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RESUMEN

La amenaza de aborto en la actualidad se ha constituido como una de las principales
complicaciones del embarazo, que puede llegar a ser influenciado por los cambios del
sistema enddcrino, en consecuencia, el andlisis de estas variaciones tiene gran relevancia
clinica en su interpretacién y manejo. La finalidad del trabajo fue investigar las alteraciones
hormonales en pacientes que presentan este problema de salud, a través de un analisis
bibliografico. La investigacion se efectu6 empleando un disefio documental, no
experimental, obteniendo una poblacion de 56 referencias, seleccionando como muestra 31,
basandose en criterios especificos de inclusiéon y exclusion, consultando diversas fuentes
cientificas como ProQuest, Redylac, Elsevier, Scielo, PubMed, insertos de las técnicas de
laboratorio y sitios web enfocados en el tema. Los resultados obtenidos revelan la existencia
de multiples métodos para la determinacion y cuantificacion de hormonas, destacdndose
ELISA por su alta sensibilidad y especificidad, ademas, los principales factores
predisponentes es la edad materna y etapa gestacional, hipertension, infecciones urinarias,
vaginales, consumo de tabaco, cafeina y niveles reducidos de las diferentes hormonas
consideradas esenciales en el embarazo. Se concluy6 que la progesterona, el estradiol, la -
hCG y hCG desempefian roles cruciales en el correcto desarrollo de la gravidez, por ende,
las concentraciones reducidas se constituyen como biomarcadores importantes en el

diagnostico de amenaza de aborto.

Palabras claves: alteraciones hormonales, amenaza de aborto, embarazo, métodos de

laboratorio



ABSTRACT

A significant problem of pregnancy nowadays is threatened abortion, which can be
impacted by endocrine system fluctuations. Consequently, the interpretation and
management of these variants can benefit greatly from the examination of these variances
on a clinical level. Through a review of the literature, the study sought to determine
whether people with this health issue had altered hormone levels. A documentary design
was used for the research, rather than an experimental one. A population of 56 references
was obtained, and 31 were chosen as sample based on predetermined inclusion and
exclusion criteria. ProQuest, Redylac, Elsevier, Scielo, PubMed, laboratory technique
inserts, and topic-specific websites were among the scientific sources consulted. The
results obtained show that there are several methods available for determining and
quantifying hormones, with ELISA being highlighted for its high sensitivity and
specificity. In addition, the main risk factors include reduced levels of various hormones
that are thought to be essential during pregnancy, hypertension, cigarette use, vaginal and
urinary infections, and maternal age and gestational stage. It was concluded that
progesterone, estradiol, B-hCG and hCG play crucial roles in the proper development of
pregnancy, therefore, reduced concentrations are important biomarkers in the diagnosis

of pregnancy.

Keywords: hormonal alterations, threat of miscarriage, pregnancy, laboratory methods
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La amenaza de aborto (AA) se considera como una fase de alerta que sugiere la posibilidad
de la muerte del embrién que todavia no es viable en las primeras veinte semanas de
embarazo. Los sintomas presentes son amenorrea, vitalidad fetal, dolores abdominales,
sangrado o hemorragia vaginal, factores que se ven influenciados por la edad materna,

gestacional y estilo de vida .

Las complicaciones derivadas de la amenaza de pérdida prematura del producto gestacional
hacia la madre incluyen principalmente anemia leve debido al sangrado vaginal, placenta
previa, ruptura temprana de membranas, hemorragia posterior al parto y en ocasiones
aumenta la probabilidad de una cesaria, por otro lado, en el recién nacido se puede presentar
bajo peso al nacer 2,

Dentro de una de las principales complicaciones obstétricas se encuentra el riesgo de aborto
con una incidencia del 20 a 25% en el primer trimestre del embarazo. Si embargo, si se
presenta en las seis primeras semanas el porcentaje alcanza el 15%, de la séptima a la novena
de un5a 10% y a partir de la décima es <5%, es decir que a medida que la etapa gestacional

aumenta, disminuye la amenaza 3.

Seguin “Romero et al" 4, a nivel global la AA es considerada como una de las mayores causas
de muerte materna, el riesgo que esta practica representa para la salud fisica y mental de la
madre. Su estudio, realizado entre 2015 y 2019, revela que se registraron alrededor de 73
millones de pacientes embarazadas internadas en unidades de salud por esta problematica,
con la mitad de estos su origen en paises en desarrollo en un 97 %.

En el contexto de los problemas globales de salud, se llevé a cabo un estudio multicéntrico
en el continente asiatico, en Japdn, que incluyé a 553 mujeres que habian dado a luz
recientemente, donde se reveld que entre los afios 2019 y 2020, las complicaciones con
mayor frecuencia durante el embarazo y nacimiento de los neonatos fueron el riesgo de parto

pretérmino (17,5%), seguida por la amenaza de aborto (7,8%) y el parto prematuro (4%) °.
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En Londres, se realizo una investigacion entre los afios 2014 y 2016 que abordo la situacion
de 946 mujeres con un embarazo Unico y un periodo gestacional entre la semana 5y 14, los
resultados mostraron que 549 pacientes (54%) menores a 17 afios y mayores a 35
experimentaron sangrado vaginal durante el primer trimestre, demostrando que la edad

materna tiene gran influencia en la amenaza de aborto .

En el territorio mexicano, durante el transcurso del afio 2020, se document6 un promedio de
20 620 casos de emergencias hospitalarias, dentro de este conjunto, 953 casos (equivalentes
al 4,6%) fueron identificados como amenazas de pérdida temprana del feto y
aproximadamente el 7,4% de estos casos requirieron hospitalizacion dado el riesgo que

represent6 para la madre y el feto 7.

Segun menciona Kanma “et al” 8 del 15 al 20% de embarazos pueden presentar riesgo de
aborto, no obstante, si existe un diagnostico temprano y un tratamiento adecuado, de este
porcentaje entre el 85y 95% pueden continuar con una gestacion normal. Ademas, recalca
que la mujer exhibe un mayor peligro en caso de tener preclamsia, diabetes mellitus,

multiparidad e hiperémesis gravidica.

De acuerdo con el Ministerio de Salud Pablica (MSP) la tasa de riesgo en referencia al aborto
en el afio 2014 oscilaba entre el 20 y 30%, considerando que aproximadamente 21 939
mujeres acudieron al sistema de salud en busca de asistencia médica tras experimentar un
sangrado vaginal °. Sin embargo, el 30% de las embarazadas en el primer trimestre llegan a
presentar una ligera hemorragia considerada normal en el momento de la implantacion,

acompafado de un dolor similar al célico *°.

En la ciudad de Guayaquil, durante el periodo de octubre de 2017 a enero de 2018, la
incidencia de amenaza de abortos fue de 31%, en donde de cada 118 mujeres 37
experimentaron un riesgo de interrupcion del embarazo. Por otro lado, en Chimborazo no se
presenta datos estadisticos actuales, debido a la falta de trabajos de investigacién de campo

que aborden este tema 1.

En América Latina y el Caribe, las mujeres enfrentan varios problemas en ejercer sus

derechos reproductivos, debido a las situaciones de violencia sexual, falta de acceso a
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servicios de salud reproductiva, estos factores conllevan a que las personas embarazadas
pasen por un estado fragil tanto mental y fisico, de esta manera contribuyendo al aumento
de las tasas de mortalidad materna *2.

Conforme al articulo 43, numeral 3 de la Constitucion del Ecuador, se establece la garantia
de los derechos de las mujeres embarazadas, otorgandoles proteccion prioritaria, cuidado de
su salud integral durante el embarazo, parto y posparto . EI MSP emite la normativa de
Estrategia de Cuidado Obstétrico y Neonatal Esencial (CONE), donde destaca la necesidad
de coordinarse entre los servidores de salud obstétricos y neonatales, para reducir la

mortalidad materna 4.

Un embarazo conlleva cambios fisicos y psicolégicos destinadas en adaptarse a las
demandas del nuevo desarrollo humano, siendo graduales pero constantes y se ven
influenciadas por factores como la edad materna, gestaciones previas, condicion fisica y
pautas dietéticas. Con lo cual, estas alteraciones pueden ser metabdlicas, bioquimicas,
anatémicas perceptibles, emocionales y de comportamiento. Un ejemplo es la secrecién o
inhibicidn de determinadas hormonas a nivel enddcrino, esenciales para el desarrollo del feto

y el bienestar de la madre °.

Cuando una mujer embarazada presenta sangrado vaginal con el cuello uterino cerrado en
las primeras 20 semanas de gestacion, hay un 60 % de probabilidad de que se pierda
tempranamente el feto. La progesterona juega un papel clave al facilitar la implantacion,
preparar y apoyar la construccién del endometrio y es Util para reducir el sangrado asociado
con la implantacién, proporcionando un entorno favorable para este proceso, por
consecuente, el aumento en la produccion de esta hormona tiene un efecto significativo en

el masculo liso uterino al suprimir su actividad y contractilidad 6.

La placenta se considera un 6rgano endocrino debido a que apoya a la produccion de
hormonas importantes para un buen desarrollo en la gestacion, por ende, cualquier alteracion
puede tener gran significancia clinica. Existe entre el 10 al 20% de frecuencia de posibilidad
de que una mujer embarazada presente una amenaza de aborto a causa de un cambio
hormonal, tomando en cuenta que se encuentre influenciado por otros factores de riesgo, no

obstante, este porcentaje disminuye a un 5% si es una variante aislada °.
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Algunos analisis hormonales son fundamentales en la prediccidn del prondstico en pacientes
con AA, se ha sugerido que la cuantificacion de la Gonadotropina Coridnica Humana (hCG)
puede ser un predictor atil quienes sufren esta complicacion tienen niveles séricos méas bajos
de hCG en comparacion con aquellas que no lo presentan. Sin embargo, se ha encontrado
que la medicion de la fraccion B de hCG (BhCG) junto con la progesterona tiene un valor

predictivo atin mayor que de estos marcadores de forma individual 1’

La amenaza de aborto puede atribuirse a los cambios hormonales en la mujer, debido a que
la concentracion de progesterona inferior a 5 ng/mL tiene un 100% de especificidad para
predecir una interrupcién del embarazo, mientras que los valores superiores a 20 ng/mL
indican una gestacion sin complicaciones 8. Por otro lado, la p-hCG, tiende a aumentar de
manera gradual en el 99% de las mujeres, ya que caso contrario se sospecha de una muerte

embrionaria temprana °.

Seguin Lopez “et al” 2% un analisis retrospectivo realizado en 245 embarazadas reveld que los
niveles de PhCG y progesterona fueron mas bajos en pacientes con amenaza de aborto (3
647 mlU/mL y 13,76 ng/mL, proporcionalmente) en comparacion con aquellas con un
embarazo normal (13 437 mlU/mL y 31,67 ng/mL, correspondientemente) y mujeres con

AA que perpetuaron con su gestacion (8 492 mlU/mL y 25,47 ng/ml, respectivamente).

De acuerdo con Calle "et al" 2! los cambios en el sistema enddcrino es la segunda causa de
amenaza de aborto, destacando la produccion inadecuada de progesterona por parte del
cuerpo luteo. Ademas, en estudios recientes se ha indicado que valores inferiores a 10 ng/mL
no son propios de embarazos intrauterinos normales, en comparacién con una gestacion
ectdpica y riesgo de pérdida temprana del feto teniendo niveles inferiores en un 88, 83%

respectivamente 2.

Por consiguiente, el estudio se plantea la siguiente interrogante ¢Es necesario medir los
niveles hormonales en mujeres embarazas con amenaza de aborto? Dada la frecuencia de
este problema gineco-obstetra y las consecuencias previamente expuestas, la relevancia del
presente trabajo radica en la posibilidad de establecer un protocolo adecuado para el

diagnostico de esta complicacion. Ademas, se busca proporcionar un marco en donde se

15



evalle las posibles causas, considerando las alteraciones hormonales como factor

primordial.

El presente estudio de investigacion tiene por objetivo principal investigar sobre las
alteraciones hormonales en pacientes embarazadas con amenaza de aborto, de esta manera

se describen los siguientes acapites:

e Comparar los métodos que son utilizados para la deteccion hormonal en embarazadas

con amenaza de aborto.

e Distinguir los factores de riesgo predisponentes en mujeres embarazadas con

amenaza de aborto.

e Analizar la relacion entre la concentracién sérica de las diferentes hormonas que

intervienen como indicador en la amenaza de aborto.

16



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

Amenaza de aborto

El termino se considera como una de las complicaciones obstétricas con mayor frecuencia
que tiende a presentarse en uno de cada cinco embarazos, entre los cuales en un porcentaje
de 3% y 16 % termina en aborto. Se caracteriza por el sangrado vaginal antes de la vigésima
semana de gestacion, pudiendo presentarse contracciones uterinas y expulsion de los

productos del embarazo %,

Fisiopatologia

Los sintomas con mayor prevalencia son los siguientes: amenorrea, colicos abdominales,
presencia o ausencia de sangrado vaginal, hasta un profundo shock potencialmente mortal
durante las primeras 20 semanas de embarazo. En consecuencia, cuando el cuello uterino se
dilata, el aborto espontaneo es inevitable, considerando que existe la presencia de factores

de riesgos 23,

Dentro del primer trimestre del embarazo, el sangrado se origina en el Utero, el cuello uterino,
la vagina o bien puede deberse a causas externas a los genitales. Este sangrado se debe a la
implantacion trofoblastica que ocurre en el endometrio, por consecuente, es fundamental
realizar un estudio fisico detallado para determinar el origen. Ademas, en la mayoria de las

ocasiones la causa es una afeccion menor que no requiere tratamiento 2°.

Se caracteriza por una ampliacion de la actividad uterina, en donde la progesterona,
producida principalmente por el cuerpo liteo, puede reducir las contracciones uterinas
cuando se administra 2°. Algunos factores de riesgo para la amenaza de aborto incluyen:

e Edad materna > 35 afios

e Primer trimestre de embarazo

¢ Niveles bajos de progesterona

e Indice de masa corporal materno alto

o Historial previo abortos

e Ser multipara

17



Etiologia

Causas fetales

Generalmente se asocia con anomalias cromosdémicas en donde se encuentran las
translocaciones robertsonianas, reciprocas e inversiones, provocando casos de pérdida del
feto a repeticion, por lo tanto, se ha creado como ayuda diagnoéstica la realizacion de un
cariotipo que ha permitido identificar la presencia de aneuploidia fetal y trisomias

autosémicas como principales causas de aborto 2,

Causas maternas

Dentro del Gtero de la madre se identifican anomalias congénitas, insuficiencia cervical,
sinequias, sindrome de dietilestilbestrol, leiomiomas, patologias a nivel del endometrio
como las principales causas de riesgo de aborto. Sin embargo, puede presentarse
pielonefritis, infecciones respiratorias, fiebre tifoidea, paludismo, originando un aumento de
temperatura alrededor de 39°C, lo que produce actividad uterina, defectos del sistema central

nerviosos y circulatorio que a su vez desencadena en la muerte del feto .

Tratamiento
No hay una terapia eficaz, si se decide continuar con la gestacién, es importante realizar un
control semanal hasta que el sangrado se detenga. También es transcendental prestar especial

atencion al riesgo de parto prematuro, y restriccion del crecimiento intrauterino 2°.

