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PALABRAS CLAVE:

Gonadotrofina coriénica humana; B-hCG; diagnoéstico embarazo; gestion

econdmica.

1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La Hormona Gonadotropina Coriénica Humana (hCG) es una pieza clave para
conocer el crecimiento temprano del embrién humano ya que el crecimiento y
desarrollo durante las primeras etapas tras la implantacién es inobservable. La
hCG es producida por las células trofoblasticas del embrién temprano y la

placenta en desarrollo (1).

La hCG es una hormona glicoproteica sintetizada por los trofoblastos poco
tiempo después de producida la implantacion del embrién, con un peso
molecular (PM) de aproximadamente 37 kDa (2). hCG es miembro de la familia
de las hormonas glicoproteicas (GPH), que también comprende LH, FSH y
TSH. Todos los GPH son heterodimeros que consisten en una subunidad a
(GPHa) y una subunidad B. La subunidad a esta formada por 92 aminoacidos y
son comunes para las tres GPH, sin embargo, la subunidad B es diferente,
confiriéndoles sus caracteristicas bioldgicas e inmunoldgicas distintivas.
Ademas, existen variantes que se diferencian segun el grado de glicosilacion o
el contenido en acido sialico: por un lado, la forma hiperglicosilada de la hCG
(hCGh), que es la forma mayoritaria en las etapas tempranas del embarazo y
es producida por los citotrofoblastos, y, por otro lado, la forma glicosilada
normal, que es producida por los sincitiotrofoblastos en etapas mas tardias del

embarazo (3,4).

Teniendo en cuenta que la nomenclatura para los ensayos de hCG era
confusa, por la falta de estandares apropiados y la expresion de las
concentraciones de las diversas formas en unidades no comparables, la
Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC) establecié un grupo de

trabajo en 1995 (Tabla 1), donde se consider6 que las variantes clinicamente
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importantes eran hCG y sus subunidades hCGa y hCG,

las formas

parcialmente degradadas o melladas de hCG (hCGn) y hCGB (hCGBn), y el
fragmento de nucleo beta (hCGRBcf) (3).

Tabla 1. Nomenclatura IFCC (Federacion Internacional de Quimica Clinica)

para hCG y moléculas relacionadas.

Molécula Simbolo | Descripcion

Gonadotropina coriénica | hCG hCG desprovisto de formas melladas

humana, intacta y subunidades libres

Gonadotropina coriénica | hCGn hCG parcialmente degradado, falta

humana, mellada de enlaces peptidicos en la region
hCGp-40-50

Gonadotropina corionica | hCGa hCGa purificado, disociado de hCG

humana, subunidad a

Gonadotropina coriénica | hCGB hCGp purificado, disociado de hCG

humana, subunidad 8

Gonadotropina coriénica | hCGBn | hCGB parcialmente degradado, falta

humana, subunidad B de enlaces peptidicos en la region

mellada hCGB-40-50

Gonadotropina coridnica | hCGBcf | Residuos hCGp-6-40, unidos por

humana, fragmento  de enlaces disulfuro a hCGB-55-92

nucleo 3

Fuente: Stenman UH, Tiitinen A, Alfthan H, Valmu L. The classification, functions and
clinical use of different isoforms of HCG. Hum Reprod Update. 2006; 12 (6): 769-84.

La hCG media su accion a través del receptor HCG/LH, con el fin principal de

mantener los niveles de progesterona elevados durante las etapas iniciales del

embarazo.




HCG realiza funciones vitales al comienzo del embarazo que incluyen el
mantenimiento del cuerpo Idteo y la formacién del sincitio placentario (1).
Ademés de su uso para inducir la ovulacion en técnicas de reproduccion
asistida, recientemente se ha descubierto que también mejora la receptividad
del endometrio (3). Por tanto, hCG como biomarcador de la salud embrionaria
constituye una herramienta para evaluar los efectos de los desafios enddégenos
y exdgenos en la gestacion muy temprana (1), observandose niveles méas bajos
de hCG y tasas mas lentas de aumento de hCG en embarazos ectépicos o en

casos de pérdida del embarazo (4).

