte de un programa de pruebas completo que
involucra la participacién de obstetras, perinatdlogos,
genéticos y personal de laboratorioc. Cierto nimero de
técnicas sensibles y  especificas de inmunoensayo pueden
usarse para medir AFP. I.oe antisueros policlonales
convencionales son altamente Gtiles para este propdsito, ya
sea marcadons con fluoresceina o con I-125 (2).

La AFP materAa estd en suerc en niveles de ng/ml y se
miden normalmente sin dilucién, mientras que la AFP presente
en el feto en el rango de ug/ml deben ser diluidas antes de
efectuar el ensayvo. Alternativamente la AFP en plasma fetal
puede ger medida por pruebas inmunoldgicas menos sensibles
como la nefelometria o inmunoelectroforesis (2).

Investigaciones recientes con anticuerpos monoclonales
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con especlificidad Gnica para ligar s=itios individuales en
antigenos han sido sugeridos para mejorar la sensibilidad y
especificidad de la determinacién de AFP (58). En un estudioc
realizado para comparar 1a efectividad en cuanto a
sensibilidad y especificidad de la prueba policlonal contra
la monoclonal, permitid concluir gue el ensayoc monoclonal es
menos sensible que el policlonal pero es mds especifico (11).

Se ha demostrado gue el ensayo inmunoenzimdtico mejorado
tiene ventajas =obre el RIA permitiendo optimizar el reporte
en programas de tamizaje (57). La importancias estd en que
puede detectar wvalores en el primer trimestre del embarazo
con niveles relativamente muy bajos de AFP ayudando en el
tamizaje de embarazos con riesgo de sindrome de Down.
(68 ,60, B1)

Otro ensayo utilizado para la deteccidén de la AFPHS es
el inmunoensavo tipo sandwich, que se realiza con inyeccidn
de flujo, en el cual =e determina como producto final el 4-
aminofenol, que =e mide amperométricamente (BZ).

El ensayo AFP IMx (Abbott Diagnostics) estd basado en la
tecnologia de inmunoensayeo enzimdtico por microparticulas
(META). En essta prueba los reactivos AFP IMx v la muestra son
afiadidas a la celda de reaccidn en la siguiente secuencia:

a. El electrodo/sonda dispensa la muestra, el diluvente v las
microparticulas con la anti-AFP adherida que se ligan al pozo
de incubacidn.

b. La AFP se une con las microparticulas cubiertas de anti-
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AFP formando un complejo antigeno-anticuerpo.

¢. Una alicuota de la mezcla de reaccién que contiene el
complejo antigeno—anticuerpo se une a las microparticulas v
se transfieren a la matriz de fibra de vidrio. Las
microparticulas se ligan irreversiblemente a la matriz.
d. La matriz es lavada para remover materisal no adherido.

e. El conjugado anti-AFP-fosfatasa alcalina es dispensado en
la matriz y se une con el complejo antigeno-anticuerpo.

f. La matriz es lavada nuevamente para remover material no
ligado.

g. El sustrato 4-metilumbeliferil-fosfato es afiadido a la
matriz y el producto fluorescente es2 medido por la parte
6ptica del equipo IMx.

Los valores de referencia de AFP materna en suero se
pueden expresar en dos formas: como maltiplos de la mediana,
tomando como valor de referencia los valores entre 0.5 y 2.5
miltiplos de la mediana o como la media + desviacidén estén-
dar, tomando los valores de +2 desviaciones estédndar como
elevados (2).

Es de hacer notar que los valores de AFPMS no deben
dicotomizarse como "normales” o "elevados” esino expresarse
como niveles dentro o fuera del rango de referencia (63).