La recomendacion mas comun es el reposo en cama, aunque no existe evidencia suficiente
de que pueda influenciar el embarazo, del mismo modo, se sugiere evitar las relaciones
sexuales. Se ha propuesto que la deficiencia de progesterona podria ocasionar abortos, y
podria revertirse con el uso de progesterona exdgena. No obstante, no hay pruebas

suficientes de la efectividad de este tratamiento 2.

La progesterona se recomienda solo en situaciones especificas, como en casos de la falla de
fase lGtea, abortos reiterados de causa desconocida y en mujeres que han sido tratados con
inductores de la ovulacion. En estos casos, se utiliza progesterona en forma de inyeccién
intramuscular de 50 mg cada 48 horas, 0 caproato de hidroxiprogesterona en dosis de 250

mg una vez a la semana hasta las 12 semanas de gestacion 2°.
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Embarazo

También denominado gestacion, estd definido como el periodo en donde el embrion se
desarrolla dentro del Gtero o matriz, cuya duracién comprende desde la fecundacién hasta el
momento del parto, es decir, este proceso inicia con la union de un espermatozoide y el
gameto femenino, para formar el évulo fecundado, que ira cambiando y desarrollandose

hasta que tenga la capacidad de vivir fuera del cuerpo de la madre 227,

Cambios fisiologicos

Durante el inicio del embarazo existen cambios pulmonares y respiratorios, presentando
dilatacion de los capilares de las membranas mucosas de la nariz, orofaringe y laringe a partir
de la cuarta semana de gestacién, de modo que el volumen de reserva inspiratoria disminuye
al aumentar el corriente, pero en el tercer trimestre se elevard por una reduccion de la
capacidad residual funcional. Al llegar a la etapa avanzada, se produce un ascenso

diafragmatico, dando como resultado una mayor tendencia a generar hipoxia >3

Dentro de los cambios cardiovasculares la presion arterial suele caer al principio del
embarazo, mientras que existe un aumento en las extremidades inferiores, debido a la
influencia directa del Gtero sobre las venas y arterias iliacas, facilitando el desarrollo de
edema y venas varicosas. Por otro lado, la prostaciclina y el factor de relajacion endotelial
causan vasodilatacion, como resultado todos estos cambios se compensan con un aumento

del gasto cardiaco para satisfacer las necesidades metabdlicas fetales 8.

Cambios hormonales

La funcion del eje hipotaldmico-hipofisiario es de suma importancia en el manejo del estado
hipermetabdlico necesario para el embarazo, tanto en la madre y el feto; ademas, la placenta
contribuye a la liberacion y elevacion de hormonas hipotalamicas como: la liberadora de

gonadotropina (GnRH) y corticotropina (CRH) *°.

La hipertrofia producida por las lactétropas aumenta el tamarfio de la glandula hipofisis por
un factor de 3. Durante la gestacion, la placenta ayuda a liberar la progesterona y el estrégeno
que se secretan desde la semana 16 hasta el parto, cuando se bloguea la produccion de estas
hormonas y se alcanzan niveles séricos similares a los presentes en las mujeres no

embarazadas %°.
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Sistema enddcrino

Las hormonas se consideran agentes quimicos mensajeros que circulan por el torrente
sanguineo, secretadas por glandulas endocrinas, influyendo asi en el desempefio de 6rganos
y tejidos, siendo esencial para la regulacion de procesos como el crecimiento, desarrollo,

metabolismo, reproduccion y respuestas al estrés 2°.

El hipotdlamo es una glandula encargada de recibir la informacion de diversas partes del
cerebro y sefiales que indican los niveles séricos de diferentes analitos, esta en la cima de la
jerarquia encargada de la regulacion de la secrecion hormonal. Posteriormente, tras absorber
toda esta informacién su respuesta es la liberacion de un extenso numero de hormonas,

activando la glandula pituitaria que ocupa el segundo nivel jerarquico .

Clasificacion de las hormonas

Hormonas esteroides

Se derivan del colesterol, cuya estructura se basa en cuatro anillos de carbono
interconectados, su principal caracteristica es la liposolubilidad, lo que facilita su capacidad
para atravesar la membrana celular, dirigirse a su érgano diana y llevar a cabo sus funciones,
se encuentran aquellas que son liberadas por la corteza adrenal (glucocorticoides y

mineralocorticoides), las génadas (hormonas sexuales masculinas y femeninas) 3.

Debido a su naturaleza hidrofébica, se acoplan a proteinas transportadoras con la finalidad
de viajar en la sangre. La accion clasica de estas hormonas se caracteriza por generar efectos
de larga duracién, pudiendo manifestarse en horas o dias. Dentro de sus funciones se destaca
la homeostasis hidroelectrolitica, la respuesta al estrés y la funcion reproductiva 3233,

Hormonas peptidicas

Se encuentran constituidas por secuencias de aminoacidos, cuya estructura presenta
variaciones en longitud y composicion dependiendo de la hormona especifica, se unen a
receptores en la membrana celular, desencadenando eventos intracelulares como la
activacion de segundos mensajeros; este grupo abarca las biomoléculas liberadas por el

hipotalamo, la hipdfisis anterior, el sistema digestivo y pancreas .
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Hormonas monoaminicas

Estas moléculas se derivan de aminodcidos aromaticos individuales, entre los que se
incluyen la fenilalanina, tirosina y triptofano, desempefiando un papel crucial en la
regulacion del estado de animo, el suefio, diversas funciones del sistema nervioso. Su
desequilibrio puede contribuir a trastornos neuropsiquiatricos, de tal manera que van a
incluir hormonas de la médula adrenal con caracteristicas hidrosolubles, y las tiroideas

siendo liposolubles %,

Progesterona

Se define como una hormona esteroidea compuesta por 21 atomos de carbono, siendo
secretada a nivel de los érganos femeninos internos como son los ovarios, por estimulacion
de la hormona luteinizante (LH) y el foliculo estimulante (FSH), bajo la influencia del
sistema hipotalamo-hipofisario. En el caso de ausencia de fecundacién, el cuerpo lGteo

involuciona, bajan los niveles de progesterona e inicia la menstruacion *.

Si el 6vulo es fecundado, el trofoblasto empieza la secrecién de biomoléculas importantes
que confirma la gravidez de la mujer, como la hormona gonadotropina coriénica humana
(hCG) que se envia a la circulacién materna y prolonga la vida funcional del cuerpo luteo.
Desde la segunda y tercera semana del embarazo, la placenta que se encuentra en desarrollo
empieza a liberar estrogenos y progesterona hasta el parto, con la colaboracion de las

glandulas suprarrenales del feto 3.

Biosintesis
La progesterona se produce a partir del colesterol a nivel de las células tecointersticiales y

de la granulosa y se lleva a cabo en dos fases:

Formacion de pregnenolona

El colesterol que entra en las mitocondrias es convertido a pregnenolona, esta etapa se lleva
a cabo mediante la enzima citocromo P45011al, que produce una hidroxilacion en la cadena
lateral en el C20 y C22, formando el 20,22-dihidroxicolesterol, que posterior a la pérdida de

la cadena lateral en la posicion C-22 se forma la pregnenolona ¥'.

21



Conversion de la pregnenolona a progesterona

La reaccion se origina por la enzima 3-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3f3-hsd),
ubicada en el reticulo endoplasmatico, en donde se genera deshidrogenacion del grupo
hidroxilo transformandose en un grupo cetdnico, después se isomeriza el doble enlace de la

posicion C5-C6 a C4-C5, dando paso a la formacion de la progesterona ¥'.

Funciones en el embarazo

Después de la fecundacién, la progesterona promueve el crecimiento, la diferenciacion y el
cambio de las células del revestimiento uterino, creando un ambiente favorable para la
implantacion; por otro lado, reduce las contracciones uterinas, estimula la sintesis de 6xido
nitrico en el Utero y regula la liberacion de citoquinas, todas estas acciones contribuyen

positivamente en la eficacia del proceso 3.

También tiene una gran participacion en la tolerancia inmunoldgica, al impedir el rechazo
de la placenta como un aloinjerto en el Gtero, mediante el reconocimiento de los antigenos
del complejo mayor de histocompatibilidad paterno y la inhibicion de la actividad de los
macrofagos, estas funciones importantes estan estrechamente implicadas con la preservacion

de la viabilidad del feto 382,

La accion de la progesterona se debe a la interaccion con su receptor intracelular especifico,
que estd codificado por el gen PGR, que a su vez éste va a producir dos isoformas
denominadas como PGR-A y PRG-B, siendo estructuralmente similares, con la distincién
que el PGR- B tiene una regién amino terminal con 164 aminoacidos adicionales, a pesar de
esta diferencia ambas desempefian un papel en la regulacion de la expresién de genes diana

de la hormona .

Durante el embarazo, se observa una prevalencia de la isoforma PGR-B, que inhibe la
expresion de genes proinflamatorios, contribuyendo a la quiescencia uterina, pero durante la
fase de parto se produce un incremento del PGR-A, que promueve la activacion de
interleucinas asociados a la inflamacidn, entre ellos IL 6, IL-1B y estimula la expresion del
gen GJA1 responsable de producir la conexina 43, una proteina esencial para facilitar las

contracciones durante el proceso del alumbramiento .
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También es importante para el sustento exitoso del embarazo, dado que su déficit se
relaciona con sangrado vaginal y posible amenaza de aborto en las gestantes, por ello, se
recomienda la administracion de caproato de 17 hidroxiprogesterona como manera
preventiva contra el parto prematuro, aplicable desde la semana 16 a la 36; sin embargo,
existe complicaciones en el tratamiento con progesterona debido a que puede incrementar la

probabilidad de desarrollar diabetes mellitus gestacional (DMG) *°.

La determinacion de la concentracion de progesterona suele utilizarse para diferenciar entre
un embarazo normal y uno ectdpico o con complicaciones adicionales, por ende, su déficit
en la produccion durante la fase transicional de la secrecién hormonal entre el cuerpo luteo
gravidico y el trofoblasto podria resultar en la pérdida temprana del feto, por esta razon, se
ha establecido que un umbral inferior a 7 ng/mL puede ser indicativo de una amenaza o

riesgo de aborto .

Tabla 1. Valores de referencia de progesterona en mujeres

Mujer Concentracion de progesterona (ng/mL)
Fase folicular <27
Fase lutea 3,0-314
Posmenopausicas <0,2
1 trimestre 10,25 a44,0
2 trimestre 1952825
3 trimestre 65,0 2 229,0

Fuente: la informacion fue tomada de los Anexo N°1

Gonadotropina Corionica Humana (hCG)

Es una hormona glicoproteica que posee una masa molar de 39,5 kDa, sintetizada tanto por
el tejido trofoblastico y por algunas células malignas, este tipo de biomoléculas
gonadotrdpicas se caracterizan por ser heterodiméricas, es decir, estan formadas por dos
subunidades asociadas por enlaces no covalentes, la subunidad alfa que es identica para esta
clasificacion y la beta que es la responsable de la actividad bioldgica y la especificidad

inmunoldgica *.
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La beta-hCG es una glicoproteina secretada por las células trofoblasticas embrionarias poco
después de la implantacion del embridn en el Utero, experimenta un incremento en su
concentracion sérica tras la concepcion, convirtiéndola en un indicador eficaz y confiable
para la confirmacién temprana de la gravidez. Ademas, se utiliza ampliamente como un
parametro para monitorear el adecuado desarrollo de la gestacion, dado que se establece que

su nivel debe duplicarse cada 48-72 horas durante las primeras semanas “..

La cuantificacion de hCG en suero u orina es fundamental para el diagndstico prematuro del
embarazo, la deteccidn de ciertos trastornos gestacionales, como marcador tumoral en la
enfermedad trofoblastica, coriocarcinoma, también se considera un indicador de riesgo para

la identificacion de Sindrome de Down (SD) *.

Biosintesis

La hCG se asocia con la hormona liberadora de gonadotropina placentaria (Gn-RH), en
entornos in vitro se libera en intervalos cortos de 11 a 22 minutos. Su produccién se ve
estimulada por los glucocorticoides y suprimida por el sulfato de dehidroepiandrosterona.
Ademas, el monosulfato de adenosina ciclico (CAMP) y sus analogos incrementan la
secrecion tanto de la molécula completa como de su fraccion alfa () %2.

La fraccion beta de la hCG (gonadotropina coridnica humana) no solo se encuentra en el
tejido fetal humano, sino también en diversos 6rganos como ovarios, testiculos y rifiones. Su
produccidn se extiende mas alla del embarazo, ya que algunos tumores trofoblasticos, tanto

benignos como malignos, la sintetizan 2.

Funciones en el embarazo

Durante las etapas iniciales de la gestacion, la hCG tiende a generar un efecto trofico sobre
el cuerpo luteo, asegurando la produccion de progesterona hasta que la placenta sea capaz
de sintetizarla, de igual manera, esta hormona puede inhibir la producciéon de las células Ty
prevenir la activacién anomala de los linfocitos T ante el dafio embrionario, por consiguiente,
una concentracién demasiado baja al principio de la gravidez puede ser indicativo de un

posible un aborto espontaneo o un embarazo ectopico 3.
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Tabla 2. Valores de referencia de hCG en mujeres embarazadas

Semanas de gestacion Concentracion de hCG (mUI/mL)
3 5a72
4 10 a 708
5 217 a 8 245
6 152232 177
7 4 059 a 153 767
8 31 366 a 149 094
9 59109 a 135 901
10 44 186 a 170 409
12 27 107 a 201 165
14 24 302 a 93 646
15 12540 a 69 747
16 8904 a 55 332
17 8240a51793
18 9649a55721

Fuente: la informacion fue recuperada del inserto que se encuentra en el Anexo N° 2

Tabla 3. Valores de referencia de f-hCG en mujeres embarazadas

Semanas de gestacion Concentraciéon de p-hCG (mUI/mL)
3 5a50
4 5a426
5 18 a5 340
6 1 080 a 56 500
7-8 7 650 a 229 000

9-12 25 700 a 288 000

13-16 13 300 a 254 000

17-24 4 060 a 165 400

25-40 3640a 117 000

Fuente: la informacion fue recuperada del inserto que se encuentra en el Anexo N° 3
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Estradiol

Es considerado como el estrogeno con mayor potencia y simple de los seres humanos, que
ejerce maltiples acciones sobre la mayoria de los érganos del cuerpo, entre estas funciones
se encuentra la proteccion cardiovascular, atribuida a su influencia en el metabolismo
lipidico, su efecto modulador sobre las células endoteliales y la regulacion de la presion
sanguinea. Con relacion a la mujer, estos efectos disminuyen con la llegada de la

menopausia, donde los niveles de estradiol decrecen significativamente 44,

Biosintesis

Se sintetiza principalmente en los érganos reproductores femeninos, que también secretan
otras hormonas esenciales para mantener el correcto funcionamiento de la sexualidad y la
formacion del estradiol; por otro lado, se forma a partir de la testosterona influenciada por
la aromatasa, considerada una enzima presente en el ovario, testiculo, placenta, cerebro,
hueso, proéstata, tejidos adiposos y glandulas suprarrenales; ademas, durante los afios
reproductivos en las mujeres, el mayor porcentaje de este analito es producido por las células

granulosas “°.