En resumen, la deteccién de hCG tiene diversas aplicaciones clinicas no solo
en el diagnéstico del embarazo durante el primer trimestre, sino que las
determinaciones cuantitativas de varias formas de HCG se utilizan para el
diagnéstico y el control de complicaciones del embarazo, como la pérdida

temprana del embarazo, el embarazo ectépico y la trisomia fetal 21 (3).

Varias formas de hCG también pueden servir como marcadores de tumores
trofoblasticos gestacionales, céancer testicular y algunos tumores no
trofoblasticos. Ademas, se ha visto como que en algunos tumores se expresa

B-hCG, de manera que los anticuerpos B-hCG puede inhibir este efecto (3).

Respecto de los patrones de excrecion diaria de hCG, y su variacion natural
entre los individuos, se han realizado valoraciones para hombres y mujeres no
embarazadas en suero y en orina (Tabla 2) (3). Los valores de referencia en
suero de hombres y mujeres no embarazadas contienen niveles bajos de hCG
y B-hCG que pueden detectarse mediante ensayos sensibles. Los niveles de
hCG expresados en Ul / | son aproximadamente del 3 al 10% de los de LH, y
aumentan después de la menopausia en mujeres y después de los 60 afios en
hombres, presentando valores de 3 y 54 Ul / | en mujeres fértiles y
posmenopausicas, respectivamente, mientras que la de los hombres menores y

mayores de 60 afios oscilan entre 0.7—-2.1 Ul / I.

Los valores de referencia para diversas formas de hCG en la orina de hombres
y mujeres no embarazadas son similares o ligeramente superiores a las del
suero. Ello debe tenerse en cuenta cuando los ensayos de hCG que reconocen

hCG, hCGB y hCGpcf juntos se utilizan para medir las concentraciones de



orina, ya que daran valores mas altos que los métodos que reconocen solo
hCG o hCG y hCGp juntos en suero.

Tabla 2. Limites de referencia en suero y orina de la concentracion de la hCG,

hCGB y hCGcf en mujeres no embarazadas y hombre. Referencia 3.

Table ITI. Upper referance limits for serum and unine concentrations of
HCG, HOG and HOGef in non-pregnant women and m men

Women 57.5 percentile Men 97.5 percentile

<30 vears 23 years <30 years 230 vears

pmoll U1 pmoll I pmeoll IU1  pmell 1TV

ST
HCG 5.6 a0 155 54 21 0.7 6.1 2.1
HCOGH 1.6 2.0 1.9 2.1

Tetal HCG 5.0 17.0 3.2 7.1

Unine
HCG 5.8 31 115 40 19 1.0 Ed 2.5
HOGH 1.7 4.1 1.2 34
HCOGPef 8.1 0.5 6.7 g5

Total HCG 136 204 3.0 21.5

Fuente: Stenman UH, Tiitinen A, Alfthan H, Valmu L. The classification, functions and
clinical use of different isoforms of HCG. Hum Reprod Update. 2006; 12 (6): 769-84.

Cuando se produce la fecundacion y la implantacién del blastocito, la hCG
sintetizada por las células trofoblasticas, entra en circulacibn materna, cerca del
dia 21 de la ultima menstruacion, por tanto, hasta este momento, aliin no puede
ser detectada ya que su concentracibn en suero es menor o igual a 5
mUl/ml. Las concentraciones séricas de hCG comienzan a aumentar
exponencialmente, 7-10 dias después del pico de LH o 4-7 dias después de la
implantacién, duplicando su valor aproximadamente cada 2 dias, hasta
alcanzar en los dias 28 y 35 del ciclo la concentracion de 100 mUI/ml (variando
de 5 a 450 mUl/ml).

De la 72-102 semana de embarazo se alcanzan las concentraciones maximas
gue van desde 20.000 a 100.000 Ul / I. Cerca de la 10a semana de la

gestacion, los valores estan alrededor de 60.000 mUI/ml (variando de 5.000 a
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150.000 mUl/ml), Los niveles de hCG disminuyen al cabo de la 13-15 semanas,
alcanzando en promedio las 12.000 mUl/ml (variando de 2.000 a 50.000
mUI/ml) con pequefias variaciones hasta el término ya que pueden volver a
sufrir un ligero aumento moderado en la semana 30-33 para volver a disminuir

hasta el término (3,4,6).

