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Deteccion de la Isoenzima Glucogeno Fosforilasa
BB Mediante Prueba Rapida de
Inmunocromatografia en Evento Vascular Cerebral
Agudo: Estudio Piloto

HUMBERTO CARRASCO VARGAS, OMAR ISAAC CASTILLO GARCIA

Resumen— La enfermedad vascular cerebral, en general, se
constituye como la tercera causa de muerte en México, la
primera de discapacidad adquirida y la segunda de demencia.
Este padecimiento puede ocurrir por isquemia o por una
hemorragia intracerebral. En el caso de la enfermedad
isquémica, o infarto, se produce una obstruccion de la
circulacion cerebral. Esta disminucion del flujo sanguineo
inicia una cascada inflamatoria que aumenta el dafio y la
muerte celular del drea afectada. Se ha observado que durante
la isquemia el glucégeno astrocitario ofrece un recurso
energético que se traslada a las neuronas y axones adyacentes,
mediante la activacion de la isoenzima glucégeno fosforilasa
cerebral BB. La deteccion en sangre mediante
inmunocromatografia de esta enzima puede representar un
importante recurso diagnostico para el paciente que se
presenta con un déficit neurolégico agudo, particularmente en
sitios donde se carece de estudios de imagen como la
tomografia o resonancia magnética, o bien, durante la atenciéon
de emergencia en un medio prehospitalario. El objetivo de este
estudio piloto es determinar la sensibilidad y especificidad de
dicha prueba en el diagndstico de un evento vascular cerebral
isquémico agudo.

I. INTRODUCCION

La enfermedad vascular cerebral (EVC) es considerada
como un problema de salud publica, tanto por su magnitud
como por su trascendencia. De acuerdo con datos
estadisticos, se la considera como la tercera causa de
muerte, asi como la causa mas comun de discapacidad en
personas mayores de 65 afos [1], [2], [3]. La enfermedad
vascular cerebral se clasifica, atendiendo a su mecanismo de
produccién, como isquémica, cuando se obstruye el flujo
sanguineo arterial hacia una zona determinada del encéfalo,
o hemorragica, cuando es causada por la ruptura de un vaso
sanguineo intracraneal. La disminucion del flujo sanguineo
cerebral inicia una cascada inflamatoria que aumenta el
dafio y la muerte celular en la zona afectada, lo que puede
traer como consecuencia un dafio neurologico permanente
[4], [5]. En afios recientes, se ha observado que durante el
proceso de isquemia el glucogeno astrocitario ofrece un
recurso energético que es trasladado a las neuronas y axones
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adyacentes [6], [7]. Se inicia con la activacion de diversas
enzimas, entre ellas la isoenzima glucogeno fosforilasa
cerebral (GPBB por sus siglas en inglés) en el tejido glial.
La glucogeno fosforilasa (GP), en general, es esencial en el
metabolismo del glucoégeno. Cataliza la conversion de
glucdgeno en glucosa-1- fosfato, el cual representa el primer
paso limitante de la glucogenolisis. Se han identificado tres
diferentes isoenzimas: GP hepatica (LL), GP muscular
(MM) y GP cerebral (BB) [8]. Cuando se presenta un estado
de hipoxia tisular, hipoglucemia o isquemia, se inicia la
glucogenolisis necesaria para satisfacer la necesidad
emergente de Adenosin Trifosfato (ATP) mediante la
conversion de alguna de las isoenzimas de GP a su forma
citoplasmica mas activa y soluble por la actividad de una
fosforilasa kinasa [9]. La isquemia aumenta la
permeabilidad de las membranas celulares y, en el caso del
cerebro, de la barrera hematoencefalica. Debido a ello, la
GP se libera al torrente sanguineo antes que cualquier otro
marcador de necrosis, contribuyendo también el aumento
de su actividad [10], [11].

