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a deteccion del virus del papiloma humano tipos

16 y 18 en muestras de semen de pacientes en

programas de reproduccion asistida es un ha-
llazgo que debe investigarse para encontrar todas sus
repercusiones en relacion con la reproduccion. En esta
edicién se incluye un articulo que toca este tema y que
fue premiado con el primer lugar al trabajo cientifico Dr.
Luis Castelazo Ayala presentado en el LXI Congreso
Mexicano de Ginecologia y Obstetricia. En ese trabajo
los autores observaron que “los pacientes positivos para
virus del papiloma humano tuvieron mayor concentra-
cion de leucocitos, sobre todo en el grupo de pacientes
con oligozoospermia, independientemente del virus que
los infecta y de que la coexistencia de uno de ellos en el
semen se asocia con mayor cantidad de espermatozoides
anormales, quiza por el VPH adherido”.

El segundo lugar al trabajo cientifico Dr. Luis Castelazo
Ayala se otorgé a la investigacion acerca de la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides morfolégicamente
seleccionados, en comparacion con la inyeccion intracito-
plasmatica de espermatozoides (ICSI) en pacientes con
falla repetida a ésta. La inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides es muy efectiva para el control de la in-
fertilidad por factor masculino. Los estudios mas recientes
demuestran que con la inyeccidn intracitoplasmatica de
espermatozoides morfoloégicamente seleccionados, a ma-
yor magnificacion, se incrementan las tasas de embarazo
e implantacion.

El tercer lugar al trabajo cientifico Dr. Luis Castelazo Ayala
lo ganaron los autores de la investigacion que verso sobre
la morbilidad materna extrema en el Hospital General Dr.
Aurelio Valdivieso de los Servicios de Salud de Oaxaca.
“La identificacion de casos con morbilidad obstétrica ex-
trema o morbilidad materna extrema es un complemento
prometedor a la investigacion de muertes maternas y se
usa para evaluar y mejorar los servicios de salud materna
porque son mas que los casos de mortalidad, lo que permite
mejores conclusiones acerca de los factores de riesgo y de
la calidad de la atencion.”

www.nietoeditores.com.mx

Ginecol Obstet Mex 2010;78(12):643

Editorial

El primer lugar al trabajo cientifico Dr. Alfonso Alvarez
Bravo presentado en el LXI Congreso Mexicano de Gine-
cologia y Obstetricia se otorgd a la investigacion acerca
del impacto del envejecimiento masculino en la capacidad
funcional del espermatozoide a través de la expresion de
fosfatidil serina y oligonucleomas. Los procesos biomo-
leculares asociados con el envejecimiento y la muerte
celular programada durante la espermatogénesis son bien
conocidos, pero no su trascendencia bioldgica en el esperma
eyaculado, porque se ignora el comportamiento de estos
marcadores apoptdsicos en relacion con la edad del hombre.

El segundo lugar al trabajo cientifico Dr. Alfonso Alva-
rez Bravo se otorg6 al estudio sobre la expresion de las
moléculas de adhesion celular en el trabajo de parto. Los
resultados indicaron que en la interfase materno-fetal, al
término de la gestacion, y particularmente durante el trabajo
de parto, se expresa una combinacion especifica de CAMs,
incluidas ICAM-1, ICAM-3 y Mac-1. La expresion de
estas moléculas no estd asociada con el avance en la edad
gestacional, sino exclusivamente con el trabajo de parto.

El tercer lugar al trabajo cientifico Dr. Alfonso Alvarez
Bravo correspondio al ensayo acerca del efecto de la
macrocianina-540 en la capacidad fertilizante del esper-
matozoide correlacionada con la expresion de fragmentos
3-OH terminales. El empaquetamiento de la heterocro-
matina durante la espermatogénesis se ha correlacionado
con la expresion de cuerpos apoptésicos residuales (que
tifien con merocianina A) que impactaran en la funcion
espermatica, en el proceso de fertilizacion asi como en la
expresion conjunta de la traslocacion transmembranal de
fosfatidil serina y oligonucleosomas.

Hace 55 afios, los doctores Carlos D Guerrero, Jorge
Royalo Jiménez y Luis Viramontes publicaron en GINECO-
LOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO un articulo sobre la rutina
diagnostica de la esterilidad femenina.

Dr. Jorge Delgado Urdapilleta
Coeditor
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NIVEL DE EVIDENCIA

GINECcOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXxIico utiliza los siguientes
niveles de evidencia para clasificar los articulos, con base en la
fuerza y complejidad de la metodologia aplicada por los inves-
tigadores.

1. Estudios clinicos controlados y aleatorizados, con homogeneidad e
intervalo de confianza estrecho o metandlisis

Protocolos de investigacion con definicion de mecanismos de con-
trol que operen antes y durante el desarrollo de la fase experimental
con el objeto de salvaguardar la seguridad del sujeto de experimen-
tacion. La aleatorizacion reduce los sesgos que aparecen en los es-
tudios de observacion e implica asignar los sujetos de estudio a gru-
pos similares y que los tratamientos que reciban puedan compararse
objetivamente. El intervalo de confianza debe reducir al minimo la
imprecision de las estimaciones puntuales.

1I-1. Estudios clinicos controlados pero sin aleatorizacion

Ensayos que se inician con la formulacion de una hipotesis que de-
fina claramente la variable independiente (intervencion) y la ma-
nipulacion que el investigador hara de dicha variable. Se requiere
definir las potenciales variables dependientes y los procedimientos
de control y vigilancia de estas variables, incluidos los posibles
efectos adversos. Definen el tiempo de duracion del experimento,
las potenciales fuentes de sesgo y las precisiones de caracter ético
pertinentes. Puesto que carece de aleatorizacion la posibilidad de
sesgo aumenta.

1I-2. Estudios de cohorte o caso-control, preferentemente multicéntri-

Ccos, 0 consensos

Implican seguir grupos de sujetos en el tiempo, con dos propositos
primarios: descriptivo, tipicamente para describir la incidencia de
ciertos sucesos en el tiempo; y analitico, para analizar asociaciones
entre exposicion y resultados. Estos estudios comparan un resultado
en particular (como el cancer cérvico-uterino) en grupos de pacientes
con similitudes en muchos aspectos, pero que se diferencian por una
cierta caracteristica (por ejemplo, mujeres que fuman comparadas
con las que no fuman); el seguimiento es a largo plazo con vigilan-
cia cuidadosa de la influencia de factores de riesgo. Los estudios
de caso-control comienzan con la identificacion de pacientes con la
enfermedad (u otro resultado) de interés, y un grupo apropiado de
individuos sin la enfermedad (controles), los compara a ambos: los
que tienen la enfermedad en estudio (casos) y un grupo muy similar
de personas sin la enfermedad (controles).

1I-3. Estudio de observaciones multiples con o sin intervencion; estu-
dios sin control y grandes series de casos

Son el relato o comunicacion de lo que se ha observado sin la apli-
cacion de alguna metodologia reconocida y sin algln tipo de con-
trol, como las observaciones de eficacia de algun farmaco, sin la
correspondencia de comparacion. Son la comunicacion de un caso
que, simplemente, se agrega a la lista de los ya reportados.

1I1. Opiniones basadas en experiencias clinicas, estudios descriptivos,
observaciones clinicas o informes de comités de expertos

Son opiniones de expertos, sin valoracion critica explicable o,
simplemente, basados en la fisiologia. Los autores sélo reportan lo
observado y lo interpretan a través de la optica de su experiencia
personal.
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Articulo original

Deteccion del virus del papiloma humano tipos 16 y 18 en muestras de
semen de pacientes de un programa de reproduccién asistida*

Ignacio Flores-Sanchez,* José Gutiérrez-Salinas,** Evangelina Enriquez-Alvarado,*** Sergio Hernandez
Rodriguez,** Claudia Ramos-Barragan,**** Alejandra Salamanca-Ceciliano,**** Leticia Cruz Tovar,** Sigrit
Suastegui-Dominguez**

Nivel de evidencia: ll-1

RESUMEN

Antecedentes: la infeccién por el virus del papiloma humano es un problema mundial de salud asociado con el cancer cervicouterino,
sobre todo con la infeccidon de cepas de alto riesgo (tipos 16 y 18). La infeccion genital por este tipo de virus suele pasar inadvertida por
el hombre, que puede infectar a su pareja sexual.

Objetivo: detectar VPH-16 y VPH-18 en el semen de pacientes de un protocolo de reproduccion asistida.

Material y método: estudio retrospectivo efectuado con base en el reporte de muestras de semen de 149 pacientes de un protocolo de
reproduccion asistida de nuestra institucion. Las muestras se analizaron siguiendo los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud
para detectar VPH-16 y VPH-18 con PCR en tiempo real y equipos comerciales. También se analizaron con técnicas histolégicas conven-
cionales, para evaluar la forma de los espermatozoides y la cantidad de leucocitos.

Resultados: se analizaron 149 muestras de semen de pacientes con edad promedio de 37.27 afios (limites 22 y 56 afios). El 56.18% tuvo
oligozoospermia y 59.73% resultaron positivos para VPH-16 (29.56%), VPH-18 (16.11%) o ambos (14.09%). La infeccion con VPH-16 fue
mas frecuente en los pacientes con oligozoospermia y normozoospérmicos. Estos ultimos tuvieron menor cantidad de espermatozoides
anormales y de leucocitos en comparacion con los oligozoospérmicos.

Conclusiones: existe un porcentaje importante de hombres asintomaticos con positividad seminal para papilomavirus de alto riesgo para
su pareja sexual por lo que representan un problema de salud publica que debe atenderse.

Palabras clave: analisis de semen, normozoospermia, oligozoospermia, PCR, virus del papiloma humano.

ABSTRACT

Background: The infection with human papillomavirus (HPV) represents a serious health problem in the world. This is because are as-
sociated with cervical cancer development in when HPV of high-risk type 16 and 18 are involved. A genital infection by these virus types
are normally asymptomatic in the male and an infection to sexual partner is possible.

Objective: The objective of the present is the detection of HPV-16 and HPV-18 in semen samples from patients included in an assisted
reproduction protocol.

Material and method: Semen samples were obtained from 149 patients that are included in an assisted reproduction protocol in our
institution. Semen was examined according with WHO criteria and detection of HPV-16 and HPV-18 was realized with real time PCR pro-
tocol with commercial kits. Also, conventional histology techniques were used to assess spermatozoo morphology and leukocyte count.
Results: 149 semen samples were analyzed from patients with an age average 37.27 (22-56 age). The 56.18% present oligozoospermic
and take into account all patients, 59.73% was positive for HPV-16 (29.56%), HPV-18 (16.11%) or both (14.09%). The infection with HPV-16
was more frequent in both oligozoospermic and normozoospermic patients. In this latter, a minus abnormal spermatic cells and leukocytes
were found in regard to oligozoospermic patients.

Conclusions: There is an important percentage off human asymptomatic male subjects that present in your semen a positive result for high
risk papillomavirus. This is very important for the sexual partner because this represent a problem for public health that most be in attention.
Key words: semen analysis, normozoospermic, oligozoospermic, PCR, human papillomavirus.
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RESUME

Antécédents: I'infection par le virus du papillome humain est un probléme mondial de santé associé avec le cancer du col utérin, surtout
avec l'infection de cepes haut risque (types 16 et 18). L'infection génitale par ce type de virus d’habitude passe inapergue par 'homme,
qui peut infecter son couple sexuel.

Objectif: détecter VPH-16 et VPH-18 dans le sperme de patients d’'un protocole de reproduction assistée.

Matériel et méthode: étude rétrospective basée sur le rapport d’échantillons de sperme aupres de 149 patients d’un protocole de repro-
duction assistée de notre institution. Les échantillons ont été analysés en suivant les criteres de I'Organisation Mondiale de la Santé pour
détecter VPH-16 et VPH-18 avec PCR en temps réel et équipes commerciaux. On les a analysés aussi avec des techniques histologiques
conventionnelles, afin d’évaluer la forme des spermatozoides et la quantité de leucocytes.

Résultats: On a analysé 149 échantillons de sperme de patients avec une moyenne d’age de 37.27 ans (limites 22 et 56 ans). Le 56%
a eu oligozoospermie et 59.73% a résulté positif pour VPH-16 (29.56%), VPH-18 (16.11%) ou les deux (14.09%). Linfection avec VPH-
16 a été plus fréquente chez les patients avec oligozoospermie et normozoospermiques. Ces derniers ont eu une moindre quantité de
spermatozoides anormaux et de leucocytes en comparaison avec les oligozoospermiques.

Conclusions: il existe un pourcentage important d’hommes asymptomatiques avec positivité séminale pour papillomavirus de haut risque
pour son couple sexuel, pour cela ils représentent un probléme de santé publique qui doit étre traité.

Mots-clés: analyse du sperme, normozoospermie, oligozoospermie, PCR, virus du papillome humain.

RESUMO

Antecedentes: A infecgéo pelo virus HPV é um problema mundial de saide associado com o cancer cérvico-uterino, sobre tudo com
a infecgdo de cepas alto risco (tipos 16 e 18). A infecgdo genital por este tipo de virus pode passar inadvertida pelo homem, que pode
infectar a sua companheira sexual.

Objetivo: Detectar HPV-16 e HPV-18 no sémen de um protocolo de reproducéo assistida.

Material e método: Estudo retrospectivo efetuado com base no comunicado de amostras de sémen a 149 pacientes de um protocolo de
reprodugéo assistida de nossa instituicdo. As amostras foram analisadas seguindo os critérios da Organizagao Mundial de Saude para
detectar HPV-16 e HPV-18 com PCR em tempo real e equipes comerciais. Também foram analisadas com técnicas histologicas conven-
cionais, para avaliar a forma dos espermatozoéides e a quantidade de leucdcitos.

Resultados: Foram analisadas 149 amostras de sémen de pacientes com idade média de 37,27 anos (limites 22 e 56 anos). Em 56,18%
tiveram oligozoospermia e 59,73% resultaram positivos para HPV-16 (29,56%), HPV-18 (16,11%) ou ambos (14,09%). A infeccdo HPV-16
foi mais freqliente nos espermatozoides anormais e de leucdcitos em comparagdo com os oligozoospérmicos.

Conclusodes: Existe uma porcentagem importante de homens assintomaticos com positividade seminal para o virus do papiloma de alto
risco para a companheira sexual o qual representam um problema de saude publica que se deve atender.

Palavras-chave: analise de sémen, normozoospermia, oligozoospermia, PCR, virus do papiloma humano.

Médico adscrito, Biologia de la Reproduccién Humana. l VlI'uS. del papiloma l?u.rflano (VPH) ,es una de las
**  Laboratorio de Bioquimica y Medicina Experimental, Divisién infecciones de trasmision sexual mas frecuentes

de Investigacion Biomédica. n el mun tima al men 0 1
Laboratorio de Pruebas Especiales, Seccion Hormonas. en el mundo, Se es que enos 50% de los

**** | aboratorio de Vigilancia Epidemiolégica, Departamento de  adultos sexualmente activos han padecido VPH genital.'

Vigilancia Epidemioldgica. _ _ La frecuencia es diversa, quizd debido a verdaderas
Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE, México, DF. . . . .

diferencias poblacionales o a los enfoques y estrategias

Correspondencia: Dr. Ignacio Flores Sanchez. Av. San Lorenzo 501, utilizados para detectar el VPH. Asi, en un estudio mul-

i i lonia Del Valle, Méxi 100, DF. lectrénico: S . . . ,
g?ig:a:g:f(l)c;fgsg?ahgo.:or%.mimo 03100, DF. Correo electronico ticéntrico mundial, mediante ADN viral, se encontr6 que

Recibido: agosto, 2010. Aprobado: octubre, 2010. 87 a 94.7% fueron positivos a cualquier tipo de VPH y

. o .
* Articulo premiado con el primer lugar al trabajo cientifico Dr. para el tipo 16 se detectaron 34.7 a 59.6% y del tipo 18

Luis Castelazo Ayala presentado en el LXI Congreso Mexicano de4.1a15.1%.?

de Ginecologia y Obstetricia 2010, que se celebré en la ciudad de Las manifestaciones clinicas varian segun el sitio, hués-

Chihuahua los pasados 26 al 30 de octubre. . . . . >
ped y tipo de virus, aunque casi todas son asintomaticas,

Este articulo debe citarse como: Flores-Sanchez |, Gutiérrez- situacién que dificulta su deteccioén por estudios clinicos

Salinas J, Enriquez-Alvarado E, Hernandez-Rodriguez S y col. S . . .
Deteccién del virus del papiloma humano tipos 16y 18 enmuestras ~ Tutinarios; por eso se identifican con técnicas moleculares.

de semen de pacientes de un programa de reproduccion asistida. A partir del decenio de 1980, la interaccion de estudios

Ginecol Obstet Mex 2010;78(12):645-651. . C , . .,
epidemioldgicos y moleculares demostré que la infeccion

www.nietoeditores.com.mx cervical persistente con VPH oncogénicos causaba la
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Deteccion del virus del papiloma humano tipo 16y 18

neoplasia intraepitelial cervical y el cancer cervicouterino.
Asi, Walboomers y colaboradores? reportaron que el cancer
cervicouterino invasor se asocia con VPH en 99.7%. Las
variantes 16, 18, 31,33, 35, 39, 45,51, 52, 56, 58, 59 y 68
se consideran de alto riesgo porque se asocian con cancer
cervicouterino en mas de 95% de los casos.**¢

En la actualidad, el conocimiento de la interaccion de
los factores del huésped y del virus en la patogénesis del
cancer cervicouterino permite entender la persistencia de
la infeccion, su carcinogénesis y la progresion tumoral.
Asi, se ha descrito que las mujeres con infeccion por
VPH tienen una probabilidad 11 veces mayor de llegar a
padecer una neoplasia intraepitelial cervical que quienes
no la tienen.’

La edad a la primera relacion sexual y el nimero de
parejas sexuales (seis o mas parejas) son factores indi-
cadores de riesgo de infeccion por el VPH. Asi, el inicio
de relaciones sexuales (también conocido como inicio de
la vida sexual) a los 17 afios tiene un riesgo cinco veces
mayor que en varones con inicio de la vida sexual a los 23
aflos y en mujeres con mas de tres compaieros sexuales
tiene tres veces mas riesgo de adquirir el VPH.%?

Debido a la estrecha relacion del VPH con el cancer
cervicouterino, la informacion sobre deteccion del virus
y su patogénesis se ha dirigido, fundamentalmente, a las
mujeres, aunque el hombre desempefia un papel muy im-
portante como trasmisor de virus oncogénicos y no esta
exento de alguna lesion premaligna o maligna de pene o
en la region anogenital.

Su frecuencia también es variable y su repercusion en la
salud general y salud reproductiva atin no es cuantificable.
En un reporte de muestras de uretra y prepucio obtenidas
de estudiantes y trabajadores mexicanos sexualmente
activos se encontr6 42.7% de positividad para el VPH'
mientras que en otro estudio, el VPH tipo 16 se identifico
en 17% de biopsias de tumores de vejiga en varones y el
tipo 18 en 14% del total de mujeres y varones y ambos tipos
se han encontrado en 71% de las biopsias de pacientes con
carcinoma de células escamosas en el pene.!"!? Asimismo,
en varones con alta prevalencia de uretritis, verrugas ge-
nitales, herpes genital e infecciones por Chlamydia se han
aislado varios tipos de virus en muestras de piel del pene,
como los tipos oncogénicos 16, 52, 59 y no oncogénicos
6, 53, 84, entre otros."

Puesto que los tipos VPH 16 y 18 revisten gran impor-
tancia en la salud, el proposito de este trabajo es observar

la prevalencia de estos virus en muestras de semen de
varones que estan en un protocolo de la pareja infértil
que acuden al servicio de Biologia de la Reproduccion
Humana del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre
del ISSSTE y valorar su posible repercusion en la cuenta
espermatica, evaluada mediante una espermatobioscopia
directa, de acuerdo con parametros de la Organizacion
Mundial de la Salud.

MATERIAL Y METODO

Se incluyeron 149 pacientes masculinos provenientes de
la consulta de Biologia de la Reproduccion de nuestra
institucion que estan en un protocolo de estudio con fines
de reproduccion asistida. El protocolo incluye la toma de
muestra de semen para estudio de espermatobioscopia
directa de acuerdo con los parametros de la OMS que re-
gistran: volumen total, cantidad de espermatozoides, pH y
movilidad.' A todos los pacientes se les realizo su historia
clinica completa y estudios generales de laboratorio. En
todos los casos estudiados, la exploracion fisica no revelo
ningun signo de lesidon genital compatible con lesiones
causadas por el virus del papiloma humano.

Después del estudio de espermatobioscopia directa, el
semen restante se uso para la determinacion de ADN viral
correspondiente al VPH-16 y VPH-18 y para la deteccion
de leucocitos y morfologia de los espermatozoides. Todos
los procedimientos se apegaron a las normas institucio-
nales para atencion y tratamiento de los pacientes y las
muestras bioldgicas de acuerdo con la normatividad
vigente.

Analisis de PCR para detectar VPH-16 y VPH-18
La deteccion de ADN viral de las muestras de semen
con VPH-16 y VPH-18 se hizo con PCR en tiempo real
(PCR-r1t, por sus siglas en inglés), previa extraccion del
ADN de las muestras y utilizando equipos comerciales y,
posteriormente, haciendo la tipificacion correspondiente.
La extraccion y purificacion del ADN total de las
muestras de semen se realizd con un equipo comercial
(DNA-isolation kit, Roche-Applied-Science, USA) y
siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabri-
cante. En sintesis, se realizo lo siguiente: se agregod una
muestra de semen total (100 pL) a un volumen (500 mL)
de solucion amortiguadora de lisis y luego proteinasa Ky
se incubaron a 56°C durante tres horas. El ADN se extrajo
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con el método de columnas y soluciones caotropicas. El
ADN resultante se diluy6 con agua deshionizada y se
cuantificd por espectroscopia y se revisd su integridad
mediante una corrida en gel de agarosa (1%) tefiido con
bromuro de etidio.'s Luego de extraer y purificar el ADN
total, se realiz6 una amplificacion gendmica con iniciado-
res-consenso mediante PCR en tiempo real (PCR-rt) con
sondas especificas de hibridizacion incluidas en equipos
comerciales (HPV-16 y HPV-18 Primer-Design kit, Ltd,
USA) siguiendo las instrucciones incluidas en el equipo
y haciendo la ampliacién-deteccion en un termociclador
tipo Light Cycler 1.5 (Roche Instruments, EUA) tal como
se describi6 previamente y que tiene un rango dinamico de
deteccion mayor de 98% y detecta menos de 100 copias
por muestra.'¢

Se realiz6 una primera amplificacion de sitios consen-
so de la region L1 para VPH con 5 pg de ADN total por
cada muestra. Se agregan 45 puL de mezcla de reaccion de
PCR-rt (PrimerDesign 2x Precision MasterMix) y la mez-
cla se colocd en el Light Cycler con programa integrado
de ciclos de amplificacion, segun las instrucciones para
cada equipo. Los resultados se reportan como positivos o
negativos dependiendo de las respectivas curvas de am-
plificacion y tomando en cuenta los estandares internos
que se incluyen en cada equipo, que asegura la correcta
tipificacion de los virus.!”!8

Analisis de la estructura de los espermatozoides, de-
teccion y conteo de leucocitos

Para analizar la estructura de los espermatozoides y el
conteo de los leucocitos en cada muestra, se prepararon
frotis de semen total de la siguiente manera: en un por-
taobjetos se coloco una alicuota de semen (25 pL) y se
realizo el frotis, tal como se procede para un frotis de
sangre. La muestra se esparcio a lo largo del portaobjetos
y se dejo secar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Después se realizaron las técnicas histologicas de azul de
toluidina para analizar la estructura de los espermatozoi-
des."” Las laminillas se fijan en 96% de etanol-acetona
(1:1) durante 30 minutos. Inmediatamente se sumergen
en 0.1 N de HCI durante cinco minutos y se lavan dos
veces con agua bidestilada por espacio de cinco minutos
cada vez. Las muestras se sumergen en una solucion de
azul de toluidina (0.05% en solucién amortiguadora de
citratros tipo Mcllvain, pH 3.5) durante diez minutos y se
lavan una vez por inmersion en agua bidestilada dejandose

secar a temperatura ambiente para finalmente colocar un
cubreobjetos permanente.

Las muestras se evaluan con un microscopio optico
(Hund-Wetzlar V300, Germany) con un objetivo 40x. Para
analizar la estructura de los espermatozoides se tomaron en
cuenta las alteraciones en cola, forma general o de cabeza
con auxilio de un contador manual de nueve canales y el
resultado se reportd en cantidad de células anormales o
normales por campo.!*??