Como ya se ha comentado, la hCG en muestras de suero y orina constituye un
excelente marcador para la confirmacion bioquimica del embarazo. La prueba
de embarazo se considera una de las pruebas de laboratorio mas Uutiles y

confiables disponibles (3).

La deteccion de la hCG puede realizarse tanto por métodos cualitativos como

cuantitativos (3,6).

e Los métodos cualitativos son los mas rapidos, sencillos y econémicos y
permiten el diagnostico del embarazo. Se realizan con una muestra de
orina mayoritariamente, aunque también puede realizarse con plasma o

sangre.

e Los métodos cuantitativos son adecuados, por un lado, para el
seguimiento del embarazo, la deteccion de embarazos ectopicos y las
amenazas de aborto y, por otro lado, para el seguimiento de la evolucion
de diferentes tumores de células germinales sean de testiculo o de

ovario. Esta prueba se determina en suero.

Uno de los requisitos que deben cumplir estos métodos es el uso de
anticuerpos monoclonales frente a la subunidad beta de la hCG para asegurar
una alta sensibilidad y reproducibilidad. Otras condiciones que debe seguir un
ensayo de deteccion de hCG es ser especifico (diferenciar hCG de otros
componentes como Hormona Luteinizante o Foliculoestimulante), sensible
(detectar pequefias concentraciones), preciso (reproducible) y que sea de facil

y rapido uso (5).

Actualmente, la mayoria de las pruebas de embarazo semicuantitativas se
basan en la inmunocromatografia y tienen una sensibilidad de 25 a 50 Ul /
l. Sin embargo, algunos son mas sensibles, ya que detectan hCG a



concentraciones <10 Ul / I, mientras que el limite de deteccion de otras pruebas

de embarazo esta en el rango de 100 a 200 Ul / | (3).

Cuanto mas sensible es una prueba, antes detecta un embarazo, pero debido a
gue la hCG se puede encontrar en suero y orina a concentraciones de hasta
10-15 Ul / | en mujeres no embarazadas, un limite de deteccion de alrededor de

25 Ul / | se considera 6ptimo (3).

Respecto a las concentraciones de hCG en el dia de la deteccidén o el cambio
incremental en la concentracion (6) no encuentra diferencias significativas en

suero o en orina.

A pesar de estos hallazgos, muchos facultativos de la salud ain no confian en
esta prueba cualitativa por lo que siguen demandando al laboratorio clinico la
prueba cuantitativa que es mas costosa (en tiempo y dinero). Es por ello por lo
gue se plantea en este estudio la realizacidbn de una investigacion profunda
sobre la fiabilidad de la prueba de la B-hCG cualitativa y el coste que se podria

ahorrar para el sistema sanitario.

En el 2007 se realizé un estudio en el Hospital Materno Infantil Ramén Sarda
de Argentina (5). El objetivo fue demostrar la concordancia de valores de los
niveles de hCG en muestras de orina (método cualitativo) y suero (método
cuantitativo) tomadas simultdneamente a 60 mujeres. Se consideré un
resultado positivo cuando los valores se encontraban por encima de 25 mu/ml,
negativo menor a 5 mu/ml y “borderline” entre 5 y 25 mu/ml. Como resultado,
48 de estas pacientes tuvieron un resultado positivo en ambos métodos, 10
tuvieron un resultado negativo en ambos métodos, mientras que las 2
pacientes restantes, tenian valores de hCG en el borderline en el método
cuantitativo y negativo en el test cualitativo. Estas ultimas se repitieron 48 horas
después, siendo el resultado positivo. Se concluye que para la confirmacion del
embarazo es suficiente con un resultado positivo en una muestra de orina
recogida adecuadamente y, en caso de duda, se debe confirmar el resultado
repitiendo la prueba 48 horas después. En este mismo estudio, se estima que
el coste de la realizacion de una prueba cuantitativa en suero es 10 veces

superior a una prueba cualitativa en orina.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS DEL ESTUDIO.

En este trabajo se plantea como hipotesis que no existen diferencias
significativas entre los resultados de las pruebas cualitativas en orina y
cuantitativas en suero para la deteccion de la B-hCG en el embarazo, siendo el

coste significativamente diferente.