Estadisticamente es aceptable el reporte de las medianas
de AFPMS como miltiplos del wvalor de 1a mediana de la
poblacién normal para cada semana de la edad gestacional
(64).
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Esta forma de expresar log +wvalores de AFF es
consecuencia del ejemplar trabajo de investigacidn aque
establecid las relaciones entre las concentraciones de AFPMS
y defectos del tubo neural publicados a finalezs de 1970 e
inicio de los afios 80 en Gran Bretafia (65,66). El enfogue de
la distribucién de los valores de AFP mostrd discrepancias
entre centros de investigacién v ensayos comerciales tanto en
valores bajos como elevados (67-69) recomendidndose que cada
laboratorio debe establecer sus valores de referencia para
cada semana de gestacidn.

Los valores de referencia sugeridos para la metodologia
AFP IMx se calcularon en base a semanas gestacionales
completas en ng/ml para las semanas 15 a 21 de gestacion
encontrandose los siguientes valores, recomendando que cada
laboratorio establezca sus propios niveles, pudiendo tomar
como base los datos de la siguiente tabla hasta tener

suficientes determinaciones para estimarlos.

Semana gestacional Namerao de muestras Mediana
15 278 34.8
16 385 377
1=F 305 40 .7
18 175 47 .4
19 249 51.4
20 174 56.9
21 131 T0.4
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5. Control de calidad

El método de AFP IMx (Abbott Diagnostics) es susceptible
de un control de calidad usando esténdares comercialmente
preparados y otro con un autocontrol (70}. La necesidad de
detectar una concentracién de AFP en incremento hace critica
la reproducibilidad del ensayo utilizado. En un estudio
realizado para evaluar el control de calidad con el método
AFP IMx se utiliza una '"regla de dos" ; es decir gue si se
encuentran mds de dos muestras en cualguier ensayo con
resultados diferentes a los ensayos previos en méas de 2 ug/L
esto se toma como un indicador de falla en el andlisis.
Aunqgue el control de calidad entre muestras previene errores
significativos gque pueden conducir a un mal diagnéstico en
pacientes nuevos no ofrece siempre el control necesario para
permitir confianza usando incrementos menores en concentra-
ciones de AFP como indicadores tempranos de falla.

La comparacién de resultados de AFP con resultados
previos para el mismo paciente deberia llegar a ser parte
integral de la préctica formal del control de calidad en
todos los departamentos de obstetricia y de marcadores
tumorales (70).

6. Papel del ultrasonido ¥ la amniocentesis en la evaluacidn
de AFP materna en suero en concentraciones fuera de rango.

El protocolo Ide manejo de pacientes con niveles
superiores a 2.5 miltiplos de la mediana indica gue dichas
pacientes deben ser sometidas a una prueba de ultrasonido
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para evaluar la causa de un valor elevado de AFPMS (2,3).

El exXxaman ultrasonografico permite obtener una
explicacién de una concentracién de AFPMS elevada en
aproximadamente la mitad de los casos (23). Los diagnosticos
aue pueden realizarse por ultrasonido incluyen edad
gestacional incorrecta, embarazo miltiple, muerte fetal,
defectos de tubo neural abierto, defecto de pared abdominal,
anormal idades placentarias, anormalidades renales v
oligohidramnios entre otros (23). El diagndstico prenatal
éptimo también requiere el uso de amniocentesis en muchas
pacientes. La amnioccentesis puede obviarse =i la edad
gestacional es incorrecta (determinada ultrasonograficamente
por didmetro biparietal o por longitud del fémur), sl se
descubre un embarazo miltiple o =i los padres no desean
consejeria genética basada en informacidén de cariotipo (23).

El ultrasonido juega un papel vital en la evaluacidn de
pacientes con niveles elevados de AFPMS. Lindfore ¥ col.
(23) en un estudio realizado en el Estado de California
encontraron gue el ultrasonido colabord en un 42 por ciento
de los casos para evaluar ¥ diagnosticar adecuadamente los
casos con AFPMS elevada. Especificamente en el casoc de
defectos de tubo neural abierto, el ultrasonido tuve una
senziblidad del 90 por ciento ¥y el uso de amniocentesis
complementario mejord la sensibilidad de deteccidn hasta un
100 por ciento.