Para detectar y cuantificar a los leucocitos en los frotis
de semen se uso el protocolo histologico reportado por
Sanchez y sus colaboradores? que detecta a los leucocitos
por su reaccion a la peroxidasa. Los leucocitos se cuanti-
ficaron en al menos tres campos por muestra con objetivo
40x. Los resultados se reportan como cantidad total de
leucocitos por campo por muestra.?!:??

Andlisis estadistico

Los resultados se presentan en cuadros o graficas con
ntmeros absolutos o porcentajes, segun corresponda. Los
datos se analizaron con el programa estadistico GraphPad
Prism V- 4 (GraphPad Software, San Diego Cal, USA),
con una hoja de célculo del programa Excel (Microsoft
Corporation, USA). Los resultados cualitativos se anali-
zaron con tablas de contingencia para > o Fisher, segiin
correspondid. Los datos cuantitativos se analizaron con
la t de Student para datos no pareados de dos colas con
postest de rangos de Wilcoxon o correccion de Welch,
segun correspondio. Para todos los casos se considerd una
p <0.05 como estadisticamente significativa.

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se enlistan las caracteristicas fisicas ge-
nerales de la poblacion en estudio (n = 149). El promedio
de edad de los sujetos incluidos en el estudio fue de 37.27
+ 7.27 afios con limites de 22 y 56 afios. En general, los
sujetos tenian sobrepeso porque su IMC promedio fue de
28.24 + 3.55 kg/m?.

En relaciéon con el comportamiento sexual, el promedio
de edad de inicio de la vida sexual fue a los 17.73 + 2.17
aflos con limites de 12 y 26 afos; ademas, se obtuvo un
promedio de 5.92 + 3.7 parejas sexuales con limites de 2
y 30 compafieras sexuales.

En relacion con la condicion clinica por la que la mujer
estaba atendiéndose, el mayor porcentaje fue diagnostico
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de todos los sujetos incluidos
en el estudio (n = 149)

Variable Promedio = DE (rango)*

Edad (afios)

Estatura (m)

Peso (kg)

indice de masa corporal (kg/m?)
Afos de infertilidad

Inicio de vida sexual 17.73 £ 2.17 (12-26)
Parejas sexuales 5.92 £ 3.7 (2-30)
Condicion de la pareja (%)

37.27 +7.27 (22-56)
1.68 + 0.49 (1.49-1.84)
80.52 + 12.13 (47-119)

28.24 + 3.55 (19.88-40.22)

6.45 + 3.7 (1-18)

Infertilidad primaria 66.66
Infertilidad secundaria 29.03
Pérdida gestacional recurrente 4.31

* Cuando corresponde.

de infertilidad primaria con 66.66% de casos, seguido de
infertilidad secundaria (29.03%) y pérdida gestacional
recurrente con 4.31% de los casos.

Los resultados generales de la espermatobioscopia di-
recta se muestran en el Cuadro 2 en donde se observa que
el pH, lamovilidad y la viabilidad estaban dentro de los pa-
rametros establecidos por la OMS. Sin embargo, tomando
en cuenta la cantidad de espermatozoides se encontrd que
una parte de la poblacion tenia normozoospermia (48.16
+ 11.13 x10° células/mL) y otra oligozoospermia (12.72
+ 5.31 x10° células/mL) (Cuadro 2).

El analisis de PCR para detectar VPH-16 y VPH-18 en
las muestras de semen de los sujetos de estudio mostrd
que 40.26% (n= 60) tuvo resultado resultado negativo
para cualquiera de esos virus. El 59.73% (n= 89) de los
pacientes tuvo un resultado positivo para VPH de los que
44 (49.44%) fueron positivos exclusivamente para VPH-

Cuadro 2. Caracteristicas generales de los estudios de esper-
matobioscopia directa en todos los sujetos incluidos en el estudio
(n = 149)

Variable Promedio + DE (rango)*

pH 7.89 +£0.27 (7-8.5)
Espermatozoides (1x108/mL)
Normozoospérmicos
Oligozoospérmicos
Movilidad (%)

Viabilidad (%)

48.16 + 11.13 (23-262)
12.72 £ 5.31 (1-18)
53 (1-70)

69 (1-90)

* Cuando corresponde.

16; 24 sujetos (26.96%) fueron positivos para VPH-18
y 21 sujetos (23.59%) fueron positivos para VPH-16 y
VPH-18 (Cuadro 3).

Ademas, tomando en cuenta el total de los sujetos in-
cluidos en el estudio (n= 149), se observa que el VPH-16
sigue siendo el mas detectado porque representa 29.56% de
la poblacién, hecho que contrasta con el menor porcentaje
para VPH-18 (16.11%) o cuando ambos tipos de virus se
encuentran en el mismo sujeto (14.09%) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resultado del analisis de PCR para detectar la presencia
exclusiva del VPH-16, VPH-18 o ambos en los sujetos de estudio

Variable n %* %
Generales

Negativos 60 40.26 -
Positivos 89 59.73 -
Total 149 100 -
Por tipo de virus

VPH-16 44 29.562 49.442
VPH-18 24 16.11 26.96
VPH-16 + VPH-18 21 14.09 23.59
Total 89 59.73 100

* Porcentaje con respecto al total de sujetos (n = 149).

** Porcentaje con respecto al total de sujetos positivos al VPH
(n =89).

@ p < 0.05 vs grupo VPH-18 y grupo VPH-16 + VPH-18.

Tomando en cuenta la concentracion de espermatozoi-
des de los sujetos positivos para VPH, éstos se clasificaron
en normozoospérmicos (concentracion de espermatozoides
>20x 10mL) y oligozoospérmicos (concentracion de es-
permatozoides <20 x 10%/mL). Asi, 56.18% (n=50) de los
pacientes positivos para VPH fueron oligozoospérmicos,
mientras que 43.8% (n= 39) fueron normozoospérmicos
(Cuadro 4).

De acuerdo con el tipo de virus, los sujetos oligozoos-
pérmicos y normozoospérmicos tuvieron mayor porcentaje
de positividad para VPH-16 que para VPH-18 o cuando
coexisten ambos tipos de virus (Cuadro 4). En los pacientes
normozoospérmicos se encontrd el mayor porcentaje de
positivos a VPH-16 (28.08%), en comparacion con todos
los grupos descritos en el Cuadro 4.

El examen de las muestras de semen a través de la
preparacion de las laminillas y observadas con un objeti-
vo 40x en cada uno de los pacientes, permiti6 evaluar la
morfologia de los espermatozoides y detectar leucocitos.
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Cuadro 4. Distribucién de los pacientes VPH positivos (n = 89) de acuerdo con la cantidad de espermatozoides en su muestra y el tipo

de virus detectado

Variable Oligozoospérmicos Normozoospérmicos Totales
n(%*) n (%% n (%%
VPH-16 19 (21.35) 25 (28.08)2 44 (49.44)
VPH-18 17 (19.10) 7 (7.86)° 24 (26.96)
VPH-16 + VPH-18 14 (15.73) 7 (7.86)° 21 (23.59)
Total 50 (56.18) 39 (43.8) 89 (100)

* Porcentaje con respecto al total de sujetos positivos (n = 89).
ap < 0.05 vs grupo VPH-18 y grupo VPH-16 + VPH-18 en su grupo.
> p < 0.05 vs grupos de oligozoospérmicos.

En términos generales, la cantidad y las formas anor-
males de espermatozoides estan dentro de los parametros
que indica la OMS. Sin embargo, se observa que el grupo
de pacientes con oligozoospermia positivos para VPH-16
y VPH-18 tienen un promedio mayor de leucocitos en
comparacion con los que se encuentran en el grupo de
normozoospérmicos (VPH-16=2.72 y VPH-18=2.31 para
oligozoospérmicos vs 1.14 y 1.21 para los del grupo nor-
mozoospérmicos; p < 0.05; respectivamente); sin embargo,
ese promedio de leucocitos es semejante en oligozoospér-
micos y normozoospérmicos, cuando son positivos para
ambos tipos de virus (2.03 vs 2.05, respectivamente).

Cuando los pacientes son positivos para VPH-16 y
tienen oligozoospermia, el promedio de espermatozoides
anormales es mayor en comparacion con los positivos al
mismo virus pero que son normozoospérmicos (26.8 £ 15.6
vs 9.72 +£12.23, p<0.05, respectivamente). Cuando ambos
tipos de virus se encuentran en pacientes oligozoospérmi-
cos y normozoospérmicos no se observa esa diferencia en
los promedios de espermatozoides anormales (19.94 +7.2
vs 19.74 + 8.4, respectivamente).

DISCUSION

Con base en los resultados, puede afirmarse que un porcen-
taje importante de los pacientes que acuden al servicio de
Biologia de la Reproduccion de nuestra institucion tiene
una infeccion provocada por VPH 16, VPH 18 o ambos,
que se detecta en las muestras de semen que normalmente
sirven para realizar la espermatobioscopia directa, que es
un andlisis rutinario del protocolo de estudio de la pareja
infértil.

Nuestros resultados sefialan que la edad promedio de los
pacientes es de 37.27 afios, con inicio de vida sexual en la

adolescencia, que es el periodo en que hombres y mujeres
tienen contacto con diversas clases de microorganismos
que originan infecciones de trasmision sexual®® y otros
factores de riesgo, como el niimero de parejas sexuales
que, en promedio, fue de seis con limites de 2 y 30.

Al igual que en otros reportes, la infeccion por VPH
fue asintomatica y se reconoci6 al sexo masculino como
vector. Existen reportes en donde el VPH se considera un
factor de riesgo importante para cancer de pene y ano,
ademas de localizarse en la orofaringe y conjuntivas y en
biopsias de tumores de cabeza y cuello en hombres. >+

Por lo que se refiere al aparato genitourinario masculi-
no, el VPH se ha detectado en el cuerpo del pene, glande,
uretra, conductos deferentes, epididimo, los testiculos?6-2¢
y cabeza del espermatozoide,*-°3! junto con reportes que
sefialan que se ha detectado incluso en 6.1% en espermas
de semen descongelado.®

Nuestro trabajo consistid en identificar VPH 16 y 18
en semen, porque son los que mas se asocian con cancer
cervicouterino en México. La frecuencia fue de 59.7%,
con predominio de VPH 16 en 29.5%.

De acuerdo con los parametros de la OMS se encontro
que existe mayor porcentaje de pacientes oligozoospérmi-
cos (57.04%), lo que en parte puede explicar el problema
de infertilidad. No se observaron otras alteraciones en
la cuenta espermatica, a diferencia de otros autores que
demuestran que hay una alteracion en la motilidad.***!

También observamos que los pacientes positivos para
VPH tuvieron mayor concentracion de leucocitos, sobre
todo en el grupo de pacientes con oligozoospermia, inde-
pendientemente del virus que los infecta y que la presencia
de uno o ambos virus en el semen se asocia con mayor
cantidad de espermatozoides anormales, quiza por el
VPH adherido a los espermatozoides, como ya se habia
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sugerido; sin embargo, se encontraron acordes con los
parametros que marca la OMS."

En conclusion, puede afirmarse que este trabajo es el
primero de esta naturaleza en nuestro pais, en donde se
seflala que la frecuencia en el semen de VPH 16, VPH
18, o ambos, es elevada en varones que se encuentran
en protocolo de la pareja infértil y que, junto con otros
reportes, es necesario que se implante este tipo de estudio
en la deteccion de VPH en pacientes en protocolo de la
pareja infértil, en donadores de semen y en muestras que
se almacenan en un banco de semen.
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Articulo original

Inyeccién intracitoplasmica de espermatozoides morfolégicamente
seleccionados (IMSI) vs inyeccidn intracitoplasmica de
espermatozoides (ICSI) en pacientes con falla repetida a ICSI*

Claudia Gonzalez-Ortega,* Patricia Cancino-Villarreal,* Alicia Pérez-Torres, Marcos Ambrosio Vargas-Maciel,*
Sandra Guadalupe Martinez-Garza,* Efrain Pérez-Peia,** Antonio Martin Gutiérrez-Gutiérrez*

Nivel de evidencia: 1I-1

RESUMEN

Antecedentes: la inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides (ICSI) es altamente efectiva para el control de la infertilidad por factor
masculino. Los espermatozoides seleccionados para inyeccion intracitoplasmica pueden tener alteraciones estructurales indetectables a
400x, como: vacuolas nucleares, disminuyendo tasas de embarazo e implantacion. Los estudios recientes demuestran que con la inyec-
cién intracitoplasmica de espermatozoides morfolégicamente seleccionados (IMSI), a mayor magnificacion (> 6,600x), se incrementan
las tasas de embarazo e implantacion en pacientes con falla repetida a ICSI.

Objetivo: comparar los resultados de la inyeccion de espermatozoides moviles seleccionados con examen morfoldgico organelar (MSOME)
para IMSI, con la ICSI en pacientes con falla repetida a ICSI.

Pacientes y método: estudio prospectivo, observacional y de cohortes. A partir del 1 de febrero de 2010 se administré inyeccion intra-
citoplasmica de espermatozoides morfolégicamente seleccionados a las parejas con al menos dos ciclos fallidos de inyeccion intracito-
plasmica de espermatozoides, y analizamos los primeros 30 ciclos en pacientes menores de 38 afios con buena reserva ovarica. Este
grupo de estudio se comparé con los ultimos 30 ciclos de inyeccién intracitoplasmica de espermatozoides realizados antes de esa fecha,
en pacientes con caracteristicas clinicas similares. La inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides morfolégicamente seleccionados
se realizd con una magnificacién de 7,676 aumentos para evaluacion y seleccion espermatica.

Resultados: los grupos tuvieron caracteristicas clinicas similares. La tasa de gestacion con inyeccion intracitoplasmica de espermatozoi-
des morfolégicamente seleccionados fue mejor que con inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides (63 vs 50%); la diferencia no fue
significativa para el tamafio de la muestra, aunque la tendencia es clara y clinicamente significativa a favor de la inyeccién intracitoplasmica
de espermatozoides morfolégicamente seleccionados. La tasa de implantacion con inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides morfo-
légicamente seleccionados (44.8%) mostro diferencias estadisticamente significativas vs inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides
(29.7%). No existieron diferencias significativas en tasas de aborto.

Conclusiones: la IMSI mejora significativamente la tasa de implantacion en pacientes con falla repetida a la ICSI.

Palabras clave: inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides morfolégicamente seleccionados, IMSI, inyeccion intracitoplasmica de
espermatozoides, ICSI, fallo repetido.

ABSTRACT

Background: Intracytoplasmic sperm injection (ICSlI) is highly effective for the control of male factor infertility. The sperm selected for ICSI
may have structural abnormalities undetectable to 400x as nuclear vacuoles, decreasing rates of pregnancy and implantation. Recent
studies show that with intracytoplasmic morphologically selected sperm injection (IMSI), at higher magnification (> 6,600x), increases
pregnancy and implantation rates in patients with repeated failure to ICSI.

Objective: To compare the results of the injection of selected motile sperm organelle morphology examination (MSOME) for IMSI, instead
of the use of ICSI in patients with repeated failure to ICSI.

Patients and method: Prospective, observational cohort study. Since February 1, 2010 was administered IMSI to couples with at least two
failed cycles of ICSI, and analyzed the first 30 cycles in patients under 38 years of good ovarian reserve. This study group was compared
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with the last 30 cycles of ICSI performed before that date, in patients with similar clinical characteristics. The IMSI was performed with a
magnification of 7,676 increases for evaluation and sperm selection.

Results: The groups had similar clinical characteristics. The pregnancy rate with IMS| was better than with ICSI (63 vs. 50%), the difference
was not significant for the size of the sample, although the trend is clear and clinically significant in favor to IMSI. The implantation rate with
IMSI (44.8%) showed statistically significant differences vs. ICSI (29.7%). No significant differences in abortion rates.

Conclusions: IMSI significantly improves the implantation rate in patients with repeated failure to ICSI.

Key words: IMSI, ICSI, repeated failure.

RESUME

Antécédents: 'injection intracytoplasmique de spermatozoides est hautement effective pour le controle de l'infertilité par facteur masculin.
Les spermatozoides sélectionnés pour injection intracytoplasmique de spermatozoides peuvent avoir des altérations structurelles indé-
tectables a 400x comme vacuoles nucléaires, diminuant des taux de grossesse et implantation. Des études récentes démontrent qu’avec
injection intracytoplasmique de spermatozoides morphologiquement sélectionnés, dans une magnification majeure (> 6,600x), les taux de
grossesse et implantation en patients avec échec répété en injection intracytoplasmique de spermatozoides augmentent.

Objectif: comparer les résultats de I'injection de spermatozoides mobiles sélectionnés avec examen morphologique de spermatozoides
(MSOME) pour injection intracytoplasmique de spermatozoides morphologiquement sélectionnés, avec I'emploi d’injection intracytoplas-
mique de spermatozoides en patientes avec échec répété en injection intracytoplasmique de spermatozoides.

Patientes et méthode: étude prospective, observationnelle et de cohortes. A partir du 1¢ février 2010, on a administré injection intracyto-
plasmique de spermatozoides morphologiquement sélectionnés aux couples avec au moins deux échecs de cycles d’injection intracytoplas-
mique de spermatozoides, et on a analysé les 30 premiers cycles en patientes mineures de 38 ans avec une bonne réserve ovarienne. Ce
groupe d’étude a été comparé avec les 30 derniers cycles d’injection intracytoplasmique de spermatozoides réalisés avant cette date, en
patientes avec des caractéristiques cliniques pareilles. L'injection intracytoplasmique de spermatozoides morphologiquement sélectionnés
a été réalisée avec une magnification de 7,676 augmentations pour évaluation et sélection spermatique.

Résultats: les groupes ont eu des caractéristiques cliniques similaires. Le taux de gestation avec injection intracytoplasmique de sperma-
tozoides morphologiquement sélectionnés a été meilleur qu'avec injection intracytoplasmique de spermatozoides (63 vs 50%); la différence
n’a pas été significative pour la taille de I'échantillon, cependant la tendance est claire et cliniquement significative favorisant I'injection
intracytoplasmique de spermatozoides morphologiquement sélectionnés. Le taux d'implantation avec injection intracytoplasmique de sper-
matozoides morphologiquement sélectionnés (44.8%) a montré des différences statistiquement signifiantes vs injection intracytoplasmique
de spermatozoides (29.7%). Il n’y a pas eu de différences significatives en taux d’avortement.

Conclusions: l'injection intracytoplasmique de spermatozoides morphologiquement sélectionnés améliore significativement le taux d’im-
plantation en patientes avec échec répété en injection intracytoplasmique de spermatozoides.

Mots-clés: injection intracytoplasmique de spermatozoides morphologiquement sélectionnés, IMSI, injection intracytoplasmique de sper-
matozoides, ICSI, échec répété.

RESUMO

Antecedentes: Ainjecdo intracitoplasmatica de espermatozéides é altamente efetiva para o controle da infertilidade por fator masculino. Os
espermatozoides selecionados para a injeg&o intracitoplasmatica de espermatozéides podem ter alteragdes estruturais indetectaveis a 400x
como vacuolar nucleares, diminuindo taxas de gestagéo e implantagédo. Recente estudo demonstra que com a injegao intracitoplasmatica
de espermatozéides morfologicamente selecionados, a maior magnificagao (> 6.600x), incrementa taxas de gestacao e implantagdo em
pacientes com erro repetido a injecéo intracitoplasmatica de espermatozdides.

Objetivo: Comparar os resultados da injegdo de espermatozoides moéveis selecionados com exame morfolégico organelas (MSOME)
para injecao intracitoplasmatica de espermatozoides morfologicamente selecionados, sobre a utilizagéo de injecéo intracitoplasmatica de
espermatozoéides em pacientes com erro repetido a injegéo intracitoplasmatica de espermatozdides.

Pacientes e método: Estudo retrospectivo, observacional e de coortes. A partir de 1 de fevereiro de 2010 foi administrado injegéo in-
tracitoplasmatica de espermatozdides morfologicamente selecionados aos casais com menos dois ciclos frustrados de injegéo intracito-
plasmatiica de espermatozoides, e analisamos os primeiros 30 ciclos em pacientes menores de 38 anos com boa reserva ovarica. Esse
grupo de estudo foi comparado com os ultimos 30 ciclos de inje¢ao intracitoplasmatica de espermatozdides realizados antes dessa data,
em pacientes com caracteristicas clinicas similares. A injegao intracitoplasmatica de espermatozoides morfologicamente selecionados foi
realizada com uma magnitude de 7.676 aumentos para avaliagéo e selecdo espermatica.

Resultados: Os grupos tiveram caracteristicas clinicas similares. A taxa de gestagdo com injecéo intracitoplasmatica de espermatozoi-
des morfologicamente selecionados foi melhor que com inje¢&o intracitoplasmatica de espermatozoides (63 vs 50%); a diferencga nao foi
significativa para o tamanho da amostra, ainda que a tendéncia é clara e clinicamente significativa a favor de injegao intracitoplasmatica
de espermatozdéides morfologicamente selecionados. A taxa de implantagado com injegéo intracitoplasmatica de espermatozdides morfo-
logicamente selecionados (44,8%) mostrou diferengas estatisticamente significativas vs injegéo intracitoplasmatica de espermatozéides
(29,7%). Nao existiram diferencas significativas em taxas de aborto.

Conclusdes: A injegao intracitoplasmatica de espermatozéides morfologicamente selecionados melhora significativamente a taxa de
implantacao em pacientes com erro repetido a injecao intracitoplasmatica de espermatozoides.

Palavras-chave: injegéo intracitoplasmatica de espermatozéides morfologicamente selecionados, IMSI, injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides, ICSI, erro repetido.
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a morfologia espermatica es el factor que mejor

predice los resultados de la fertilizacion natural,

inseminacion artificial y FIV convencional. Re-
cientemente se han publicado estudios que evidencian que
la morfologia espermatica también tiene un papel impor-
tante en los resultados de la inyeccion intracitoplasmica
de espermatozoides, lo que indica qué efectos paternos
influyen en la tasa de formacién de blastocistos.

Dependiendo de la morfologia espermatica estricta,
cuyo valor limite inferior normal, seglin la quinta edicion
del Manual para el Examen y Procesamiento del Semen
(MEPS), de la Organizacion Mundial de la salud® es 4%,
se han asignado diferentes prondsticos para el tratamiento
de la infertilidad con técnicas de reproduccion asistida, se
considera < 4 % como pobre prondstico y > de 5% buen
prondstico.?

En la FIV convencional, la zona pelucida del ovocito
actiia como una barrera biologica en contra de los esper-
matozoides anormales. En la mayor parte de los casos
unicamente los espermatozoides normales son capaces
de fertilizar al ovocito. En un estudio realizado por Liu
y Baker,* se determind que la zona pelucida desempefia
un papel decisivo en la seleccion de espermatozoides con
morfologia normal, movilidad e integridad del ADN. La
inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides omite este
mecanismo de seleccion natural.

La inyeccion intracitoplasmica del espermatozoide en
humanos la realiz6 con buenos resultados por primera vez
Palermo y col., en 1992.° Desde entonces es la técnica
de eleccion para tratar el factor masculino severo. Sin

*

Instituto de Ciencias en Reproduccion Humana Vida, Ledn,
Gto.

Instituto de Ciencias en Reproduccién Humana Vida, Guada-
lajara, Jal.

*%
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* Articulo premiado con el segundo lugar al trabajo cientifico Dr.
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Chihuahua los pasados 26 al 30 de octubre.
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embargo, la seleccion de los espermatozoides para inyec-
cion intracitoplasmica de espermatozoides se basa en la
motilidad y los aspectos morfoldgicos gruesos a una baja
resolucion (Figura 1).

Figura 1. Inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides (ICSI).

Debido a la subjetividad de esta evaluacion, se han
disefiado instrumentos para el analisis de la morfologia
espermatica y mas recientemente equipos para aumentar
la magnificacion con el propoésito de detectar alteraciones
ultraestructurales imposibles de visualizar por métodos
convencionales (Figura 2).

Un nuevo método de alta magnificacion (> 6,600x)
denominado examinacion morfologica organelar de esper-
matozoides moviles (MSOME), publicado por Bartoov y
col. en 2002,° mostrd una correlacion positiva significativa
entre la incidencia de la morfologia espermatica normal y

Figura 2. Inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides mor-
folégicamente seleccionados (IMSI).
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tasas de fertilizacion después de inyeccion intracitoplas-
mica de espermatozoides. Estos resultados se obtuvieron
después de la aplicacion de este método en tiempo real
en 100 parejas sometidas a inyeccion intracitoplasmica
de espermatozoides. De los seis organelos subcelulares
analizados (cuello, cola, mitocondrias, acrosoma, lamina
posacrosomal y nucleo) la normalidad morfolégica del
ntcleo espermatico (forma y contenido de la cromatina)
se asociaron significativamente con la tasa de fertilizacion
y con los resultados de embarazo.