El objetivo general es analizar la fiabilidad de la prueba de la B-hCG cualitativa.

Como objetivos especificos se plantean los siguientes:

e Analizar el numero de peticiones solicitadas para la determinacién de [3-

hCG en el embarazo.
e Analizar el tipo de prueba solicitada.
o Evaluar el diagnéstico principal.

o Relacionar el tipo de prueba solicitada (cualitativo y/o cuantitativo) con el

diagnéstico principal.

o Valorar el numero de peticiones para la deteccién del embarazo y el tipo

de prueba (cuantitativa y/o cualitativa) demandada por el médico.
e Comparar los resultados de los métodos cualitativos y cuantitativos

« Determinar los costes sanitarios derivados de la utilizacion de cada

método y su comparacion.

3. APLICABILIDAD Y UTILIDAD DE LOS RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en este estudio podrian reducir los costes derivados
de la peticion por parte de los médicos al laboratorio de pruebas con elevado

coste.



4. DISENO Y METODOS

a. TIPO DE DISENO Y ESTUDIO QUE SE UTILIZARA

Se realizara un estudio analitico observacional, prospectivo basado en datos de
registro informético sobre un corte transversal de poblaciéon durante el periodo
de tiempo entre abril a noviembre de 2021.

Método de procesado de muestras

Las muestras seran analizadas inmediatamente después de su extraccion o
recoleccion y tras ser recibidas en el laboratorio de Andlisis Clinicos del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia (HUVA). Los
volimenes de suero y orina obtenidos deberan ser suficientes para la
realizacion de los dos ensayos analiticos (cualitativo y cuantitativo). Los
técnicos de laboratorio encargados del procesamiento de estas muestras

desconocen el estado clinico de las pacientes.

Por un lado, la prueba de embarazo en orina por el método cualitativo se basa
en un inmunoensayo cromatografico rapido. El test cualitativo tiene una
sensibilidad de 10 mui/ml y una duracion total de 3 minutos. La prueba utiliza
dos lineas para indicar el resultado, siendo una de ellas de control. La linea de
control estd compuesta por anticuerpos policlonales, mientras que la linea de
prueba utiliza una combinacion de anticuerpos que incluyen un anticuerpo
monoclonal B-hCG para detectar selectivamente niveles elevados de B-hCG. El
ensayo se realiza afiadiendo tres gotas de la muestra en la placa y observando
la formacion de lineas coloreadas. La muestra migra por accion capilar por la
membrana para reaccionar con el conjugado de color. Las muestras positivas
reaccionan con el conjugado de color del anticuerpo especifico anti-hCG para
formar una linea de color en la zona de la linea de la prueba de la membrana.
La ausencia de esta linea de color sugiere un resultado negativo. Como control
del procedimiento, debe aparecer una linea de color en la zona de la linea de

control, si la prueba se ha realizado correctamente. Figura 1.
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Figura 1. Prueba cualitativa de embarazo en placa
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Por otro lado, la prueba de embarazo en suero por el método cuantitativo se
realiza por inmunoanalisis mediante la técnica sandwich. En este método, el
limite de deteccion es de 0,1 Ul/l y una duracion total de 18 minutos. El analisis
se realiza siguiendo varios pasos. En primer lugar, durante la primera
incubaciéon, 10 uL de muestra, un anticuerpo monoclonal biotinilado anti-BhCG
y un anticuerpo monoclonal anti-BhCG libre marcado con quelato de rutenio
forman un complejo sandwich. En una segunda incubacién, después de
incorporar las microparticulas recubiertas de estreptavidina, el complejo
formado se fija a la fase solida por interaccion entre la biotina y la
estreptavidina. La mezcla de reaccion es trasladada a la célula de medida
donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan a la superficie del
electrodo. Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una reaccion
guimioluminiscente cuya emisién de luz se mide con un fotomultiplicador. Los
resultados se determinan mediante una curva de calibracion generada
especificamente para el instrumento a partir de una calibracion y una curva

proporcionada.
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b. POBLACION OBJETO DE ESTUDIO:

I DESCRIPCION DE LA MUESTRA

La poblacién de estudio estara formada por aquellas pacientes a los que se les

solicite la prueba de la B-hCG en el HUVA por parte del médico facultativo.