Funciones en el embarazo

La concentracion de estradiol al comienzo del embarazo puede reflejar la calidad del foliculo
dominante, del funcionamiento y evolucion del cuerpo IUteo, asi como, en mujeres que han
sufrido un aborto los niveles son significativamente bajos en comparacién con aquellas con
una gestacion sin complicaciones, a pesar de esto, su uso no es tan extendido como la f-hCG
y la progesterona debido a que su eficiencia para predecir el resultado de la gravidez ain no

ha sido determinada con precision “°.

Igualmente es crucial en la manifestacion de caracteristicas secundarias, responsable del
crecimiento folicular y endometrial, favoreciendo a la implantacion del embrion y desarrollo
del embarazo; adicionalmente, se ha evidenciado que tiene efectos protectores en los

sistemas neurovascular y cardiovascular °.
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Tabla 4. Valores de referencia de estradiol en mujeres embarazadas

Semanas de gestacion Concentracion de Estradiol (pg/mL)
1-2 210 a 400
3-4 380 a 680
5-8 1060a1780

9-12 1650a3120
13-16 2760 a6 580
17-20 4560 a9 620
21-24 8260 a 13 650
25-28 10 890 a 14 490
29-32 11120 a 16 220
33-36 13930 a 21 160
37-40 13 540 a 26 960

Fuente: la informacion fue recuperada del inserto que se encuentra en el Anexo N° 4

Diagnostico de hormonas

Método de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)

Denominado como ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA), es utilizado para
detectar y cuantificar sustancias como proteinas, hormonas y virus en distintas muestras
bioldgicas, basado en que los antigenos (Ag) o anticuerpos (Ac) conservan su potencia
inmunoldgica al unirse a una matriz sélida insolubles, tomando en cuenta la interaccion que

se produce entre ellos (Anexo N° 5) %,

ELISA competitivo

Utiliza un antigeno o anticuerpo de referencia que compite con el presente en la muestra
bioldgica, en este tipo de ensayo se considera que, a una mayor cantidad de analito, se reduce
la unién del Ac al fondo de los pocillos a través del Ag o Ac de referencia, resultando en una
sefial menor, en resumen, la curva detectada es inversamente proporcional a la cantidad de

la sustancia de interés presente en la muestra %°.
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ELISA directo

Se destaca por ser sencillo para la cuantificacion de biomoléculas en muestras biologicas,
basado en la union de los anticuerpos primarios indicados por la enzima al antigeno de
interés, en este caso, se adhiere al Ag al fondo de una microplaca y se le agregan Ac

especificos, que se combinan con enzimas para detectar el analito requerido *°.

ELISA indirecto

En este tipo de ensayo se utiliza un anticuerpo primario, para unirse al antigeno de interés y
luego se agrega uno secundario, marcado con una enzima gue va a reconocer y unirse al
primario y en presencia de un sustrato se genera un producto detectable, este método es util

para la cuantificacion de Ac especificos 2°.

ELISA tipo sandwich

Utiliza dos anticuerpos especificos que se dirigen a dos regiones diferentes del epitopo, el
primero de estos es dominado como “de captura”, se utiliza para inmovilizar el antigeno de
interés en una superficie solida, posteriormente la muestra se incuba con otro marcado con
una enzima, este Gltimo se une al antigeno formando un "sandwich™ para después realizar un
lavado, con la finalidad de eliminar las particulas no unidas, finalmente se agrega un sustrato

enzimatico para generar el producto detectable 2°.

Meétodo de radioinmunoensayo (RIA)

La introduccién del radioinmunoanalisis, o radioinmunoensayo, representd un notable
progreso para la medicina, especialmente en el campo de la endocrinologia, debido a que ha
sido utilizado para el diagndstico y tratamiento de trastornos hormonales asociados con el

crecimiento, la funcion tiroidea y fertilidad “°.

La reaccion se centra en la relacion de un anticuerpo no marcado (Ac) y una cantidad
conocida de antigeno marcado (Ag*), formando asi una interaccion entre estos dos
complejos denominado (Ag-Ac). Por lo tanto, cuando un Ag aumenta, menor sera el nimero
de Ag* que se uniran al Ac, permitiendo establecer una menor relacién de radioactividad

con la concentracion de Ag (Anexo N° 6) 46,
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Metodo de inmunoensayo por microparticula (MEIA)

El inmunoensayo por microparticula (MEIA), se basa en un ingenioso principio para detectar
y medir diversos marcadores bioldgicos en muestras clinicas. Su nombre deriva del uso de
pequefias esferas, llamadas microparticulas, que actian como una superficie sélida para
capturar complejos antigeno-anticuerpo. Teniendo una gran utilidad para la determinacion

de varios perfiles como: cardiaco, fertilidad, de cancer, metabdlico, hepatico, y tiroideo *’.

Se fundamenta por ser un inmunoensayo de tipo sdndwich, en donde las microparticulas de
latex recubiertas con anticuerpos y la muestra se incuban para que se produzca una mezcla
de reaccion, después se transfiere una alicuota a la matriz de fibra de vidrio, de tal manera
que los anticuerpos marcados con fosfatasa alcalina se unan al complejo, posterior se afiade
el sustrato Fosfato 4- Metil Umbeliferona (MUP), generando un producto detectable
fluorescente denominado metilumbeliferona (MU), que se mide para su cuantificacién
(Anexo N°7) 47,

Método de inmunoensayo de quimioluminiscencia (CLIA)

El enfoque comparte la misma técnica basica en comparacién al ELISA, con la diferencia
de que en inmunoensayo de quimioluminiscencia (CLIA), se usa una enzima unida al
anticuerpo de deteccion, generando fotones a través de enzimas como la peroxidasa de
rdbano picante o fosfatasa alcalina que producen luz en lugar de un cambio de color visible
(Anexo N° 8) 8,

Por lo tanto, en los Gltimos afios el método ha experimentado avances significativos en areas
como la investigacion biomédica y el diagnéstico clinico. Comparado con otros métodos
analiticos, la luminometria ofrece una alta sensibilidad (1 pg/mL), un amplio rango de

deteccion y la utilizacion de instrumentacion relativamente econdémica 2.
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CAPITULO I1l. METODOLOGIA

Enfoque de la investigacion

El presente trabajo fue de carécter cualitativo, debido a que se realizd una busqueda
bibliografica sobre las alteraciones hormonales en mujeres embarazadas con amenaza de
aborto, donde se analiz6 los datos con la finalidad de determinar la relacion entre los valores
hormonales patoldgicos en base al tema del trabajo, sin fundamentarse en encuestas ni

calculos estadisticos.

Tipo de la investigacion

Segun el nivel

El presente trabajo fue de tipo descriptivo, pues se analizd la posible relacidn existente entre
los cambios hormonales con la amenaza de aborto, ademas, se describid los métodos para la
determinacion de progesterona, estradiol, hCG y B-hCG, de acuerdo con las diferentes

técnicas estudiadas.

Segun el disefio

Se elabor6 un disefio de caracter documental-no experimental, basandose en el analisis de
datos de investigaciones obtenidos en la blsqueda bibliogréafica, donde no se manipul6
ninguna de las variables del estudio.

Segun la secuencia temporal
El estudio se encontrd dentro de la categoria transversal, puesto que se realizé en un periodo
de tiempo determinado y Unico, de abril-agosto del 2023, por lo tanto, se presentd un solo

grupo de resultados.

Segun la cronologia de los hechos
Este trabajo fue de tipo retrospectivo, en vista que se analizé los datos de los valores de
progesterona, hCG vy estradiol en mujeres embarazadas, tomando en cuenta bibliografia

publicada hasta 10 afios antes de la fecha en que se elabord el presente proyecto.
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Técnica de recoleccion de datos

En el presente estudio los datos fueron recolectados mediante busqueda bibliogréfica, con la
finalidad de la elaboracién del marco tedrico, para el posterior analisis de informacion sobre
los métodos de laboratorio y generalidades de las hormonas en mujeres embarazadas a fin

de determinar un posible indicador de amenaza de aborto.

Poblacion de estudio

La poblacion de estudio abarcd libros, articulos cientificos, manuales emitidos por entidades
de Salud Publica y casos clinicos que se obtuvo mediante la busqueda en repertorios que
ofrecen informacion cientifica y veridica, obteniendo un total de 56 articulos entre ellos:
Scielo (8), Pub Med (14), Elsevier (8), Gale Académic (6), ProQuest (5), Google Académico
(15) acerca del embarazo y las alteraciones hormonales.

Tamafio de la muestra

Para la obtencion de la muestra se utiliz6 un muestro no probabilistico por conveniencia
dado que como autores seleccionamos aquellos articulos, libros, casos clinicos, manuales
que permitieron validar la hipétesis planteada con anterioridad. Por ende, la muestra consté
de 31 documentos anexados en bases cientificas tal como: Elsevier (3), Pub Med (11), Gale

Académic (4), Google académico (10) y Scielo (3).

Criterios de inclusion
e Articulos de revistas oficiales como: PubMed, Scielo, Google Académico, Elsevier,
Science Direct e Instituciones Publicas.
e Base de datos en diferentes idiomas como espafiol, inglés.
e Trabajos escritos con informacién actualizada acerca de investigaciones de mujeres
embarazadas con amenaza de aborto.
e Insertos de los métodos utilizados para determinar diferentes hormonas considerando

como principal la progesterona.

Criterios de exclusion
e Estudios en mujeres con amenaza de aborto, donde no se determine el valor de
hormonas como progesterona, hCG y estradiol.

e Fuentes bibliogréficas que carezcan de valor cientifico.
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¢ No se tomaré en consideracion la informacion extraida de articulos no publicados en

los Gltimos 10 afios.

Método de Estudio
En esta investigacion se utilizd el método tedrico que permitié el anélisis de cada articulo,

libro y publicacién, extrayendo informacién valiosa para cimentar el desarrollo del proyecto.

Andlisis Documental

Al analizar los articulos cientificos, se logré investigar las alteraciones hormonales en
pacientes embarazadas con amenaza de aborto, logrando determinar que la progesterona,
estradiol, hCG, B-hCG pueden llegar a ser biomarcadores importantes en el desarrollo de la

gestacion.

e Métodos Teoricos

Mediante la revision de publicaciones cientificas, se ha podido comprender los progresos
que ha experimentado el tema a lo largo del tiempo, asi como la relevancia de la

investigacion para el futuro.

Consideraciones éticas

Al tratarse de un trabajo de tipo bibliografico, no existirad conflictos bioéticos, ya que la
muestra utilizada no sera de origen bioldgico y tampoco sera manipulada, por esta razon este
trabajo respetara todas las consideraciones éticas necesarias que requiere una exploracién

cientifica.
Estrategia de busqueda bibliografica

Se describi6 estrategias de busqueda bibliografica con una secuencia siguiendo el diagrama

de flujo que se muestra a continuacion:
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DIAGRAMA DE FLUJO
PARA BUSQUEDA

l

¢ Cuales son los cambios hormonales en las
mujeres embarazadas con amenaza de

aborto?

Investigar cuales son cambios hormonales en
las mujeres embarazadas con amenaza de
aborto, mediante el andlisis de revistas

cientificas.

l

Busqueda de fuentes de informacion

\ 4

Identificacion de conceptos:
Amenaza de aborto, progesterona, estradiol,
B-hCG, factores de riesgo, métodos de
diagndstico.

l

Base de datos cientifica:
Google Académico, ProQuest,
Elsevier, Scielo, PubMed

Redalyc,

\ 4

Eleccién del idioma: revistas publicadas en
espafiol e inglés

—

v

Cumple los criterios de inclusion

Incluye informacion importante para la
realizacion del proyecto, articulos publicados
en los dltimos 10 afios, libros e insertos de

métodos de diagndstico

Revisados: 56
Google Académico (15)
ProQuest (5)

Gale Academic (6)
Elsevier (8)
Scielo (8)
PubMed (14)

4

A

\ 4

Avrticulos seleccionados: 31
Google Académico (10)
Gale Academic (4)
Elsevier (3)

Scielo (2)

PubMed (12)

Utilizar los criterios de inclusion y exclusion

para la eleccion de articulos y libros

v

No cumple con los criterios de inclusion
Publicaciones gue no contienen informacién
de resultados de progesterona, estradiol, f3-
hCG, factores de riesgo; idiomas diferentes a

los mencionados y periodo mayor a 10 afios

\ 4

.

Andlisis y parafraseo de la informacion

Articulos excluidos: 25, Google Académico
(5), ProQuest (5), Elsevier (6), Scielo (5),
Gale Academic (2), PubMed (2)

Anexo 9. Articulos seleccionados para el desarrollo de

la investigacion

I

Articulos descartados

33




CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se realizo el respectivo analisis y discusion de los resultados obtenidos segun
las fuentes bibliograficas revisadas, considerando que la muestra incluyé 31 articulos
cientificos, categorizados segun criterios de inclusion y exclusién, que contienen

informacidn relevante considerando los objetivos planteados.
En la tabla 5 se identifica la descripcion detallada de articulos cientificos referente a los

métodos utilizados para la cuantificacion de hormonas, destacando su sensibilidad y

especificidad.
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Tabla 5. Métodos de laboratorio utilizados para la deteccion hormonal en pacientes con amenaza de aborto

Autor y afio Poblacion Tipode Meétodo Hormonas Caracteristicas del método
(mujeres con Muestra de
amenaza de analisis  progesterona Estradiol hCG  B-hCG Sensibilidad Especificidad
aborto)
Khalid et al. 2022 ° 153 Suero EIA X 82% 81%
Sakar et al. 2020 *° 106 Suero ELISA X 92,1% 44%
Simren et al. 2022 5! 100 Suero CMIA X 87% 92,2%
Elsheikh et al. 2023 50 Suero RIA X 95% 98,8%
52
Ghaedi et al. 2022 % 8014 Suero ELISA X 73,1% 99,2%
Mansy et al. 2017 % 45 Suero ELISA X 79% 85,7%
X 90,14% 88,76%
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Lek et al. 2017 *° 119 Suero CLIA X 65,7% 92%

Ku et al. 2015 %° 119 Suero CMIA X 77% 88%
Yalcin et al. 2015 ' 42 Suero CLIA X 67% 78%
Osmanagaoglu et al. 77 Suero CLIA X 96% 75%

2014 1°
X 87% 80%
Friis et al.2020 8 203 Suero ELISA X 95% 74%
X 93% 89%
X 84% 93%
Deng et al. 2022 43 71 Suero CLIA X 83% 80%
Kadam et al. 2019 5° 36 Suero ELISA X 83,8% 91,1%

EIA: inmunoensayos enziméticos, ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima, RIA: radioinmunoensayo, CMIA: inmunoanalisis

qguimioluminiscente de microparticulas, CLIA: inmunoensayo de quimioluminiscencia
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Anélisis

En la tabla 5, se realizd un analisis comparativo de los métodos méas utilizados para la
determinacion hormonal como: EIA, ELISA, RIA, CLIA, CMIA, ademas de tomar en cuenta
su caracteristica al momento de determinar hormonas que sirven como indicadores de una
amenaza de aborto como progesterona, estradiol, hCG y B-hCG, determinando que ELISA

tiene una mayor utilidad en ensayos clinicos.