En 2003, Bartoov’ uso el criterio de MSOME para
seleccionar espermatozoides moviles para inyeccion in-
tracitoplasmica de espermatozoides, una técnica llamada
inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides morfold-
gicamente seleccionados, en pacientes con al menos dos
fallas previas a la inyeccion intracitoplasmica de esper-
matozoides. Las parejas a las que se les realiz6 inyeccion
intracitoplasmica de espermatozoides morfolégicamente
seleccionados obtuvieron significativamente mejores
resultados en términos de embarazo y tasas de aborto.

Mas tarde, basandose nuevamente en el criterio de
MSOME, Hazout aplicé la técnica (6,000x) al proceso
de seleccion de espermatozoides para el proceso de ICSI,
obtuvo una mejoria significativa en los resultados clinicos
en pacientes con fallas previas a ICSI.® Estos resultados
ofrecen una nueva perspectiva para mejorar la eficiencia
de las técnicas de reproduccion asistida.

El objetivo de este estudio fue comparar los resultados
obtenidos con la inyeccion intracitoplasmica de esper-
matozoides morfoloégicamente seleccionados (IMSI) vs
inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides (ICSI)
convencional en parejas, con al menos dos fallas previas
a ICSIL

PACIENTES Y METODO

Pacientes

Estudio prospectivo, observacional y de cohortes. A partir
del 1 de febrero de 2010 se realiz6 inyeccion intracitoplas-
mica de espermatozoides morfolégicamente seleccionados
a todas las parejas con al menos dos ciclos fallidos de ICSI.
Analizamos los primeros 30 ciclos realizados en pacientes
menores de 38 aflos con buena reserva ovarica. Este grupo
de estudio se comparo con los ultimos 30 ciclos de ICSI
realizados antes de esa fecha en pacientes con caracteris-
ticas clinicas similares.

Criterios de inclusion: /) Mujeres menores de 38 afios.
2) Buena reserva ovarica (FSH basal < 12 Ul/mL). 3) Sin
otro factor femenino asociado que disminuya las tasas de
implantacion.

Preparacion del semen

El semen se prepard con dos fases de Pure-sperm (alta
y baja densidad) preparados con HTF con Hepes al 10%
de suero sintético sustituto. Para este estudio se utilizo
unicamente semen fresco de eyaculado.

Procedimiento de ICSI

La inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides conven-
cional se efectud con un microscopio invertido Olympus
IX71 equipado con inyectores Eppendorf Celltram Air y
Celltram Vario. La técnica de micromanipulacion ya la
publicamos con detalles.’ Brevemente, una vez decumu-
lados los ovocitos, se seleccionaron unicamente los que
estuvieron en metafase Il para ser microinyectados. Los
espermatozoides se seleccionaron con una magnificacion de
400x con modulacién de Hoffman. Bajo esta magnificacion
se excluyeron los espermatozoides con severas alteraciones
(amorfos, redondos, multinucleados) y la microinyeccion
se realizd de acuerdo con la técnica estandar propuesta por
Palermo. El tiempo aproximado que se requirid para el
procedimiento de inyeccion intracitoplasmica de esperma-
tozoides fue de 20 a un maximo de 40 minutos por paciente.

Seleccion de espermatozoides para inyeccion intra-

citoplasmica de espermatozoides morfolégicamente

seleccionados (IMSI)

Para realizar la inyeccion intracitoplasmica de esperma-

tozoides morfologicamente seleccionados es necesario

utilizar una caja de Petri con fondo de cristal (Fluordish),

preparada de la siguiente manera:

1) En la parte central de la caja se colocan 2 gotas de 5 uL
de polivinilpirrolidona (PVP) al 8%, 1 uL de semen
diluido en ambas gotas de PVP.

2) Se colocd una gota de 5 uL de HTF con Hepes (adicio-
nado con 5% de albimina sérica humana HSA) entre
ambas gotas de PVP para colocar los espermatozoides
seleccionados.

3) En el lado derecho de la placa se colocaron gotas de
5 uL de HTF con Hepes segtin la cantidad de ovocitos
a microinyectar. Una vez hecha la placa se cubrio con
parafina liquida.
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La seleccion de espermatozoides se realizd con base
en el criterio de MSOME de alta magnificacion en tiempo
real con la ayuda de un microscopio invertido (Olympus
IX71, Tokio, Japon) equipado con 6ptica de contraste de
interferencia diferencial de Nomarski (DIC), un objetivo
de inmersion de 100x Apo Uplan, lente del objetivo 1.60
y un lente del condensador con apertura numérica de 0.55.
La imagen se captur6 en una videocamara Sony DP20 y
se observo en un monitor de 17 pulgadas de didmetro dia-
gonal; la magnificacion total que se obtuvo fue de 7,676x.

Se seleccionaron los espermatozoides de nucleo liso,
simétrico y con dimensiones normales (4.75 + 0.28 mm
de largo con 3.28 £ 0.20 um de ancho), que tuvieran como
maximo una vacuola pequena. Para poder visualizar dete-
nidamente el espermatozoide fue necesario hacerlo pasar
varias veces a través de una micropipeta angulada estéril
con un diametro interno de 9 um (Humagen, Charlottes-
ville, VA, USA).

Los espermatozoides con malformaciones severas (ca-
beza redonda, cabeza de alfiler, multiples vacuolas) no se
analizaron y se descartaron automaticamente.

Primero se seleccionaron los espermatozoides nece-
sarios para la microinyeccion y se colocaron en una gota
juntos, y posteriormente se realizo la inyeccion intracito-
plasmica de espermatozoides de manera convencional.
Se selecciond de preferencia una mayor cantidad de es-
permatozoides que ovocitos a microinyectar. El proceso
de seleccion de espermas se llevé un promedio de 60-120
minutos, dependiendo de la calidad del semen.

La seleccion y microinyeccion de los espermatozoides
la realizaron unicamente dos embridlogas, después de
estandarizar los criterios de seleccion entre ambas.

Estimulacién ovarica y aspiracion folicular
La estimulacion ovarica se realizé con FSH recombinante
(Gonal-F; Serono, México) en dosis de 150 Ul/dia subcu-
taneas. Al quinto dia o al encontrar un foliculo mayor de
14 mm se indicé la administracion de antagonistas de la
hormona liberadora de gonadotropinas (Cetrotide; Serono,
Meéxico) 0.25 mg/dia sc hasta el dia del disparo con HGC.
Cuando dos o mas foliculos tuvieran 18 mm o mas de
diametro, se administraron 250 mg subcutaneos de HGC
recombinante (Ovidrelle; Serono, México).

La aspiracion de los ovocitos se realizo a las 37 h
de la aplicacion de la HCG por via transvaginal guiada
por ultrasonido. Una vez identificados los complejos

ovocito-corona-cumulus, se lavaron en HTF con Hepes
suplementado con 5% de HSA, y posteriormente se cul-
tivaron de manera individual en Global for fertilization
(Lifeglobal), suplementado al 5% de HSA y se conservaron
en un ambiente de 5% de CO,, 37 °C'y 90% de humedad
relativa, por al menos dos horas antes de ser decumulados.

Una vez transcurrido ese tiempo los ovocitos fueron
decumulados con hialuronidasa 40 Ul/mL y se valord el
estado de madurez nuclear; inicamente los ovocitos en
metafase II fueron microinyectados. Para el cultivo de
los embriones utilizamos Global Medium (Lifeglobal)
suplementado al 5% HSA.

La fertilizacién se confirmo por la presencia de dos
prontcleos y dos cuerpos polares a las 17 horas después
de la microinyeccion. Los cigotos con una adecuada
fertilizacion se cambiaron a medio fresco cada 24 horas.

Los embriones se clasificaron como excelentes cuando
presentaron en dia 2 menos de 10% de fragmentacion y
cuatro blastomeras simétricas; y en dia 3 menos de 10%
de fragmentos y ocho blastomeras simétricas, sin multinu-
cleacion. El porcentaje de embriones de excelente calidad
se defini6 como el nimero de embriones de excelente
calidad sobre el nimero total de embriones divididos. La
transferencia se realizé en dia 3.

Soporte de fase latea

Se indic6 la administracion de progesterona intramuscular
en dosis de 50 mg/dia, que inici6 a las 24 horas de realizada
la puncion folicular, manteniendo el soporte hasta las 9-12
semanas de gestacion. Un grosor endometrial de al menos
8 mm se consider6d adecuado para realizar transferencia
embrionaria.

El embarazo clinico se definié como gonatrotrofina
coridnica humana positiva y la existencia de al menos un
saco gestacional con latido cardiaco fetal por ultrasonido.
El aborto se considerd como la pérdida del embarazo antes
de las 24 semanas de gestacion.

La tasa de implantacion se calculd con el nimero total
de embriones transferidos dividido entre el numero de
sacos gestacionales implantados.

Analisis estadistico

Se utiliz6 la prueba de t de Student para realizar la com-
paracion de variables continuas entre los dos grupos y la
prueba de %’ para variables discretas. Un valor de p < 0.05
se considerd estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

No hubo diferencias estadisticamente significativas en
ambos grupos en cuanto a: la edad de las pacientes, afios de
infertilidad, fallas previas de inyeccidn intracitoplasmica
de espermatozoides, factor masculino asociado, cantidad
de ovocitos obtenidos por paciente y cantidad de ovocitos
en metafase II (Cuadro 1).

No encontramos diferencias estadisticamente significa-
tivas en el nimero de embriones transferidos por paciente,
ni en el porcentaje de embriones de excelente calidad entre
ambos grupos (Cuadro 2), (inyeccidn intracitoplasmica de
espermatozoides, 43.3% vs inyeccion intracitopldsmica
de espermatozoides morfologicamente seleccionados,
45.7%).

En el grupo de inyeccion intracitoplasmica de esperma-
tozoides morfoldgicamente seleccionados, en 12 pacientes
se realizod transferencia electiva de dos embriones, y en el
grupo de inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides
Unicamente se realizo en cuatro de los casos; esto motivado
por la alta tasa de implantaciéon y un elevado numero de

Cuadro 1. Caracteristicas clinicas en el grupo de ICSI e IMSI

gestaciones multiples observadas en los primeros proce-
dimientos realizados con inyeccion intracitoplasmica de
espermatozoides morfolégicamente seleccionados.

Todas las pacientes fueron transferidas, logrando un
total de 15 gestaciones con inyeccion intracitoplasmica
de espermatozoides (50%), 11 embarazos en evolucion y
cuatro abortos (26.6%). Con inyeccion intracitoplasmica
de espermatozoides morfoldgicamente seleccionados se
obtuvieron 19 gestaciones (63%), 16 de las cuales siguen
en evolucion y hubo tres abortos (15.7%).

La diferencia en tasa de gestacion no fue significativa
para este tamafio de muestra, aunque la tendencia es clara
a favor de IMSI. La tasa de implantacion fue significati-
vamente mayor en el grupo de IMSI (44.8%), que en el
grupo de ICSI (29.7 %). No existieron diferencias en la
tasa de aborto (Cuadro 2).

DISCUSION

Se ha comprobado que la morfologia espermatica tiene
un papel preponderante en los resultados obtenidos en un

ICSI (n = 30) IMSI (n = 30) p
Edad 34.7+4.03 349+32 ns
Afos de infertilidad 49+3.6 52+3.2 ns
Fallas previas a la ICSI 22+03 23104 ns
Factor masculino 15 (75%) 14 (70%) ns
Ovocitos (n) 408 363 ns
Ovocitos/paciente 13.6 £6.2 121+6.4 ns
Ovocitos Mll/paciente 86+45 79+36 ns
ns: no significativa.
Cuadro 2. Resultados obtenidos en el grupo de ICSI e IMSI
ICSI IMSI p
Fecundacion (%) 89 91.2 ns
Division (%) 90.3 92.3 ns
Embriones de excelente calidad 89/206 (43.3%) 91/199 (45.7%) ns
Embriones transferidos/px 28+0.3 26+0.5 ns
Embarazos 15/30 (50%) 19/30 (63%) ns
Tasa de implantacion 25/84 (29.7%) 35/78 (44.8%) <0.05
Embarazo multiple 9/25 (36%) 14/35 (40%) ns
Abortos 4/15 (26.6%) 3/19 (15.7%) ns

ns: no significativa.
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proceso de fertilizacion natural, inseminacion artificial, y
en técnicas de reproduccion asistida de alta complejidad.
Una morfologia espermatica normal es fundamental para
que el espermatozoide sea capaz de penetrar la zona pe-
lucida del ovocito y poder llegar hasta el citoplasma para
depositar su ADN, y proveer de su maquinaria para dar
lugar a la formacidn del aster y posteriormente iniciar el
proceso de division embrionaria.

Tradicionalmente, la seleccion de los espermatozoides
para las técnicas de microinyeccion se basa en el criterio
del embridlogo; asi mismo, la precision con que puede
evaluar esta normalidad morfolégica depende de manera
importante del poder de resoluciéon del sistema de mag-
nificacion oOptica que esté utilizando. Espermatozoides
aparentemente normales a una magnificacion de 400x
podrian tener importantes alteraciones estructurales, que
unicamente serian detectables con altas magnificaciones
(> 6,000x) como la existencia de vacuolas nucleares.

Barth y Oko'? reportaron que la presencia de vacuolas
nucleares en el espermatozoide no bloquea la fertilizacion,
pero incrementa la tasa de pérdidas embrionarias tem-
pranas. Bartoov en 1994!" observo una clara asociacion
negativa entre la existencia de vacuolas nucleares en semen
con el potencial natural de fertilidad masculina.

Berkovitz y col.'? graduaron la severidad de las alte-
raciones morfologicas nucleares, principalmente grandes
vacuolas, y sugirié que la vacuolizacion del nucleo esper-
matico refleja algunos defectos cromosdmicos o del ADN,
pero no mostré datos que confirmaran dicha hipotesis.

Los mismos autores'® reportaron que las vacuolas
bloquean el desarrollo embrionario, reducen la tasa de
embarazo e incrementan las tasas de aborto; y Franco y
col." demostraron una asociacion entre la presencia de
grandes vacuolas nucleares y la fragmentacion del ADN
en el espermatozoide.

Las tasas de fertilizacion entre ambas técnicas fueron si-
milares entre ICSI (89%) vs IMSI (91.2%), y los resultados
no se vieron influidos por el factor masculino. Tampoco
encontramos diferencias estadisticamente significativas
en las tasas de division embrionaria de la ICSI (90.3%) vs
IMSI (92.3%), lo que confirma los resultados publicados
por otros autores.”!>16

Ademas, Garolla y col.'” mostraron que las vacuolas
nucleares afectan la funcién mitocondrial, la integridad de
la cromatina y la tasa de aneuploidia, por lo que con base
en los hallazgos clinicos y de laboratorio en las posibles

repercusiones de dafio al ADN para la progenie y consi-
derando que las vacuolas espermaticas nucleares pueden
detectarse de manera mas precisa con alta magnificacion,
se sugiere a la IMSI, principalmente en casos graves de
factor masculino, falla de ICSI en repetidas ocasiones y
fragmentacion del ADN espermatico, lo que podria refle-
jarse en mejor prondstico clinico.

En la bibliografia existen resultados controversiales
acerca de la influencia de la IMSI, acerca de la calidad em-
brionaria y del desarrollo embrionario temprano. Hazout,'*
en un estudio que incluyd 125 parejas (con infertilidad
por factor masculino y al menos dos ciclos fallidos de
ICSI), encontrd un numero similar de embriones de buena
morfologia (p =ns) en dia 2 y 3 entre los ciclos de IMSI y
ciclos previos de ICSI. Sin embargo, en un estudio com-
parativo previo, realizado por Bartoov y col.”” en el que
se compararon 50 casos de IMSI, que fueron aparejados
con 50 casos previos de ICSI (con infertilidad masculina
y al menos dos ciclos fallidos de ICSI previos). Bartoov
y col. concluyeron que el procedimiento de IMSI podria
incrementar significativamente la cantidad de embriones
de excelente morfologia en dia 2-3. En nuestro estudio,
no encontramos diferencias estadisticamente significativas
en la cantidad de embriones con excelente morfologia en
ambos grupos.

El tinico estudio prospectivo y aleatorizado hasta el mo-
mento lo realizé Antinori y col. en 2007." Incluyeron 446
parejas con diagnostico de oligoastenoteratozoospermia en
el que evaluaron las ventajas de la IMSI en relacion con
ICSI convencional, y encontraron mayor tasa de embarazo
clinico en el grupo de IMSI (39.2% vs 26.5%) y mayor
tasa de implantacion (11.3% vs 17.3%) en el grupo de
IMSI. Del total de ciclos realizados, solamente 139 eran
con dos o mas fallas previas a ICSI, y en este subgrupo la
tasa de gestacion fue igualmente mejor con IMSI de una
forma significativa.

En este estudio encontramos excelentes tasas de em-
barazo en ambos grupos, fue mayor en el grupo de IMSI
63% vs 50% en ICSI, diferencia sin significacion estadis-
tica para el tamafo de la muestra estudiada, aunque con
una tendencia favorable al grupo de IMSI. De continuar
los resultados similares con el incremento de casos, esta
diferencia pudiera ser estadisticamente significativa.
Tampoco encontramos diferencias en cuanto a la tasa de
aborto; sin embargo, la mayoria de las gestaciones hasta
este momento siguen en evolucion.
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Inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides

Resulta relevante insistir en la existencia de pocos
estudios de IMSI en el mundo. Debido a la reciente
introduccidén de la técnica, en México no encontramos
publicaciones sobre el tema, éste es el primer estudio de
su aplicacion en pacientes con falla repetida a ICSI.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en este estudio
de cohortes, prospectivo y comparativo de 60 casos, la
microinyeccion de espermatozoides morfoléogicamente
seleccionados (IMSI) mostré mejores resultados en tér-
minos de implantacion, en comparacion con la inyeccion
intracitoplasmica de espermatozoides (ICSI) convencional
(p < 0.05), en pacientes con al menos dos fallas previas
a ICSIL.
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Articulo original

Morbilidad materna extrema en el Hospital General Dr. Aurelio Valdivieso,
Servicios de Salud de Oaxaca*

Omar Calvo-Aguilar,* Victor Edilberto Morales-Garcia,** Jaime Fabian-Fabian***

Nivel de evidencia: 1I-1

RESUMEN

Antecedentes: la morbilidad obstétrica extrema es un prometedor complemento a la investigacion de muertes maternas que se utiliza
para evaluar y mejorar los servicios de salud materna. Se trata de una complicacién obstétrica severa que pone en riesgo la vida de la
mujer embaraza y que requiere una intervencion médica urgente para prevenir la muerte de la madre.

Objetivo: identificar las principales determinantes de la morbilidad obstétrica extrema en el Hospital General Dr. Aurelio Valdivieso, Ser-
vicios de Salud de Oaxaca.

Material y método: estudio observacional, transversal, de revision de expedientes de tipo analitico. Se buscaron los codigos relacionados
con los padecimientos que pudieron originar la morbilidad obstétrica extrema y las causas indirectas que pudieron ocasionarla.
Resultados: la prevalencia de morbilidad obstétrica extrema fue de 2.1%. Las comorbilidades mas frecuentes fueron: eclampsia, insu-
ficiencia hepatica y preeclampsia que dieron la razén de momios y la significacion estadistica mas altas. La asociacién de morbilidad
obstétrica extrema derivada de la intervencion quirdrgica, a pesar de tener una prevalencia alta, se mostré como un factor protector. Hubo
otras variables asociadas pero no tuvieron significacion y sus intervalos de confianza estuvieron por debajo de la unidad, como sucedié
con la insuficiencia renal y metabdlica y la transfusion sanguinea.

Conclusiones: la morbilidad obstétrica extrema tuvo una prevalencia similar a la reportada en otros paises. Casi siempre la originan
enfermedades especificas (FLASOG): preeclampsia, eclampsia y hemorragia obstétrica. Las enfermedades del grupo de insuficiencia
organica fueron menos frecuentes pero su asociacion con la morbilidad obstétrica extrema fue mas significativa. Las agrupadas en el
rubro de intervencion no tuvieron significacion estadistica.

Palabras clave: morbilidad obstétrica extrema, embarazo complicado, complicaciones del embarazo.

ABSTRACT

Background: Obstetric Morbidity Extreme (OME) is a promising addition to the investigation of maternal deaths and is used for the eva-
luation and improvement of maternal health services is defined as a severe obstetric complication that threatens the life of the pregnant
woman and requires urgent medical intervention to prevent death of the mother.

Objective: To identify association between diseases and obstetric morbidity Extreme.

Material and method: Transversal review analytical records. We searched for codes related to conditions that could cause extreme obs-
tetric morbidity and the indirect causes that might cause it.

Results: The prevalence of OME 21 per 1000 newborns, diseases with greater association were eclampsia, liver failure and preeclampsia
yielded the highest OR and statistical significance, the association of OME derived from surgery despite having a high prevalence in the
analysis showed no association, in the same way if other variables showed association but had no significance and confidence intervals
are below the unit that is the case of renal failure, metabolic failure and blood transfusion.

Conclusions: The OME is caused by group entities specific disease (FLASOG) in most cases such as preeclampsia, eclampsia and
obstetric hemorrhage.

Key words: obstetric morbidity extreme, complicated pregnancy, complications of pregnancy.

RESUME

Antécédents: la morbidité obstétrique extréme est un complément prometteur a la recherche de morts maternelles qui est employé pour
évaluer et améliorer les services de santé maternelle. Il s’agit d’'une complication obstétrique sévére qui met en risque la vie de la femme
enceinte et qui a besoin d’'une intervention chirurgicale d’'urgence afin de prévenir la mort de la mére.
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Objectif: identifier les principaux déterminants de la morbidité obstétrique extréme a I'Hopital Général Dr. Aurelio Valdivieso, Services de
Santé d’Oaxaca.

Matériel et méthode: étude observationnelle, transversale, de révision de dossiers de type analytique. Nous avons cherché des codes
relatifs aux conditions extrémes qui pourraient entrainer la morbidité obstétricale et les causes indirectes qui pourraient lui faire.
Résultats: la prévalence de morbidité obstétrique extréme a été de 2.1%. Les comorbidités les plus fréquentes ont été: éclampsie, insuf-
fisance hépatique et pré-éclampsie qui ont donné la raison de possibilités et la signification statistique les plus hautes. L’association de
morbidité obstétrique extréme dérivée de I'intervention chirurgicale, malgré le fait d’avoir une haute prévalence, s’est montrée comme un
facteur protecteur. Il y a eu d’autres variables associées, mais elles n’ont pas eu de signification et leurs intervalles de confiance ont été
au-dessous de l'unité, comme s’est passé avec l'insuffisance rénale et métabolique et la transfusion sanguine.

Conclusions: la morbidité obstétrique extréme a eu une prévalence semblable a celle rapportée dans d’autres pays. Des maladies spé-
cifiques (FLASOG) sont presque toujours a son origine: pré-éclampsie, éclampsie et hémorragie obstétrique. Les maladies du groupe
d’insuffisance organique ont été moins fréquentes, mais leur association avec la morbidité obstétrique extréme a été plus significative.
Celles qui sont groupées dans la rubrique d’intervention n’ont pas eu de signification statistique.

Mots-clés: morbidité obstétrique extréme, grossesse compliquée, complications de la grossesse.

RESUMO

Antecedentes: A morbidade obstétrica extrema é um prometedor complemento aos estudos de morte materna que se utiliza para avaliar
e melhorar os servicos de saude materna. Trata-se de uma complicagéo obstétrica severa que Poe em risco a vida da mulher gravida e
que requer uma intervengao médica urgente para prevenir a morte da mae.

Objetivo: Identificar as principais determinantes da morbidade obstétrica extrema no Hospital Geral Dr. Aurélio Valdivieso, Servigos de
Saude de Oaxaca (México).

Material e método: Estudo observacional, transversal, de revisdo de expedientes do tipo analitico. Foram pesquisados os codigos relativos
as condicdes que podem causar morbidade obstétrica extrema e as causas indiretas que podem causa-la.

Resultados: A prevaléncia de morbidade obstétrica extrema foi de 2,1%. As correlagdes mais freqiientes foram: eclampsia, insuficiéncia
hepatica e pré-eclampsia que deram a razdo de mumias e as estatisticas mais altas. A associagdo de morbidade obstétrica extrema
derivada da intervengéo cirdrgica apesar de ter uma prevaléncia alta, foi mostrada um fator protetor. Houve outras variaveis associadas,
mas nao tiveram significancia e seus intervalos de confianga estiveram por debaixo da unidade, como sucedeu com insuficiéncia renal e
metabolica e a transfuséo sanguinea.