Ii. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Se incluira a todas los pacientes con historia clinica a los que su médico le ha
solicitado la prueba B-hCG cualitativa y/o cuantitativa de manera consecutiva,
durante el periodo de captacion de sujetos indicado en el estudio que firmen el

consentimiento informado para participar en el estudio.
Criterios de exclusion:

Pacientes varones.

« Mujeres que no tengan historia clinica informatizada.

e Mujeres que solo hayan realizado la prueba cuantitativa, de manera que
no se disponga de la muestra para realizar la prueba cuantitativa y

realizar la correcta comparaciéon de resultados.
e Muestras de sangre lipémicas, hemolizadas o ictéricas.

e Muestras de orina con restos de sangre o precipitados.

i METODO DE MUESTREO.

Método no probabilistico consecutivo en el que se incluirdn a las pacientes que
cumplan los criterios de inclusion durante el tiempo que dure el estudio y que

hayan firmado el consentimiento informado.
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iv. CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA.

En la ciudad de Murcia, segun el Instituto Nacional de Estadistica (INE), la
poblacion de mujeres en edad fértil (15 a 44 afos) es de 223.181 mujeres.
Considerando un margen de error del 5%, un nivel de confianza del 95% y una
heterogeneidad del 50%, el tamafio de la muestra es de 384 mujeres. Teniendo

en cuenta una posible pérdida del 10% se necesitara 423 sujetos.

Se estima que al dia acuden al HUVA a realizarse la prueba de B-hCG
(cualitativa o cuantitativa) alrededor de 10 pacientes. Para cumplir con el
tamafio minimo de la muestra, se necesitaran entre 3 y 4 meses, por lo que la

recoleccion de muestras se realizara en aproximadamente 4 meses.

V. PROCEDENCIA DE LOS SUJETOS.

La muestra estara formada por todas las mujeres a las que se le solicita la
prueba de B-hCG para la deteccion del embarazo durante el periodo de abril a
noviembre de 2021 en el servicio de Andlisis Clinicos del HUVA.

C. METODO DE RECOGIDA DE DATOS

En el momento que el médico facultativo realiza la peticién de la prueba B-hCG,
ésta peticion la ve el investigador principal a través del programa informético
del hospital correspondiente. La base de datos electronica recoge a todas las
pacientes de la region, incluyendo sus historias clinicas, resultados analiticos,
farmacoterapia, etc. De esta forma, se podra conocer en detalle el diagndstico
principal y todas las analiticas pedidas para cada paciente, junto con la

evolucion del valor de 3-hCG de cada paciente.

Todos los datos recogidos seran incluidos en un cuaderno de recogida de
datos y en una base de datos en Microsoft Excel donde se agruparan a todas
las pacientes con peticiéon de la B-hCG cualitativa y/o cuantitativa con el

diagnéstico principal.
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Las pacientes se clasifican en funcion de la unidad de hospitalizacion, el
diagnéstico principal y el tipo de prueba solicitada (cualitativo, cuantitativo o

ambas).

A todas las pacientes con peticion de la B-hCG cuantitativa, el facultativo
responsable de la investigacion afadira la prueba cualitativa para realizar la
correcta comparacioén de resultados. Esta prueba se afadird en el momento
gue el facultativo reciba la peticion de realizar el analisis, de manera que la
paciente aln no habra abandonado el hospital y se podra afiadir la prueba

cualitativa si fuera necesario.

Una vez se obtengan todos los resultados de las pruebas y el diagndstico
principal, siguiendo los criterios establecidos por Sturgeon CM et al. (7), se

clasifica como apropiada o inapropiada la peticion de la prueba diagnéstica.

El andlisis que se utilizara en este estudio serd un andlisis coste-beneficio

(ACB) en que los resultados se valoran en unidades monetarias.

d. VARIABLES

La principal variable es evaluar la existencia o ausencia de errores de peticion
de la prueba B-hCG y el grado de peticion inapropiada y su relacion con el

diagndstico.