En algunos casos el examen ultrasonogréafico puede ser
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dificil por varios factores, tales como movimientos fetales
u oligohidramnios que pueden conducir a resultados
equivocados; en estos casos la amniocentesis puede usarse
para descartar el diagnostico de espina bifida abierta (71).

Existen sin embarge algunas discrepancias en cuanto al
seguimiento de pacientes con niveles elevados de AFPMS, a la
necesidad de ultrasonido exclusivamente o amniocentesis.
Whitehead y col. (72) en 1989 confirmaron que la sensibilidad
del ultrasonido para deteccion de defectos de tubo neural sin
annioccentesis es del 71 por ciento. Esto es apoyado por los
trabajozs de HNadel ¥ col. (73) v Hogge ¥ col. (T74) guienes
encontraron sensibilidades similares en estudios diferentes.
Ambos afirman qgue deben someterse a ultrasonido y en algunos
cazos a amniocentesis las pacientes con niveles de AFPMS
disminuidos. En estos casos se sugiere una modificacidn de
la edad recomendada (35 afios) para realizar una amniocentesis
genética (75). Para ellec se desarrolléd una regresidn
logistica usando los valores reportados de especificidad y
sensibilidad de la deteccién de trisomias por medio de AFPMS
v asumiendo wuna tasa constante de riesgo para optar a
amniccentesia. De esta forma se concluyé que la amniocente-
sis genética para trisomia 21 debe ser recomendada en toda
mujer con niveles bajos de AFPMS sin importar su edad, previo
ultrasonido (78).

Estas pacientes con niveles bajos de AFPMS deben recibir
consejeria genética para conocer los posibles defectos y
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problemas que pueden presentar sus bebés. En varios estudics
se han evaluado los niveles de ansiedad de las parejas y
madres que presentan bajosz niveles de AFPMS ¥ conocen los=
riesgos que esto implica (77,78). En ellos se ha encontrado
que los niveles de ansiedad son mayores a los de un grupo
control ¥ gue estos niveles no disminuyen después de la
congejeria; a menos que se realice una amniocentesis.

Las discrepancias entre el uso de ultrasonido y AFPMS
relacionados con otras pruebas de seguimiento ha inducido a
varios investigadores a tabular las estimaciones del riesgo
para defectos de tubo neural y defectos de pared ventral a
partir de los examenes de ultrasonido y de concentracidén de
AFPMS. Thornton ¥ col. (63} afirman que la amniocentesis
representa un 0.5 a 1.0 por ciento de la tasa de abortos
relacionados a procedimientos diagnésticos, mientras gque la
exactitud del ultrasonido se ha mejorado enormemente con la
introduccién del ultrasonido de alta resolucién en tiempo
real (83,79).

7. Factores a tomar en cuenta al realizar programas de
tamizaje con AFE materna en suero

Existen varioslfactares gue influyen en la determinacidn
v la interpretacién de los valores de concentraciones de
AFPMS, entre estos el principal es la determinacidén exacta de
la edad gestacional, la cual debe calcularse a partir de la
fecha de la iiltima menstruacién o en su defecto por ultraso-
nido. Otro factor gque influye es la diabetes materna, pues
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se ha demostrado que las mujeres diabéticas insulino-
dependientes muestran un 80 por ciento mdes de incidencia de
niveles méas bajos que la poblacién normal. Ademas se ha
observado un incremento de casi 10 wveces en la frecuencia de
defectoa de tubo neural en estas paclentes diabéticas con
respecto al resto de la poblacidén (10,50). LLa raza también
tiene influencia, va gque mujeres de raza negra presenbtan un
10 por ciento mas de concentracion con respecto a las de
raza blanca., oriental e hispana gue no muestran diferencias
gignificativas entre si (9). Otro factor importante es el
peso; pues las mujeres embarazadas con exceso de pesc tienen
valores promedic mas bajos que las de peso normal, debiendo
ajustar el wvalor de AFP para mejorar la ayuda diagnéstica de

la prueba en este grupo de pacientes (3, 4).
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IV. JUSTIFICACIONES