Conclusdes: A morbidade obstétrica extrema teve uma prevaléncia similar a da comunicada em outros paises. Quase sempre se originam
doencas especificas (FLASOG): pré-eclampsia, eclampsia e hemorragia obstétrica. As doengas do grupo de insuficiéncia organica foram
menos freqlientes, mas sua associagdo com a morbidade obstétrica extrema foi mais significativa. As agrupadas no rubro de intervengéo
nao tiveram significancias estatisticas.

Palavras-chave: morbidade obstétrica extrema, gravidez complicada, complicagbes da gestagéo.
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los paises en desarrollo la cifra es cuatro veces mayor y aun
puede incrementarse debido al subregistro. Las complica-
ciones se relacionan directamente con la falta de acceso
o utilizacion de los servicios de maternidad. Ademas, con
frecuencia los servicios no pueden responder a las situa-
ciones de urgencia y la calidad en la atencion es deficiente.

La identificacion de casos con morbilidad obstétrica
extrema o morbilidad materna extrema es un prometedor
complemento a la investigacion de muertes maternas y se
usa para evaluar y mejorar los servicios de salud materna
porque son mas que los casos de mortalidad, lo que permite
mejores conclusiones acerca de los factores de riesgo y de
la calidad de la atencion. El aprendizaje en la atencion de
las pacientes que superviven puede utilizarse para evitar
nuevos casos de muerte materna, identificar factores de
riesgo o situaciones similares, y mejorar la conducta y
atencion de las pacientes. Los elementos derivados del
analisis de la morbilidad obstétrica extrema son de mejor
comprension para el personal de salud (“atencion exitosa
de la paciente”) que los de muerte materna. También
pueden utilizarse como punto de partida para evaluar los
servicios de salud. En los paises industrializados se utiliza
para valorar la calidad de los programas de maternidad
segura en la poblacion o para el estudio de casos.*?

En los estados que tienen los primeros lugares, a nivel
nacional, en muerte materna es importante analizar los
factores que contribuyen a esa situacion. Durante el ultimo
decenio, el Hospital General Dr. Aurelio Valdivieso, de
los servicios de Salud de Oaxaca, tuvo tasas, comparadas
con otros paises, muy altas de mortalidad materna. Por eso
la revision de los casos de morbilidad obstétrica extrema
sirve como punto de partida para evaluar el fendmeno de
mortalidad materna en la Institucion.

La definicion de la morbilidad obstétrica es decisiva
para establecer los parametros de evaluacion de la mor-
bilidad obstétrica extrema. La Organizacion Mundial de
la Salud define la morbilidad obstétrica directa como re-
sultado de complicaciones obstétricas relacionadas con el
embarazo, parto y puerperio, de intervenciones, omisiones,
tratamiento incorrecto, o de una cadena de acontecimientos
que resulta de cualquiera de los anteriores. La definicion
de morbilidad obstétrica extrema, segiin RC Pattinson, es
una complicacidn obstétrica severa que pone en riesgo la
vida de la mujer y que requiere una intervencion médica
urgente para prevenir la muerte de la madre.’ La defini-
cion esta claramente vinculada con la atencion de la salud

por el sistema e implica que toda la morbilidad puede
prevenirse. Este enfoque incluye las definiciones basadas
en la atencidn, clinica, 6rganos y sistemas; sin embargo,
no hay un patrén de referencia para definir la morbilidad
obstétrica extrema, por eso depende del contexto local.*?

La prevalencia de morbilidad obstétrica extrema va en
paralelo con las tasas de mortalidad materna. En los paises
industrializados, la prevalencia va de 0.05 a 1.7%. En los
paises en vias de industrializacidn, la prevalencia va de 0.6
a 8.5%.° En una revision sistematica de 30 estudios rea-
lizada en el aflo 2004 se encontrd que entre las diferentes
definiciones de morbilidad, la prevalencia estuvo entre 0.8
y 8.2% para la enfermedad de criterios especificos, 0.4 y
1.1% para 6rganos de acuerdo con el sistema de criterios
y 0.1 y 3% para los estudios con criterios basados en la
resolucion.®”#

OBJETIVO

Identificar las patologias obstétricas mas estrechamente
vinculadas con la morbilidad obstétrica extrema durante el
periodo de estudio (1 de enero al 31 de diciembre de 2009).

MATERIAL Y METODO

Estudio observacional, transversal y de revision de los
expedientes clinicos de mujeres atendidas por embarazo en
el Hospital General Dr. Aurelio Valdivieso de los Servicios
de Salud de Oaxaca entre enero y diciembre de 2009. Se
identificaron los casos de morbilidad obstétrica extrema
de acuerdo con los criterios de la FLASOG (enfermedad
especifica, insuficiencia organica ¢ intervencion). Se rea-
liz6 estadistica descriptiva de las variables poblacionales
con analisis en busqueda de asociacion de las patologias
con morbilidad obstétrica extrema. Cuando hubieron mas
de dos variables independientes se decidid, con base en
la variable dependiente de tipo binario, realizar regresion
logistica para identificar cual de las determinantes tiene
mayor asociacion y significacion estadistica con morbilidad
obstétrica extrema. Este analisis se realizo con el programa
SPSS 10, por modelo de regresion logistica. Se buscaron
los codigos relacionados con los padecimientos que pueden
originar la morbilidad obstétrica extrema (preeclampsia
severa, eclampsia, sindrome Hellp, preeclampsia leve,
rotura uterina, hemorragia posparto, sepsis puerperal,
histerectomia posparto, histerectomia poscesarea, etc.), y
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las causas indirectas que pueden ocasionarla. En la décima
revision del CIE1O, el sistema de clasificacion estadistica
internacional de enfermedades y problemas relacionados
con la salud se identifican las que cursaron con algtn tipo de
morbilidad relacionada con el embarazo parto y puerperio.
Las que tuvieron morbilidad obstétrica extrema se agrupa-
ron y se obtuvieron los datos para estadistica descriptiva
en un formulario disefiado para este fin con base de datos
de SPSS-10. Se clasificaron como sigue:

Grupo [: enfermedad especifica. Se refiere a los signos y
sintomas de un padecimiento descrito, incluye las morbili-
dades: preeclampsia severa (incluido HELLP), eclampsia,
choque séptico y choque hipovolémico.

Grupo II: insuficiencia organica. Disfuncion de un
sistema organico no relacionado directamente con el que
sufriod la lesion inicial. Incluye las siguientes afecciones:
disfuncion cardiaca, vascular, renal, hepatica, metabolica,
cerebral, respiratoria y de la coagulacion.

Grupo III: intervencion. Se refiere al tratamiento
indicado a la paciente o a la intervencion diferente de
los procedimientos habituales que se requirié como tera-
péutica para resolver una complicacion. Se incluyen las
intervenciones quirurgicas de urgencia en el postparto,
postcesarea, o postaborto, transfusion de tres o mas unida-
des de sangre o plasma relacionadas con un evento agudo
que no sean originadas por los dos grupos anteriores.

RESULTADOS

Se evaluaron 9,178 expedientes de embarazadas que con-
cluyeron con el nacimiento de un recién nacido vivo en
85.4% de los casos (7,845 pacientes). El restante 14.6%
correspondid a 1,233 casos en los que el embarazo concluyd
por pérdida gestacional temprana (mola, embarazo anem-
briénico, aborto espontaneo, etc.) o finalizado con 6bito.
Del total de nacidos vivos, 66% nacid por parto y 34%
por cesarea. De los nacidos por via vaginal, 1.4% fueron
distocicos por presentacion pélvica, mala presentacion o
posicion fetal o gemelar, que requirieron aplicacion de
forceps o maniobras para el nacimiento. Se identificaron
3,596 expedientes en los que se document6 algun tipo
de morbilidad, con prevalencia de 450 por cada 1,000
embarazos (45%). De ellos, 164 reunieron criterios para
morbilidad obstétrica extrema con prevalencia de 2.1%.
La probabilidad de complicacion obstétrica extrema es de
21 por cada 1000 mujeres embarazadas que ingresaron al

Hospital General Dr. Aurelio Valdivieso en el ano 2009. Al
realizar la clasificacion de acuerdo con los criterios de la
FLASOG, 60.37% de los casos de morbilidad obstétrica ex-
trema correspondieron al grupo de enfermedad especifica,
con prevalencia de 1.26%; 25% de los casos a cuidados, con
prevalencia de 0.52% y 14.63% de los casos a insuficiencia
organica, con prevalencia de 0.3% (Cuadro 1).

Larelacion que guarda la morbilidad obstétrica extrema
con respecto a los 11 casos de mortalidad materna ocu-
rridos en el hospital durante ese mismo afio, da una razéon
de 14.9 casos de morbilidad obstétrica extrema por cada
muerte relacionada con el embarazo, parto y puerperio.

La media de edad de las pacientes con morbilidad
obstétrica extrema fue de 26.6 afios con limites de 15 y 44
aflos. El grupo de edad mas afectado fue el de menores de
20 afios, con 28%, seguido del grupo de 21 a 25 afios, con
24%. El grupo etario con menor afectacion fue el de 41 a
45 afios con 3%, seguido del grupo de 26 a 30 afios con
11%. Mas de la mitad de las mujeres afectadas correspon-
di6 a menores de 25 afios. En relacion con el nimero de
embarazos la mediana fue de 2, con limite maximo de 11.
El 46% de las pacientes cursaba con el primer embarazo
cuando ocurri6 el evento adverso, con el segundo emba-
razo 20% de las pacientes, con el tercer embarazo 10% de
las pacientes y 24% de los pacientes estaba en el cuarto
0 mas embarazos, las grandes multiparas (15%) tuvieron
menos complicaciones.

La escolaridad de las pacientes con morbilidad obstétri-
ca extrema mostr6 que 44% habian terminado la primaria
o0 habian cursado algun grado, 29% cursaron secundaria o
algun grado de ésta y sdlo 15% de las pacientes tenia un
nivel medio superior o mas (preparatoria o carrera técnica
con 21 casos y 6 casos con escolaridad de profesional o
universitaria) y 11% no tenia ningtin grado de escolaridad.
Asi, 84% de las pacientes cursaron estudios menores al
tercer grado de secundaria.

El control prenatal que llevaron las pacientes del
grupo de morbilidad obstétrica extrema fue deficiente en
la mayoria de los casos. Mas de la mitad de ellas (55%)
acudi6 a una consulta de control prenatal durante el primer
trimestre, con dos consultas 12% y s6lo 1% con tres con-
sultas. El restante 32% de las pacientes no visitaron algiin
médico durante el primer trimestre. E1 87% de las pacientes
tuvieron una o menos consultas de control prenatal en el
primer trimestre. El control prenatal posterior al primer
trimestre mostré que 20 pacientes (12%) no acudieron
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Cuadro 1.
n % Edad Num. de consul- Num. de consultas. Dias en UCI Num. de

gestacional tas totales Primer Trimestre transfusiones

Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE

Enfermedad especifica 99 60.37 36.19 3.92 4.49 2.38 0.8 0.65 0.58 1.9 0.73 2.18
Insuficiencia organica 24 1463 3325 6.23 3.83 2.63 0.71 0.55 1.04 2.96 1.08 2.32
Manejo 41 25.00 36.05 5.5 4.85 2.66 0.98 0.79 0.56 1.38 2.49 3.16
Total de casos 164 35.73 4.81 4.52 2.48 1.21 0.45 0.64 1.97 1.22 2.57

a consulta prenatal, mientras que la media de consultas
recibidas fue 4.5 consultas por paciente. E1 45% tuvieron
control prenatal irregular (cuatro o menos consultas); el
restante 55% tuvo control prenatal regular con cinco o
mas consultas durante el embarazo.

La media de la edad gestacional al momento de la finali-
zacion del embarazo fue de 35.70 semanas con desviacion
estandar de 4.81. En la mayoria de las pacientes las com-
plicaciones ocurrieron entre las 37 y 40 semanas (52%),
seguido por embarazos de 33 a 36 semanas (30%), mientras
que en el grupo de 40 semanas y mas s6lo se concentrd
el 2% de los casos. La media de la edad gestacional en la
que se present6 la complicacion fue de 35.7 semanas. En
total, mas de 90% de los casos ocurrieron en la etapa de
viabilidad fetal entre las 29 y 40 semanas.

Por lo que se refiere a la etapa de trabajo de parto en
que sobrevino la complicacion, 55% de los casos fueron
anteparto, 12% durante el trabajo de parto, en 31% la
complicacidon sobrevino durante postparto y 2% no se
contabiliz6 porque se tratd de embarazo molar, embarazo
ectdpico o no finaliz6 el embarazo en el momento en
que ocurrid la complicacion. De los casos de morbilidad
obstétrica extrema que si finalizaron, la via mas utilizada
fue la abdominal (cesarea) con 80% de las pacientes. La
terminacion por parto se dio en 13% de las pacientes. El
6% (10 pacientes) se finaliz6 por legrado o no se concluy6
el embarazo en el momento en que sobrevino la morbi-
lidad. El 29% de las pacientes con morbilidad obstétrica
extrema requirieron cirugia adicional. La mas frecuente
fue la histerectomia por complicaciones, luego de la
cesarea con 22 pacientes. A ocho pacientes se les realizo
legrado instrumentado y en otras cirugias nueve pacientes
a las que se realiz6 aspirado manual endouterino, debido
principalmente a retencion de fragmentos placentarios.

La Unidad de Cuidados Intensivos reportéd que solo se
admitieron 26 pacientes (16%) con morbilidad obstétrica

extrema y 138 (84%) se atendieron fuera de ella. El pro-
medio de estancia fue 4.0 dias. La estancia en dias totales
de hospitalizacion fue, en promedio, de 7.3 dias, mientras
que la estancia promedio en el servicio de Obstetricia fue
de 1.8 a 2 dias.

El resultado perinatal de los casos de morbilidad obs-
tétrica extrema fue aceptable, 89% de los recién nacidos
fueron vivos (146). Se obtuvieron ocho recién nacidos
muertos (5%), el resto (6%) no se contabilizé porque se
tratd de casos de mola hidatiforme, embarazo ectépico o
no fue concluida la gestacion en el momento de la com-
plicacion.

El Hospital General Dr. Aurelio Valdivieso es de alta
concentracion y es el medio resolutivo del Estado, por lo
que la mayoria de las pacientes llega de otras unidades de
segundo nivel. De los 164 casos identificados, 65% (106
casos) fueron enviados de otras unidades, 35% (58 casos)
llegaron espontaneamente para finalizar el embarazo o
llevaron control prenatal en esa misma unidad. Como se
atiende poblacion abierta, la mayoria de los casos son
mujeres sin proteccion social. Los datos obtenidos indican
que de los 164 casos, a su ingreso s6lo 17 pacientes (10%)
tenia Seguro Popular, una paciente Régimen Especial y
146 pacientes (89%) no contaban con algun régimen de
seguridad social.

En la Clasificacion Internacional de Enfermedades
(CIE-10) se buscaron los padecimientos relacionados con el
embarazo, parto y puerperio, 136 casos fueron morbilidad
relacionada con el embarazo y 28 no se relacionaron con el
mismo. Por lo que se refiere a las directamente relacionadas,
las principales fueron estados hipertensivos con 79 casos
que corresponden a 47.7%, en segundo lugar los trastornos
relacionados con hemorragias obstétricas, con 17.64% y
en tercer lugar sepsis puerperal, con 11.09% (Figura 1).

De los casos de morbilidad obstétrica extrema de
causa indirecta extraidos de CIE-10 fueron 28 casos. Los
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Anemia que complica el embarazo, el parto y el puerperio
Hematoma de herida quirtrgica obstétrica

Dehiscencia de sutura de cesarea

Complicaciones de la anestesia administrada durante el puerperio
Sepsis puerperal

Retencién de fragmentos de la placenta o de las membranas, sin hemorragia
Retencion de la placenta o de las membranas, sin hemorragia
Hemorragia del tercer periodo del parto

Hematoma obstétrico de la pelvis

Inversion del utero, posparto

Rotura del utero durante el trabajo de parto

Hemorragia intraparto, no especificada

Placenta previa con hemorragia

Eclampsia en el embarazo

Eclampsia

Preeclampsia severa

Mola hidatiforme, incompleta o parcial

Mola hidatiforme clasica

Embarazo ectépico

Figura 1. Causas directas para morbilidad obstétrica extrema.

mas frecuentes fueron los padecimientos hematolédgicos,
y la purpura trombocitopénica idiopatica la mas citada
(14.29%) (cuatro casos) y la trombocitopenia no especi-
ficada (10.71%) con tres casos (Figura 2).

Para el analisis, se conformaron tres grupos de deter-
minantes: a) causa especifica, b) insuficiencia organica
y ¢) por manejo iniciado o realizado en la paciente. Para
efectuar el analisis del estudio se tomaron en cuenta las
morbilidades relacionadas con el embarazo de acuerdo
con el CIE 10.

La prevalencia mas alta fue para preeclampsia, englo-
bada en enfermedad especifica, fue de 39.63%, seguida
de la morbilidad asociada con intervencion quirtrgica
(23.17%), como tercera causa el choque séptico, englobado
en enfermedad especifica (9.76%), como cuarta el choque
hipovolémico (8.54%), englobado en enfermedad especi-
fica y como quinta causa los trastornos de la coagulacion
(6.71%) englobados en insuficiencia organica. Todas las
enfermedades y sus porcentajes se muestran en la Figura 3.

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0

Para evaluar la probabilidad de morbilidad obstétrica
extrema se realiz6 un analisis de regresion logistica para
cada una de las determinantes. La mayor asociacion fue
con eclampsia e insuficiencia hepatica, que obtuvieron
la razon de momios y significacion estadistica mas altas.

La asociacion de morbilidad obstétrica extrema deri-
vada de la intervencion quirurgica, a pesar de tener una
prevalencia alta en el analisis, se mostré6 como un factor
de proteccidon. Otras variables si mostraron asociacion,
pero no tuvieron significacion y sus intervalos de confian-
za estan por debajo de la unidad, como fue el caso de la
insuficiencia renal, insuficiencia metabdlica y transfusion
sanguinea; el Cuadro 2 muestra los resultados.

DISCUSION

La morbilidad obstétrica extrema es una forma de evaluar
la calidad de la atencidon que se otorga, por eso se consi-
dera un indicador de salud en la poblacion obstétrica. De

ISSN-0300-9041 Volumen 78, num. 12, diciembre 2010

665



Calvo-Aguilar O y col.

Epistaxis

Sindrome nefrético

Pancreatitis biliar aguda

Pancreatitis aguda

Absceso del higado

Insuficiencia hepatica aguda o subaguda

Apendicitis aguda con absceso peritoneal

Edema pulmonar | 3.5

Neumonia bacteriana, no especificada

Influenza con neumonia, debida a otro virus de la
influenza identificado,

Miocarditis, no especificada

Endocarditis aguda, no especificada

Isquemia cerebral transitoria, sin otra especificacion
Tirotoxicosis (hipertiroidismo)

Trombocitopenia no especificada

Purpura trombocitopénica idiopatica

Anemia aplastica, sin otra especificacion

Anemia aplastica idiopatica
Hemoglobinuria paroxistica nocturna (Marchiafava-
Micheli)

Leucemia linfoblastica aguda

Linfoma no Hodgkin de otro tipo y el no especificado

I 3.5
I 3.5
I 3.5
I 3.5
I 3.5

71
71

I 3.5
I 3.5
I 3.5
I 3.5
I 3.5
I 3.5

14.2

I 3.5
I 3.5
I 3.5
I 3.5
I 3.5

0.0

5.0 10.0 15.0

Figura 2. Causas indirectas de morbilidad obstétrica extrema.

Manejo Transfusion [l 1.8
0,
25% Cirugia [23.1
Falla organica Coagulacion (I 6.7
14.7%
Respiratoria [l 3.6
Cerebral [l 1.2
Metabolica [l 1.2
Hepatica [l 1.2
Renal [E 0.6
Enfermedad Preeclampsia severa 39.6
ifi
A Shock hipovolémico [ 2.4
Shock séptico (I 0.7
Eclampsia | 8.
T T T T
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Figura 3. Enfermedades y sus porcentajes.
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Cuadro 2. Variables asociadas con la morbilidad obstétrica

Variable Significancia OR IC 95%

Morbilidad Bajo Alto
Eclampsia 0.000 36.667 8.395 160.156
Choque séptico 0.492 1.560 0.439 5.551
Choque hipovolémico 0.731 0.764 0.165 3.539
Preeclampsia 0.009 4.864 1.474 16.049
Insuficiencia renal 0.103 9.167 0.637 131.961
Insuficiencia hepatica 0.012 18.333 1.878 178.979
Insuficiencia metabdlica 0.573 0.591 0.095 3.671
Insuficiencia cerebral 0.021 12.222 1.447 103.202
Insuficiencia respiratoria 0.002 11.000 2.356 51.362
Coagulacién 0.003 8.067 2.068 31.471
Quirurgica 0.030 0.264 0.079 0.882
Transfusion 0.113 2.584 0.800 8.345
CONST 0.000 0.055

acuerdo con estimaciones de la ONU, las complicaciones
maternas durante el embarazo, parto y puerperio aparecen
incluso en 15% de todos los embarazos. En esta revision,
la morbilidad general fue de 45%, tres veces mayor que
los reportes en otros estudios, debido a que el hospital es
un centro de referencia de todos los hospitales de segundo
nivel y basicos comunitarios con que cuenta el Estado.
Las unidades de primer nivel lo utilizan para referencia de
pacientes en las que se detectan complicaciones o factores
de riesgo. La prevalencia de morbilidad obstétrica extrema
en los paises industrializados se encuentra entre 0.05 y
1.7%, en los paises en vias de desarrollo es de entre 0.6
y 8.5%. En el Hospital General Dr. Aurelio Valdivieso de
los Servicios de Salud de Oaxaca, durante el afio 2009, la
prevalencia fue de 2.1%. Este valor es el reportado en otros
paises en vias de industrializacion e incluso se considera
bajo de acuerdo con los datos de paises en Africa o Bolivia.’
La prevalencia de acuerdo con los criterios de la FLASOG
(enfermedad especifica, insuficiencia organica y manejo)
mostrd en esta revision datos similares a los reportados en la
bibliografia, excepto del grupo de insuficiencia organica en
el que la prevalencia fue menor a la reportada en el mundo.

El grupo mas afectado fue el de jovenes (menores de
25 afos), en oposicion a los reportes que indican que las
mujeres mayores de 35 son las mas afectadas por las com-
plicaciones, esto debido a que en nuestro medio las mujeres
inician la reproduccion en edades mas tempranas, de ahi
derivan mas embarazos y, por lo tanto, mayor probabilidad
de complicaciones.

El 84% de las pacientes tenia educacion secundaria o
algtin grado menor a la misma, y 11% no recibi6 algun tipo
de escolaridad, lo que refleja lo reportado en 1990 cuando
el riesgo de morir era ocho veces mayor para las mujeres
sin escolaridad que para quienes cursaron la preparatoria.

También llama la atencion que 89% de las pacientes
no tenia algun tipo seguridad social, eso determiné que
la morbilidad obstétrica extrema también se relacionara
con los grupos mas desprotegidos, intimamente ligados al
grado de desarrollo humano.

De acuerdo con los datos obtenidos, el grupo de enfer-
medad especifica fue el que mas contribuy¢6 a la morbilidad
obstétrica extrema, seguido por el de intervencion, ambos
similares a lo reportado en la bibliografia. Muchas de las
complicaciones se relacionan con la vigilancia prenatal y
la busqueda intencionada de complicaciones del embara-
70, estas mismas enfermedades son las que se encuentran
como causa principal de mortalidad materna en el hospital
y en el Estado.

También se observo que el intervencionismo origina
mas complicaciones que, en su mayor parte, son resueltas
y no tuvieron asociacion relevante. Sin embargo, la cadena
de morbilidad que consume: personal, tiempo, espacios
y material ya se inicid, en ocasiones por procedimientos
innecesarios, como las cesareas sin indicacion.

En el analisis de los padecimientos con mayor asocia-
cion con morbilidad obstétrica extrema se concluyoé que la
eclampsia y preeclampsia son dos de las de mayor vinculo
con la enfermedad especifica, mientras que las del grupo de
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insuficiencia organica, aunque en menor frecuencia, tienen
altas razones de momios. Por el contrario, la prevalencia
de casos de complicaciones derivadas de intervenciones
quirtrgicas no tuvo asociacion significativa. En los paises
en vias de industrializacion la principal complicacion del
embarazo sigue siendo la enfermedad hipertensiva indu-
cida por el embarazo y sus complicaciones. Asi como se
encontro en este estudio, esas enfermedades contribuyen
con 60% de los casos de muerte materna en el Hospital
General Dr. Aurelio Valdivieso, segun el reporte del co-
mité, a diferencia de los paises industrializados, donde la
primera causa de muerte materna es la hemorragia o la
trombosis (OMS). La purpura trombocitopénica idiopa-
tica fue la mas importante de las causas de insuficiencia
organica, con cuatro casos, seguida de la trombocitopenia
no especificada con tres casos. En el estudio realizado en
Jamaica, la primera causa no obstétrica fue la enfermedad
de células falciformes.’