Enelafio 2012, Avery y colaboradores realizaron un estudio
ciego (asignacion de casos-control) en el que se midieron
los niveles plasmaticos de la GPBB de 172 pacientes que se
presentaron con una EVC isquémica confirmada mediante
estudios de imagen en dos tiempos: antes de trascurridas 9
horas del inicio de los sintomas y 48 horas después. El
grupo control se formé con 97 individuos sanos pareados de
acuerdo con la edad. Se determinaron los niveles
plasmaticos de GPBB, dando como resultado 46.3 ng/ml (+
38.6 ng/ml) en el grupo de casos y 4.8 ng/ml (+ 8.0 ng/ml)
en el grupo control. Sobre la base de 6 ng/dl como punto de
corte, la determinacion enzimatica en plasma mostré una
sensibilidad de 94% y 90% de especificidad para el
diagnostico de una EVC isquémica aguda [12]. En la
actualidad, el diagndstico de un infarto o una hemorragia
cerebral es un proceso que requiere una evaluacion clinica
adecuada y el apoyo de métodos de imagen cerebral, como
la tomografia y la resonancia magnética. La sospecha
clinica es la primera parte del diagnostico, ya que de ella
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dependen los siguientes pasos en la evaluacion. Un déficit
neurologico agudo, es decir, la pérdida de una funcion del
sistema nervioso de aparicion sibita debe hacer sospechar
siempre estos diagnosticos, particularmente si dicha pérdida
de funcion afecta a un lado del cuerpo (los sintomas
laterales). Sin embargo, desde un punto de vista
exclusivamente clinico, es imposible establecer sin ninguna
duda la etiologia del déficit, ya que una hemorragia cerebral,
un hematoma subdural o epidural espontaneo, un infarto o
incluso un tumor cerebral, pueden presentarse con signos,
sintomas y forma de evolucion idénticos [13]. De ahi que
los estudios de imagen sean esenciales en una segunda etapa
de la evaluacion. La tomografia simple de craneo es el
estudio mas accesible y generalmente suficiente para
diferenciar entre una hemorragia o isquemia, pues en el caso
de la hemorragia, ésta puede observarse inmediatamente
después de producirse como una lesion densa dentro del
tejido nervioso de forma oval o redondeada. Un infarto
cerebral, por otro lado, puede no ser evidente en la
tomografia si ésta se realiza antes de transcurridas tres horas
del inicio del cuadro clinico, es decir, puede ser normal. La
resonancia magnética posee una mayor sensibilidad para la
deteccion de los signos mas tempranos de isquemia, pero es
un estudio mucho mas costoso y no estd disponible en
muchos lugares [14].

El dispositivo DIASTROKE-POCT® (Point-Of-Care-Test)
(Imagenes 1 y 2) contiene una tira de prueba basada en
inmunocromatografia rapida para detectar GPBB como un
biomarcador de isquemia especifica del cerebro. En la tira
reactiva, se colocaron anticuerpos monoclonales dispuestos
en filas, mismos que capturan la enzima GPBB (anticuerpo
de captura). Después de que una gota de sangre se afiade a
la tira reactiva, un segundo anticuerpo (anticuerpo
marcador) contenido en un diluyente especial se adhiere al
otro lado del complejo ya formado de GPBB-anticuerpo de
captura produciendo un cambio de color en la tira reactiva.
La reaccion se hace visible con un punto de corte
preestablecido de 10ng/dl. Se requieren solo 50 pl de sangre
para producir un resultado sélido [15]. La prueba puede
leerse en 10 minutos. El método es muy similar al utilizado
en una prueba de embarazo de orina e igual de sencilla para
utilizarse e interpretarse [16].

II. METODO

Se realiz6 un estudio piloto observacional, prospectivo y
longitudinal. Por la naturaleza del estudio, se emple6 un
muestreo no probabilistico de casos secuenciales hasta
completar los pacientes necesarios y agotar los dispositivos
disponibles. El tamafio de la muestra se calculé mediante la

formula n= (4(Z0)*pq)/IC?, donde p es la sensibilidad
esperada de la prueba, q el complemento, IC el rango del
intervalo de confianza aceptable y a el error tipo I [17]. Se
estableci6 un error o de 0.05, una sensibilidad esperada de
0.94 (por Avery y cols.) y un rango aceptable del intervalo
de confianza de 0.15. Se obtuvo un tamafio de muestra
minima de 10 pacientes. El protocolo fue revisado y
aprobado por los comités de investigacion y de ética en
investigacion del Hospital Central Militar, institucion donde
laboran los autores. La poblacion de estudio se constituyd

CUADRO [
RESULTADOS DE LA DETECCION DE GPCC MEDIANTE CROMATOGRAFIA
RAPIDA EN PACIENTES CON CUADRO CLINICO DE EVC AGUDA.