Discusion

Khalid “et al” *° informa que los niveles medios de estradiol sérico (E2) en mujeres con
embarazo viable (150,49 ng/mL) fueron significativamente mas altos en comparacion al
grupo de aborto (9,96 ng/mL), con un valor de corte de 47,9 ng/mL, todos estos datos fueron
determinados mediante un ensayo inmunoenzimatico (EIA), arrojando una sensibilidad de
82 %y especificidad del 81%. Mientras Deng “et al” *® utiliza un método quimioluminiscente
(CLIA) con un valor de corte de diagnostico de 576 pg/mL, obteniendo un 80% de
especificidad y 83% de sensibilidad durante 7 a 9 semanas identificaron al grupo abortista.

Deng “et al” ** muestra en su estudio que la combinacion de las hormonas séricas como el
estradiol y la progesterona (P4) dieron un rendimiento diagnostico del 0,87; tomando como
recomendacion que se puede utilizar hasta la novena semana de gestacion para diferenciar
las posibilidades de embarazo normal y amenaza de aborto dentro del primer trimestre.
Ademas, la probabilidad del diagndstico fue superior al 92.9% al emplear marcadores
combinados de E2 con P4, entre las 7 y 9 semanas de gestacion. Al contrario, lo que dice el
estudio de Osmanagaoglu “et al” ® | la combinacion de B-hCG y progesterona no aportan

una significancia en el aumento de sensibilidad en el diagnéstico.

Sakar “et al” *° en su investigacion se destaca que el nivel de corte de progesterona para
diagnostico de embarazos viables fue de 10,7 ng/mL, utilizando como método de medicion
el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), siendo sensible y especifico en un
porcentaje de 92,1 %, 44% respectivamente. Por consiguiente, la Gnica medicion de los
niveles de progesterona sérica dentro del primer trimestre es Gtil para distinguir y predecir

gestaciones viables de los no viables.
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Simren “et al” > utiliz6 en su estudio como método de medicion tecnologia de inmunoensayo
de microparticulas (CMIA), dentro de su muestra, el 77% tuvo un embarazo viable y el 23%
fue no viable, con un valor de corte de progesterona sérica de 10,2 ng/mL se obtuvo una
sensibilidad del 87 % y especificidad del 92,2 %, siendo un resultado estadisticamente
significativo. Por lo que concierne a Kadam “et al”” >® la progesterona fue medida por ELISA,
presentando como valor de corte de 10,08 ng/ml, 83,8% sensible y 91,1% especifico para el
diagnostico de una gestacion viable.

Por otro lado, Ghaedi “et al” *3, sefialan que los niveles normales de la progesterona oscilan
entre 3,2 — 25 ng/mL. Dentro de su estudio se analizaron los rendimientos de esta hormona
en cuatro rangos distintivos: < 6,3; 6,3-12,6; 12,7-19,9 y 20-25 ng/mL. Para la deteccion
de una amenaza de aborto, con una concentracion inferior a 6,3 ng/mL se obtuvo una
sensibilidad del 73,1% y especificidad del 99,2%.

Elsheikh “et al” > menciona que el hCG-RIA, es altamente sensible con el 95%, lo que
facilita la deteccion de concentraciones extremadamente bajas del analito en el suero
humano, también demuestra una especificidad del 98,8 %, lo que contribuye a una mayor

eficacia en la precision de los resultados al momento de cuantificar esta biomolécula.

De igual importancia, Yalgin “et al”®" proporciona como informacion que los niveles de B-
hCG se encontraron significativamente bajos en el grupo con amenaza de aborto espontaneo
siendo sensible en un 67% Yy especifico 78%, utilizando el método CLIA como técnica de
diagnéstico, afirmando que la reduccion de los niveles de B-hCG se debe a la disminucién
de la produccion hormonal de la placenta.

La tabla 6 proporciona una descripcién detallada de articulos cientificos, relacionados con
los factores de riesgo predisponentes que pueden dar lugar a un aumento en el riesgo del
término temprano del embarazo, destacando entre estas causas la edad gestacional, y

materna, el estilo de vida y enfermedades asociadas.
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Tabla 6. Factores de riesgo predisponentes en mujeres con amenaza de aborto

Muestra
. (mujeres con o . ]
Autor y afno Cronicos Agudos Fisicos Exdgenos
amenaza de
aborto)
5 Enfermedad Infeccion de las vias - Alcohol
Chulluncuy S. 2020 86 o L Edad materna <25 afios
tiroidea urinarias (IVU) - Tabaco
] . ) - Alteraciones cromosomicas ]
Lopez et al.2020 5t 100 - Citomegalovirus Cafeina
- Edad materna >35 afios
) » . Edad gestacional dentro del - Cafeina
Rodriguez et al.2020 %2 109 - Infeccion vaginal _ _
primer trimestre - Tabaco
o _ - Obesidad, sobrepeso
Iza et al.2022 3 34 - Vaginosis bacteriana Tabaco
- Edad materna <20 afios
Hernandez et al.2022%* 245 Hipertension VU Actividad fisica brusca Tabaco
) ) Edad gestacional entre 8 y 11
Patifio et al.2021 % 241 Diabetes - -
semanas
) ) _, ) ) - Polimorfismos genéticos
Silva et al.2020% 44 Hipertension ~ Citomegalovirus Tabaco
- Edad materna >35 afios
Sunil et al.2020°% 40 - VU Estrés -
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Anélisis

Conforme se detalla en la tabla 6, se han identificado los principales factores de riesgo de
amenaza de aborto, siendo la edad materna inferior a 25 afios y superior a 35, asi como una
edad gestacional dentro del primer trimestre. Ademas, en el apartado fisico y exdgeno se
destaca la influencia del consumo de cafeina, tabaco, esfuerzo fisico y obesidad. Por otro
lado, se presenta enfermedades cronicas como hipertension, patologias de caracter agudo
recalcando la IVU, infecciones vaginales y citomegalovirus.

Discusion:

La edad materna es un factor de riesgo para las alteraciones en el embarazo, segun la
investigacion de Patifio ¢> las mujeres menores a 25 afios son propensas a experimentar
amenazas de aborto, coincidiendo con la mayoria de los autores citados, salvo Lopez “et al”
61y Silva “et al” % , quienes indican que la edad avanzada de la paciente mayor a 35 afios,

también constituyen una variable relevante.

De acuerdo con Chulluncuy % la IVU se rige como la principal causa gineco-obstetras de
amenaza de aborto, representando un 95%, ya que, como menciona Samaniego “et al” ®®la
proximidad de la uretra femenina al ano aumenta la posibilidad de colonizacién de bacilos
gramnegativos en el area genital, dando lugar al desarrollo de esta infeccidn, ademas durante
el embarazo, el aumento del tamafio del Utero y las venas ovaricas obstaculizan el drenaje

de la vejiga, produciendo una I\VVU persistente.

En palabras de Samaniego “et al” % la bacteriuria asintomatica en el embarazo tiene una
frecuencia de 2-7%, dependiendo del grupo étnico, la situacion socioeconémica y paridad,
ademas este porcentaje aumenta gradualmente desde 0,8% durante la semana 12 hasta
alcanzar el 1.9% al final del tercer trimestre. Este hallazgo concuerda con la investigacion
realizada por Iza “et al” ¢3 quien informa que aproximadamente el 5-10% de las mujeres
presentan mas de 100 000 colonias de bacterias por mililitro de orina en el primer tercio de

la gestacion, provocando un parto prematuro en el 95% de los casos.
Lopez “et al” ® indica que las alteraciones cromosomicas, como triploidias, trisomias

autosdmicas y translocaciones equilibradas, ocasionan un 50% de los abortos espontaneos

en el primer trimestre y un 20% en el segundo trimestre de la gestacion, respectivamente.
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De igual manera Silva “et al” % destaca que el polimorfismo genético causado por la
presencia del alelo HLA-A*34, es un factor de riesgo identificado en el 55% de las mujeres

en su investigacion.

Como argumenta Iza “et al” 63 | las infecciones vaginales son frecuentes en el embarazo,
generando un desequilibrio en la microbiota, dando como resultado el aumento de agentes
patogenos tales como Gardnerella vaginalis. este microorganismo responsable de la
vaginosis bacteriana, la cual se asocia a una amenaza de aborto con un 26%. Por su parte,
Rodriguez “et al” ®2 revel6 que un 29,36% de las mujeres embarazadas tuvieron riesgo en

relacién con candidiasis vaginal.

El citomegalovirus (CMV), perteneciente a la familia de los herpesvirus, presenta
generalmente infecciones asintomaticas en personas sanas, no obstante, puede convertirse
en un problema de salud para aquellos con un sistema inmunolégico debilitado, ademas de
recién nacidos, personas con VIH/SIDA, receptores de trasplantes de 6rganos y mujeres
embarazadas. Silva “et al” ®! destaca el citomegalovirus con un 65% de incidencia de

amenaza de aborto.

De acuerdo con Patino “et al” 65, la tension arterial elevada puede ocasionar problemas en
el embarazo, llegando incluso la pérdida del feto en casos de complicaciones mas severas
como la preclamsia. Esta informacion se respalda con los hallazgos de Hernandez “et al”é4,
quienes identifican la hipertension como un factor de riesgo en un 29,8% de los casos y

preclamsia en un 4%.

El peso materno y la amenaza de aborto mantienen una relacion significativa segun las
recientes investigaciones, como la de Patifio “et a” ¢> que resalta una probabilidad del 45%
de pérdida del feto en mujeres con un peso mayor al recomendado, destacando en su
investigacion sobrepeso (31,3 %) y obesidad grado | (13%). De la misma manera lza “et
al”® concuerdan con estos hallazgos, afiadiendo que el indice de masa corporal (IMC) menor

a 18,5 es otro factor predisponente.

Segun menciona Chulluncuy ® el consumo de tabaco es un factor de riesgo altamente

relevante, provocando el 45% de casos de amenaza de aborto. Este dato coincide con la
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investigacion de Hernandez “et al”é4 que reporta un porcentaje del 35,78% y recalca la
ingesta diaria mayor a 200g de cafeina como otra variable. Ademas, Hernandez “et al” ®*
resalta que el ejercicio intenso conlleva a un aumento del flujo sanguineo hacia los musculos
y corazon, disminuyendo en el Utero, por ende, en su estudio se describié que las mujeres

con un trabajo mayor a 70 horas semanales pueden sufrir una pérdida fetal.

En la tabla 7 se presenta una descripcion detallada de articulos cientificos sobre los niveles
hormonales de progesterona, estradiol, hCG y B-hCG en mujeres propensas a un riesgo de

aborto

Tabla 7. Promedio de la concentracién hormonal sérica en pacientes con amenaza de
aborto

Pacientes con Edad Hormonas »
Autory ) Concentracion
amenaza de gestacional )
Afio . Media
aborto en semanas PrOgesterona ﬁ-hCG Estradiol
4 347,96 pg/mL
Li et al 5 554,08 pg/mL
202169. >0 %
6 667,78 pg/mL
7 728,14 pg/mL
xu et al. X 809 pg/mL
201770 34 6-8
X 7899 mUI/mL
X 13,07 ng/mL
Deng et
71 7-9 X 10700 mUI/mL
al. 2022%
X 1209 pg/mL
Gong et
12 4-12 X 12 ng/mL
al. 2024™
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Khalid et

al. 2022% o o1z 7o
Salas et al.
- 43 7-12 6850 mUl/mL
Chaparro 13,76 ng/mL
s 96 8-12
2019 6647 mUI/mL
Saleh et 25,14 ng/mL
, 200 8-12
al. 2020 7950 mUI/mL
Izurieta
" 20167 15 <12 13,18 ng/mL
Ayala et
| 20187 127 5-13 17,68 ng/mL
al.
Mansy ot 13,2 ng/mL
1.2017 > 45 >t
al. 10450 mUI/mL
. o 14.9 ng/mL
6-13
76
al.2019 12026 mUIl/mL
Analisis

En la tabla 7, se analizo la media de los niveles séricos hormonales de BhCG, estradiol y

progesterona, segun los hallazgos investigativos de campo, en donde se observo

concentraciones notablemente bajas de los tres analitos en mujeres que sufrieron una

amenaza de aborto en comparacion con aquellas cuyos embarazos transcurrieron sin

complicaciones.

Discusion

De acuerdo con Ayala “et al” ° la progesterona desempefia un papel crucial en el estado de

gravidez, al contribuir en la conservacion del endometrio y la implantacion del 6vulo, en su

estudio se demostro que, entre las 5y 13 semanas, el nivel sérico medio en pacientes con en

43



un embazo relativamente normal fue de 28,6 ng/mL en comparacion a aquellas con amenaza
de aborto cuyo valor fue de 17,68 ng/mL. Ademas, dentro de este ultimo grupo los
porcentajes relacionados con la concentracion de esta hormona fueron los siguientes: < 14
ng/mL (42,5%), 14-25 ng/mL (37,5%) y > 25 ng/mL (20%), con esto Sse evidencia que, a un

menor valor del analito aumenta el riesgo.

Chaparro "® sostiene que los bajos niveles de progesterona pueden indicar una posible
interrupcién del embarazo, sin embargo, destaca la importancia de otros marcadores séricos,
por lo cual, su investigacion se enfocé en estudiar dicho analito en conjunto con la BhCG en
mujeres con una edad gestacional entre 8-12 semanas. Los resultados fueron relativamente
disminuidos en ambas hormonas, con valores de progesterona de 13,76 ng/mL y BhCG de
6647 mUI/mL, en comparacion a una gestacion intrauterina normal donde las

concentraciones fueron 31,67 ng/mL y 13437 mUI/mL respectivamente.

Por otro lado, Khalid “et al” *° indica que los niveles medios de estradiol en el primer
trimestre la gestacion normal fue de 1950,49 pg/mL, no obstante, en el 10 % de los sujetos
perteneciente al grupo con riesgos de aborto, se registraron valores inferiores a 907 pg/mL
y en el 75% por debajo de 358 pg/mL. Por consiguiente, las concentraciones bajas podrian
provocar alteraciones en mecanismos como la remodelacion endometrial, angiogénesis de
las vellosidades placentarias y tolerancia inmune materna a través de un aumento de las

células reguladoras T, lo que podria resultar en la pérdida del feto.

De acuerdo con lzurieta " investigo a 30 pacientes, dividiéndolas en dos grupos, el primero
estuvo conformado por 15 mujeres con amenaza de aborto y el segundo incluia a 15 con un
embarazo normal. Los resultados mostraron que, en el primer caso los niveles fueron
relativamente bajos con un minimo, maximo y media de 4,00 ng/mL, 39,10 ng/mL, 13,18
ng/mL respectivamente; por otro lado, en el segundo caso las concentraciones fueron 13,20
ng/mL, 49,70, ng/mL y 33,15 ng/mL correspondientemente. Estos datos concuerdan con los
de Gong “et al” ™ quien sefiala que una concentracion de esta hormona inferior a 12 ng/mL

puede ser un biomarcador de riesgo de aborto.

Saleh “et al” 7, llevo a cabo un analisis comparativo de los biomarcadores, progesteronay p-

hCG, como herramienta diagnéstica de amenaza de aborto, en donde menciona que la
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segunda hormona posee una mayor utilidad al presentar una media significativamente baja
de 7950 mUI/mL, en contraste con un embarazo normal (112253 mUI/mL), demostrando
una sensibilidad del 100 % y especificidad del 98,2 %. Por otro lado, en el primer analito

mencionado se destaca con porcentajes de 83% y 89% respectivamente.