CONCLUSION

La morbilidad obstétrica extrema afecta a un importante
grupo de pacientes que acuden a solicitar atencion al
Hospital General Dr. Aurelio Valdivieso. El principal
problema, como en muchos lugares del mundo, son las
complicaciones derivadas de la enfermedad hipertensi-
va inducida por el embarazo englobada en enfermedad
especifica, de acuerdo con criterios de la FLASOG y que
se asocia significativamente con la morbilidad obstétrica
extrema.

El grupo de enfermedad especifica es el de la preva-
lencia mas alta y todos los padecimientos que incluye se
derivan del embarazo y pueden ser susceptibles de iden-
tificacion en el control prenatal. Este, es un factor de gran
importancia porque la mitad de las pacientes no acudio a
los servicios médicos para vigilancia del embarazo, cir-
cunstancia decisiva para poder identificar tempranamente
las complicaciones e intervenir en la historia natural de la
enfermedad. La mayoria de los casos se relacionaron con
complicaciones del embarazo, parto y puerperio segun el
CIE 10. Por eso pudieron identificarse en etapas tempranas,
lo que refleja deficiencias en esa consulta.

La edad es un factor no modificable. Se identificé que la
mayoria de las pacientes con morbilidad obstétrica extrema
eran jovenes menores de 25 afos. La Ginica forma en la que
puede incidirse es retrasando el momento del embarazo;

para esto, la mejor herramienta es la planificacion familiar.
La multiparidad se registré en menor proporcion en los
casos con complicaciones.

Los factores modificables se relacionan con el medio
sociocultural propio de cada Estado, que pueden alterarse
para mejorar algunas condiciones, como la escolaridad y
el acceso a la asistencia social, ambas situaciones intima-
mente ligadas al grado de desarrollo humano del Estado.

Es necesario que las pacientes con morbilidad obstétrica
extrema se hospitalicen para atenderlas en unidades de te-
rapia intensiva e intermedia. La falta de unidad de cuidados
intensivos exclusiva para las areas de Obstetricia puede
incrementar las tasas de mortalidad materna. Solo 16% de
las pacientes tuvieron acceso a este servicio, el resto se
atendio en areas inadecuadas, sin personal capacitado para
controlar la eventualidad, como las salas de recuperacion,
cuartos para aislados y, a veces, salas comunes por falta de
espacio fisico en areas criticas. Es necesario que todas las
unidades hospitalarias que atienden pacientes obstétricas
tengan la infraestructura fisica, tecnoldgica y de recursos
humanos especificos para la atencion de eventos de mor-
bilidad obstétrica extrema.
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Impacto del envejecimiento masculino en la capacidad funcional
del espermatozoide a través de la expresiéon de fosfatidil serina y
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RESUMEN

Antecedentes: los procesos biomoleculares asociados con el envejecimiento y la muerte celular programada durante la espermatogé-
nesis son bien conocidos, pero no su trascendencia biolégica en el esperma eyaculado, porque se ignora el comportamiento de estos
marcadores apoptosicos en relacion con la edad del hombre.

Objetivo: evaluar el efecto del envejecimiento en la capacidad funcional del espermatozoide y su relaciéon con los procesos de muerte
celular programada.

Material y método: estudio prospectivo, transversal y analitico efectuado con muestras seminales de 25 sujetos sanos de 20 a 70 afios
de edad, que se dividieron en dos grupos [(A: menores de 40 afios) y (B: mayores de 40 afios de edad)]. Se evaluaron los parametros
seminales OMS (1999) y los procesos de transformacion biomolecular de membrana y la expresién por oligonucleosomas en la cascada
terminal de apoptosis. Se cuantificaron por medio de citometria de flujo con laser de argén como fuente de lectura a 480 nm, discriminando
los grados de celularidad negativa y positiva para cada uno de los indicadores.

Resultados: el porcentaje de células vivas con traslocacion de fosfatidil serina en la membrana (anexina-V+/Pl+) fue significativamente
superior en los hombres mayores de 40 afios (p <0.05). Estos hallazgos se enriquecen con una correlacién positiva y significativa (r=
0.50, P< 0.008), entre el biomarcador temprano y la edad de los sujetos. Respecto a la fragmentacion del ADN, a pesar de no encontrarse
diferencias estadisticamente significativas, si se observé una tendencia clara de aumento conforme mayores eran los sujetos (r=0.51).
Conclusiones: el incremento en la edad del hombre se asocia con aumento en la expresion de marcadores de apoptosis, lo que se
demuestra por la mayor expresion de la traslocacion de fosfatidil serina a nivel membranal. Asi, este estudio confirma que la edad del
sujeto se asocia con un declive en algunos de los parametros seminales.

Palabras clave: espermatozoide, semen, apoptosis, anexina V, TUNEL, fragmentacion del ADN.

ABSTRACT

Background: biomolecular processes associated with aging and programmed cell death during spermatogenesis are well known, but not
its biological significance in ejaculated sperm, because it ignores the behavior of these apoptotic markers in relation to the age of man.
Objective: To evaluate the effect of aging on the functional capacity of sperm and their relationship to programmed cell death processes.
Material and methods: Prospective, cross-sectional and analytical performed with semen samples from 25 healthy subjects 20 to 70
years old, were divided into two groups [(A: under 40 years) and (B: over 40 years age)]. Semen parameters were evaluated WHO (1999)
and transformation processes biomolecular membrane and the expression of oligonucleosomes in the terminal cascade of apoptosis.
Were measured by flow cytometry with an argon laser as a source of reading at 480 nm, the degree of cellularity discriminate negative
and positive for each of the indicators.

Results: The percentage of live cells with phosphatidylserine translocation in the membrane (annexin-V / PI) was significantly higher in
men older than 40 years (p <0.05). These findings are enriched with a significant positive correlation (r = 0.50, P <0.008) between early
biomarker and age of the subjects. With regard to DNA fragmentation, although no statistically significant differences were found, it is a
clear trend of increase as older the subjects (r = 0.51).

Conclusions: The increasing age of the man is associated with increased expression of apoptosis, as demonstrated by the increased
expression of phosphatidylserine translocation at the Membrane. Thus, this study confirms that the subject’'s age is associated with a
decline in some of the seminal parameters.

Key words: sperm, semen, apoptosis, annexin V, TUNEL, DNA fragmentation.
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RESUME

Antécédents: les processus biomoléculaires associés au vieillissement et a la mort cellulaire programmée pendant la spermatogenéese
sont bien connus, mais pas leur transcendance biologique sur le sperme éjaculé, car on ignore le comportement de ces marqueurs apop-
tosiques en relation avec I'age de 'homme.

Objectif: évaluer I'effet du vieillissement dans la capacité fonctionnelle du spermatozoide et sa relation avec les processus de mort ce-
llulaire programmée.

Matériel et méthode: étude prospective, transversale et analytique effectuée avec des échantillons séminaux de 25 hommes en bonne
santé de 20 a 70 ans, qui ont été classés en deux groupes [(A: mineurs de 40 ans) et B: majeurs de 40 ans)]. On a évalué les paramétres
séminaux OMS (1999) et les processus de transformation biomoléculaire de membrane et I'expression par oligonucléosomes dans la
cascade terminale d’apoptose. On a quantifié au moyen de cytométrie en flux avec laser d’'argon comme source de lecture a 480 nm, en
discriminant les degrés de cellularité négative et positive pour chacun des indicateurs.

Résultats: le pourcentage de cellules vivantes avec translocation de phosphatidylsérine dans la membrane (anexine-V+/Pl+) a été sig-
nificativement supérieur chez les hommes majeurs de 40 ans (p<0.05). Ces découvertes s’enrichissent avec une corrélation positive et
significative (r= 0.50, P< 0.008), entre le biomarqueur précoce et 'age des hommes. Quant a la fragmentation de 'ADN, malgré le fait
de n’avoir pas trouvé de différences statistiquement significatives, on a observé une claire tendance d’augmentation selon la supériorité
d’age des hommes (r=0.51).

Conclusions: 'augmentation de 'dge de 'homme est associée avec une augmentation dans I'expression des marqueurs d’apoptose,
ce qui se démontre avec la majeure expression de la translocation de phosphatidylsérine au niveau de la membrane. Ainsi, cette étude
confirme que I'dge de 'homme est associé avec un déclin dans quelques paramétres séminaux.

Mots-clés: spermatozoide, sperme, apoptose, anexine V, TUNEL, fragmentation de 'ADN.

RESUMO

Antecedentes: Os processos biomoleculares associados com o envelhecimento e a morte celular programada durante a espermato-
géneses sdo bem conhecidos, mas ndo a sua transcendéncia bioldégica no esperma ejaculado, porque se ignora o comportamento dos
marcadores apoptoticos na relagdo com a idade do homem.

Objetivo: Avaliar o efeito do envelhecimento com a capacidade funcional do espermatozoéide e sua relagdo com os processos de morte
celular programada.

Material e método: Estudo prospectivo, transversal e analitico efetuado com amostras seminais de 25 pessoas saudaveis de 20 a 70
anos de idade, que foram divididos em dois grupos: [(A: menores de 40 anos) e (B: maiores de 40 anos de idade)]. Foram avaliados os
parametros seminais OMS (1999) e os processos de transformacdes biomoleculares de membrana e a expressao por oligonucleossomas
na cascada terminal de apoptoses. Foram quantificados por meio de citometria de fluxo com laser de argon como fonte de leitura a 480
nm, discriminando os graus de celularidade negativa e positiva para cada um dos indicadores.

Resultados: A porcentagem de células vivas com inversao de fosfatidil serina na membrana (anexina-V+/PI+) foi significativamente superior
nos homens com mais de 40 anos (p < 0,05). Esses achados foram enriquecidos com uma correlagao positiva e significativa (r = 0,50, P<
0,008), entre o biomarcador precoce e a idade dos pesquisados. Com respeito a fragmentagdo do DNA, apesar de ndo encontrar diferen-
cas estatisticamente significativas, foi observado uma tendéncia clara de aumento conforme mais velhos eram os pesquisados (r = 0,51).
Conclusdes: O incremento da idade do homem ¢é associado com o aumento da expressao de marcadores de apoptoses, 0 que se de-
monstra pela maior expressao da inversao de fosfatidil serina a nivel de membrana. Assim, este estudo confirma que a idade do homem
pesquisado se associa com um declive em alguns dos parametros seminais.

Palavras-chave: espermatozéide, sémen, apoptoses, anexina V, TUNEL, fragmentagéo de DNA.
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os procesos de muerte celular programada (apop-

tosis) se caracterizan por una serie de cambios

morfologicos y bioquimicos que resultan en degra-
dacion celular sin respuesta inflamatoria.> Al igual que en
otros procesos fisioldgicos y patologicos los reproductivos
no son ajenos a estas vias de activacion, lo que repercute
en la capacidad reproductiva de hombres y mujeres.

En los ultimos afios ha habido interés en la participacion
de estos procesos apoptosicos en la espermatogénesis y
en el desarrollo espermatico tardio, lo que se refleja en
la capacidad reproductiva final.>* Estd demostrado que
las alteraciones en los procesos apoptdsicos se asocian
con infertilidad masculina y con una elevada frecuencia
de apoptosis en células germinales de tejido testicular en
pacientes con azoospermia u oligozoospermia severa.>¢

También se ha estudiado su participacion en el esper-
matozoide maduro y en la calidad del semen eyaculado.”
Se ha correlacionado la activacién de mecanismos apop-
tosicos con la calidad del semen,® lo que sugiere que la
identificaciéon de marcadores apoptdsicos puede ser un
factor importante para evaluar la calidad seminal.

Para evaluar la expresion de la apoptosis en el esperma-
tozoide existen diferentes técnicas que detectan el proceso
apoptdsico en etapas tempranas y las que lo detectan en
etapas tardias. Uno de los métodos de deteccion temprana
de apoptosis es la identificacion de la fosfatidilserina en
la capa externa de la membrana celular mediante la adi-
cion de anexina V, que es una proteina con afinidad por
fosfolipidos dependientes de calcio, con alta afinidad por
la fosfatidilserina, de modo tal que esta proteina indica el
comienzo del proceso apoptdsico.”!°

La union de anexina V con células apoptdsicas puede
detectarse con una tincion verde fluorescente con isotiocia-
nato de fluoresceina que puede detectarse con citometria
de flujo y microscopia fluorescente. A esta técnica se
agrega yoduro de propidio, para obtener una tincion roja
que diferencia las células necroticas de las viables con o
sin translocacion de fosfatidilserina.

Otra forma de identificar el proceso de apoptosis en
etapas tempranas es mediante la deteccion de proteasas
especificas de cisteina-aspartato o caspasas.!" Estas par-
ticipan como transductores y efectores tempranos en las
diferentes vias apoptdsicas en células somaticas,'? por lo
que su deteccion mediante anticuerpos monoclonales indi-
ca el comienzo del proceso de muerte celular programada
en forma muy inicial.

Las caspasas desempefian un papel decisivo en la trans-
duccidn de sefiales intracelulares en las células destinadas
a la muerte programada;'® su activacion ocurre por proted-
lisis o debido a la accidn de otras proteinas.'* La unién de
Fas-ligando en la membrana celular y el incremento de
Bax/Bcl2 en la membrana mitocondrial inician la activa-
cion de las caspasas 8 y 9, respectivamente. '

Una vez activadas estas caspasas, la sefial se transduce
a las caspasas efectoras, incluidas las caspasas 3,6y 7.1
Estas enzimas degradan los sustratos celulares, incluidas
las proteinas estructurales citoplasmaticas, como actina
y citoqueratinas o proteinas nucleares, como poli (ADP
ribosa), polimerasas (PARP) y laminasas.!®!"° Al parecer, la
caspasa 3 activa una dexosirribonucleasa (CAD, también
llamada factor-40 de fragmentacién de ADN o nucleasa
activada por caspasa), que participa en la fragmentacion
del ADN.?2 Por eso la determinacion de la caspasa 3,
mediante anticuerpos monoclonales especificos, permite
detectar la activacion de la apoptosis.

Uno de los eventos tardios y mas representativos de
la cascada apoptdsica es la activacion de endonucleasas
endogenas que fragmentan el ADN y, por lo tanto, la libe-
racion de grupos hidroxilo 3°. Esta propiedad es utilizada
por el método de TUNEL para identificar células apopto-
sicas al marcar las terminales 3 "hidroxilo con nucleotidos
de desoxiuridina trifosfato, con algiin compuesto, como
fluoresceina (isotiocianato de fluoresceina -dUTP).?

La enzima terminal dexosinucleotidil transferasa (TdT)
cataliza la adicion independiente (isotiocianato de fluores-
ceina -dUTP) a las terminales 3 hidroxil del ADN, por lo
que en las células apoptdsicas hay un ntimero sustancial
de estos sitos para su identificacion mediante el método
de TUNEL.

En la estimulacién de la cascada apoptdsica en el
espermatozoide maduro se han asociado diferentes fac-
tores: radiacion, tabaquismo,** hipertermia testicular,? 2
quimioterapia, radioterapia,?”-?® inflamacion del conducto
genital® y criopreservacion®®3! seminal. Sin embargo, es
poco lo que se conoce de la edad como un factor relacio-
nado con el aumento en el numero de células apoptoésicas
en el eyaculado.®

Por lo que se refiere a los parametros seminales, se ha
observado que conforme la edad del hombre aumenta,
disminuye significativamente la movilidad, morfologia,
concentracion y volumen. En lo que concierne a la busque-
da de la relacion de marcadores apoptosicos con la edad,
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se han realizado pocos estudios y algunos autores con-
cluyen que ésta disminuye conforme mas edad se tiene.®
Ademas, ninguno de ellos evaltia diferentes marcadores
en el mismo estudio y no relacionan las concentraciones
séricas de las diferentes hormonas relacionadas con los
procesos apoptosicos.

Es necesario realizar un estudio con citometria de flujo
que cuantifique estos marcadores bioldgicos relacionados
con la apoptosis para definir el impacto de estos en el es-
quema reproductivo. Se pretende correlacionar los niveles
de apoptosis con la edad y determinar si existe relacion
de las hormonas al evaluarlas con el envejecimiento de
los hombres.

El efecto deletéreo del gameto masculino ha mostrado
tener una repercusion decisiva en los procesos reproduc-
tivos, por eso se la ha relacionado, incluso, en 50% de los
casos de infertilidad.

Esto expresa alteraciones en la funcioén espermatica,
génica y en la expresion de aneuploidias durante los
procesos de fertilizacion. Existe un efecto directo en la
formacion y desarrollo de pronucleos y la participacion
del aparato mitético, con consecuencias a corto y mediano
plazo en el desarrollo embrionario.*

A pesar de la evaluacion de criterios morfologicos y de
funcionalidad en los parametros seminales (OMS, 1999)
existe una variabilidad acentuada en la expresion de estos
resultados que no necesariamente se relacionan con las
condiciones reproductivas en el individuo.

Puesto que es poco conocido el efecto de la edad en los
parametros seminales es necesario investigar si existe un
efecto deletéreo en la trasmision de enfermedades génicas
y cromosomicas relacionadas con el dafio progresivo del
espermatozoide y cuantificarlo por medio de marcadores
apoptdsicos de membrana y nucleares.®

En los ultimos afios, varios investigadores han repor-
tado decremento en los pardmetros seminales de sujetos
de edad avanzada.

Recientemente se descubrid la apoptosis en esperma-
tozoides maduros y se relaciond, en mayor medida, con
pacientes infértiles. Sin embargo, su relacion con la edad
no se habia descrita con exactitud, ademas de que existe
controversia en cuanto a los resultados observados. Por eso
es necesario realizar un estudio en el que se analice, con
métodos mas exactos, la relacion de la edad del hombre
con la calidad seminal por medio del estudio apoptédsico
de los espermatozoides maduros.

MATERIAL Y METODO

Estudio prospectivo, transversal y analitico efectuado
en el Instituto Nacional de Perinatologia de marzo de
2008 a marzo de 2009 con muestras seminales de 25
sujetos sanos de 20 a 70 afios de edad, que aceptaron
participar en el estudio y que se dividieron en dos gru-
pos [(A: menores de 40 afios) y (B: mayores de 40 afios
de edad)]. Los sujetos de estudio tenian antecedente de
fertilidad probada, espermocultivo negativo y no tenian
enfermedades sistémicas.

Las muestras seminales se obtuvieron de pacientes vo-
luntarios y se recolectaron con un periodo de abstinencia
de 3 a 5 dias. Se determino su concentracion, movilidad y
morfologia. Después de la licuefaccion (30-45 minutos)
de 5 pL de cada muestra se colocod en una camara de
Makler (Sefi Medical Instruments, Haifa, Isracl) y se leyd
en un microscopio de luz para motilidad y concentracion
espermatica.

La morfologia se evalué de acuerdo con los criterios
estrictos de Kruger. Cada muestra (10puL) se extendio en
un portaobjetos y se dejo secar durante 20 minutos, antes
de teiirse con la tincion Diff-Quick (Baxter Dade Diag-
nostics, Dubingen, Switzerland). Se leyeron, en promedio,
100 espermatozoides por extendido bajo microscopia de
luz en un objetivo de inmersion 100X.

Finalmente, las muestras se conservaron a 37°C, 5%
CO, en medio HFT y se analizaron, independientemente,
para anexina V, anticuerpos anti-caspasa 3 y yoduro de
propidio, ademas de método de TUNEL en la siguiente
media hora.

Evaluaciéon de la externalizacion de fosfatidil-serina
con anexina V
La anexina V es una proteina con afinidad por fosfolipidos,
dependiente de calcio y con alta afinidad por la fosfati-
dilserina, que refleja eventos apoptosicos tempranos. La
union de anexina V a células apoptosicas tipicamente
muestra una tincion verde fluorescente. Se agrega yoduro
de propidio (tincion roja) para diferenciar células viables
de las necrdticas, y las células con translocacion de fos-
fatidilserina muertas de las vivas con y sin translocacion
de fosfatidilserina.

Después de separar 10 células de cada muestra (movil
y no movil) se lavaron en PBS (buffer de solucion salina
fosfatada) y la muestra se centrifugd a 200 x g durante
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cinco minutos. Las muestras se resuspendieron en 100 pL
de una solucion con anexina-V marcada con fluoresceina
y yoduro de propidio. La solucién se prepara prediluyen-
do 20u de anexina-V-fluoresceina en 1 mL del buffer de
incubaciéon y 20u de la solucion de yoduro de propidio.
Se incuban durante 10-15 minutos a 15-25 °C.

Las muestras se analizan por citometria de flujo, pre-
via adicion de 0.5 mL de un buffer de incubacion por 10°
células. Las muestras se leen en el citometro de flujo a
488 nm con un filtro de 515 nm para detectar anexina-V-
fluoresceina y un filtro de mas de 600 nm para detectar
yoduro de propidio. Para evitar traslapaciones de los dos
espectros emitidos se requiere compensacion electronica
del instrumento.

Evaluacion de apoptosis con el método de TUNEL
Uno de los eventos tardios de la cascada apoptosica es la
activacion de endonucleasas endogenas que genera frag-
mentaciones en el ADN. El método TUNEL es capaz de
detectar este tipo de células mediante la adicion de una
enzima terminal de desoxinucleotidil transferasa (TdT)
para la incorporacion de desoxinucledtidos marcados con
isotiocianato de fluoresceina.

Para realizar el método de TUNEL se requiere hacerlo
en dos etapas (fijacion y tincion) con un equipo APO-DI-
RECT. El equipo incluye 5 mL de suspensiones celulares
control positivas y negativas, de aproximadamente 1 x 10°
células por mL en etanol 70% (v/v). Las células control
se derivan de una linea celular de linfoma humano y se
fijan como las células muestra que enseguida se explica.

Fijacion

Las células en PBS-paraformaldehido al 1% se resus-
penden a una concentracion de 1-2 x 10° células/mL y
la suspension celular se suspende en hielo durante 30-60
minutos. Después, las células se centrifugan durante 5
minutos a 300 x g y se desecha el sobrenadante. Después,
las células se lavan en 5 mL de PBS y se centrifugan para
obtener el paquete celular (este paso se realizara en dos
ocasiones).

Posteriormente, el paquete celular se resuspende en el
PBS residual mediante agitaciéon moderada en vortex. La
concentracion celular se ajusta a 1-2 x 10° células/mL en
etanol al 70% (v/v) frio y se mantiene durante un minimo
de 30 minutos. Finalmente, las células se almacenan en
etanol al 70% (v/v) a -20°C hasta su uso.

Tincién y analisis

Las células control positivas y negativas (6552LZ,
6553LZ) se resuspenden en sus respectivos viales. Se
toma una alicuota de 1 mL de la suspension de las cé-
lulas control (aproximadamente 1 x 10° células/1 mL)
y se coloca en tubos de 12 x 75 mm para citometria de
flujo. Se centrifugan a 300 x g durante cinco minutos y
el etanol al 70% (V/V) se remueve por aspiracion, sin
alterar el paquete celular. Cada tubo de células control
se resuspende con 1 mL del buffer de lavado (6548AZ2),
se centrifuga a 300 x g durante cinco minutos y el sobre-
nadante se remueve.

El tratamiento de lavado se repite y después cada
paquete celular control se resuspende con 50 puL de la
solucion de tincion (el buffer de reaccion para la enzima
TdT contiene la enzima TdT, fluoresceina conjugada con
dUTP [6549AZ, 6554EZ, 6555EZ] y agua destilada).

Enseguida, se incuban las células en la solucion de tin-
cion durante 60 minutos a 37 °C'y, al finalizar el periodo de
incubacion, se aiade 1 mL del buffer de enjuague (0.05%
azida de sodio 6550AZ) a cada tubo. Se centrifuga a 300
xg durante cinco minutos y se remueve el sobrenadante
por aspiracion (en dos ocasiones). Enseguida, el paquete
celular se resuspende en 0.5 mL del buffer de tincidn,
con yoduro de propidio/RNasa (6551AZ) y las células se
incuban en la oscuridad durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, las células se analizan en la solu-
cion de yoduro de propidio/RNasa por citometria de flujo
después de tres horas de haber concluido la tincion.

El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS
version 17. Para la descripcidon de las variables cuan-
titativas se utilizaron medidas de tendencia central. La
comparacion de los grupos se realizé mediante prueba de
la T de Student y Kruskar Wallis, segtn fuera apropiado.
Las correlaciones se determinaron con rho de Spearman
y regresiones logisticas simples.