Para cada una de las pacientes se detallaran aspectos como la unidad de
hospitalizacion, diagnostico principal, tipo de prueba solicitada (cualitativa,

cuantitativa o ambas).

e. ESTRATEGIA Y DESCRIPCION DE LA BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA.

Para llevar a cabo la busqueda del tema de estudio se ha usado la base
bibliografica PUBMED, realizando una pregunta en formato PIR (Poblacion,

Intervencién, Resultado) donde la Poblacién eran las mujeres embarazadas, la
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Intervencion el Analisis B-hCG en orina y suero y el Resultado la fiabilidad del

método.

5. CALENDARIO PREVISTO PARA EL ESTUDIO.

El estudio se realizara durante el afio 2021, segun el cronograma indicado en el

apartado 8.

6. LIMITACIONES Y POSIBLES SESGOS DEL ESTUDIO

e« En valores limite de B-hCG dependen del laboratorio y del tipo de
método usado para su determinacion, por lo que el resultado podria

variar ligeramente.

o La representacion de las unidades hospitalarias puede ser minima. Aun
asi, el objetivo del estudio es establecer la fiabilidad de la prueba con el

objetivo de reducir costes respecto de otros métodos utilizados.

« Eltamafo de la muestra

7. PROBLEMAS ETICOS: CONSENTIMIENTO INFORMADO, BENEFICIOS
POTENCIALES Y PROTECCION DE DATOS

La presente investigacion se realizara bajo el compromiso del cumplimiento de
las normas éticas de investigacion y de los requerimientos legales necesarios

para poder llevar a cabo este tipo de estudios.

Se trata de un estudio observacional, donde se obtiene informacion
sociodemogréfica, los parametros clinicos relacionados con la IR y el
tratamiento seguido antes y después de la intervenciéon farmacéutica. Por ello,

este tipo de estudios quedan excluidos de la Ley 14/2007.
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De acuerdo a la legislacién vigente sobre proteccion de datos de caracter
personal (Ley Orgéanica 15/99, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de
Caracter Personal, el Real Decreto 994/1999, de 11 de junio, por el que se
aprueba el Reglamento de medidas de seguridad de los ficheros automatizados
gue contengan datos de caracter personal, asi como toda la normativa
aplicable a esta materia), se garantizara la confidencialidad de los datos de

caracter personal facilitados por los pacientes y su tratamiento automatizado.

El estudio se realizara en conformidad con los principios de la Declaracion de
Helsinki (Seul, octubre 2008) y con las normas de Buena Practica Clinica
(BPC) emitidas por el grupo de trabajo sobre Eficacia de Sustancias
Medicinales de la Comunidad Econémica Europea (1990); se atendra a lo
dispuesto en el Convenio de Oviedo para la proteccion de los derechos
humanos y la dignidad del ser humano con respeto a las aplicaciones de la
Biologia y la Medicina, hecho en Oviedo el 4 de abril de 1997, ratificado con su
publicacion en el BOE el 20 de octubre de 1999.

Siguiendo a la normativa legal vigente, previo inicio del estudio se comunicara
tanto a la Comision de Investigacion del hospital correspondiente el protocolo
del estudio como a la Direccion Médica del hospital, con el fin de obtener el
permiso para acceder y utilizar las Historias Clinicas, asi como a la Direccion

Médica de dicho hospital para su aprobacion.

Por otro lado, todas las mujeres a las que se le realice el estudio firmaran la

hoja correspondiente al consentimiento informado.
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8. CRONOGRAMA Y ORGANIZACION DEL ESTUDIO.

ENE | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN | JUL | AGO | SEP | OCT | NOV | DIC

Revision
bibliogréafica

Desarrollo marco
tedrico

Adiestramiento

personal

Recoleccion datos

Procesamiento
datos

Analisis resultados

Informe final

9. PRESUPUESTO ECONOMICO

El estudio se desarrollara utilizando los recursos disponibles para llevar a cabo
la practica clinica habitual. Sin embargo, se estiman los siguientes gastos

fundamentales:

CONCEPTO CUANTIA
Gastos estadisticos (andlisis de datos) 1000 euros
Presentacion de resultados en congresos 3000 euros
Publicacion de resultados en revistas 1500 euros
Realizacion de pruebas adicionales 3000 euros
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