Li “et al” % comenta que los niveles de B-hCG y estradiol, experimentan variaciones
semanales durante la gestacion, un aspecto que la mayoria de los estudios previos no tuvieron
en consideracion, indicando que, al combinar ambos andlisis la prediccion del resultado tiene
una mejor precision. Las mujeres que experimentaron una amenaza de aborto presentaron
niveles bajos de estradiol a diferencia de los embarazos normales, teniendo como resultado
valores de 347,96 pg/mL, 554,08 pg/mL, 667,78 pg/mL, 728,14 pg/mL para la 4ta, 5ta, 6ta
y 7ma semana respectivamente, evidenciando que la determinacion de estas hormonas son

una herramienta valiosa en la evaluacién del resultado de la gravidez.

Xu “et al” "© , menciona que el estradiol juega un papel crucial en el desarrollo del Gtero y la
placenta durante la gestacién; por ende, en su investigacién divide a las pacientes en dos
grupos, A (amenaza de aborto) y B (embarazo normal). En el primer conjunto la media
obtenida fue de 809 pg/mL, mientras que en el segundo fue de 1193 pg/mL, indicando un
valor disminuido en el grupo A, esto sugiere una mayor probabilidad de riesgo en presencia
de concentraciones bajas. Deng “et al” * respalda esta premisa demostrando en su analisis

niveles reducidos alrededor de 1209 pg/mL.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Se logré determinar que existen diversos métodos para detectar y cuantificar
hormonas en mujeres con amenaza de aborto cuya eleccion se rige por
consideraciones de sensibilidad, especificidad y rendimiento diagndstico, por ende,
se prefirio ELISA por su facilidad de uso y automatizacion, por otra parte, RIA tuvo
una menor utilidad debido a su precio elevado; sin embargo, existe un mejor
rendimiento en comparacion a MEIA y CLIA, ademas, la progesterona y hCG
presentaron una buena exactitud diagndstica en las técnicas mencionadas.

A traveés de la evaluacion de resultados se dividi6 los principales factores de riesgo
de amenaza de aborto en cuatro grupos: el primero abarc6é enfermedades cronicas
como hipotiroidismo, diabetes e hipertension; el segundo comprendié patologias
agudas entre ellas infeccion de vias urinarias y vaginales, el tercero incluy6 factores
fisicos donde se destacd la edad materna inferior a 25 o superior a 35 afios, etapa
gestacional dentro del primer trimestre, obesidad, alteraciones cromosomicas y en el
cuarto se describié componentes exdgenes como el consumo de tabaco y cafeina.
Se concluyé que el estradiol y B-hCG tienen niveles inferiores a los de referencia,
caso contrario la progesterona a pesar de poseer concentraciones dentro de los niveles
esperados, siguen siendo significativamente bajos en comparacién a los encontrados
en un embarazo normal, por ende, la deteccion temprana y el seguimiento de estos
analitos son esenciales para identificar posibles complicaciones y tomar medidas
preventivas que resguarden la salud tanto de la madre y del feto.
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ANEXOS

Anexo N° 1. Inserto de determinacidn de progesterona mediante ELISA de Grupo MEXLAB

GRUPO
MEeXiAB

Bio-Progesterona

Cédigo: 6001009

Inmunoensayo enZimdtico para la cuantificacion de la Progesterona en

EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO sSHero Oplasﬂla_

INTENCION DE USO

El kit Progesterona ELISA se utlliza para la determinacion cuantitativa
de concentraciones de la Homona Progesterona en suero o plasma
humano.

RESUMEN

La progesterona es un estereroide C21, que es sintetizada a partir de
los tejidos y colesterol circulante. El colesterol es transformado en
pregnenolona por medio de la deshidrogenasa e isomerasa en
progesterona. Los sitios principales de produccion son las glandulas
suprarrenales, los ovanos y la placenta durante el embarazo. La
mayoria de los esteroides son metabolizados en el higado para
pregnaneidol y conjugado como un glucorénido antes de la excrecion
por los rifiones. La progesterona exhibe una gran variedad sobre los
organos. El rol primario de la progesterona se presenta en los érganos
reproductores. En los hombres, la progesterona es un intermediario
necesario para la produccion de corticosteroides y androgenos. En
mujeres la progesterona permanece a niveles relativamente constantes
en la fase folicular del ciclo menstrual. La concentracidn incrementa
répidamente durante la ovulacion y permanece elevada por 4 — 6 dias y
decrece a los niveles iniciales 24 horas antes del inicio de la
menstruacion. En el embarazo, la produccion de progesterona por
medio de la placenta incrementa los niveles de 10 a 20 veces de
aquellos del pico de la fase lGtea. La determinacidn de progesterona es
efectuada para detemminar la ovulacion asi como para caractenzar los
defectos de la fase litea. El monitoreo de la terapia con progesterona y
las evaluaciones del embarazo temprano comprenden el resto de los
ensayos de progesterona. El equipo de Progesterona por sistema Elisa
esta disefiado para la evaluacidon cuantitativa de la progesterona Total
en suero o plasma humano.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

La Progesterona es una fase competitiva de ELISA. Las muestras y la
enzima conjugada de Progesterona son agregadas a los pozos
recubiertos con anticuerpos anti-Progesterona monoclonales. La
progesterona presente en la muestra del paciente competia con la
Progesterona marcada enzimaticamente por la unidén con el anticuerpo
anti-Progesterona inmovilizado en la superficie del micropozo. La
muestra y el conjugado no unidos se eliminan por lavado, se agregan
los reactivos de desarrollo de color. Al reaccionar con la enzima unida
se lleva a cabo un cambio de color el cual sera inversamente
proporcional a la concentracion de la progesterona en la muestra del
paciente. Una curva estandar es obtenida graficando la concentracion
de los estandares confra la absorbancia de la muestra.

MATERIALES PROVISTOS 96 Prusbas

1. Micropozos recubiertos con Progesterona 12x8x1

MAC

2. Estandares de Progesterona : 6 viales (listos | 0.25 ml
para su uso)

3. Conjugado Biotin Progesterona: 1 frasco 7 ml
(listo para su uso)

4. Enzima Conjugada (20 X)

0.7 mi

5. Diluyente de la muestra: 1 frasco (listo para 12 ml
Su uso)

6.  Sustrato TMB: 1 frasco (listo para su uso) 12ml

7. Solucién de Frenado: 1 frasco (listo para su 12 ml
uso)
8. Solucion de Lavado Concentrado: 1 frasco 25ml
(20X)

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO PROVISTOS

Agua destilada o desionizada.

Pipetas de precision.

Puntas de pipetas desechables.

Lector Microelisas con lente a 450nm de longitud de onda
Papel absorbente o toalla de papel.

Papel cuadriculado.

el

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

1. Almacene el kita 2 - 8°C.

2. Mantenga las tiras de los pocillos selladas en la bolsa de aluminio.

3. Todos los compuestos son estables hasta su fecha de expiracion
siempre y cuando las condiciones de almacengje sean
estrictamente llevadas a cabo como aqui se indica.

4. Mo exponga los reactivos al calor, luz solar o intensa luz eléctrica.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Potencial de los materiales de riesgo biologico: Los calibradores
contienen componentes de origen humano, que se han sido
probados y encontrados no reactivos para el antigeno de superficie
de hepatitis B y anticuerpos contra el VIH Aprobado por la FDA.
Sin embargo no hay método de prueba que puede ofrecer
completa seguridad de que el virus VIH, Hepatits B u otros
agentes infecciosos estén presentes. Estos reactivos deben ser
mangjados segin el Nivel de Biosegundad 2, como se recomienda
en los Centros para el Control de Enfermedades / Institutos
MNacionales de Salud manuales. "Biosegundad en laboratorios
microbioldgicos y biomédicos” 1984

2. Mo pipetee con la boca. No fume, coma , o beba en el area donde
mangje este equipo

3. Los componentes en este equipo son para uso como una unidad
integral. Los componentes de diferentes lotes no se deben mezclar

4. Para obtener 6ptimos resultados, debe apegarse estrictamente al
protocolo. Pipeteado exacto y preciso, asi como después de la
hora exacta y requerimientos de temperatura prescritos son
esenciales. Cualquier desviacion de este pueden dar datos no
vélidos.

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. Los resultados obtenidos mediante la utilizacién de este kit sirven
solo como ayuda en el diagnostico y deben ser interpretados en
relacion a la historia clinica del paciente, sintomas y ofros
procedimientos de diagndstico.

2. No utilice acido de sodio como conservador ya que inhibe la
actividad de la enzima HRP.

RECOLECCION DE LA MUESTRA

1. Se recomienda recoger muestras de suero con eguipamientos
disponibles en el mercado. Las muestras de suero debe ser
totalmente incoloro incluso el color rojo muestra ligera
contaminacion de la sangre.

2. Las muestras pueden ser refrigeradas de (2-8°C) por 1 dia.
Muestras congeladas (-20°C) no més de un mes.

3. Evitar multiples ciclos de congelacion-descongelacion

4. Previo al ensayo, las muestras congeladas,
descongelarse totalmente y mezclase.

deberan

PREPARACION DEL REACTIVO

1. Reactivo de frabajo enzima conjugada: Diluir la enzima
conjugada 121 con diluyente de muestra en un recipiente
adecuado. Por gjemplo, diluir 100ul del conjugado con 2 ml de
diluyente de la muestra (este reactivo de trabajo es suficiente para
10 micropozos).

2 Buffer de Lavado Prepare una solucion de lavado 1X, adicionando
el contenido de la botella (25 ml.20 X) a 475 ml de agua destilada o
desionizada.

Conserve a temperatura ambiente.
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PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Previo al

ensayo, pemita que todos los reactivos alcancen la

temperatura ambiente (18°-26°C). Mezcle suavemente los reactivos
antes de su uso.

1

2.

Do

;N

10

Corte el numero de pozos a utilizar. Ciemre y selle el resto de los
micropocillos no utilizados vy refrigérelos a 2-8° C.

Agregue 20 pl de estandares, especimenes y confroles en los
pozos apropiados.

Agregue 100 pl de enzima conjugada de trabajo en cada pocillo.
Agregar 50 pl de Conjugado Biotin Progesterona a cada pocillo
Incube a temperatura ambiente por 60 minutos (20-25°C).

Retire el liguido de los pocillos. Enjuague y lave los pocillos tres
veces con 300 pl de solucidn de lavado de 1X. Golpee la placa de
los micropocillos sobre papel absorbente para remover las gotas
de agua residuales.

Vierta 100 pl de sustrato TMB a todos los pocillos.

Incube a temperatura ambiente por 15 minutos.

Frene la reaccion agregando 50 pl de solucion de frenado a cada
pocillo. Mezcle gentimente para facilitar el mezclado de la solucion.
Lea la densidad dptica a 450nm con un lector de placa de micro
valoracién en un plazo de 15 minutos después de haber agregado
la solucion de frenado.

CALCULO DE RESULTADOS
La curva estandar se construye de la siguiente manera:

Compruebe el valor estandar de la media de la absorbancia (a450)
para cada grupo de Estandares de referencia, controles y
muestras. Este valor puede variar de lote a lote. Aseglrese de
verificar el valor de cada kit. Véase el ejemplo de la norma adjunta.
Para construir la curva estandar, trazar la absorbancia para el
estandar de Progesterona (gje vertical) frente a las concentraciones
estandar de Progesterona (eje horizontal) en un papel grafico
lineal. Dibuje la mejor curva a través de los puntos.

Leer la absorbancia de los controles y cada muestra desconocida
de la curva. Registre el valor de cada control o muestra
desconocida.

Ejemplo de Curva Standard

Standard | OD (450 nm)
0 ng/mil 264

1 ng/ml 206

5 ng/mil 1.16

15 ng/ml 061

30 ng/ml 0.30

60 ng/ml 019

N
\\‘\.

0 10 20 30 40 50

concentracion

D.0. nm

VALORES EXPERADOS Y SENSIBILIDAD
Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios rangos
nomales sobre la base de una muestra representativa de la poblacion
local. Los siguientes valores de Progesterona pueden ser utilizados solo

CcOomo guia:
ng/mL
Hombres
18-29 afios <03
30-59 afios 0.2
Mujeres
Fase folicular =27
Fase lutea 3.0-31.4
Postmenopausicas <0.2
1 timestre 10.2544 0
2° tnmestre 19 5-82 5
3* timesire 65.0-229.0
Nifios Hombres Mujeres
5-9 arios <0.7 <0.6
10-13 afios <1.2 <10.2
14-17 afios <0.8 <11.9
PERFORMANCE.
Precision:
Intra Ensayo
Suero No. de Media | Desviacion | Coeficiente de
Réplicas ng/ml standar Variacién (%)
1 10 1.72 0.092 536
2 10 10.1 0.16 162
3 10 19.7 0.4 2.04
Inter Ensayo
Suero No. de Media | Desviacion | Coeficiente de
Réplicas ng/ml standar Variacién (%)
1 10 2.16 0.21 968
2 10 973 0.85 8.8
3 10 19.1 12 6.3
3. Sensibilidad:

La sensibilidad de esta prueba fue al calcular la media mas dos desvios
estandar del punto de estandar cero, veinte veces en la misma prueba.

Suero

No. de
Réplicas

Media
ng/ml

Desviacion,
standar

Media + 25D
(Sensibilidad)

Zero

20

0.04

0.09

0.22 ng/ml
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Anexo N° 2. Inserto de determinacion de hCG mediante ELISA del grupo GT-Lab

B

USO DEL PRODUCTO
Reactivo para la determinacion de HCG en sangre u
orina. Método Elisa visual Directo.

FUNDAMENTO DEL METODO

El ensayo es Inmunoenzimatico "sandwich™ para
Gonadotrofina Coriénica Humana, combinando anti-
cuerpos policlonales y monodonales para una identi-
ficacion selectiva y de elevada sensibilidad.

Dentro de los Pocillos Sensibilizados (anti-HCG Po-
liclonal) se agrega la muestra y el Reactivo Enzima-
Conjugado (anti-Beta HCG Monoclonal).

Con la presencia de HCG, se forma un complejo es-
pecifico de "anti HCG Policlonal- HCG-anti Beta HCG
Monoclonal Enzima Conjugado fijado en las pare-
des del Pocillo. Luego de eliminado el remanente de
Muestra y Enzima- Conjugado, se procede a la re-
velacion que con un color azul-celeste, identifica la
presencia del mencionado complejo.

REACTIVOS PROVISTOS

Pocillos Sensibilizados: 48 unidades conteniendo
Anti-HCG Policlonal en fase sélida.

Enzima- Conjugado: 1 frasco con 2,5 ml de solucién
de anti Beta HCG Monodonal conjugado con
Peroxidasa.

Reactivo A: 1 frasco con 4 ml de solucion estabiliza
da de peroxido de hidrogeno.

Reactivo B: 1 frasco con 4 ml de soluciéon cromogé-
nica de Tetrametilbencidina en buffer fosfatos- citrato
50 mmol/l; pH 5,0.

Control Positivo: 1 frasco con 1 ml de solucion pro-
téica estabilizada con aproximadamente 25 mU/ml
de HCG.

Control Negativo: 1 frasco con 1 ml de solucién
protéica estabilizada negativa para HCG.