RESULTADOS

Para el analisis las muestras seminales se dividieron en
dos grupos: A: hombres menores de 40 afios y B: mayores
de 40 anos de edad, con promedio de edad para el primer
grupo de 28 +3 afios de edad y para el segundo grupo de
54 + 8 afios de edad.

En el Cuadro 1 se presentan los parametros seminales
basicos. Se encontraron diferencias significativas entre
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Cuadro 1. Parametros seminales

Media  Desviacion P
estandar
Movilidad A Menor 40 afios  11.818 9.3895 .05
Mayor 40 afios  5.867 5.8538
Movilidad B Menor 40 afios 64.2727 25.74137 NS
Mayor 40 afios 61.1333  25.18182
Movilidad C Menor 40 afios 16.5455 32.11344 NS
Mayor 40 afios  5.6667 3.97612
Movilidad D Menor 40 afios  7.4545 9.37405 NS
Mayor 40 afios  22.6000  25.11346
Morfologia Menor 40 afios  8.73 3.289 NS
Mayor 40 afios 6.73 2.492
Concentracion Menor 40 afios  74.000  48.4624 NS
Mayor 40 afios  50.133 39.0400
Volumen Menor 40 afios  .8182 25226 NS
Mayor 40 afios  .8333 .24398

Cuadro 2. Marcadores de apoptosis

Marcador Grupo Promedio Desviacion P
estandar
Tunel Menor 40 19.0273 14.9
Mayor40  26.7267 16.7 NS
Anexina Menor 40 9.8455 1.7 002
Mayor 40 30.7000 18.2 '
80 4
.23
$22
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.13
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> -
@ 40 -
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Figura 1. Celularidad positiva para anexina V en sujetos mayores
y menores de 40 afios de edad.

los grupos de movilidad espermatica rapida progresiva
(p <0.05), con un declive obvio conforme se incremen-
ta la edad. En el resto de los parametros no se alcanzo
significacion estadistica; sin embargo, si se observa una
tendencia a su decremento conforme avanza la edad. Estos
resultados se soportan con correlaciones positivas para la
concentracion, movilidad y morfologia con los siguientes
resultados: (r=-.52, P < 0.01), (r=-.67, P <0.01) y (r=
-.47, P<0.05), respectivamente.

La expresion de biomarcadores de apotosis se de-
termind mediante citometria de flujo y se recabaron los
porcentajes de células anexina V+.

Para los marcadores de apoptosis se encontré una dife-
rencia significativa para la expresion de anexina. Para la
determinacion de fragmentacion del ADN se observo una
clara tendencia al aumento de su expresion en hombres
mayores de 40 afos de edad; sin embargo, no se alcanzo
la significacion estadistica para estos biomarcadores. Sus
promedios se incluyen en el Cuadro 2.

En la Figura 1 se esquematiza mediante un grafico de
caja y bigote la celularidad positiva para anexina V.

CONCLUSIONES

La evaluacion del espermatozoide estaba limitada a su
observacion en muestras “crudas” o sometidas a un pro-
ceso de capacitacion. Las conclusiones de esa evaluacion
indicaban un deterioro de los pardmetros seminales (mo-
vilidad, concentracion, morfologia) conforme mayor es
la edad del hombre; esas observaciones coinciden con las
encontradas en este estudio.**37-4?

En la ultima década se han evaluado los estudios
realizados para valorar la funcionalidad en los procesos
relacionados con el componente espermatico a través de la
expresion de marcadores apoptosicos.*3*4 Esto ha mostra-
do que los procesos tempranos y tardios influyen no solo
en la capacidad de fertilizacion, proceso preimplantatorio
y desarrollo embrionario, sino también en la transmision
de enfermedades génicas relacionadas con alteraciones
en el cromosoma Y.

Hoy se sabe que la evaluacion en el grado de fragmen-
tacion de ADN en el espermatozoide tiene una repercusion
directa en los procesos de fertilizacion, lo que ha quedado
demostrado clinicamente en pacientes con inseminacion
intrauterina, fertilizacion in vitro e inyeccion intracito-
plasmatica.*:4?

674

GINEcoLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO



Impacto del envejecimiento masculino en la capacidad funcional del espermatozoide

Para el reconocimiento de la activacion de la cascada
apoptosica en el espermatozoide se han descrito varios
procedimientos, como la traslocacion de fofatidil serina,
activacion de caspasas (fas ligando de fas, caspasa 3 acti-
vada) y formacion de oligonucleosomas. Todos estos han
sido auxiliares diagnosticos en la evaluacion de la funcion
del espermatozoide.'!!3

Sin embargo, la mayor parte de los hallazgos men-
cionados se encontrd y evalud en poblacién masculina
infértil y en edad reproductiva. Por eso el objetivo de este
estudio fue analizar el comportamiento de dos marcado-
res de apoptosis en sujetos fértiles y su comportamiento
conforme se incrementa la edad.

En la bibliografia revisada no se encontr6 un estudio
previo que realizara estas comparaciones, de forma que
con nuestros resultados se demuestra que el incremento en
la edad del hombre se relaciona con mayor expresion de
marcadores de apoptosis temprana, y al parecer el punto
de corte para dicho incremento son los 40 afios de edad.
Respecto a los marcadores tardios, a pesar de no haber
diferencias significativas, si se observa una tendencia
hacia su incremento en los hombres mayores de 40 afios.

La importancia de lo anterior radica en el conoci-
miento actual de la disfuncion del espermatozoide como
la causa mas frecuente de infertilidad. Sin embargo,
el diagndstico patogénico y fisiopatologico es pobre.
Si se exclyen las TRA no hay, en general, tratamiento
adecuado.® La informacidén genética provista por el
espermatozoide esta regulada a distintos niveles epige-
néticos, incluidas las modificaciones del ADN mediante
impronta, c6digos de histonas y zonas asociadas, y quiza
organizacion espacial cromosdmica; pero el gameto mas-
culino no debe ser mas visto como un simple portador de
informacion genética. Por estos motivos es fundamental
que la investigacion clinica se dirija al analisis de las
causas etiologicas resultantes en lesiones y disfunciones
del gameto masculino a nivel bioquimico, molecular y
genético, y al esclarecimiento de sus contribuciones mas
alla de la fertilizacidn, incluidas las posibles repercusio-
nes en los procesos de implantacion, placentacion y la
salud de la progenie.

Por ultimo, consideramos que para darle mayor fuer-
za a estos resultados, resultaria prudente incrementar el
tamafio de la muestra y analizar el comportamiento de
marcadores apoptdsicos seminales, determinados de forma
longitudinal.
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Articulo original

Expresién de moléculas de adhesién celular en la interfase materno
fetal al término de la gestacion humana*

Rodrigo Vega-Sanchez,* Elizabeth de Jesus-Torres,* Marcia Arenas-Hernandez,* Jorge Beltran-Montoya,**
Rolando Maida-Claros,*** Guadalupe Estrada-Gutiérrez,**** Felipe Vadillo-Ortega’

Nivel de evidencia: lI-1

RESUMEN

Antecedentes: el trabajo de parto humano es un proceso de tipo inflamatorio modulado por leucocitos que invaden los tejidos gestacio-
nales. El incremento local de moléculas de adhesién celular (CAMs) favorece la permanencia de estos leucocitos en la coriodecidua. Los
tejidos gestacionales expresan ICAM-1, mientras que los leucocitos circulantes expresan su ligando Mac-1.

Objetivo: analizar, primero, si la expresion de CAMs en las membranas fetales esta asociada al progreso de la edad gestacional; y, se-
gundo, la expresion de CAMs en los leucocitos de la circulacion intrauterina (placenta).

Material y método: estudio cerrado realizado en el Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes. Se incluyeron muestras
provenientes de mujeres sanas de entre 15 y 44 afios de edad con embarazos a término (= 37 semanas de gestacion).

Resultados: el andlisis por PCR en tiempo real mostré que la expresion de CAMs en las membranas fetales permanecié constante antes
del trabajo de parto. ICAM1 e ICAM3 mostraron una tendencia al incremento durante el trabajo de parto, mientras que ICAM2, VCAM1,
SELP y SELE disminuyeron conforme avanzaba la edad gestacional. Los leucocitos placentarios mostraron un claro incremento en la
expresion de ITGAM (Mac-1) durante el trabajo de parto.

Conclusiones: estos resultados muestran que en la interfase materno-fetal se expresa una combinacion especifica de CAMs durante el
trabajo de parto, incluidos ICAM-1, ICAM-3 y Mac-1. La expresion de estas moléculas podria promover la permanencia de los leucocitos
en los tejidos locales para modular el microambiente inflamatorio local durante el trabajo de parto humano.

Palabra clave: adhesion celular, CAMs, trabajo de parto, leucocitos.

ABSTRACT

Background: The human labor is an inflammatory process invading leukocytes modulated by gestational tissues. The local increase of
cell adhesion molecules (CAMs) promotes the permanence of these leukocytes in the coriodecidua. Gestational tissues express ICAM-1,
while circulating leukocytes expressing its ligand Mac-1.

Objective: To analyze, first, if the expression of CAMs in the fetal membranes is associated with progress of gestational age, and second,
the expression of CAMs on circulating leukocytes in the uterus (placenta).

Material and method: original and closed study conducted at the Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes (Mexico
City). We included samples from healthy women between 15 and 44 years of age with term pregnancies (= 37 weeks gestation).
Results: Real time PCR analysis showed that the expression of CAMs in the fetal membranes remained constant before labor. ICAM3
and ICAM1 tended to increase during labor, while ICAM2, VCAM1, SELE and SELP decrease with advancing gestational age. Placental
leukocytes showed a clear increase in the expression of ITGAM (Mac-1) during labor.

Conclusions: These results show that the maternal-fetal interface expresses a specific combination of CAMs during labor, including ICAM-
1, ICAM-3 and Mac-1. The expression of these molecules could promote the retention of leukocytes in the local tissues to modulate the
local inflammatory microenvironment during human labor.

Key words: cell adhesion molecules, CAMs, labor, leukocytes.

RESUME

Antécédents: le travail d’accouchement humain est un processus de type inflammatoire modulé par leucocytes qui envahissent les tissus
gestatoires. L'augmentation locale de molécules d’adhésion cellulaire (CAMs) favorise la permanence de ces leucocytes dans la chorio-
décidue. Les tissus gestatoires expriment ICAM-1, tandis que les leucocytes circulants expriment leur ligand Mac-1.
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Objectif: analyser, d’abord, si I'expression de CAMs dans les membranes foetales est associée au progres de 'age gestatoire; et, apres,
I'expression de CAMs en leucocytes présents dans la circulation intra-utérine (placenta).

Matériel et méthode: étude originelle et fermée, réalisée a I'Institut National de Périnatalogie Isidro Espinosa de los Reyes (a Mexico). On
ainclus des échantillons provenant de femmes en bonne santé d’entre 15 et 44 ans avec grossesses a terme (= 37 semaines de gestation).
Résultats: I'analyse par PCR temps réel a montré que I'expression de CAMs dans les membranes foetales est restée constante avant
le travail d’accouchement. ICAM1 et ICAM3 ont montré une tendance a augmenter pendant le travail d’accouchement, tandis qu’ICAM2,
VCAMA1, SELP et SELE ont diminué selon 'avancement de I'age gestatoire. Les leucocytes placentaires ont montré une claire augmentation
dans I'expression d'ITGAM (Mac-1) pendant le travail d’accouchement.

Conclusions: ces résultats montrent que dans I'interphase materno-foetale s’exprime un mélange spécifique de CAMs pendant le travail
d’accouchement, inclus ICAM-1, ICAM-3 et Mac-1. L'expression de ces molécules pourrait promouvoir la permanence des leucocytes dans
les tissus locaux pour moduler le microenvironnement inflammatoire local pendant le travail d’'accouchement humain.

Mots-clés: adhésion cellulaire, CAMs, travail d’accouchement, leucocytes.

RESUMO

Antecedentes: O trabalho de parto humano é um processo do tipo inflamatério modulado por leucécitos que invadem os tecidos ges-
tacionais. O incremento local de moléculas de adesao celular (CAMs) favorece a permanéncia desses leucécitos na cério-decidual. Os
tecidos gestacionais expressam ICAM-1, enquanto que os leucdcitos circulantes expressam ligando Mac-1.

Objetivo: Analisar. Primeiro, se a expressdo de CAMs nas membranas fetais estd associada ao progresso de idade gestacional; segundo,
se a expressao de CAMs em leucocitos existentes na circulagéo intra-uterina (placenta).

Material e método: Estudo original e fechado realizado no Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa dos Reyes (México-DF).
Foram incluidas amostras provenientes de mulheres saudaveis dentre 15 e 44 anos de idade com gestagdes a término (= 37 semanas
de gestagao).

Resultados: A analise por PCR tempo real mostrou que a expressdo de CAMs nas membranas fetais permaneceu constante antes do
trabalho de parto. ICAM2, VCAM1, SELP e SELE diminuiram conforme avangava a idade gestacional. Os leucécitos placentarios mos-
traram um claro incremento na expressao de ITGAM (Mac-1) durante o trabalho de parto.

Conclusoes: Esses resultados mostram que a interfase materno-fetal expressa uma combinacgao especifica de CAMs durante o trabalho
de parto, incluidos ICAM1, ICAM3 e Mac-1. A expresséo dessas moléculas poderia promover a permanéncia dos leucécitos nos tecidos
locais para modular o micro-ambiente inflamatério local durante o trabalho de parto humano.

Palavras-chave: adeséo celular, CAMs, trabalho de parto, leucécitos.
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iversas evidencias indican que el trabajo de parto

normal en la mujer es un proceso inflamatorio,

caracterizado por el aumento local de diversas
moléculas efectoras: citocinas proinflamatorias, qui-
miocinas, prostaglandinas y metaloproteasas de matriz
extracelular.! Se ha propuesto que la mayor cantidad de
estas moléculas proviene del infiltrado leucocitario que
invade los tejidos gestacionales durante el trabajo de parto,
aun en ausencia de infeccion.??

Recientemente describimos que las membranas fetales
pueden inducir quimiotaxis de leucocitos durante el traba-
jo de parto, y que los leucocitos de la sangre placentaria
poseen mayor perfil proinflamatorio que los leucocitos
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de sangre periférica materna.*® Estos hallazgos sugieren
que durante el trabajo de parto normal los leucocitos son
reclutados al compartimiento coriodecidual, donde podrian
modular el proceso inflamatorio local.

La permanencia de leucocitos en la coriodecidua debe
estar favorecida por el incremento local de moléculas de
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adhesion celular (CAMs, por sus siglas en inglés). La
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) es la mas
estudiada en este contexto. Su expresion se incrementa en
las células endoteliales de la placenta, en el amnios y en la
coriodecidua con el trabajo de parto; incluso, se ha descrito
que tiene cierto valor predictivo para parto pretérmino al
medirse en el liquido cervicovaginal.”!!

El analisis de CAMs en los leucocitos de sangre peri-
férica materna ha mostrado cambios relacionados con el
trabajo de parto. Se han estudiado la selectina L (CD62L),
que participa en las primeras interacciones de los leucocitos
con el endotelio vascular y las integrinas LFA-1 (CD11a) y
Mac-1 (CD11b), que son los ligandos o correceptores de la
molécula ICAM-1 y, por tanto, constituyen el complemento
indispensable para el reclutamiento y permanencia de los
leucocitos en los sitios de inflamacion.'

Esta demostrado que durante el trabajo de parto la can-
tidad de células positivas para Mac-1, y la intensidad en
la expresion de esta molécula, aumentan en los monocitos
y en los granulocitos de la sangre periférica materna.'>!

En este trabajo estudiamos dos aspectos de la expresion
de las CAMs en la interfase materno-fetal en el término
de la gestacion. Ademas, analizamos si el incremento en
la expresion de CAMs en la coriodecidua es un proceso
gradual que se desarrolla progresivamente al término de la
gestacion, en preparacion para el inicio del trabajo de par-
to, 0 si es una consecuencia de éste. También analizamos la
expresion de Mac-1 en leucocitos de sangre placentaria en
comparacion con la de los leucocitos de sangre periférica
materna, con el fin de establecer si las células que circulan
en el ambiente intrauterino son capaces de responder a las
sefales de reclutamiento expresadas por las membranas
corioamnioticas.

MATERIAL Y METODO

Seleccion de pacientes
Los criterios de inclusion y procedimientos de toma de
muestras de este proyecto los aprobaron los Comités de
Investigacion y Etica del Instituto Nacional de Perinato-
logia Isidro Espinosa de los Reyes (Nim. 212250-02151).
Todas las pacientes dieron su consentimiento informado
antes de la toma de las muestras.

Se incluyeron muestras provenientes de mujeres sanas
entre 15 y 44 anos de edad, con embarazos a término (>
37 semanas de gestacion). Se excluyeron las pacientes con

embarazos multiples o con alguna enfermedad, especial-
mente infeccidén vaginal o intrauterina, diabetes mellitus
o diabetes gestacional, preeclampsia o enfermedades
autoinmunitarias.

Membranas fetales

Para analizar el incremento gradual de la expresion de
CAMs en las membranas fetales al término de la ges-
tacion, éstas se recolectaron inmediatamente después
del alumbramiento de la placenta y se transportaron al
laboratorio en un contenedor estéril. Las membranas se
lavaron con solucion salina estéril, y un pedazo de tejido
de aproximadamente 5 cm? se coloco inmediatamente en
RNAlater (Ambion, Austin, TX, EUA) y se almaceno a
-20 °C hasta su uso.

Las muestras de membranas fetales se clasificaron en
cinco grupos de estudio correspondientes a las semanas de
gestacion de las pacientes, calculadas a partir de la fecha
de la Gltima menstruacion.

Los primeros cuatro grupos incluian muestras de pa-
cientes que llevaron a término su embarazo por cesarea
electiva, sin trabajo de parto. El quinto grupo incluy6
muestras de pacientes con trabajo de parto activo, inde-
pendientemente de la edad gestacional o de la forma de
resolucion (Cuadro 1).

Cuadro 1. Muestras de membranas fetales

Grupo Semanas de gestacion n
1 37 7
2 38 10
3 39 7
4 40 5
5 Con trabajo de parto 7

Leucocitos de sangre placentaria y periférica materna
Para analizar la expresion de CAMs en leucocitos de
circulacion intrauterina se obtuvieron muestras de sangre
placentaria de las pacientes participantes, y de sangre
periférica como grupo de comparacion.

Las muestras de sangre placentaria se obtuvieron en los
primeros 30 minutos posteriores al alumbramiento de la
placenta. Para la obtencion de estas muestras se exprimio
manualmente la cara materna de los cotiledones de la
placenta, y se recupero6 la sangre que drenaba con pipetas
estériles desechables. La sangre (5 mL) se depositd inme-
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diatamente en tubos estériles con anticoagulante (heparina
de sodio o EDTA).

Las muestras de sangre periférica materna se obtuvie-
ron durante el procedimiento obstétrico (cesarea o parto
vaginal), o inmediatamente después de éste. La sangre (5
mL) se obtuvo mediante puncion venosa en el antebrazo
de las pacientes y se depositd inmediatamente en tubos
estériles con anticoagulante.

A partir de las muestras de sangre placentaria y pe-
riférica se aislaron los leucocitos totales por medio de
gradiente de densidad, con el reactivo Polymorphprep
(Axis-Shield, Oslo, Noruega), se siguieron las instruc-
ciones del fabricante.

Al formarse el gradiente se obtuvieron dos bandas de
células correspondientes a los leucocitos mononucleares
y a los polimorfonucleares, respectivamente; en todos los
casos se recuperaron ambas bandas para tener el paquete
leucocitario completo.

Los eritrocitos residuales se eliminaron resuspendiendo
el paquete celular en un amortiguador de cloruro de amonio
(cloruro de amonio 150 mM, bicarbonato de potasio 10
mM, EDTA 0.1 mM) durante 10 minutos a temperatura am-
biente; finalmente los leucocitos se lavaron con PBS estéril.

Las muestras de leucocitos periféricos y placentarios se
dividieron en dos grupos de estudio: grupo 1: sin trabajo
de parto (n = 6), y grupo 2: con trabajo de parto (n = 8).

Aislamiento de ARN y sintesis de ADNc

El ARN total de las membranas fetales y de los leucocitos
periféricos y placentarios se aisld con el reactivo Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), segtn las instrucciones
del fabricante. Después del aislamiento del ARN, las mues-
tras se trataron con DNasa I, seguido de la inactivacion
de la DNasa, para eliminar la posible contaminacion con
ADN genoémico.

El ADN complementario (ADNc) se sintetiz6 a partir
del ARN total con el equipo Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche Applied Science, Mannheim);
se usaron hexameros al azar como iniciadores, en un ter-
mociclador Mastercycler Gradient equipment (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) a 25 °C - 10 min / 55 °C - 30 min /
85 °C - 5 min. E1 ADNc se almaceno a -20 °C hasta su uso.

Expresion relativa de las CAMs
La expresion de las CAMs se analizd por PCR semi-
cuantitativa en tiempo real en un equipo Light Cycler 2.0,

con el equipo Light Cycler TagMan Master y las sondas de
hidrolisis TagMan siguiendo los protocolos del fabricante
(Roche Applied Science).

En las membranas fetales se analizo la expresion de los
genes ICAM1, ICAM2, ICAM3, VCAMI, SELE (selectina
E) y SELP (selectina P); en los leucocitos periféricos y
placentarios se analizo la expresion de los genes ITGAL
(LFA-1) ¢ ITGAM (Mac-1). En todos los casos se uso6 el
gen GAPDH como referencia para calcular la expresion
relativa.

Para las reacciones de PCR se disefiaron iniciadores
especificos para cada uno de los genes con el programa
ProbeFinder, disponible en www.universalprobelibrary.
com. El cuadro 2 muestra las secuencias de los iniciadores
y los nimeros de sondas utilizados en este estudio. Todos
los iniciadores se disefiaron para contener secuencias de
unioéon de intrones, con el fin de evitar falsos positivos
provenientes de cualquier residuo de ADN gendmico.
Las condiciones de la PCR en tiempo real fueron: un
ciclo a 95 °C - 10 min; 45 ciclos de desnaturalizacion
(95 °C - 10 seg), alineamiento (60 °C - 30 seg) y extension
(72 °C - 1 seg).

Anadlisis estadisticos

Las diferencias estadisticas entre los grupos de estudio se
analizaron con la prueba de Mann-Whitney, se utilizo el
programa SPSS v. 12. Los valores de p menores de 0.05
se consideraron significativos.

RESULTADOS

CAMs en membranas fetales

La expresion de las CAMs analizadas en las membranas
fetales permanecié relativamente constante conforme
avanzaba la edad gestacional. No se observo diferencia
en la expresion de ICAM1 a lo largo de las semanas de
gestacion, pero si una clara tendencia a aumentar en las
muestras provenientes de pacientes con trabajo de parto.
Este mismo comportamiento se observo en el caso de
ICAM3 (Figura 1).

Las expresiones relativas de [ICAM2, VCAM1 y SELP
mostraron una tendencia evidente a disminuir conforme
avanzaba la edad gestacional, la cual s6lo fue significativa
en el caso de ICAM?2 al comparar las muestras con trabajo
de parto con las muestras de pacientes en la semana 37 de
gestacion (Figura 1).
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Cuadro 2. Secuencias de iniciadores y nimeros de sondas

Gen Sonda TagMan Iniciador sentido Iniciador antisentido

ICAM1 71 5’ - ccttectcaccgtgtactgg -3’ 5’ —agcgtagggtaaggttcttge- 3’
ICAM2 75 5’ - caatgaattccaacgtcagc -3’ 5'- accaaagtgggttgcagtgt- 3’
ICAM3 40 5’ - ggtaccatccgtgttgtgg -3’ 5'- gaactcctgeccctggac- 3
VCAM1 39 5’ - tgaatctaggaaattggaaaaagg -3’ 5’ — tgaatctctggatccttaggaaaa- 3’
SELE 27 5’ - gcaagaagaagcttgcccta -3’ 5’ — tggccactgcaggatgtat- 3’
SELP 67 5’ - ccttcaggacaatggacagc -3’ 5’ — tgtagttctgagcatttcacagce- 3’
ITGAL 26 5'- ccacagatggaagcattttg-3’ 5'- gtgttctggtcacacgttcg-3’
ITGAM 9 5'- ggcatccgcaaagtggta-3’ 5'- ggatcttaaaggcattctticg-3’
GAPDH 60 5’- gccacatcgcetcagacac- 3’ 5’ —gcccaatacgaccaaatcc- 3’

La expresion de SELE permanecio constante indepen-
dientemente de la edad gestacional y del trabajo de parto,
aunque fue significativamente menor en las muestras de pa-
cientes con 40 semanas de gestacion (p =0.016) (Figura 1).