La utilidad de 1la cuantificacién de Alfa-Fetoproteina
materna en esuero para el tamizaje de poblaciones en la de-
teccién temprana de anomaliass fetales ha quedado demostrada.
Ee por ello que se hace necesaria la creacién de un progrema
de tamizaje gue ayude y oriente al obstetra en el manejo de
pacientes que presentan niveles de Alfa-Fetoproteina fuera de
loe rangoe de referencia, el cual estaréd dirigido a buscar el
bienestar fetal o la necesidad de consejeria genética para la
madre .

Este programa implica inicialmente 1la necesidad del
establecimiento de niveles de referencia para cada semana de
gestacién, los cuales servirdan de guia para determinar qué
pacientes necesitan un seguimiento especial y dardn las
pantas para la realizacién de otras pruebas dimgnésticas que
permitan establecer si1 existe algtin tipo de anomalia fetal.

Aunque el presente estudio pretende establecer valores
de referencia para la poblacién que asiste al Hospital de
Gineco-Obatetricia del Instituto Guatemalteco de Seguridad
Social (I.G.S.8), estos valores podrédn servir de guia para
otras instituciones de salud que deseen implantar un programa
de tamizaje en sus pacientes hasta obtener suficientes datos
que les permitan establecer sus proplos niveles de

referencia.

e



V. OBJETIVOS

1. Establecer log valores de referencia para los nivelee
géricos de Alfa-Fetoproteina materna en mujeres embarazadas
para cada una de las semanas del periodo comprendido entre

las semanas 14 a 23 de gestacidn.

2  FEvaluar la utilidad diagnéstica de 1la cuantificacién de la
Alfa-fetoproteina materna en suero para predecir defectos
fetales relacionados con el tubo neural o trisomias

sutosdmicas.

3. Elaborar un protgcclo para el uso e interpretacién de AFP
meterna en suero durante el embarazo para ser utilizado por

el ginecobatetra.
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VI. HIPOTESIS

Fara el establecimiento de wvalores de referencia no es
necesario plantear wuna hipdtesis yva que el estudic no pre-
tende comprobar un hecho sino Anicamente conocer loes rangos

de referencia para los niveles séricos de AFFPMS.
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VII. MATERIALES Y METODOS
A. Universo de trabajo:

Todas las mujeres embarazadas que asisten al Hospital de
Gineco Obstetricia del Institute Guatemalteco de Seguridad
Social (1I.G.5.5.).

1. Muestra:

En la muestra se incluyeron a las pacientes comprendidas
entre las semanas 14 a 23 de gestacién. El tamafio de muestra
fue calculado para una poblacidtn infinita con un nivel de
confianza del 85% ( =0.05), determinéndose un tamafio de
muestra minimo de 27 pacientes para cada semana de gestacién.
Sin embargo se muestrearon un total de 292 pacientes a las
cuales se lee interrogé de &sacuerdo a wuna ficha de
investigacién (Anexo No.2) para evaluar si cumplian con loe
criterios de inclusidn y de exclusion del estudio.

Criterios de inclusidn:

- Mujeres comprendidas en alguna de las semanas 14 a 23 de
gestacién, edad definida por fecha de M\ltima mestruacidén o
por ultrasonido.

Criterios de exclusiédn:

- Mujeres mayores de 35 afios de edad.

- Mujeres diasbéticas insulino dependientes.

- Mujeres de raza negra.

-~ Mujeres con embarazo miltiple.

- Mujeree con edad gestacional no establecida o dudosa.