Solucién Lavadora: 2 frascos con 60 ml /u de solu-
cion salina en buffer pH 7,4.

Accesorios: Soporte de Pocillos.

REACTIVOS Y MATERIAL AUXILIAR NO PROVISTO
-Timmer

-Pipetas y micropipetas

-Tubos y Cubetas de Vidrio

-Fotometro o Espectrofotémetro

Conservacion y Estabilidad de los Reactivos
Provistos

Todos los reactivos deben conservarse refrigerados
(2-8°C).

La estabilidad alcanza la fecha de vencimiento indi-
cada en la caja.

Precauciones y advertencias sobre el uso de los
reactivos

Los Reactivos son exdusivamente para uso Diagnds-
tico IN VITRO.

Mantener los Pocillos Sensibilizados protegidos de
la humedad.

No exponer los Reactivos a la luz directa.

No intercambiar las tapas de los Reactivos.

No introducir pipetas o tips en los frascos de
Reactivos.

Indicios de inestabilidad o deterioro de los
reactivos

En el proceso de Ensayo, ausencia de color en el Con-
trol Positivo, coloracion del Control Negativo pueden
ser causa de deterioro de algunos de los Reactivos
(NOTA 1).

Coloracion del Reactivo B es causa de deterioro. En
tal caso no usar.

En algunas ocasiones, la intensidad del color rosado
del Reactivo Enzima- Conjugado pueden disminuir,
sin que esto signifique deterioro. (NOTA 2).

MUESTRAS OBJETO DEL DIAGNOSTICO

Suero o Plasma: recogido con heparina o EDTA.

Orina: Preferentemente primera de la mafana. Debe

recogerse en recipientes perfectamente limpios y

libre de conservantes. Los especimenes a examinar

deben ser totalmente limpidos.

Manipulacion y Descarte

Las muestras de pacientes deben manipularse consi-

derandolas potencialmente infecciosas, al igual que
14
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el material descartable y los utilizados en el ensayo,
que hayan estado en contacto con las mismas.

Un procedimiento aconsejado para descartarlos es el
siguiente: autoclavado a 121 °C durante una hora y el
tratamiento de los liquidos residuales con hipoclorito
de sodio durante una hora a una concentracion final
del 5%.

Condiciones de conservacion de las Muestras

Las muestras debes ser preferentemente frescas.
Suero o Plasma: son estables por 24 hrs en refrige-
rador (2-8°C). En freezer 30 dias.

Orina: estable 48 hrs en refrigerador (2-8 °C).
Sustancias interferentes presentes en la Muestra
Hemoglobina, glucosa, acetaminofeno, acido ace-
tilsalicilico, acido ascorbico, atropina, cafeina, acido
gentisico y otras drogas en determinadas concentra-
ciones, pueden ser causantes de resultados falsamen-
te positivos 0 negativos. Por lo tanto, es Util conocer
si el paciente recibe algun tipo de medicacién.

PROCEDIMIENTO

Ensayo y Proceso de Medicion

Antes de la ejecucion del Ensayo, tanto Reactivos
como Muestras se deben llevar a temperatura am-
biente no inferior a 20 °C. Homogeneizar antes de
usar.

Colocar en el soporte, la cantidad de Pocillos Sensibi-
lizados necesarios para los Controles y Muestras

a ensayar.

spgr?slilt?i?izados 1 2 3
Control Negativo 1 gota 2 e
Control Positivo —-- 1gota —--
Muestra —-- - 20 ul
Enzima-Conjugado [ 1 gota 1 gota 1 gota

Mezclar por movimientos laterales del Soporte

Incubar 5 minutos a temp. amb. no inferior a 20 °C

Eliminar el contenido de los Pocillos por inversién y sacu-
diendo enérgicamente para favorecer el vaciado. Lavar 5
veces con SOLUCION LAVADORA (NOTA 3).

Escurrir el liquido sobre el papel absorbente limpio
(NOTA 4).

Reactivo A
Reactivo B
Mezclar por movimientos laterales del Soporte

1 gota 1 gota 1 gota

1 gota 1 gota 1 gota

TIEMPOS DE LECTURA DE LOS RESULTADOS

Entre el SEGUNDO y QUINTO minuto de agregado
el Reactivo B, comparar el color desarrollado por las
muestras respecto de los Controles (NOTA 5).

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

(Ver en Procedimiento: Tiempos de lecturas de los
Resultados) .

POSITIVO: Cuando el Pocillo de la muestra, desarro-
lla un color azul-celeste de igual o mayor intensidad
que el Control Positivo, el resultado se interpreta como
presencia de HCG o positivo.

NEGATIVO: Cuando el Pocillo de la muestra no desa-
rrolla color, el resultado se interpreta como cantidad
no detectable de HCG en la muestra o negativo
(NOTA 5).

CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Se recomienda procesar juntamente con las muestras,
sueros control de reactividad conocida para contro-
lar la perfomance del ensayo.

Cada Laboratorio debe disefar su propio sistema de
Control de Calidad Interno y establecer las medidas
correctivas si se observan desvios de calidad.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1- Condiciones patoldgicas que cursan con produc -
cién de HCG, entre ellas carcinomas productores
de HCG.

2- Orinas muy diluidas (baja gravedad especifica)
pueden dar lugar a resultados dudosos. Se recomien-
da utilizar primera orina de la mafana.

3- Siendo una prueba cualitativa, para valores de

HCG muy elevados puede observarse un desarrollo
de la intensidad de color no proporcional a la con-
centracion real de HCG en la muestra. Por lo tanto,
el desarrollo de intensidad de color de muestras po-
sitivas no debe ser considerado como indicador de
concentracion absoluta.

SENSIBILIDAD Y ESPECIFIDAD DEL METODO

La sensibilidad de la presente metodologia cualitati-

va, es de aproximadamente 25 mUI/ml. correspon-

diente a los niveles de HCG encontrados alrededor,

de la segqunda semana de gestacion.

La especificidad ha sido estudiada con reacciones
2/4
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cruzada con harmonas: LH, FSH, TSH. En todas las
casos los resultados fueron negativos.

NOTAS

1. Ver Precauciones y advertencias sobre el uso de
los Reactivos.

2. Dentro de la camposicidn del Reactivo Enzima-
Conjugado, s ha incorparado un colorante organico
de tonalidad rosado. Esto es a los fines de fadlitar la
visualizacion del agregado de este Reactivo para cada
dle reaccion.

3.Fara evitar contaminaciones crizadas, sies posible
es conveniente colocar en el soporte los pocillos
separados entre si. Los 5 lavados deben efectuarse
agregando la Solucidn Lavadora gota a gata, SIN
DESBORDAR el Pacillo para evitar la posibilidad de
contaminar ofras muestras.

4. "Golpear® enérgicamente varias vaces sobre el
papel absorbente limpio el saporte invertida con los
pocillos gue han sido lavados.

Esto favorece al total escurrimiento del liguido rema-
nante.

5. 51 & Pocillo de la musstra desarrolla una miuy suawe
colaracidn azul-celeste al finalizar el quinto minutao
de Reaccidn, de intensidad inferior al desarmallado par
el Control Positivo, esto puede deberse a:

a) Lavada insuficiente o mal hecho (ver NOTAS 3y d).
b Cantidad muy baja de HOG en la muestra.

¢} Sustancias interferentas (ver limitadiones del Proce-
dimiento)

En tal cazo repetir el ensayo. 5 el fendmeno persiste
v teniendo la presuncidn de embarazo, debe repetivse
el ensaya con una nueva muestra 72 h. despueés.

PRESENTACION
Codigo 380048: 48 determinaciones.
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Anexo N° 3. Inserto de determinacion de B-hCG mediante ELISA del grupo Diametra

DiaMetra

C€

b-HCG

Determinazione immunoenzimatica diretta della b-HCG nel siero o plasma umano.

e
2°C WZ =96 ensayos REF DKO014

VEr -::tiquc*ta cxterna

||Jlll'll an:ilisis de rutinal

USD PREVISTO

Método inmunoenzimatico colorimétrico para la
determinacion cuantitativa de la concentracién de b-
HCG en suero o plasma humano.

El kit b-HCG estd destinado al uso en laboratorio
exclusivamente.

1. SIGNIFICADO CLIiNICO

La hCG es una hormona glicoproteica secretada
durante el embarazo, sintetizada por el embrign justo
después de la concepcion y posteriormente por la
placenta. Su funcion consiste en evitar la
desintegracion del cuerpo liteo del ovario y promover
asi la sintesis de la progesterona, que es una
condicion esencial para el embarazo en los seres
humanos. La hCG tiene otras funciones, como por

ejemple, esta inveolucrada en la inmunotolerancia del
embarazo.

La comprobacion, durante el embarazo, de los
niveles de hCG en sangre o en la orina indica la
presencia o ausencia de un embrion implantado. En
particular, las pruebas de embarazo emplean un
anticuerpo que es especifico de la unidad B de hCG
(p-hCG). Esto es importante para que las pruebas no
generen falsos positivos con LH y FSH.

La B-hCG es secretada por algunas células
cancerosas como, por ejemplo, el teratoma y el
coriocarcinoma. Pero los niveles altos no pueden
demostrar la presencia de un tumor y los niveles
bajos no lo excluyen.

2. PRINCIPIO DEL METODO

El B-hCG ELISA TEST se basa en la captura
simultanea de la B-hCG humana por parte de dos
anticuerpos monoclonales, uno inmovilizado en la
microplaca y el ofro conjugado con peroxidasa
(HRP).

Tras un determinado periodo de incubacion, la
separacion libre-unido se obtiene mediante un simple
lavado de la fase solida.

La enzima presente en la fraccion unida cataliza la
reaccién entre el substrato (Hz0;) y el substrato TMB
(TMB), desarrollando una coloracion azul que cambia
a amarillo tras la adicion de la solucion de parada
(H2S0.).

La intensidad del color desarrollado es proporcional a
la concentracion de B-hCG presente en la muestra.
La concentracion de la p-hCG en la muestra se
calcula tomando como base una serie de estandares.

3. REACTIVOS, MATERIALES E INSTRUMENTACION

3.1. Reactivos y materiales suministrados en

el kit
1. Estandares (STD) de B-hCG (6 frascos, 1 mL

cada uno)
STDO REF| DCE002/1406-0
STD1 REF| DCE002/1407-0
STD2 REF|DCE002/1408-0
STD3 REF| DCE002/1409-0
STD4 REF|DCE002/1410-0
STD5 REF|DCE002/1411-0

2. B-HCG Control (1 frasco, 1 mL)

La concentracidn del Control se indica en el
certificado de calidad (Quality Control Report)

REF| DCE045/1403-0

3. Tampon de incubacion (1 frasco, 50 mL)
Tampon fosfato 50 mM pH 7.4; BSA 1 g/l
REF| DCE001/1401-0

4. Conjugado (1 frasco, 1 mL)
Anticuerpo anti B-hCG conjugado con peroxidasa de
rabano (HRP) REF| DCE002/1402-0

5. Microplaca recubierta (1 microplaca rompible)
Anticuerpo anti p-hCG absorbido en la microplaca
IREF| DCE002/1403-0

6. Substrato TMB (1 frasco, 15 mL)
H:0:-TMB (0,26 g/L) (evitar el contacto con la piel)
REF| DCE004-0

7. Solucién de parada (1 frasco, 15 mL)
Acido sulfirico 0,15 mol/L (evitar el contacto con la
piel) RREF| DCE005-0

8. Solucién de lavado conc. 50X (1 frasco, 20 mL)
MNaCl 45 g/L; Tween-20 55 g/L  |REF| DCE006-0

3.2. Reactivos necesarios no suministrados
en el kit
Agua destilada.
3.3. Material e instrumentaciéon auxiliares
Dispensadores automaticos.
Lector de microplacas (450 nm)
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Nota

4,

Conservar todos los reactivos a 2:8 °C, protegidos
de la luz.

Abrir la bolsa del reactivo 5 {microplaca recubierta)
solo cuando se encuenire a temperatura ambiente y
cerrarfa inmediatamente después de extraer las
tiras gue se vayan a utilizar.

No retirar las hojas adhesivas de las tiras gue no se
vayan a usar en la sesién de analisis.

ADVERTENCIAS

Este kit de ensayo esta previsto para usarse in
vitro y por personal experto.

Usar los equipos de proteccion individual previstos
al trabajar con los reactivos suministrados.

El cromogeno TMB contiene un imritante que
puede ser dafino si se inhala, se ingiere o se
absorbe a través de la piel. Para prevenir lesiones,
evitar la inhalacion, la ingestion o el contacto con
la piel y con los ojos.

La solucion de parada estd formada por una
solucion de acido sulfurico diluido. El acido
sulfirico es venenoso y corrosivo, y puede ser
toxico si se ingiere. Para prevenir posibles
guemaduras quimicas, evitar el contacto con la
piel y con los ojos.

Evite la exposicion de los reactivos TMB/H:O. a la
luz solar directa, metales u oxidantes. No congelar
la solucion.

Este método permite determinar concentraciones
de fHCG de 1 mIU/mL a 200,000 mIU/mL.

PRECAUCIONES

Respetar rigurosamente la secuencia de los pasos
indicados en este protocolo.

Todos los reactivos deben conservarse a una
temperatura controlada de 2-8 °“C en sus
recipientes originales. Todas las excepciones
estan claramente marcados.
Antes del uso, esperar hasta gue todos los
componentes del kit y las muestras se encuentren
a temperatura ambiente (22-28°C) y mezclar
cuidadosamente.

No mezclar componentes de kits de lotes
distintos. Se debe observar la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta de la caja y de todas las
ampollas. No usar componentes después de la
fecha de caducidad.

Si utiliza un eguipo automatico, es responsabilidad
del usuario asegurar que la metedologia aplicada
haya sido debidamente validada.

Un lavado incompleto o impreciso y la aspiracion
insuficiente del liguido de los pocillos ELISA
pueden causar una precision pobre yfo un elevado
fondo.

Para la reproducibilidad de los resultados, es
importante que el tiempo de reaccion sea igual
para cada pocillo. El tiempo de dispensacion de
los pocillos no debe superar los 10 minutos; si se
prolongara mas alla de los 10 minutos, respétese
el orden de dispensacién. si utiiza mas de una

placa, se recomienda la curva de
calibracién en cada plato.

Al afiadir el sustrato TMB inicia una reaccidn
cinética gue termina al agregar la solucion de
parada. Tanto el sustratoc como la solucion de
parada deben agregarse en la misma secuencia
para evitar diferentes tiempos de reaccion.
Observar las directrices para la ejecucion del
control de calidad en los laboratorios clinicos al
comprobar controles yio pool de sueros.

Observar la maxima precision en la reconstitucion
y dispensacion de los reactivos.

Mo use muestras con contaminacién microbiana,
altamente lipémicas o hemolizadas.

Los lectores de microplacas leen las DO
verticalmente, por tanto no debe tocarse el fondo
de los pocillos.

repetir

6. PROCEDIMIENTO

6.1. Preparacion de los estandares (S,....55)
Los estandares, calibrados frente a WHO 1" IRP

75/551, tienen aproximadamente las siguientes
concentraciones:

S50 | S1 S2 | 53 | 54 S5
miU/mL 0 1 5 20 | 100 | 400

Una wvez abiertos,

6.2. Preparacion de la solucion de lavado

los estandares permanecen
estables al menos 6 meses a 2-8°C.