CAMs en leucocitos placentarios y periféricos

Al analizar la expresion de CAMs en leucocitos circulantes
en la sangre placentaria y periférica, no se observaron dife-
rencias en la expresion de ITGAL, ya sea antes o durante
el trabajo de parto (Figura 2).

La expresion de ITGAM fue significativamente mayor
en los leucocitos periféricos antes del trabajo de parto,
comparada con los leucocitos placentarios (p = 0.01).
Sin embargo, esta diferencia no se observo durante el
trabajo de parto, debido a un incremento en la expresion
de ITGAM en los leucocitos placentarios que, aunque fue
evidente, no alcanz¢ significacion estadistica (Figura 2).

DISCUSION

El trabajo de parto de la mujer es el resultado de la ge-
neracion de un microambiente inflamatorio en el espacio
coriodecidual, ambiente modulado principalmente por leu-
cocitos infiltrantes. En este contexto, se ha observado que
la expresion de algunas CAMs aumenta durante el trabajo
de parto, de ahi que se haya propuesto como un mecanismo
de permanencia de dichos leucocitos infiltrantes.

En este trabajo estudiamos, por un lado, la expresion
de CAMs en membranas fetales asociada con el avance
de la gestacion y, por otro lado, la expresion de CAMs en
leucocitos que circulan en el ambiente intrauterino.

En el caso de las membranas fetales, nuestro disefio
experimental demostrd que el incremento en la expresion

de las CAMs estudiadas no es un proceso gradual asociado
con el progreso de la gestacion, sino que depende de la
existencia del trabajo de parto, lo que fue evidente en el
caso de ICAM1 e ICAM3.

El incremento en la expresion de la molécula ICAM-
1 asociado con el trabajo de parto ha sido reportado en
células endoteliales de la placenta, en el amnios y en la
coriodecidua; e incluso se ha descrito que tiene cierto valor
predictivo para parto pretérmino, al medirse en el liquido
cervicovaginal.”!!

La expresion de [ICAM-3, particularmente en los linfo-
citos T, esta involucrada en la presentacion de antigeno,
participando en la interaccion de estos linfocitos con las
células presentadoras de antigeno. Ademas, ICAM-3 fa-
vorece la uniéon de ICAM-1 y su receptor LFA-1.15 En este
sentido, la mayor expresion de ICAM-3 en las membranas
fetales durante el trabajo de parto podria sugerir que hay
mas linfocitos T infiltrados, lo que coincide con reportes
anteriores de nuestro grupo y de otros.*!1%17

Nuestros resultados sugieren, también, que durante el
trabajo de parto humano la participacion de otras CAMs
—como ICAM-2, VCAM-1, selectina P y selectina E- no
parece ser importante, si se considera que su expresion
permanece constante en las membranas fetales, e incluso
tiende a disminuir.

El analisis de la expresion de las moléculas de adhesion
LFA-1y Mac-1 (ligandos de la ICAM-1 que expresan los
tejidos gestacionales durante el trabajo de parto), mostro
un claro incremento en la expresion de ITGAM, el gen que
codifica para Mac-1 en los leucocitos placentarios. Este
incremento se ha reportado anteriormente en los monocitos
y granulocitos de la sangre periférica materna al término
de la gestacion.!>!4
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Figura 1. Expresion de moléculas de adhesion celular en membranas fetales humanas al término de la gestacion.

Las lineas horizontales representan los valores de las medianas de expresion relativa con los percentiles 25/75 (cajas) y los percentiles
5/95 (lineas verticales). Los puntos negros representan valores atipicos.

STP: sin trabajo de parto; CTP: con trabajo de parto. En todos los casos: 37 STP, n =7; 38 STP, n = 10; 39 STP, n = 7; 40 STP, n = 5;
CTP,n=7.
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TP: trabajo de parto; n = 6 sin TP; n = 8 con TP. Las lineas horizontales representan los valores de las medianas de expresion relativa con
los percentiles 25/75 (cajas) y los percentiles 5/95 (lineas verticales). Los puntos negros representan valores atipicos.

Lo anterior sugiere que mientras los leucocitos de la
sangre periférica materna podrian aumentar su expresion
de Mac-1, como resultado del avance de la gestacion,
los leucocitos que circulan en la placenta incrementan
dicha expresion exclusivamente como respuesta a sefiales
asociadas con el trabajo de parto, lo que permitiria espe-
cificamente a estos leucocitos interactuar con las células
locales que estuvieran expresando ICAM-1. La interaccion
molecular entre los leucocitos placentarios infiltrantes y las
células coriodeciduales podria resultar en la amplificacion
de la red de sefiales que promueven el trabajo de parto.

En conjunto, nuestros resultados apoyan la hipétesis de
que en la interfase materno-fetal al término de la gestacion,
y particularmente durante el trabajo de parto, se expresa
una combinacion especifica de CAMs, incluidas I[CAM-
1, ICAM-3 y Mac-1. La expresion de estas moléculas no
esta asociada con el avance en la edad gestacional, sino
exclusivamente con el trabajo de parto. Esta expresion
selectiva de CAMs promoveria el reclutamiento y per-
manencia de leucocitos a la coriodecidua, los que podrian
modular el microambiente inflamatorio local durante el
trabajo de parto.
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Articulo original

Efecto de la merocianina-540 en la capacidad fertilizante del
espermatozoide correlacionada con la expresion de fragmentos 3-OH
terminales®

Gerardo Barroso-Villa,* Alinne Colin-Valenzuela,** Nardhy Gémez-Lépez,*** Mauricio Velazquez-Magafa****

Nivel de evidencia: lI-1

RESUMEN

Antecedentes: el empaquetamiento de la heterocromatina durante la espermatogénesis ha sido correlacionado con la expresion de
cuerpos apoptodsicos residuales (que tifien con merocianina A) que impactaran en la funcion espermatica, en el proceso de fertilizacién,
asi como en la expresion conjunta de la traslocacién transmembranal de fosfatidil serina y oligonucleosomas.

Objetivo: evaluar la expresion de cuerpos tefiidos con merocianina en los procesos funcionales del espermatozoide y su grado de con-
cordancia con bimarcadores apoptoticos Anexina V' y TUNEL.

Material y método: se realizé un estudio prospectivo, transversal, incluyéndose once mil células pertenecientes a muestras seminales
de hombres infértiles; se evaluaron de acuerdo a los criterios de la OMS (1999) acotandose mediante los lineamientos de Tygerberg. Los
procesos de transformacién biomolecular de membrana y la expresion por oligonucleosomas en la cascada terminal de apoptosis fueron
cuantificados por medio de citometria de flujo utilizandose lasser de argén como fuente de lectura a 480nm, discriminando los grados de
celularidad tanto negativa como positiva para cada uno de los indicadores.

Resultados: por disefio de estudio se encontré una baja cuantificacion en los parametros seminales, movilidad, morfologia y concentra-
cion espermatica. La expresion promedio de células [DNA-PI®/dUTP-FITC®] (cuantificacion de TUNEL) y [Annexin-V®)/P1¢)] fue de 36.5
+17.4% y 31.2 + 17.4% respectivamente. Al comparar la expresion de TUNEL sin el efecto de los cuerposM540 (36.3 = 1.7% vs 36 +
1.7%) no se determiné una diferencia significativa.

Conclusiones: con este estudio se demuestra que existe remanente de los procesos primarios de espermiacion los cuales pueden par-
ticipan de forma importante en los procesos apoptoticos y funcionales del espermatozoide, sin embargo su expresién no repercute en la
medicion de biomarcadores de apoptosis seminales cuya determinaciéon ha venido a modificar la percepcién diagnéstica y funcional de
los parametros reproductivos en el espermatozoide.

Palabras claves: espermatozoide, cuerpos apoptoticos, merocianina, apoptosis, TUNEL, Anexina V.

ABSTRACT

Background: The packaging of heterochromatin during spermatogenesis has been correlated with the expression of residual apoptotic
bodies (which stain with merocyanine A) that will impact on sperm function in the fertilization process; as well as the joint expression of the
transmembrane translocation phosphatidyl serine and oligonucleosomes.

Objective: To evaluate the expression of bodies stained with merocyanine in the functional processes of sperm and their level of agreement
with apoptotic Annexin V and TUNEL biomarkers.

Material and method: We performed a prospective, cross, including 11,000 cells belonging to semen samples from infertile men, were
evaluated according to WHO criteria (1999), bounded by the lines of Tygerberg. The biomolecular transformation processing of the mem-
brane and the expression of oligonucleosomes in the terminal cascade of apoptosis were quantified by cytometry flow, using an argon
lasser as a reading source of 480 nm, discriminating the degree of cellularity, both negative and positive for each indicators.

Results: Because of the study design was found low quantification in semen parameters, motility, morphology and sperm concentration.
The average expression of cells [DNA-PI(+) / dUTP-FITC(+)] (quantification of TUNEL) and [Annexin-V(+) / PI(-)] was 36.5 + 17.4% and
31.2 £ 17.4%, respectively. By comparing the expression of TUNEL without the effect of M540 bodies (36.3 + 1.7% vs. 36 + 1.7%) a sig-
nificant difference was not determined.
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Conclusions: This study shows that there is a remnant of the primary processes of spermiation, which can take an important role in apop-
totic and functional processes of the sperm. However, its expression does not affect measurement of biomarkers of apoptosis seminal,
whose determination changed the diagnosis and functional perception of reproductive parameters in the sperm.

Key words: sperm, apoptotic bodies, merocianina, apoptosis, TUNEL, Annexin V.

RESUME

Antécédents: 'emballage de I'hétérochromatine pendant la spermatogenese a été lié avec I'expression de corps apoptosiques résiduels
(teints avec mérocyanine A) qui ont une répercussion sur la fonction spermatique, sur le processus de fertilisation et sur I'expression
conjointe de la translocation transmembranale de phosphatidylsérine et oligonucléosomes.

Objectif: évaluer I'expression de corps teints avec mérocyanine dans les processus fonctionnels du spermatozoide et son degré de
concordance avec biomarqueurs apoptosiques anexine V et TUNEL.

Matériel et méthode: étude prospective, transversale effectuée avec 11,000 cellules des échantillons séminaux d’hommes infertiles.
On a évalué avec les critéres de 'OMS (1999) et on les a délimités avec les tendances de Tygerberg. Les processus de transformation
biomoléculaire de membrane et I'expression par oligonucléosomes dans la cascade terminale d’apoptose ont été quantifiés avec cytomeé-
trie en flux et un laser d’argon comme source de lecture a 480 nm. Pour chacun des indicateurs on a discriminé les degrés de cellularité
négative et positive.

Résultats: par le dessin de I'étude, on a trouvé une faible quantification dans les paramétres séminaux: mobilité, morphologie et concen-
tration spermatique. La moyenne d’expression des cellules [DNA-PI®/dUTP-FITC®] (quantification de TUNEL) et [Anexine-V®/PI0] a été
de 36.5 £ 17.4% et 31.2 + 17.4%, respectivement. Au moment de comparer I'expression de TUNEL sans I'effet des corps M540 (36.3 +
1.7% vs 36 + 1.7%), on n'a pas détermine de différence significative.

Conclusions: cette étude montre qu'il existe un rémanent des processus primaires de spermiation, qui peuvent participer de maniéere
significative dans les processus apoptosiques et fonctionnels du spermatozoide. Toutefois, leur expression n’a pas d’effets sur le mesu-
rage de biomarqueurs d’apoptoses séminales, dont la détermination a modifié la perception diagnostique et fonctionnelle des parameétres
reproductifs dans le spermatozoide.

Mots-clés: spermatozoide, corps apoptosiques, mérocyanine, apoptose, TUNEL, anexine V.

RESUMO

Antecedentes: O empacotamento da heterocromatina durante a espermatogénese é correlacionado com a expressao de corpos apop-
téticos residuais (que tem com merocianina A) que tem repercussao com a fungdo espermatica no processo de fertilizagéo e a expressédo
conjunta da inversao transmembranal de fosfatidil serina e oligonucleossomas.

Objetivo: Avaliar a expresséo de corpos pintados com merocianina nos processos funcionais do espermatozoide e seu grau de concor-
dancia com bimarcadores apoptéticos anexina V e TUNEL.

Material e método: Estudo prospectivo, transversal efetuado com 11,000 células de amostras seminais de homens inférteis. Foram ava-
liados com critérios da OMS (1999) e apontaram com os lineamentos de Tygerberg. Os processos de transformacgdes biomolecular de
membranas e a expressao por oligonucleossomas na cascada terminal de apoptoses se quantificaram com a citometria de fluxo e um laser
de argon como fonte de leitura a 480 nm. Para cada um dos indicadores foram discriminados os graus de celularidade negativa e positiva.
Resultados: Através do estudo se encontrou uma baixa quantificagdo nos parametros seminais: mobilidade, morfologia e concentragcéao
espermatica. A expressdo média das células [DNA-PI®) /[dUTP-FITC®* ] (quantificagéo de TUNEL) e (Annexin-V® /P1V] foi de 36,5 + 17,4%
e 31,2 £ 17,4%, respectivamente. Ao comparara a expressao de TUNEL sem o efeito dos corpos M540 (36,3 + 1,7% vs 36 + 1,7%) nao
determinou uma diferenca significativa.

Conclusdes: Este estudo demonstra que existe um remanente dos processos primarios de espermiacédo, que podem participar de ma-
neira importante nos processos apoptéticos e funcionais do espermatozéide. Entretanto, sua expressédo nao repercute na mediagao dos
biomarcadores de apoptoses seminais, cuja determinagao modificou a percepgéo diagnostica e funcional dos paradmetros reprodutivos
no espermatozoide.

Palavras-chave: espermatozoide, corpos apoptéticos, merocianina, apoptoses, TUNEL, anexina V.
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urante los ultimos afios se ha mostrado una dis-

minucioén progresiva en la capacidad reproductiva

tanto en hombres como en mujeres, lo cual ha
conllevado a un incremento en la demanda de los servicios
para la atencion de problemas reproductivos.

De igual forma el estudio del espermatozoide ha
adquirido un papel importante en la evaluacion de los
procesos reproductivos, en donde sus capacidades estan
relacionadas no solo con los procesos de fertilizacion y
desarrollo embrionario, sino también con los fendmenos
de placentacion asi como con aquellos relacionados con
procesos restrictivos derivados de la vasculogénesis,
transporte y nutricion placentaria.!

Es de reciente interés el estudio de los procesos de
muerte celular programada en las células germinales, asi
los procesos apoptoticos caracterizados por una serie de
cambios morfoldégicos y bioquimicos que resultan en la
eliminacion de las células sin la presencia de una respuesta
inflamatoria. Asi se ha concluido que estos eventos, no re-
sultan reproductivos impactando en sus vias de activacion,
lo cual repercutira en la capacidad reproductiva tanto en
el hombre como en la mujer.>*

Para tener un a fertilizacion exitosa se requiere de una
membrana plasmatica integra y funcional en el espermatozoi-
de, dicha membrana tendra una participacion fundamental en
el metabolismo celular para mantener la motilidad esperma-
tica, durante el proceso de capacitacion, reaccion acrosomal
y durante la interaccion con el gameto femenino.>¢

En el caso de que esta membrana sufra alguna altera-
cion, la fase inicial de su dafio se caracterizara por una
pérdida en la simetria de los fosfolipidos de membrana
que resulta de la traslocacion de la fosfatidilserina (FS)
de la capa interna a la externa, fenomeno que resulta
caracteristico del inicio de la apoptosis celular. Para la
identificacion de este fenomeno, se utiliza a la Anexina V
la cual es una proteina que muestra afinidad por los fosfoli-
pidos dependientes de calcio, como es la FS asi la union de
anexina V a células apoptoticas de detecta a través de un a
tincion verde fluorescente con isotiocinato de fluoresceina
(FITC) sefial que se detecta mediante citometria de flujo
y microscopia de fluorescencia.”®

Las fases tardias de la apoptosis se caracterizan por
la fragmentacion del AND vy resulta de la activacion de
las endonucleasas enddgenas, generando una multitud de
grupos 3 hidroxilo, lo anterior puede ser determinado me-
diante el llamado método de TUNEL el cual identificara a

las células apoptoticas marcando las terminales 3 hidroxilo
con nucleotidos de desoxiuridina trifosfato, adicionado a
FITC, reaccion que es catalizada por la enzima terminal
desoxinucleotidil transferasa (TdT), procesos que son
cuantificados mediante el uso de citometria de flujo.*!!

Recientemente se han identificado en el semen humano,
cuerpos de forma redonda con diferentes tamafios y den-
sidades a los cuales se les ha denominado cuerpos M540
debido a que se tifien con flurocromo de merocianina,
la cual es un compuesto lipofilico que es sensible a los
cambios en la arquitectura de la membrana tal y como
ocurre durante la apoptosis de las células somaticas.'> Se
ha identificado que estos cuerpos expresan marcadores
apoptoticos que ocurren durante la apoptosis testicular
tales como caspasas, Fas, p53, Bcl-x, fragmentacion del
ADN y también presentan ubiquitinacion.!3-!°

El origen de dichos cuerpos no ha sido bien definido,
pero se ha propuesto que pudieran ser remanentes cito-
plasmaticos desprendidos un incremento de estos cuerpos
en el esperma, sin embargo estos cuerpos también podrian
derivar de otros tipos celulares que se encuentran en apop-
tosis en el tracto genital masculino y se ha observado un
incremento de estos cuerpos en el semen de pacientes con
alteraciones seminales.'¢

Asi, los niveles altos de los cuerpos apoptdticos en-
contrados en el semen de pacientes podrian indicar la
apoptosis excesiva o desregulada en el compartimiento
genital masculino, particularmente a nivel testicular.

De este modo, se ha concluido que la apoptosis tiene
una participaciéon importante en la espermatogenesis,
siendo un mecanismo fundamental en el desarrollo del
espermatozoide y clinicamente sus alteraciones se han vin-
culado con la infertilidad masculina lo anterior sustentado
por la demostracion de una correlacion negativa entre la
presencia de apoptosis en el espermatozoide maduro y la
calidad seminal.'” Asi se ha sugerido que la identificacion
de marcadores apoptdticos, puede ser un factor importante
para la evaluacion de la calidad del semen.'®

Con este trabajo se pretende identificar el impacto de
los cuerpos tefiidos con merocianina, en la determinacion
de marcadores apoptoticos en hombres infértiles.

MATERIAL Y METODO

Este estudio se realizo en el Instituto Nacional de Perina-
tologia de marzo del 2008 a marzo del 2009, se incluyeron
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11 sujetos en edad reproductiva, que aceptaron participar
en el estudio, y que estuvieran en protocolo de estudio
en el servicio de reproduccién asistida, debiendo contar
con, espermocultivo negativo y carecer de enfermedades
sistémicas.

Las muestras seminales obtenidas de los pacientes
voluntarios se recolectaron con un periodo de abstinencia
de 3 a 5 dias, se determind concentracion, movilidad y
morfologia. Después de licuefaccion (30-45 minutos), 5 ul
de cada muestra serd colocada en una camara de Makler
(Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel) y se leera bajo
el microscopio de luz para motilidad y concentracion
espermatica.

Por otra parte, la morfologia se evaluara de acuerdo a
los criterios estrictos de Kruger. Para ello, cada muestra
(10 pl) se extendera en un portaobjetos y se dejara secar
por 20 minutos antes de tefiirse con la tincién Diff-Quick
(Baxter Dade Diagnostics, Dubingen, Switzerland), se
leera un promedio de 100 espermatozoides por extendido
bajo microscopia de luz en objetivo de inmersiéon 100X.
Finalmente, las muestras se mantendran a 37 °C, 5% CO,
en medio HFT y serdn analizadas independientemente para
Anexina V, y loduro de propidio (IP) ademas de método
de TUNEL en la siguiente media hora.

Evaluacion de externalizacion de fosfatidil-serina con
Anexina-V

La anexina V es una proteina con afinidad por fosfolipi-
dos, dependiente de calcio y con una alta afinidad por la
fosfatidilserina (FS), la cual refleja eventos apoptdticos
tempranos. La union de Anexina V a células apoptdticas
tipicamente muestra una tinciéon verde fluorescente. IP
(tincion roja) serd agregado para diferenciar células viables
de las necroticas, permitiendo diferenciar las células con
translocacion de FS que estan muertas y después aquellas
vivas con y sin translocacion de FS.

Después de la separacion, se lavaran 10° células de
cada muestra (mévil y no mévil) en PBS (buffer de solu-
cion salina fosfatada) y se centrifugara la muestra a 200
X g por 5 minutos. Las muestras seran resuspendidas en
100 pl de una solucion que contendra Anexina-V marca-
da con fluoresceina ademas de IP (la solucion se prepara
prediluyendo 20 p de Anexina-V-fluoresceina en 1 ml del
buffer de incubacion adicionando 20 p de la solucion de
IP) y se incubaran por 10-15 minutos a una temperatura
de 15-25 °C.

Finalmente, las muestras seran analizadas por cito-
metria de flujo previa adicion de 0.5 ml de un buffer de
incubacion por 10° células. En el citometro de flujo, las
muestras se leeran a 488nm con un filtro de 515nm para la
deteccion de Anexina-V-fluoresceina y un filtro de mas de
600nm para la deteccion de PI. Se requiere compensacion
electrénica del instrumento para evitar traslapaciones de
los dos espectros emitidos.

Evaluacién de apoptosis mediante el método de TUNEL
Uno de los eventos tardios de la cascada apoptotica es la
activacion de endonucleasas enddgenas que genera frag-
mentaciones en el ADN. El método llamado TUNEL es
capaz de detectar éste tipo de células mediante la adicion
de una enzima terminal de desoxinucleotidil transferasa
(TdT) para la incorporacion de desoxinucleétidos marca-
dos con isotiocianato de fluoresceina (FITC).

Para realizar el método de TUNEL el cual requiere de
dos etapas (fijacion y tincion) utilizaremos el kit APO-
DIRECT. El kit incluye 5 ml de suspensiones celulares
control tanto positivas como negativas, de aproximada-
mente 1 x 10° células por ml en etanol 70% (v/v). Las
células control se derivan de una linea celular de linfoma
humano y han sido fijadas como se fijaran las células
muestra que se explica a continuacion.

Fijacion: Se comienza el procedimiento al resuspender
las células en PBS-paraformaldehido 1% a una concen-
tracion de 1-2 x 10¢ células/ml y colocar la suspension
celular en hielo por 30-60 min. Después, se centrifugaran
las células durante 5 min a 300 x g y se desechara el so-
brenadante. A continuacidn, se lavaran las células en 5 ml
de PBS y se centrifugara para obtener el paquete celular
(este paso se realizara en dos ocasiones). Posteriormente
se resuspendera el paquete celular en el PBS residual
mediante agitacion moderada en vortex. Se ajustara la
concentracion celular a 1-2 x 10° células/ml en etanol al
70% (v/v) frio y se mantendra por un minimo de 30 min.
Finalmente, se almacenaran las células en etanol al 70%
(v/v) a -20°C hasta su uso.

Tincién y analisis

Se resuspenden las células control positivas y negativas
(65527, 6553L7Z) en sus respectivos viales. Se tomara
una alicuota de 1 ml de la suspension de las células control
(aprox. 1 x 10° células/1 ml) y se colocaran en tubos de
12 x 75 mm para citometria de flujo. Se centrifugaran a
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300 x g por 5 min y se removera el etanol al 70% (V/V)
por aspiracion sin alterar el paquete celular. Se resuspen-
dera cada tubo de células control con 1 ml del buffer de
lavado (6548AZ), se centrifugara a 300 x g por 5 min y
se removera el sobrenadante. Se repetira el tratamiento de
lavado y después, se resuspendera cada paquete celular
control con 50 pl de la solucién de tincion (contiene el
buffer de reaccion para la enzima TdT, la enzima TdT,
fluoresceina conjugada con dUTP [6549AZ, 6554EZ,
6555EZ] y agua destilada).

Posteriormente, se incubaran las células en la solucion
de tincion por 60 min a 37 °C y al finalizar el periodo de
incubacion se afiadira 1 mL del buffer de enjuague (0.05%
Azida de Sodio 6550AZ) a cada tubo, se centrifugara a 300
X g por 5 min y se removera el sobrenadante por aspiracion
(en dos ocasiones). A continuacion, se resuspendera el
paquete celular en 0.5 ml del buffer de tincién con yoduro
de propidio/RNasa (6551AZ) y se incubaran las células
en la oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, se analizaran las células en la solucién de
yoduro de propidio/RNasa por citometria de flujo después
de 3 horas de concluir con la tincion.