Tiempo Escala
Evol. NIH Resultado Tomografia
(Horas) (Puntos)

Incierto 4 Positivo Normal al inicio
Infarto a las 48 horas
4 12 Negativo Hemorragia cerebral
18 8 Positivo Infarto cerebral
12 12 Positivo Normal inicial
Infarto a 48 horas
3 15 Positivo Normal inicial
Infarto a 48 horas
8 6 Positivo Normal inicial
Infarto a las 48 horas
Incierto 25 Positivo Infarto cerebral
16 12 Positivo Infarto cerebral
8 2 Negativo Hemorragia cerebral
Incierto 4 Positivo Normal inicial
Infarto a 48 horas
4 6 Negativo Normal inicial
Infarto a las 48 horas
9 12 Positivo Infarto inicial

Cuadro 1. Datos clinicos respecto a la severidad, diagnostico y
evolucion posterior de los pacientes con enfermedad vascular
cerebral aguda

por los pacientes ya hospitalizados por otros motivos o bien,
los que ingresaron al servicio de urgencias de dicha
instituciéon con un cuadro clinico compatible con evento
vascular cerebral de no mas de 4.5 horas de evolucion,
durante los meses de noviembre de 2016 a abril de 2017. Se
incluyeron pacientes con edades comprendidas entre los 30
y los 85 afios. Se excluy6 a los pacientes que se acudieron
con un tiempo de evolucidbn mayor al indicado o que,
después de realizar un interrogatorio y exploracion
neurologica se concluyd que no tenian una enfermedad
vascular cerebral aguda. A cada uno de los pacientes que
participaron se les informé de manera verbal el motivo del
estudio y se solicitd su participacion en el mismo al propio
paciente o al familiar responsable. Una vez obtenida la
aceptacion, se leyd el consentimiento informado y se
solicitd mediante la firma del mismo su anuencia. A los
pacientes con sospecha de EVC aguda se les realizd la
valoracion clinica neuroloégica para obtener los datos
generales, asi como la puntuacion en la escala de gravedad
de isquemia (escala del National Institute of Neurological
Disorders and Stroke, NINDS, por sus siglas en inglés).
Posteriormente se obtuvieron cuando menos 0.2 ml de
sangre mediante puncion con lanceta en los pulpejos de los
dedos o de las muestras tomadas previamente para estudios
de laboratorio generales. Se colocaron dos gotas de sangre
en el dispositivo de lectura, dos gotas de diluyente y se leyo
el resultado después de 10 minutos, verificando la aparicion
de la banda de comprobacion, en cuyo caso la prueba se
declard positiva. Como parte de protocolo de atencion de la
enfermedad vascular cerebral, se realizd una tomografia
computada simple de craneo para confirmar mediante el
analisis del estudio con un radiologo la existencia de evento
vascular cerebral y su naturaleza. En caso de no apreciarse
datos claros en la primera tomografia de infarto cerebral se
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CUADRO 2
RESULTADO DE LA DETECCION DE GPBB EN PACIENTES CON
DIAGNOSTICO DISTINTO DE EVC

Diagnéstico Resultado
Migrafia basilar Negativo
Epilepsia Mioclonica juvenil Negativo
Delirio Negativo
Sindrome medular, mieloma multiple Negativo
Polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica Negativo
Sindrome de Guillain-Barré Negativo

Cuadro 2. Resultados de las pruebas realizadas en pacientes del grupo

control. Todos resultaron negativos.

realiz6 un segundo estudio a las 24 o 48 horas. Por otro lado,
se realizd la prueba de inmunocromatografia rapida para
deteccion de GPBB en un grupo de pacientes con
diagnoéstico distinto a enfermedad vascular cerebral
atendidos en el servicio de neurologia y que aceptaron
participar en el estudio para utilizar sus resultados en el
analisis estadistico como grupo control. Los datos asi
obtenidos se agruparon en una tabla de contingencia
2x2para calcular la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo, valor predictivo negativo, el indice de
Youden, el indice de validez y la razén de verosimilitud
negativa de esta prueba diagnostica. Se utilizé el programa
EPIDAT version 3.1 para el analisis de datos tabulados. Se
trata de un software de libre distribucion de la Consejeria de
Salud de la Junta de Galicia y avalado por la Organizacion
Panamericana de Salud. Se definié un error d de 0.05 y un
indice de confianza del 95% para el célculo de los intervalos
respectivos.