Antes del uso, diluir el contenido de cada ampolla de

solucion de lavado tamponada concentrada (50x) con
agua destilada hasta un volumen de 1000 mL. Para
preparar volimenes menores, respetar la relacion de
dilucion de 1:50. La solucion de lavado diluida se
mantiene estable a 2-8 °C durante al menos 30 dias.

6.3. Preparacion del conjugado diluido
Preparar inmediatamente antes del uso.

Afadir 10 ul de conjugado (reactivo 4) a 1 mL de
tampén de incubacién (reactive 3). La cantidad de
conjugade que se debe preparar es proporcional al

nimero de ensayos.

Mezclar con cuidado dejando al menos 10 minutos en
el agitador giratorio. Estable durante al mencs 3

horas a temperatura ambiente (22-28 °C).

6.4. Preparacion de la muestra
La determinacién de la B-hCG se realiza en suero o
plasma humano. Si la dosificacion no se realiza en un
plazo de dos dias desde la extraccion, conservar la
muestra a -20 “C. Mo volver a congelar las muestras

una vez descongeladas.

Para muestras con una concentracion superior a 400
miU/mL, diluir la muestra con tampon de incubacion.

6.5. Procedimiento

Puesioc gue es necesarioc operar por duplicado,
preparar dos pocillos para cada punto de la curva
estandar (S,-S;), dos para cada muestra, dos para
Control y uno para el blanco.
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Reactivo Estandar ‘:.I!JI:)?'lft’trE Blanco
gnsgi:dares 25 L
[Conirol 25 L
gﬁ:i]gjogado 100 pL 100 pL

Incubar 1 h a temperatura ambiente (22+28°C).
Retirar la mezcla de reaccion, lavar 3 veces afadiendo
a cada pocillo 0,3 mL de solucion de lavado diluida.

Substrato

s 100 pL

100 pL 100 pL

Incubar 15 minutos a temperatura ambiente (22+28 °C),
protegida de la luz.

Solucion de

parada 100 pL

100 pL 100 pL

Agitar la microplaca con cuidado.
Leer |la absorbancia (E) a 450 nm frente al blanco.

7. CONTROL DE CALIDAD

Cada laboratorio debe analizar sueros control para
los rangos bajo, medio y alto de B-hCG para
supervisar el rendimiento del analisis. Estas muestras
deben tratarse como desconocidas y los valores
deben determinarse en cada ensayo realizado. Se
deben mantener los graficos de control de calidad
para seguir el rendimiento de los reactivos

suministrados. Se deben emplear métodos
estadisticos adecuados para determinar las
tendencias. El laboratorio debe establecer los limites
de aceptabilidad del rendimiento del analisis.
Ademas, |a capacidad de absorcion maxima debe ser
constante con la experiencia anterior. Una desviacién
significativa del rendimiento establecido puede indicar
un cambio inadvertidc en las condiciones
experimentales o la degradacion de los reactivos del
kit. Se deben usar reactivos frescos para determinar
la causa de las variaciones.

7.1. Interpretacion de los resultados
Si para calcular los resultados se ha usado el
ordenador, es imprescindible que los valores de los
calibradores se encuentren dentro del 10 % de las
concentraciones asignadas.

8. RESULTADOS

8.1. Absorbancia media
Calcular la absorbancia media (Em) de cada punto de
la curva estandar (S—Ss) y de cada muestra.

8.2. Curva estandar
Trazar el grafico de la absorbancia en funcion de las
concentraciones de los estandares (S5,-S:) (p. ej.:
logistica de cuatro parametros o sigmoideo).

8.3. Calculo de los resultados
Interpolar del grafico los valores de absorbancia
relativos a cada muestra y leer la concentracidn
correspondiente en miU/mL.

9. VALORES DE REFERENCIA

Cada laboratorio debe establecer su propio rango
basandose en la poblacion de los pacientes.

Los valores séricos de fHCG se incluyen en los
siguientes intervalos:
Mujeres normales: =< 8,0 mlU/mL

Embarazo: 1% semana 3.0 - 100 miW/mL

22 gsemana 10 —1.000 mIU/mL

3% semana  100- 10.000 miU/mL

4% semana 1000 — 100 000 mIW/mL
2° mes 15.000- 200.000 miU/mL
3° mes 10.000 — 100 000 miU/mL

10. PARAMETROS CARACTERISTICOS

10.1. Precision

10.1.1. Intraensayo
La wvariabilidad dentro del mismo kit se ha
determinado replicando (16x) la determinacion de
tres sueros de control distintos. La variabilidad
intraensayo es £ 7,6%.

10.1.2. Interensayo
La variabilidad entre distintos kits se ha determinado
replicando la determinacién de tres sueros de control
distintos con kits pertenecientes a lotes distintos. La
variabilidad interensayo es = 8,8%.

10.2. Exactitud
La prueba de recuperacion realizada en una muestra
enriquecida con 6,25 - 12,5 — 25 — 50 miU/mL de p-
hCG ha dado un valor medio (+SD) de 99,2% % 4,1%.

10.3. Especificidad
La reactividad cruzada del kit B-hCG ELISA se
calculd basandose en las relaciones de masa:

B-hCG__ [100,0%
hFSH _ [3.0%
hCG 4,0%
hTSH _ |0.02%

10.4. Sensibilidad
La concentracion minima de p-hCG medible gue
puede distinguirse del estandar cero es de 0,09
miU/mL con un limite de confianza del 95%.

10.5. Correlacion con la dosis RIA
El kit p-hCG (Diametra) se ha comparado con un kit
disponible en el mercado. Se han comprobado
muestras de sueroc de 49 mujeres.
La curva de regresion es:
y=094x-0,02
r=0,96(r =092

10.6. Efecto gancho

En este método no se ha observado efecto gancheo
hasta 250.000 mIU/mL.
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11. DISPOSICIONES PARA LA ELIMINACION
Los reactivos deben eliminarse de acuerdo con las
leyes locales.
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Anexo N° 4. Inserto para la determinacion de Estradiol del Grupo MexLab

GRUPO
MEXUAB

Bio-Estradiol Eli

1 Cédigo: 6001010

Inmunoensayo enzimdtico para la cuantificacion del Estradiol en suero

EN PRUEBAS PARASU LABORATORIO ¢ pfgsina.

INTENCION DE USO
El kit Estradiol (E2) ELISA se utiliza para la deteccidn por ensayo
Inmunoenzimatico de la concentracién de Estradiol en suero o plasma.

RESUMEN

Estradiol es el estrogeno natural mas potente, producida principalmente
por el ovario, la placenta y en mas pequefia cantidad por la corteza
supramrenal y los testiculos masculinos. El estradiol es secretado en el
torrente sanguineo, donde el 898% se une a la globulina transportadora
de hormonas sexuales (SHBG). La actividad estrogénica se realiza a
través de complejos de estradiolreceptor que desencadenan la
respuesta apropiada en el higado y la piel En mujeres no
embarazadas con ciclos menstruales normales, la secrecion de
estradiol, sigue un patron ciclico, bifasica, con la mas alta
concentracion gue se encuentra inmediatamente antes de la ovulacion.
Durante el embarazo, los niveles matemos de esftradiol aumentan
considerablemente, muy por encima de los niveles maximos pre-
ovulatorios los altos niveles se mantienen durante todo el embarazo. El
suero de las mediciones de estradiol es un indice de valor en la
evaluacion de una serie de disfunciones menstruales, tales como la
pubertad precoz o refrasada en las nifias y amenomea primaria y
secundaria, ¥ la menopausia. El nivel de estradiol se ha informado que
se Incrementa en pacientes con sindromes de feminizacion,
ginecomastia y tumores testiculares. En los casos de fertilidad, las
determinaciones de estradiol son dtiles para controlar la induccion de la
ovulacion después de un tratamiento

PRINCIPIO DEL ENSAYO

El Estradiol (E2) es un ensayo de competicion en fase sdlida (ELISA)
enfre las muestras y el conjugado enzimético de estradiol afiadido a
los pozos sensibilizados con anticuerpos policlonales (anti-Estradiol).
Durante la incubacion, los micro pozos sensibilizados con anticuerpos
antrE2 son incubados con E2 estandar, controles, muestras y
conjugado enzimatico de E2 a temperatura ambiente por 60 minutos.
El estradiol de los pacientes compite con la estradiol de la enzima
conjugada por los sitios de union. El conjugado enzimatico de E2 unido
al micro pozo decrece progresivamente en tanto aumenta la
concentracion de E2 de la muestra_ El estradiol y la enzima de estradiol
conjugada que no se haya unido son desechados en el lavado con
solucién buffer. Al agregar el substrato la intensidad de la coloracion
va a ser inversamente proporcional a la concentracion de estradiol en
las muestras la curva estandar es preparada relacionando la intensidad
de estradiol

MATERIALES PROVISTOS 96 Pruebas

1. Micropozos recubiertos con Anticuerpo Policlonal 12x8x1
anti-Estradiol

2. Estandares de Eslradiol : 6 viales 0.5ml

3.  Estradiol biotin conjugado 70ml

4. Enzima conjugada concentrada (20 X), 1 vial 0.7ml

5 Diluyente de la muestral- 1 vial (listo para su uso) 12 mi

6. Sustrato TMB: 1 frasco {listo para su uso) 12 mi

7. Solucion de Frenado: 1 botella (listo para su uso) 12 mi

8.  Solucidon de Lavado Concentrado 20X: 1 frasco 25 ml

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO PROVISTOS

Agua destilada o desionizada_

Pipetas de precision.

Puntas de pipetas desechables.

Lector Microelisas con lente a 450nm de longitud de onda con una
banda de amplitud de 10nm o menor y un rango de densidad
6ptica de 0-2 OD o mayor.

Papel absorbente o toalla de papel

Papel cuadriculado.

LN

@ o

ALMACENAMIENTO

1. Almacene el kita 2 - 8°C.

2. Mantenga las tiras de los pocillos selladas en la bolsa de aluminio.

3. Todos los compuestos son estables hasta su fecha de expiracion
siempre y cuando las condiciones de almacenaje sean
esirictamente llevadas a cabo como aqui se indica.

4. Mo exponga los reactivos al calor, luz solar o intensa luz eléctnica.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Potencial de los materiales de riesgo biolégico: Los calibradores
contienen componentes de origen humano, gque se han sido
probados y encontrados no reactivos para el antigeno de
superficie de hepatitis B y anticuerpos contra el VIH Aprobado
por la FDA. Sin embargo no hay método de prueba que
puede ofrecer completa segundad de que el virus VIH, Hepatitis B
u otros agentes infecciosos estén presentes. Estos reactivos
deben ser mangjados segun el Nivel de Biosegundad 2, como se
recomienda en los Centros para el Control de Enfermedades /
Institutos MNacionales de Salud manuales "Bioseguridad en
laboratorios microbioldgicos y biomédicos” 1984

2. No pipetee con la boca. Mo fume, coma , 0 beba en el érea donde
maneje esteequipo

3. Los componentes en este equipo son para uso como una unidad
integral. Los componentes de diferentes lotes no se deben
mezclar.

4_  Es recomendable que los estandares, controles y muestras de
suero se corran porduplicado.

5. Para obtener dptimos resultados, debe apegarse estrictamente al
protocolo. Pipeteado exacto y preciso, asi como después de la
hora exacta y requerimientos de temperatura prescritos son
esenciales. Cualquier desviacion de este puede dar datos no
vélidos.

RECOLECCION DE LA MUESTRA

1. Recolecte sangre por venopuncion y separe el suero de
inmediato.

2 En caso de no llevar a cabo el examen inmediatamente, refrigere
la muestra a (2-8° C) por cinco dias. En caso de exceder dicho
plazo, congele a -20° C hasta un mes.

3 Evite multiples ciclos de congelacion - descongelacion

4. Previo al ensayo, la muestra debera ser debidamente
descongelada y mezclada.

5. Evite utilizar muestras con exceso de lipidos.

PREPARACION DEL REACTIVO

1. Enzima conjugada (20x): prepare una solucion de trabajo 1x a
120 con el diluyente de muestra. Ejemplo: 0.1 ml de enzima
conjugada concentrada con 1.9 ml de diluyente de la muestra.

2. Buffer de lavado: Prepare una solucion de lavado 1X,
adicionando el contenido de la botella (25 ml 20 X) a 475 ml de
agua destilada o desionizada.

3 Conserve a temperatura ambiente.
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PROCEDIMIENTO DEL ENSAYOQ

1. Todas las muestras y reactivos deben ser llevados a temperatura Hombres i 10 a50 pg/ml

ambiente (18-26°C) antes de su uso. e _ Mujeres 5 T
2. Corte el nimero de pozos a utilizar. Cierre y selle el resto de los ’O’;“ELOCF’D,EH“S“& A g’;,:l

micropocillos no utilizados y refrigérelos a 2-8°C. Foliculartemprana 301100 ba/mi
3. Dispensar 25 pl de los estandares control y muestras en los Folicular tardia 100400 pg/ml

micropocillos designados. Fase litea 50-200 pg/ml
4. Dispensar 50 pl del conjugado biotin estradiol N'E,Tba’am E‘;’ma‘ has‘ﬁl (315(»)000 W;m'l
5. Mezclar suavemente po 20 seg 110 PrEpUDeres NoMme. paim
6. Incubar a temperatura ambiente por 45 minutos

> . " . PERFORMANCE
7. Agregar 100pl de la solucidn de trabajo de enzima conjugada en e
greg H ! g 1. Sensibilidad:

cada pozo.

Mezcle suavemente los pozos en agitador aprox. 10-20 segundos.

Incube a temperatura ambiente (18-25°C) por 45 minutos.

0. Remueva el liquido de los pozos Lave en tres tiempos con 300 pl
de solucion de lavado 1x Golpee los pozos sobre una toalla o
papel absorbente.

11. Agregue 100 pl de sustrato TMB en cada pozo. Mezcle

suavemente por 10 segundos.

12. Incube a temperatura ambiente (18-25°C) por 20 minutos.

13. Frene la reaccion agregando 50 pl de Solucidn de Frenado a cada

La sensibilidad de esta prueba es de 3.94 pg/ml. Dicho resultado
surge de calcular la media mas dos desvios estandar del punto de
estandar cero, veinte veces en la misma prueba.