- Mujeres que havan sido sometldas a amnioccentesis.
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Se aplicd un factor de correccién para sobrepeso, multipli-
cando la concentracidon de AFPMS por el factor encontrado en
el eje "Y", que corresponde al peso ploteado en el eje “X“
de la grafica. (Anexo 1)

2. Unidadees experimentales:

- Muestras de suero o plasma de mujeres embarazadas compren-
didas entre las semanas 14 a 23 de gestaciédn que cumplian con
los criterios de inclusién y exclusidén del estudio.

B. Recursos

1. Humanosa:

a. Investigador: Br. Juan Luls Humberto Martinez Chuy

b. Asesora: Licda. Vivian Lucrecia Matta Rios

2. Institucionales:

a. Hospital de Gineco Obstetricia del Instituto Guatemalteco
de Seguridad Social (I.G.S.S.):

a.1l. Instalaciones y equipo de laboratorio

a.2. Archivo vy registro de paclientes

b. Laboratorios Abbott. Divisién Diagnéstica

b.1. Reactivos AFP-IMx

b.2.. Estdndares de AFP

c. Biblioteca del Instituto de Nutricién de Centro América y
Panaméa (INCAP).

d. Biblioteca de la Facultad de Medicina de la Universidad de
San Carlos de Guatemala.

3. Fisicon:

a. Eguipo:
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Equipo IMx (Abbott Laboratories).

Centrifuga

b. Cristaleria:

Tubos Vacutainer sin aditivosa.

Tubos de ensavo

Viales para almacenar sueros

c. Reactivos:

- Kit de AFP-IMx (Abbott Laboratories) que contiene:

c.l. Microparticulas cublertas de Anti-AFP (Monoclonal) en un
buffer con estabilizadores de proteinas.

c.2. Conjugado Anti-AFP - Fosfatasa alcalina en buffer con
estabilizadores de proteinas.

c.3. 4-metilumbeliferilfosfato 1.2 mM bufferado.

- Diluyente de muestra (suero bovino bufferado).

C. Procedimientos

1. Seleccién de pacientes:

Se 20licitd la colaboracion del personal médico del Hos-
pital de Gineco Obstetricia para la seleccién de las pacien-
tes, a las cuales al momento de tomarles la muestra se les
cuestiond por medio de un instrumento de investigacién para
evaluar los criterios de seleccién (Ver Anexo 2.).

2. Toma de Muestra:

Se extrajeron de 3 a 5 cec de sangre por venipuntura, se
dejd coagular v se centrifugd a 5,000 rpm por 5 minutos para
separar 1 suero, tratando de evitar hemdSlisils. Alternativa-
mente se pudo utilizar plasma con heparina, citrato o EDTA.
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oe almacenaron los sueros en recipientes limpioe a tem-
reratura entre 0°C ¥y 4°C hasta el momento de su andlisis.
Antes de analizar se dejé a temperatura ambiente v se mezcld
adgcuadamente rara asegurar la consistencia en loes resulta-
dos.

Al emplear un lote nuevo de, reactivos se realizé una
curva de calibracion con los estédndares de AFP en concentra-
ciones de 0, 15, 50, 100, 200 ¥ 350 ng/ml v se colocd en cada
corrida de muestras tres controles (control alto, normal y
bajo). Se analizaron las muestras de acuerdo a las instruc-
ciones y recomendaciones del fabricante.

D. Disefio experimental:

Los resultados obtenidos se tabularon para cada una de
las semanas de gestacidén en el periodo comprendido de la se-
mana 14 a Z23. Para cada serile de datos se calculé la mediana,
la. media ¥ la desvisescidén estandar, reportando los valores de
dos formas:

a. Mialtiplos de la mediana (Rango de referencia entre 0.5 y
2.0 miltiplos de la mediana).

b. Media + desviacifn estédndar (Rango de referencia: Hasta
+ 2 desviacionee estéandar)