III. RESULTADOS

Se lograron reclutar doce pacientes que cumplian con los
criterios de inclusion para el grupo de estudio. En el cuadro
I se muestran los resultados que se obtuvieron en la
deteccion de GPBB mediante la prueba DIASTROKE-
POCT® en pacientes con cuadro clinico de EVC aguda, asi
como otros datos relevantes de su enfermedad. Las
imagenes 1 y 2 muestran como se visualiza una prueba
positiva y una negativa. De los 12 pacientes estudiados, 9
resultaron positivos en la deteccion de la GPBB. En todos
ellos se confirmé el diagndstico de un infarto cerebral agudo
ya fuese en la tomografia inicial, o bien en la tomografia de
control realizada a las 48 horas de su ingreso. En tres
pacientes no se pudo establecer el tiempo de inicio o
evolucion de los sintomas debido a que, como es frecuente,
éstos pacientes despertaron con el déficit neurologico ya
establecido en la mafiana, es decir, el infarto ocurrié durante
la noche mientras el paciente dormia. Tres pacientes dieron
una reaccion negativa en la prueba rapida, de ellos, dos
presentaban una hemorragia cerebral notoria desde la
tomografia inicial y un paciente resultd negativo en la
tomografia realizada en urgencias con un infarto cerebral
evidente en la tomografia de control a las 48 horas. El
tiempo de evolucion de inicio del cuadro clinico mas corto,
cuando se conocia, fue de 3 horas y el maximo de 18 horas.

Como ya se menciond, en tres pacientes fue imposible
establecer dicho tiempo. Se aplico la misma prueba a 6
pacientes con un padecimiento neuroldgico diferente a
enfermedad vascular cerebral con la finalidad de determinar
su resultado y poder realizar los célculos necesarios. Todos
estos pacientes resultaron negativos. (Cuadro 2)

Con los datos anteriores se procedid a calcular la
sensibilidad y especificidad de la prueba con relacion al
diagnéstico de EVC confirmada mediante estudio de
imagen. Con un calculo realizado considerando tanto los
eventos isquémicos como hemorragicos se obtendrian
nueve verdaderos positivos, tres falsos negativos (dos
hemorragias y un infarto) y seis verdaderos negativos, cero
falsos positivos. Esto significa una sensibilidad del 75%
(95% 1C 0.47 2 0.91) y una especificidad de 100% (95% IC
0.61 a 1.0) para el diagnéstico de un evento vascular
cerebral mediante la deteccion de la enzima GPBB (tabla 1)
Por otro lado, si consideramos que la prueba esta disefiada
para la deteccion de enfermedad isquémica y no
hemorragica, se pueden considerar las hemorragias como
pruebas negativas verdaderas, entonces tenemos: 9
verdaderos positivos, 1 falso negativo, 8 verdaderos
negativos y ningin resultado falso positivo. Esto
corresponde a una sensibilidad de 90% (IC 95% 0.6 a 0.98)
y una especificidad del 100% (IC 95% 0.68 a 1.0). (tabla 2)
El valor predictivo positivo de la prueba fué del 100% en
ambas situaciones. El indice de Youden, una prueba
estadistica que informa del rendimiento de la prueba en
forma dicotémica fué de 0.75 (IC 95% 0.51-0.99) cuando se
incluyeron las hemorragias cerebrales y de 0.90 (IC 95%
0.71-1.09) cuando se compard el diagndstico de infarto
contra cualquier otro diagnostico. Una prueba perfecta
tendria un valor de 1. Finalmente, la razon de verosimilitud
negativa, un calculo que nos informa cuantas veces es mas
probable que la prueba sea negativa en los pacientes que no
tienen un infarto, fue de 10 veces. El indice de validez de
la prueba supera el 83% (los correctos positivos). Estos
diferentes indices de validez nos indican que Ila
determinacion de la enzima GPBB por
inmunocromatografia en pacientes con EVC isquémica
aguda es un método confiable con un elevado nivel de
certeza.