2 ©o®

2. Correlacion con un kit ELISA de referencia:

Un total de 60 muestras de suero fueron analizadas utilizando el
presente kit ELISA y ofro kit de referencia. La curva de regresion
lineal fue calculada: ¥=0.931 — 2 .40, r=0.979

pozo 3. Precision:
14. Mezclar por 30 segundos. Es importante que en este paso cambie Intra Ensavo
el color azul a amarillo completamente. Y - -
15. Lea la densidad dptica a 450 nm con un lector de placa de micro Suero ero'"g:s Media miU/ml E[s):::égr (\I;;ﬂ'lat::li%r::e(;i}e
valoracién en un plazo de 15 minutos después de haber agregado 3 ZO 555 554 56 >
la solucién de frenado. > - 2
2 20 143.6 12.75 8.9
CALCULO DE RESULTADOS 3 20 1984 13.95 /.0
La curva estandar se construye de la siguiente manera:
1. Calcule el valor de absorbancia media (A450) para cada set de Inter Ensayo
estandares, muestras y controles de referencia. s No. de Media Desvio Coeficiente de
. . uero b o
2. Para la construccién de la curva trazar la lectura de absorbancia Réplicas miUiml Estandar Variacién (%)
de los estandar de estradiol en eje vertical contra la concentracion 1 12 294 2538 8.6
de estradiol en eje horizontal en papel grafico lineal dibujar la 2 12 147.9 7.042 48
curva de mejor manera posible uniendo los puntos leer la 3 12 2026 8.179 40

absorbancia de los controles y cada muestra desconocida.
3. Utilice los valores de observancia media de cada muestra para f - .
. . i - Linealidad:
determinar la correspondiente concentracion de Estradiol en pg/ml

de la curva estandar.
4. Los valores obtenidos para muestras diluidas deberan ser
convertidos aplicando el factor de dilucidon apropiado durante los

Dos diferentes muestras de pacientes fueron diluidas con el
calibrador "0" en las siguientes proporciones 12, 1.4, 138. Los
valores de Estradiol fueron calculados y sus resultados corregidos
con el factor de dilucion.

célculos.
Ejemplo de curva standard —
: pE;.tradm oD @50 Suero Valor Original Porcentaje de Recupero
(pgiml) nm) (miU/ml)
0 3069 1.2 1:4 18
0 1623 1 1867 103.3 1094 108.5
30 1292 2 288.8 110.7 93.3 109.9
100 0794
300 0388 REFERENCIAS
1000 0.162 1 Tsang, BK, Armstrong, DT. and Whitfield, JF, Steroid
biosynthesis by isolated human ovarian follicular cells in vitro, J.
Clin. Endocrinol. Metab. 1980; 51- 1407-1411
2. Gore-Langton, RE. and Ammstrong, DT, Follicular
28 steroidogenesis and its control. In: Knobil, E., and Neill, J. et al.,
e ? Ed. The Physiology of Reproduction. Raven Press, New York;
; s 1988: 331-385.
s ! . 3 Hall PF, Testicular steroid synthesiss QOrganization and
05 R — regulation. In- Knobil, E_, and Neill, J_ et al | Ed. The Physiology of
° o 00 1000 1500 Reproduction. Raven Press, New York; 1988- 975-998
. 4 Siiter, P.K_, Murai, J.T., Hammond, G.L_, Nisker, J.A., Raymoure,
concenracion. W.J. and Kuhn, RW., The serum transport of steroid hormones,
Rec. Prog. Hom. Res., 1982; 38: 457-510.
5 Baird, DT, Ovarian steroid secretion and metabolism in women.
In- James, V H T, Serio, M. and Giusti, G, Eds. The Endocrine
Function of the Human Ovary Academic Press, New York; 1976
VALORES ESPERADOS Y SENSIBILIDAD 125-133.
Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios rangos
nommales sobre la base de una muestra representativa de la Distribuido por.
poblacion local. Los siguientes valores de Estradiol pueden usar Grupo Industrial MexLab S.A.de C.V.
rangos utilizados solo como guia: 01800-1114343

www grupomexlab com
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Anexo N° 5. Principio de los tipos de método ELISA

1 La muestra se
agrega a los
pocillos.

Sandwich

Los pocillos son
1 recubiertos
previamente con
el anticuerpo de
captura.

Competitivo

Los pocillos son
1 recubiertos
previamente con
anticuerpo de
captura
secundario.

2

Union de las
proteinas al
plastico.

Se agrega la
muestra y el
analito se une al
anticuerpo de
captura.

El anticuerpo
de captura, el
conjugado y la
muestra se
agregan

9 El anticuerpo  © 4 La reaccién de
de deteccion color enzimatica
conjugado se es proporcional
une al analito a los anticuerpos
inmovilizado. unidos.

3 El anticue.r’po 4 La deteccion
de deteccion indirecta y la
conjugado se reaccion
une al analito enzimatica son
inmovilizado. proporcionales
al analito.

El analito y La reaccion de
3 conjugado 4 color enzimatica
compiten es proporcional
por la unién. al conjugado
unido.

simultaneamente.

Fuente: http://www.finlay.sld.cu/ediciones.htm

Anexo N° 6. Principio del método de RIA

RlA Diogrom

Sep 1. Add beffer
1 the hubes

Siep 5. Rodicoctive
anfiges is disploced kom
the ontbody molecuks by
the urlobeled antigen
Precipitote agob
complexes with PEG
secondary ortibody

Fuente: https://es.slideshare.net/bryanpriego/radioinmunoensayo-elisa-y-western-blot

ratio in
“unknown"

antigen in
unknown™

cpm Bound/cpm Free

e
Unlabeled antigen
(ng)

Nota al léctor: Si tengo una muestra que no conozco, en

caso de que esta contenga antigenos, van a competir

contras los radioisétopos marcados para unirse contra los
anticuerpos. (A mayor cantidad de antigeno que tenga la

muestra, menos cantidad antigeno marcado va a tener,

por lo tanto, menor radioactividad (grafica)
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Anexo N° 7. Principio del método de MEIA

. 00 3 o Las microparticulas recublertas con
] anticuerpos antianalo y muestra se
9 Incuban juntas para formar una
o C mezcia de reaccion.

Se transfiere una alicuota de la
mezcla de reaccién a la matriz de
figra de vidrio.

Se deja que los anticuerpos
antianalito marcados con fosfatasa

alcalina se unan al complejo de
microparticulas.

Se agrega el sustrato Fosfato 4-
Metd Umbelferona (MUP) a la
mezcla. Se mide e producto
fluorescente, metiumbedferona
(MU).

Fuente: http://www.alergomed.org/uploads/1/0/0/2/10021998/lectura prctica -
inmunoensayos 1.pdf

Anexo N° 8. Principio del método de CLIA

g

=

[=]

E- Tri

=] -] Triggers

5 I

. A it

g N

né _ RLU

' i Traoer:a_l:l

= Magnetic bead coated Sample i labeled with I Light emission |
with the specific Ag solumino

a

=

2

o

w l z

= Buffer Tracer nggers

[ sample | | LY AL —_—

i s ity “ o ’ o

Fuente: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2095177911000426



http://www.alergomed.org/uploads/1/0/0/2/10021998/lectura_prctica_-_inmunoensayos_1.pdf
http://www.alergomed.org/uploads/1/0/0/2/10021998/lectura_prctica_-_inmunoensayos_1.pdf
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2095177911000426

Anexo N° 9. Articulos seleccionados segun el diagrama de flujo

NO

ARfo

Base de Datos

Autor

Titulo en inglés

Titulo en espafiol

1

2014

PubMed

Mehmet et al.

The

Chorionic Gonadotropin, Progesterone, and

Diagnostic Value of p-Human
Ischemia-Modified Albumin and Their
Combined Use in the Prediction of First

Trimester Abortions

El valor diagnoéstico de la 3 -gonadotropina
coriénica humana, la progesterona y la
albumina modificada por isquemiay su uso
combinado en la prediccién de abortos en el

primer trimestre

2015

PubMed

Yalgin et al

The value of placental protein 13, b-human
chorionic gonadotropin and progesterone in
the prediction of spontaneous abortions in
with  threatened

patients spontaneous

abortion

El valor de la proteina placentaria 13, b-

gonadotropina  coriénica humana vy
progesterona en la prediccion de abortos
espontaneos en pacientes con amenaza de

aborto espontaneo

2015

PubMed

Ku et al.

How can we better predict the risk of
spontaneous miscarriage among women

experiencing threatened miscarriage?

¢Cémo podemos predecir mejor el riesgo de
aborto espontaneo entre las mujeres que
experimentan una amenaza de aborto

espontaneo?

2016

Google

Académico

lzurieta E.

Determination of progesterone in pregnant
women and its relationship with abortion in

the first trimester of pregnancy who come

Determinacion de la progesterona en
mujeres embarazadas y su relacion con el

aborto en el primer trimestre de gestacién
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to be treated at the Ambato Teaching

que acude a ser atendidas en el Hospital

Hospital. Docente Ambato.
_ CA125, progesterone & B-hCG in CAL25, progesterona y B-hCG en la
5 2017 Elsevier Mansy et al. o ) ) _ o ) _
prediction of first trimester abortion. prediccion del aborto en el primer trimestre.
Validation  of  serum  progesterone Validacion de la progesterona <35 nmol/L
6 2017 PubMed Lek et al. <35nmol/L as a predictor of miscarriage como predictor de aborto espontaneo entre
among women with threatened miscarriage. mujeres con amenaza de aborto espontaneo.
Sex Hormone Metabolism and Threatened Metabolismo de las hormonas sexuales y
7 2017 PubMed Xu et al. Abortion. Medical Science Monitor. amenaza de aborto. Monitor de ciencias
médicas.
Gooal Risk factors for spontaneous abortion in Factores de riesgo de aborto espontaneo en
oogie - : : . .
8 2018 o Ayala et al. primigravidas Hospital Carlos Lanfranco primigestas Hospital Carlos Lanfranco La
Académico
La Hoz. Hoz.
Risk factors associated with the threat of Factores de riesgo asociados a la amenaza
Google Chulluncuy et ) ) ) )
9 2019 o abortion at the Huaycan Hospital during de aborto en el Hospital de Huaycan durante
Académico al. y
2019. el afio 2019.
Goodl Association  of  cervicovaginitis and Asociacion de cervicovaginitis y amenaza
oogle . . :
10 2019 Académi Chaparro O. threatened abortion in pregnant women ina de aborto en embarazadas de una Unidad
cademico

Family Medical Unit.

Médica Familiar.
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Predictive Value of Single Serum Valor predictivo del nivel Unico de
11 2019 PubMed Kadam et al Progesterone Level for Viability in progesterona sérica para la viabilidad en
Threatened Miscarriage caso de amenaza de aborto espontaneo
Higher B-human chorionic gonadotropin Los niveles mas altos de gonadotropina
and estrogen levels during the first 6 weeks corionica humana y estrogeno durante las
12 2019 PubMed Xu et al. _ _ _ _
of pregnancy are associated with threatened primeras 6 semanas de embarazo se asocian
abortion. con amenaza de aborto.
The Ability of a Single Serum Progesterone La capacidad de una Unica medicion de
Gale Measurement to Predict the Prognosis of progesterona sérica para predecir el
13 2020 _ Sakar et al. ) ) o )
Academic First Trimester Pregnancy. prondstico del embarazo en el primer
trimestre.
Google ] Epidemiological risk factors associated Factores epidemioldgicos de  riesgo
14 2020 o Lopez et al. ] ] ]
Académico with spontaneous abortion. asociados al aborto espontaneo.
) ) Study on epidemiological aspects that Estudio sobre aspectos epidemioldgicos
15 2020 Scielo Rodriguez etal. ) ) )
influence spontaneous abortion. que influyen en el aborto espontaneo.
) ) Factors associated with spontaneous Factores asociados al aborto espontaneo:
16 2020 Scielo Silva et al. ) ) _ . N
abortion: a systematic review. una revision sistematica.
Gal A study on risk factors of abortion in a Un estudio sobre los factores de riesgo del
ale
17 2020 Acadenm Sunil et al. tertiary care hospital in Thrissur District, aborto en un hospital de atencion terciaria
cademic

Kerala.

en el distrito de Thrissur, Kerala.
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18

2020

Google

Académico

Saleh et al.

Serum progesterone and serum b-HCG
levels in first trimester threatened abortion.

Los niveles séricos de progesterona y b-
HCG en suero en el primer trimestre

amenazaron con un aborto.

19

2020

Elsevier

Friss et al.

Soluble urokinase plasminogen activator
receptor (SUPAR) as a biomarker of early
pregnancy location and viability compared

with hCG, progesterone and estradiol

activador del
(SUPAR)

biomarcador de la localizacion y viabilidad

Receptor plasmindgeno

uroquinasa  soluble como
temprana del embarazo en comparacion con

hCG, progesterona y estradiol

20

2021

Scielo

Patifio et al.

Frequency of spontaneous abortions in
patients attend the Gynecology-Obstetrics

service of the Hospital the Clinicals.

Frecuencia de abortos espontaneos en
pacientes que acuden al servicio de Gineco-

Obstetricia del Hospital de Clinicas.

21

2021

PubMed

Salas et a.

Predictive value of hyperglycosylated

human  chorionic  gonadotropin  for
pregnancy outcomes in threatened abortion

in first-trimester viable pregnancies.

Valor predictivo de la gonadotropina
coriénica humana para los resultados del
embarazo en caso de amenaza de aborto en

embarazos viables en el primer trimestre.

22

2021

PubMed

Li et al.

Significance of dynamically monitoring
serum estrogen and B-human chorionic
gonadotropin in

early  pregnancy

assessment.

Importancia de la monitorizacion dinamica
de los estrogenos séricos y la gonadotropina
corionica humana [ en la evaluacion

temprana del embarazo.

23

2022

Gale

Academic

Khalid et al.

Serum Estradiol levels during First

Trimester of Pregnancy. Pakistan.

Niveles séricos de estradiol durante el

primer trimestre del embarazo. Pakistan.
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Predictive value of single serum Valor predictivo del nivel Unico de
24 2022 PubMed Simren et al. progesterone level for viability in progesterona sérica para la viabilidad en
threatened miscarriage. caso de amenaza de aborto espontaneo.
Performance of single serum progesterone Rendimiento de la progesterona serica en la
] in the evaluation of symptomatic first- evaluacion de pacientes embarazadas
25 2022 PubMed Ghaedi et al. ) _ S . ) _
trimester pregnant patients: a systematic sintomaticas en el primer trimestre: una
review and meta-analysis. revision sistematica y un metaanalisis.
Google Threat of preterm birth prediction, Amenaza de parto prematuro prediccion
26 2022 o Iza et a. ] » _
Académico prevention and management. prevencion y manejo.
Determinant risk factors for spontaneous Factores de riesgo determinantes del aborto
Google ) abortion in women from the obstetrics- espontdneo en mujeres del servicio de
27 2022 o Hernandez et al. ) ) ) o ) _
Académico gynecology service of the San Vicente de gineco-obstetricia del Hospital San Vicente
Paul Hospital 2022. de Paul 2022.
Prediction of miscarriage in first trimester Prediccion de aborto espontaneo en el
by serum estradiol, progesterone and - primer trimestre mediante estradiol sérico,
28 2022 PubMed Deng et al. human chorionic gonadotropin within progesterona y gonadotropina coriénica
9 weeks of gestation. humana B dentro de las 9 semanas de
gestacion.
Gal Development of radioimmunoassay system Desarrollo de un sistema de
ale
29 2023 Acadenm Elsheikh etal.  for determination of human chorionic radioinmunoensayo para la determinacion
cademic

gonadotropin in human sera.
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de gonadotropina coriénica humana en

sueros humanos.

Cytomegalovirus infection: evolution of

symptoms and prevention of the disease.

Infeccion por Citomegalovirus: evolucion
de la sintomatologia y prevencion de la
enfermedad.

Google

30 2023 o Canarte et al.
Académico
Google

31 2024 o Gong et al.
Académico

Can single progesterone concentration
predict miscarriage in early pregnant
women with threatened miscarriage: a

systematic review and meta-analysis.

¢Puede la concentracién de progesterona
predecir el aborto espontdneo en mujeres
embarazadas con amenaza de aborto
espontaneo: una revision sistematica y un

metaanalisis?
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