Para wverificar la utilidad de la prueba se hizo un se-
guimiento de las pacientes hesta el final del embarazo,
tomando en cuenta cualguier anomalia en los recién nacidos
relacionada con defectos del tubo neural o incidentes previ-
gibles por medio de la determinacidn de AFPMS.
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VIII. RESULTADOS

Se realizaron un total de 292 determinaciones para el
establecimiento de .los valores de referencia para los niveles
de Alfa-Fetoproteina materna en suero durante las semanas 14
a 23 de gestacidn. Se excluyeron los wvalores de 3 mujeres
embarazadas en las cuales se determinéd posteriormente que
eran casos de embarazos gemelares, (semana 17: 2 casos con
valores de 184.21 ¥y 203.70 ng/ml que corresponden a 4.59 y
4.82 M. de M. ¥y en la semana 18: 1 caso con valor de 103.71
ng/ml que corresponde a 3.03 M. de M.)

Se calcularon la media, mediana y desviacién estdndar:
los rangos, se establecleron de acuerdo a los valores de mal-
tiplos de la media y de la mediana.

Pudo observarse que los valores obtenidos muestran un
incremento en la concentracién de Alfa-Fetoproteina a medida
que se avanza en la edad gestacional y que este incremento no
es constante para todas las semanas de gestacidn.

.S5e noté que los valores obtenidos son muy parecidos a
loa reportados en la literatura para otras poblaciones., uti-
lizando la misma metodologia de andlisis (andlisis inmunoen-

zimético por microparticulas).
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A continuacidn se presentan los resultados tabulados:

- T
SEMANA No. MEDIANA

14 27.61

15 32.00

16 3J4.16

17 42.29

18 46.63

19 48.30

20 61.46

21 69.87

22 8z.52

23 90.44

Loe wvalores de concentracién de Alfa-fetoproteina sérica
materna deben reportarse como miltiplos de la mediana (M. de M)
v para su cdlculo debe dividirse el valor de AFP de la muestra
dentro del wvalor de la mediana para la semana de gestacidn gque
corregponda. Un valor entre 0.5 y 2.0 M, de M. debe considerarse
como dentro del rango de referencia.
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Los valores de concentraciones de AFPMS pueden también
expresarse como mialtiplos de la media, utilizando para el cAal-
culo la misma férmula que para la mediana. Los resultados ta-

bulados son los siguientes, incluyendo las desviaciones estdndar.

SEMANA
14
i5
16
17
18
18
20
<1
22
23

MULTIPLE DE LA MEDIA

M. DE M.
M. DE M.

i

[AFF] MUESTRA
MEDIA [AFP] DE LA SEMANA
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IX¥. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente estudio propor-
cionan el rango de concentraciones de referencia para AFPMS
durante las semanas 14 a 23 de gestacién.

Durante el muestreo y en el andlisies de los datoe obte-
nidos se tomaron en cuenta los datos proporcionadoe en la fi-
cha de invegtigacién y se realizd un seguimiento de las pa-
cientes hasta el final del embarazo, buscando con ello eva-
luar la utilidad de la prueba.

Se encontraron varios casos que debieron eer rechazados
o eliminadose del estudioco va que aunque en la ficha cumplian
con los criterios de inclusidén y exclusidn posteriormente =se
encontré que por diversos motivos (edad gestacional incorrec-
ta, embarazo miltiple, hepatitis ¥y edad de la paciente) no se
llenaban los requerimientos indispensables para entrar en la
categoria de "paciente normal” a tomar en cuenta para esta-
blecer los valoree de referencia.

Entre las causas anteriormente mencionadas se encontra-
ron 4 casos de edad gestacional incorrecta, 3 de embarazo
miltiple, 1 caso de hepatitis materna v 1 caso de edad supe-
rior a la del limite del estudio. Todoe estos casos fueron
excluidos de la muestra y sus valores se tomaron en cuenta G-
nicamente para verificar si se ubicaban fuera de los rangos
de referencia, lo cual fue comprobado posteriormente.