Tablal. Pacientes agrupados sin discriminar
si existid infarto o hemorragia cerebral

Resultado de la Déficit No Infarto Total
prueba agudo
Positivo 9 0 9

| Negativo 3 6 9
Total 12 6 18

Sensibilidad:0.75 (IC 95% 0.47-0.91)

Especificidad:1 (IC 95% 0.61-1.0)

Valor predictivo positivo: 1.0 (IC 95% 0.7-1.0)

Valor predictivo negativo:0.67 (IC 95% 0.35-0.88)

Indice de Youden (rendimiento de la prueba): 0.75 (IC 95% 0.51-0.99)
Indice de Validez 83.33% (IC95% 63.34-100)

Razoén de verosimilitud negativa: 0.25 (IC 95% 0.09-0.67) = (1/0.25) =
4

Tabla 1. Los indices de validez de la prueba. La razon de validez
negativa de 0.25 indica que la probabilidad de que la prueba sea
negativa es 4 veces mayor cuando se incluyen las hemorragias

cerebrales.
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Tabla 2. Pacientes con diagndstico de infarto
cerebral confirmado contra otros

diagnésticos, incluyendo las hemorragias
Resultado de la | Infarto No Total
prueba Infarto
Positivo 9 0 9
| Negativo 1 8
Total 10 8 18

Sensibilidad: 0.9 (IC95% 0.6-0.98)

Especificidad: 1 (IC 95% 0.68-1.0)

Valor predictivo positivo: 1.0 (IC 95% 0.7-1.0)

Valor predictivo negativo:0.89 (IC 95% 0.56-0.98)

Indice de Youden (rendimiento de la prueba): 0.90 (IC 95% 0.71-1.09)
Indice de Validez 94.44% (IC 95% 81.08-100)

Razon de verosimilitud negativa: 0.10 (IC 95% 0.02-0.64) = (1/0.10) =
10

Tabla 2 Los indices de validez de la prueba. La razon de validez
negativa de 0.10 indica que la probabilidad de que la prueba sea
negativa es 10 veces mayor en los pacientes que no tienen un
infarto cerebral.

Imagen 1. Prueba negativa.

Imagen 2. Prueba positiva. Noétese la segunda banda en la
ventanilla (flecha blanca).

IV. DISCUSION

En el momento actual, el diagnéstico de la enfermedad
vascular cerebral depende, en primera instancia, de la
sospecha clinica, seguida de una rapida evaluacion
diagnostica para determinar, mediante estudios de imagen
como la tomografia o resonancia magnética, si existe un
infarto cerebral o una hemorragia [18]. Esto es fundamental,
debido a que el tratamiento es radicalmente diferente en
estas situaciones. En el caso de la sospecha de un infarto, se
tiene un tiempo limite de 4.5 horas a partir del inicio de los
sintomas para poder administrar el tratamiento trombolitico
por via intravenosa [19] y, hasta 6 horas, para la trombolisis
intra arterial [20]. Estos procedimientos son los tnicos que
pueden mejorar el pronostico de recuperacion neurologica.
En el caso de las hemorragias, muchas de ellas seran
candidatas a un procedimiento de evacuacion quirargica del
hematoma. La distincion entre un infarto en evolucion y una
hemorragia no puede hacerse sobre bases meramente
clinicas, ya que el cuadro clinico puede ser exactamente
igual, aunque se han descrito diferencias sutiles. Por esta
razon, se requiere un estudio de imagen definitivo, como los
mencionados anteriormente. Sin embargo, muchas veces los
médicos no neurdlogos confunden el cuadro clinico y en
ocasiones piensan en enfermedad vascular cerebral cuando
se trata, en realidad, de otros padecimientos que también
pueden causar un cuadro clinico agudo caracterizado por un
déficit neuroldgico y viceversa [21], [22]. El problema es
mas frecuente de lo que se piensa, incluso en hospitales
donde se cuenta con servicios de neurologia. [23]. En
aquellos lugares donde no se tiene un rapido acceso a una
tomografia o resonancia, o bien, en el medio
prehospitalario, por ejemplo, cuando personal paramédico
acude en ambulancia a atender un paciente, una prueba
diagnostica sencilla, rapida y facil de utilizar como el
dispositivo Diastroke puede ser de enorme utilidad. Avery
y colaboradores demostraron que la deteccion en sangre de
la GPBB tiene una alta sensibilidad y especificidad para el
diagnostico de infarto cerebral, pero hasta donde sabemos,
dicha detecciéon mediante un dispositivo como el
DIASTROKE-POCT® no se ha validado en el mundo real.
De acuerdo con la informacién disponible en
http://diagenics.de/index.php/en/products/neurology/diastr
oke-poct, sitio web oficial de Diagenics Group SE, una
compailia con sede en Alemania y fabricante de este
dispositivo, se estan realizando estudios multinacionales
similares al presente trabajo para obtener la aprobacion para
su comercializacion por las agencias reguladoras. En este
estudio piloto de doce pacientes que se presentaron al
servicio de urgencias con un cuadro clinico de EVC agudas
se demostrd una sensibilidad del 90% y una especificidad
del 100% para distinguir entre infarto cerebral y no infarto
cerebral. Esto sugiere que la deteccion de la GPBB mediante
el dispositivo de inmunocromatografia rapida es lo
suficientemente sensible y especifica para el diagnostico de
isquemia cerebral, encontrandose positiva de manera muy
precoz, incluso cuando no se apreciaron datos de un infarto
cerebral en la tomografia computada.

La utilidad de este dispositivo en las mencionadas
situaciones prehospitalarias o donde no se cuenta con rapido
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acceso a un estudio de imagen cerebral es enorme, en virtud
de que pueden tomarse decisiones importantes en pocos
minutos, tales como decidir a donde se debe trasladar a un
paciente. El diagndstico diferencial de wun déficit
neurolégico agudo es extenso [13]. Considerando los
resultados obtenidos, una prueba negativa es un fuerte
argumento en contra del diagnostico de un infarto cerebral,
pero si existen sintomas laterales y hay un deterioro
progresivo del nivel de conciencia, en muy probable que el
paciente este sufriendo una hemorragia cerebral (nuestros
pacientes con hemorragia cerebral fueron negativos a la
prueba) o que tenga otro tipo de lesion ocupativa como un
hematoma o un tumor. En esta situacion, se debe conducir
al paciente a un lugar que cuente con un neurocirujano. Si,
por el contrario, se presentan sintomas laterales con una
prueba positiva, el diagnostico mas probable es de un infarto
cerebral y el paciente debera ser trasladado a un sitio en el
que se cuente con los recursos necesarios para realizar una
tomografia y una trombolisis intravenosa lo antes posible,
para poderlo tratar dentro de la ventana terapéutica
actualmente aceptada de 4.5 a 6 horas [18], [19]. Esta
distincioén es fundamental, ya que el prondstico de ambas
situaciones es muy diferente, con una mortalidad mayor en
los pacientes con una hemorragia cerebral [24]. Este estudio
piloto no permite, por las limitaciones inherentes al tamafio
de muestra y su disefio, realizar conclusiones de mayor
poder estadistico, pero abre una enorme area de oportunidad
para realizar estudios con un mayor nimero de pacientes, o
incluso en el medio extra hospitalario previo al ingreso a
urgencias, donde la prueba podria ser realizada facilmente
por el personal paramédico de la ambulancia en su trayecto
hacia el hospital. Este diagnostico prehospitalario de un
EVC sigue siendo una necesidad aun no satisfecha. Incluso
se han desarrollado y wvalidado algoritmos para los
despachadores de las ambulancias, por ejemplo [25], pero
seguimos dependiendo de la tecnologia de imagen para el
diagnostico definitivo [26]. Sin embargo, como ya se
comento, este dispositivo util y sencillo promete contribuir
a un diagnostico mas certero y oportuno de estos pacientes
y, por lo tanto, ofrecerles una atencion mas expedita y un
mejor pronostico.
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