Se observé que las concentraciones de AFPMS presentan un
incremento a medida que se avanza en edad gestacional, aunque
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ezste incremento no es constante, (Anexos 3 y 4) sin embargo
esta afirmacién no puede ser comprobada ya que se muestrearon
pacientes diferentes para cada semana; de haberse hecho el
andli=sis con laz mismas pacientes en diferentes semanas, po-
dria comprobarse =i este incremento es constante.

En algunos caéns ciertas pacientes mostraron concentra-
ciones de AFPMS ligeramente elevadas o estdn en los limites
de los rangos de referencia: estos casos, de acuerdo a la
historia v evidencias clinicas durante el embarazo y después
del parto no mostraron signos de anufmalidad alguna, tomdando-
=& como pacientes con concentraciones elevadas de AFPMS ines-
pecifica, en las cuales no puede encontrarse una explicacidn
valedera que Jjustifique este incremento.

Se expone también de igual forma el protocole del manejo
de pacientes con valores de AFPMS fuera de los rangos de re-
ferencia, &l cual sirve como una guia del procedimiento a se-

guir en caso de encontrar este tipo de valores. (Anexo 3)
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X. CONCLUSIONES

Loe resultados de la determinacion de AFPMS aungue se
obtengan en ng/ml, deben expresarse como miltiplos de la
mediana para hacer una interpretacitn correcta y evaluar
la posibilidad de utilizar otras pruebas diagndsticas.
En la totalidad de casos de gestaciones miltiples encon-
trados en el estudio, =e observaron concentraciones fue-
ra de los rangos de referencia para AFPMS, por lo que se
confirma gue la cuantificacién es 10til para detectar
eazte tipo de embarazos.

Al hacer la interpretacién de los valores de AFPMS debe
conocerse con certeza la edad gestacional de la paciente
para evitar errores por sub o sobreestimacién de la edad

gestacional.
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A1. RECOMEMDACIONES

Es necesario implementar en los centros de asistencia
obstétrica la determinacién de la concentracién de AFPMS para
poder identificar casos, dentro de la poblacidn, de mujeres
que podrian presentar en sus fetos anomalias congénitas, bus-
cando de esta forma el bienestar fetal asi como brindar ase-
soria genética a la madre.

Al momento de implementar la prueba debe conocerse con
exactitud la edad gestaclonal de la mujer embarazada, ya sea
ror fecha de Gltimo periodo menstrual o por ultrasonido. De
igual forma debe consignarse en la historia clinica de la pa-
ciente condiciones que podrian alterar los resultados de la
prueba, tales como: edad de la madre, raza, presencia de en-
fermedades como diabetes, hepatitis v antecedentes de embara-
zog y partos anteriores, asi como el peso, yva que si la pa-
ciente presenta sobrepeso debe aplicarse un factor de correc-—
cién. En caso de encontrar wvalores fuera de los rangos de
referencia va sea por arriba o debajo del rango establecido,
debe procederse de acuerdc al protocolo de "manejo de pacien-
tes con wvalores fuera de rango de referencia” (Anexo 5) el
cual involucra otre tipo de procedimientos diagndsticos que

podrian confirmar las causas de estos valores anormales.
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ANEXO 1
TABLA PARA CORRECION DE CONCENTRACION
DE ALFA-FETOPROTEINA DE ACUERDO AL PESO CORPORAL
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ANEXO 2

FICHA DE INVESTIGACIOH
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ANEXO 3
GRAFICA DE CONCENTRACIOMES DE AFPMS PARA

CADA SEMANA DE GESTACION (EXPRRESADAS COMO MEDIANAS)
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ANEXO 4
GRAFICA DE CONCENTRACIONES DE AFPMS PARA

CADA SEMANA DE GESTACION (EXPRRESADAS COMO MEDIAS)
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ANEXO 5

FROTOCOLO DE MANEJDO DE PACIENTES CON VALORES FUERA

DEL RANGO DE REFERENCIA
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