Protocolo de tincion para merocianina: las muestras
previamente fijadas se tifien con merocianina y son detec-
tados previa incubacion en solucion (13.5 uM preparada
en dimetilsulfoxido) durante 15 minutos a 37 °C y con
5% de CO,, posteriormente las c€lulas se lavan con PBS
1X, a la par se preparo un control negativo omitiendo
la adicion de TDT. Después se reaizan 2 lavados conse-
cutivos con la finalidad de detener la reaccion anterior,
por ultimo las células de analizan por citometria de
flujo en una tincion buffer PI/RNasa, para la citometria
(Beckman Coulter, USA) las muestras son procesadas a
FC 500 usando lasser de Argon a 480nm.

El analisis estadistico se realizo mediante el programa
SPSS version 17; para la descripcion de las variables
cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central,
la comparacion de los grupos se realizo mediante prueba
de la ¢ de Student.

RESULTADOS

Las muestras seminales se clasificaron de acuerdo con los
parametros descritos por la OMS (1999)," las alteraciones
seminales encontradas fueron las siguientes: oligoterato-
zoospermia (n = 1), oligoastenoteratozoospermia (n = 2),

astenoteratozoospermia (n = 4) y teratozoospermia (n =
4), los resultados de los parametros seminales convencio-
nales se ilustran en el Cuadro 1. La media de la edad de
los pacientes fue de 31.4 £+ 2.5 afios.

Cuadro 1.Parametros seminales convencionales

Promedio  Desviacion estandar
Concentracion (x 10%/mL) 46.81 37.287
Morfologia (%) 3.00 2.645
Movilidad (%) 11.82 20.272
Volumen (mL) 3.26 1.598

El total de células analizadas mediante citometria de
flujo fue de 10x10° células. En la determinacion de apop-
tosis temprana células [Annexin-V/PIO], el promedio
fue de 31.2 + 17.4%. Para la apoptosis tardia (TUNEL)
[DNA-PI®/dUTP-FITC™] fue de 36.5 + 17.3%.

La expresion de positividad para merocianina fue de
0.25 +0.18%.

La fragmentacion del ADN determinada con el método
de TUNEL empleando IP para descartar los cuerpos M540
en las muestras seminales fue de 36.3 4+ 17.3. Por tltimo
la contribucion de los cuerpos M540 en la aplicacion del
método de TUNEL no fue significativa (Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de células positivas para TUNEL con y sin
efecto de los cuerpos M540

Promedio Desviacion estandar
TUNEL (%) 36.3 17.3
TUNEL M540 (%) 36 1.73
p NS

La figura 1 corresponde a un histograma, en el cual se
muestran las diferentes poblaciones seminales caracteri-
zadas por citometria de flujo.

CONCLUSIONES

Los estudios realizados para valorar la funcionalidad en los
procesos relacionados con el componente espermatico a
través de la expresion de marcadores apoptoticos han sido
evaluados en la tltima década.!” Esto nos ha mostrado que
procesos tanto tempranos como tardios influyen no solo
en la capacidad de fertilizacion, proceso preimplantatorio
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Figura 1. llustra un ejemplo de citometria de flujo en donde aparece
un histograma que representa lo siguiente: células cells [DNA-PI(+)/
dUTP-FITC()/M540(-)] que representan células viables 61.8%,
[DNA-PI(+)/dUTP-FITC(+)] representando apoptosis tardia 29.8%,
las células [DNA-PI(+)/M540(+)] 4.7% ilustran cuerpos M540, en
esta técnica el IP para etiquetar el ADN celular.

y desarrollo embrionario, sino también en la transmision
de enfermedades génicas relacionadas a alteraciones en
el cromosoma Y.*

Estudios recientes han descrito la presencia de elemen-
tos en el liquido seminal que comparten caracteristicas
relacionadas con los cuerpos apoptoticos y que una de
estas caracteristicas es la sobreexpresion de marcadores
apoptdticos.!?

Actualmente sabemos que la evaluacién en el grado
de fragmentacion de ADN en el espermatozoide tiene
impacto directo en los procesos de fertilizacion lo cual
ha sido demostrado clinicamente en pacientes con inse-
minacion itrauterina,?' fertilizacion in vitro®' e inyeccion
intracitoplasmatica.

Diversos modelos han sido descritos para el recono-
cimiento en la activacion de la cascada apoptotica en el
espematozoide entre los cuales se incluyen a la traslo-
cacion de fofatidil serina, activacion de caspasas (fas,
ligando de fas, caspasa 3 activada, formacion de oligo-
nucleosomas y que han sido auxiliares diagndsticos en la
evaluacion de la funcion del espermatozoide.??%

En un ensayo Muratori et al,'” encontraron la presen-
cia de elementos de captacion de merocianina A (M540),

posteriormente Marchianiy et al,'> demostraron el impacto
de la expresion de estos marcadores en la expresion de
apoptosis. Con base en la experiencia obtenida en trabajos
previos, hemos sefialado la importancia de estos marca-
dores en el espermatozoide.'**

Por lo que llevamos a cabo este estudio, con el objetivo
de evaluar el efecto de falsa positividad de los marcadores
tempranos y tardios y la adicion de la tincion M540 para
buscar diferencias en la determinacién de marcadores de
apoptosis, por efecto de cuerpos tefiidos con merocianina
que pudieran alterar la medicion de dichos marcadores.

Como era de esperarse por el disefio del estudio se
encontraron diferencias significativas en la determinacion
de parametros seminales. Como ya habiamos sefialado
en trabajos previos hubo diferencias significativas en la
expresion de TUNEL y Anexina V.
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Caso clinico

Oxitocina y sindrome de secrecion inapropiada de hormona
antidiurética neonatal. Reporte de un caso de hiponatremia severa
temprana y revision de la bibliografia

Carlos Aldana-Valenzuela,* José Alfredo Prieto-Pantoja,** Angélica Hernandez-Acevedo**

Nivel de evidencia: lll

RESUMEN

La hiponatremia dilucional asociada con sobrecarga hidrica materna y la aplicacion de oxitocina para la induccién-conduccion del trabajo
de parto es una causa poco comun de convulsiones neonatales tempranas. Reporte del caso de un recién nacido con hiponatremia di-
lucional severa y temprana, asociada con sobrehidratacién materna y altas dosis de oxitocina para conduccion del trabajo de parto. Los
signos de actividad antidiurética en el recién nacido fueron muy prominentes, por lo que sugerian que se trataba de un caso de sindrome
de secrecion inapropiada de hormona antidiurética (SSIHAD), quiza debido al paso transplacentario de oxitocina y su efecto en el sistema
renal neonatal. Este efecto no se ha reconocido suficientemente en la bibliografia. Las pruebas sanguineas iniciales reportaron: glucosa,
calcio, pH y gases, urea y creatinina en los limites normales. Bilirrubina de 8 mg. Liquido cefalorraquideo con examen citoquimico normal,
cultivo negativo. El ultrasonido de craneo sin anormalidades. Severa hiponatremia de 117 mEq/L, osmolaridad plasmatica de 243 mOsm/L
y densidad urinaria alta de 1.010. Este reporte intenta atraer la atencion sobre la intoxicacion perinatal de agua, que aun ocurre y que
puede representar riesgos significativos a la madre y a su hijo. Es una complicacién evitable si el médico sigue las recomendaciones
vigentes sobre administracion de liquidos y dosis de oxitocina a la mujer en trabajo de parto. El pediatra debe considerar siempre a la
hiponatremia como parte del diagnéstico diferencial de convulsiones tempranas en el recién nacido.

Palabras clave: oxitocina, sindrome de secrecién inapropiada de hormona antidiurética neonatal, hiponatremia dilucional.

ABSTRACT

This is a clinical case presentation of a full term newborn infant who suffered severe hyponatremia and early seizures, associated with
maternal fluid overload with electrolyte free solutions and high doses of oxytocin for labor augmentation. Although this condition has been
recognized since the 1960’s with isolated reports, this particular case has features that needs further investigation, not only for the unsu-
ally severe hyponatremia, but most importantly we think, for the prominent signs of fluid retention, the infant had, that suggest excessive
antidiuretic activity probably due to oxytocin. These findings are consistent with syndrome of inappropriate secretion of antidiuretic hormone.
Although until now there is no proof that oxytocin by itself produces this syndrome. We think the association is possible in certain clinical
circumstances, such as those found in this case. We also, briefly discussed the pathophysiology of perinatal hyponatremia, the neonatal
treatment of this condition and the current guidelines for the women in labor. Hyponatremia should not be considered a benign condition,
since in the neonate, it may affect brain function.

Key words: oxytocin, inappropriate secretion of antidiuretic neonatal hormone syndrome, dilutional hyponatremia.

RESUME

L’hyponatrémie dilutionnelle associée avec surcharge hydriqgue maternelle et I'application d’ocytocine pour I'induction-conduction du travail
d’accouchement est une cause peu commune de convulsions néonatales précoces. Rapport du cas d’'un nouveau-né avec hyponatré-
mie dilutionnelle sévére et précoce, associée avec surhydratation maternelle et doses élevées d’ocytocine pour conduction du travail
d’accouchement. Les signes d’activité antidiurétique dans le nouveau-né ont été trés proéminents, ce qui suggérait qu'’il s’agissait d’'un
cas de syndrome de sécrétion inappropriée d’hormone antidiurétique (SSIHAD), peut-étre due au passage transplacentaire d’ocytocine
et son effet sur le systéme rénal néonatal. Cet effet n’a pas été suffisamment reconnu dans la bibliographie. Les tests sanguins du début
ont rapporté: glucose, calcium, pH et gaz, urée et créatinine dans les limites normaux. Bilirubine de 8 mg. Liquide céphalorachidien avec
examen cytochimique normal, culture négative. L'ultrason du crane sans anormalités. Hyponatrémie sévere de 117 mEg/L, osmolarité
plasmatique de 243 mOsm/L et densité urinaire élevée de 1.010. Ce rapport essaie d’attirer I'attention sur l'intoxication périnatale d’eau,
qui se présente encore et qui peut représenter des risques significatifs pour la mere et son enfant. C’est une complication évitable si le
médecin suit les recommandations en vigueur sur 'administration de liquides et de doses d’ocytocine a la femme en travail d’accouchement.
Le pédiatre doit considérer toujours I'hnyponatrémie comme partie du diagnostic différentiel de convulsions précoces dans le nouveau-né.
Mots-clés: ocytocine, syndrome de sécrétion inappropriée d’hormone antidiurétique néonatale, hyponatrémie dilutionnelle.
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RESUMO

A hiponatremia dilucional associada com sobrecarga hidrica materna e a aplicagao de oxitocina para a indugéo-condugéo do trabalho de
parto € uma causa pouco comum de convulsées neonatais precoce. Comunicado de um caso de um recém-nascido com hiponatremia
dilucional severa e precoce, associada com sobre-hidratagdo materna e altas doses de oxitocina para condugao do trabalho de parto. Os
signos de atividade antidiurética no recém-nascido foram muito proeminentes, o qual sugeria que se tratava de um caso de sindrome de
secrecao inapropriada de horménio antidiurética (SSIHAD), talvez devido ao passo transplacentario de oxitocina e seu efeito sobre o sis-
tema renal neonatal. Esse efeito ndo foi reconhecido suficientemente na bibliografia. As amostras sanguineas iniciais resultaram: glicose,
calcio, ph e gases, e uréia e creatinina dentro dos limites normais. Bilirrubina de 8 mg. Liquido cefalorraquideo com exame citoquimico
normal, cultivo negativo. O ultrasom de craneo sem anormalidades. Severa hiponatremia de 117 mEg/L, osmolaridade plasmatica de 243
mOsm/L e densidade urinaria alta de 1,010. Este comunicado tenta atrair a atengéo sobre a intoxicagao perinatal de agua, o qual ainda
ocorre e que pode representar riscos significativos da mae e do filho. E uma complicagéo evitavel se o médico segue as recomendagdes
vigentes sobre administragao de liquido e doses de oxitocina na mulher que esta em trabalho de parto. O pediatra deve considerar sempre

a hiponatremia como parte do diagnostico diferencial de convulsées precoces no recém-nascido.
Palavras-chave: oxitocina, sindrome de secregéo inapropriada de horménio antidiurética neonatal, hiponatremia dilucional.

a hiponatremia dilucional asociada con sobrecarga

hidrica materna y la aplicacion de oxitocina para la

induccion-conduccion del trabajo de parto son cau-
sas poco comunes de convulsiones neonatales tempranas.
La hiponatremia se reconoce desde la década de 1960,
aunque los reportes de casos son aislados.

Con frecuencia, la hiponatremia no se considera en el
diagnostico diferencial de convulsiones neonatales tem-
pranas, cuando otras causas son mas reconocidas, como la
asfixia perinatal, hipoglucemia, hipocalcemia o las menin-
gitis, que de inmediato las toma en cuenta el clinico. La
mayoria de los pacientes hiponatrémicos son asintomaticos
porque para que haya manifestaciones clinicas se requiere
que la hiponatremia sea inferior a 125 mEq/L o, bien, que
se haya desarrollado muy rapido.>

Cuando durante el trabajo de parto se infunden a la
mujer cantidades excesivas de liquidos libres de elec-
trélitos y dosis altas de oxitocina —que posee accion
antidiurética—, el riesgo de hiponatremia se eleva.!**
Debido a que la concentracidon de agua se equilibra pa-

*

Departamento de Neonatologia.
**  Departamento de Pediatria.
Hospital Materno Infantil de Leén. Ledn, Guanajuato.

Correspondencia: Dr. Carlos Aldana Valenzuela. Bosques de
Chapultepec 118, colonia Bosques del Parque, Ledn 37130, Gto.
Correo electronico: caldnfp@prodigy.net.mx
Recibido: julio, 2010. Aprobado: julio, 2010.

Este articulo debe citarse como: Aldana-Valenzuela C, Prieto-Pan-
toja JA, Hernandez-Acevedo A. Oxitocina y sindrome de secrecion
inapropiada de hormona antidiurética neonatal. Reporte de un
caso de hiponatremia severa temprana y revision de la bibliografia.
Ginecol Obstet Mex 2010;78(12):692-696.

www.nietoeditores.com.mx

sivamente a través de la placenta, el feto —en situaciones
de hiponatremia materna— estara también hiponatrémico.
De hecho, se ha encontrado que las concentraciones de
sodio en la sangre materna y en la sangre del cordon
umbilical son iguales.**

La hiponatremia causa hipotonicidad plasmatica, lo
que facilita la entrada de agua al cerebro, con el consi-
guiente edema cerebral, que es el responsable —en tltima
instancia— de las manifestaciones clinicas de este trastorno
i6nico.>¢ La hiponatremia cronica se asocia con problemas
de neurodesarrollo,® aunque los efectos a largo plazo de
la hiponatremia aguda en el recién nacido no se conocen
debidamente.

Otras morbilidades neonatales, como la taquipnea
transitoria del recién nacido y la hiperbilirrubinemia, se
han relacionado con la hiponatremia transplacentaria,
aunque no hay actualmente una comprobacion firme de
estas asociaciones.’”®

En este reporte se describe el caso de un recién nacido
de término, con convulsiones tempranas asociadas con
hiponatremia severa. Se discuten los factores causales de
esta ultima y la sobrecarga hidrica materna y, en especial,
se insiste en la contribucion que, quiza, tuvo la oxitoci-
na, con sus efectos semejantes a la vasopresina, y que
aun en la actualidad son insuficientemente entendidos.
Este ultimo hecho se considera de interés porque en los
reportes clinicos publicados, hasta donde sabemos, no se
ha considerado.

CASO CLIiNICO

Recién nacida de término (38 semanas de edad gesta-
cional) e hija de una madre de 20 afios, primigesta, que
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ingreso a nuestra institucion con trabajo de parto irregular
y membranas integras. La conduccion del trabajo de parto
fue mediante una infusidn intravenosa de oxitocina de
33 mUs/min, diluida en solucion glucosada al 5%, con
un volumen infundido total de 2,000 mL en cinco horas.
Debido a la no progresion del trabajo de parto, a pesar de
la conduccién del mismo, se realizé operacion cesarea con
bloqueo peridural. Se le administraron 500 mL de solucion
Hartmann, justo antes del nacimiento.

La nifia naci6 vigorosa y se calificoé con Apgar de
8-9 en tiempos convencionales. En la evaluacion clinica
inicial resultd normal, con peso de 3,650 g, por lo que
se envid, junto con su madre, al servicio de Alojamiento
Conjunto. En ese servicio permanecieron 30 horas y fue-
ron dadas de alta en buenas condiciones, con cita médica
general en siete dias en su unidad de atencién primaria
correspondiente.

Ya en casa, horas mas tarde, la recién nacida rechazo
el seno materno y empez6 a mostrar irritabilidad cada vez
mas acentuada, llanto incesante. La madre advirti6 falta
de produccion de orina, por lo que fue llevada al servicio
de Urgencias de nuestro hospital, donde cumplio tres dias
de edad. Justo a su llegada a este servicio presentd una
crisis convulsiva generalizada, por lo que se le adminis-
traron 20 mg/kg de difenilhidantoina por via intravenosa.
La paciente mostrd leve ictericia y peso de 3,900 kg, 250
gramos mas que el peso al nacer.

Las pruebas sanguineas iniciales reportaron: glucosa,
calcio, pH y gases, y urea y creatinina dentro de los limites
normales. Bilirrubina de 8 mg. Liquido cefalorraquideo
con examen citoquimico normal, cultivo negativo. El ultra-
sonido de craneo sin anormalidades. Severa hiponatremia
de 117 mEq/L, osmolaridad plasmatica de 243 mOsm/Ly
densidad urinaria alta de 1.010.

La nifia se ingreso a la seccion de Pediatria y se tratd
con restriccion hidrica de 50 mL/kg/dia y una reposicion
intravenosa de sodio de 9.7 mEq/kg/dia, durante 40 horas.
El sodio sérico se increment6 lentamente a 122,130 y se
normalizé (140 mEq) a las 48 h de tratamiento. Presento
oliguria de 0.7 mL/kg/h durante las primeras 24 h de
internamiento, asi como nauseas, vomito ocasional y som-
nolencia, pero no mas convulsiones. La nifia se recuperd
muy bien, se suspendi6 la difenilhidantoina y fue dada de
alta, después de tres dias de estancia hospitalaria.

Volvio a evaluarse ocho dias después, en el hospital, y
se encontro asintomatica y en buenas condiciones clinicas.

DISCUSION

Aunque la frecuencia de hiponatremia perinatal puede ser
tan alta como 47% en hospitales que usan soluciones libres
de electrdlitos para la inducto-conduccion del trabajo de
parto con oxitocina, la alteracion generalmente es leve y
asintomatica.’ No obstante, hay reportes de casos incluso
fatales que han ocurrido en mujeres en trabajo de parto
expuestas a grandes cantidades de soluciones glucosadas
con o sin oxitocina.'” Actualmente, para evitar la hipo-
natremia se recomienda diluir esta hormona en solucion
salina o Ringer lactado.*!!

Este reporte muestra a un recién nacido de término que
resultd con hiponatremia inusualmente severa y convul-
siones y que es ilustrativo, por la coexistencia de varios
factores contribuyentes.

La madre recibi6 400 mL/hora de solucion glucosada a
5% enun periodo breve de cinco horas, lo que excede —con
mucho-— los requerimientos de liquidos recomendados para
la mujer en trabajo de parto. Si bien la restriccion hidrica se
asocia con trabajo de parto prolongado y disfuncional, no
se recomienda exceder 200-250 mL/hora.*!* A diferencia
de la mujer no gestante, la embarazada, y sobre todo en
trabajo de parto, tiene una capacidad limitada para eliminar
las cargas de agua. La oxitocina endogena, que se eleva
mucho durante el parto, puede contribuir a este efecto, que
es potenciado por su administracion exogena.'

En este escenario clinico de uso de soluciones sin
electrolitos en cantidad considerable en la infusion de
oxitocina llama la atencion que el clinico no considere
la posibilidad de hiponatremia, quizéa por eso no midi6 la
natremia materna ni la del cordon.

Un aspecto especialmente relevante en este caso fueron
los signos, muy evidentes, de retencion de liquidos que la
recién nacida tenia al momento de su admision al hospital.
En los reportes previos revisados los nifios hiponatrémicos
tuvieron la pérdida de peso habitual después del nacimien-
to,'* pero nuestro paciente presentaba oliguria, ganancia
de peso de 6% al tercer dia de edad, hiponatremia severa,
densidad urinaria elevada y pruebas de funcion renal nor-
males. Todo lo anterior es compatible con una actividad
antidiurética importante, tal como ocurre en el sindrome
de secrecion inapropiada de hormona antidiurética. La
informacion actual en relacion con la oxitocina es limitada
y no concluyente;'® sin embargo, en este caso se considera
que existen suficientes elementos clinicos para pensar que
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dicha relacion si puede, en ciertas circunstancias, existir.
Se requiere mas investigacion en este sentido.

La oxitocina es un nonapéptido muy similar a la vaso-
presina. Algunos autores sugieren que, fisioldgicamente,
actiia como una hormona antidiurética, aunque de menor
potencia, y que este mecanismo es dosis-dependiente.'®
Aunque en la practica clinica no hay un consenso unifor-
me y bien establecido en relacion con la dosis maxima de
oxitocina, en general se recomienda mantenerla por debajo
de las 20 mUs/min, ya que con dosis superiores a 16 mUs/
min se ha observado incapacidad para la depuracion de
agua por medio de la interaccion con los receptores renales
de vasopresina.*'” En el caso de la paciente que aqui se
reporta la madre recibio una infusion de oxitocina de 33
mUs/min, lo cual -muy probablemente— afect6 su habili-
dad para controlar el exceso de fluidos que recibid. Este
efecto generalmente es breve porque la mujer en trabajo
de parto tiene una depuracion rapida y eficaz de la hormo-
na.!” Sin embargo, esto no es necesariamente cierto para el
feto. Por una parte, la oxitocina atraviesa con facilidad la
barrera placentaria y alcanza la circulacion fetal'® y, por la
otra, no hay informacién acerca de la farmacocinética de
la misma en el feto-recién nacido, pero es factible, como
sucede con tantos farmacos administrados al recién naci-
do, que la depuracion sea mas lenta debido a sus sistemas
enzimaticos inmaduros, como el bajo filtrado glomerular,
que ocurre en los primeros dias de vida extrauterina. Todo
esto, hipotéticamente, podria explicar que los efectos anti-
diuréticos puedan ser mas prolongados en el recién nacido.

Un caso reportado'® de administracion de oxitocina
directa a un recién nacido es interesante porque ésta se
confundié con vitamina K y porque el recién nacido
sufrid hiponatremia, lo cual —en efecto— vuelve a sugerir
que la oxitocina, incluso sola, puede causar hiponatremia
dilucional.

El sindrome de secrecion inapropiada de hormona an-
tidiurética en recién nacidos se ha reportado en distintas
circunstancias clinicas, como asfixia al nacer, infecciones
pulmonares bacterianas y virales y neumotorax,* todas
ellas ausentes en el caso que aqui se reporta. Hace poco
se reportd un caso de sindrome de secrecion inapropiada
de hormona antidiurética neonatal por exposicion in utero
a antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptura
de serotonina,?! lo cual tiene que ser considerado por el
clinico. En el caso que se comunica no hubo exposicion
a estos farmacos.

El tratamiento de la hiponatremia dilucional es la
restriccion hidrica; sin embargo, cuando los signos de
disfuncion neuroldgica son severos —como en nuestra
paciente—, la recomendacion es elevar rapidamente la
natremia con solucion salina hipertonica. La correccion
completa de la hiponatremia debe hacerse mas gradual en
24-48 h, para evitar la desmielinizacion osmotica.?!

Con la informacién disponible en la actualidad no
podemos considerar a la hiponatremia, aun a la asintoma-
tica, como una condicion benigna, ya que puede propiciar
problemas en el neurodesarrollo del nifio.

CONCLUSIONES

Se report6 el caso de un recién nacido con hiponatremia
dilucional severa y temprana, asociada con sobrehidrata-
cidén materna y altas dosis de oxitocina para conduccion del
trabajo de parto. Los signos de actividad antidiurética en
el recién nacido fueron muy prominentes, por eso sugerian
que se trataba de sindrome de secrecion inapropiada de
hormona antidiurética (SSIHAD), quiza debido al paso
transplacentario de oxitocina y su efecto en el sistema renal
neonatal. Este efecto no se ha reconocido suficientemente
en la bibliografia.

Este reporte intenta atraer la atencion sobre la intoxi-
cacion perinatal de agua, que ain ocurre y que puede
representar riesgos significativos a la madre y a su hijo. Es
una complicacion evitable si el médico sigue las recomen-
daciones vigentes de administracion de liquidos y dosis
de oxitocina a la mujer en trabajo de parto. El pediatra
debe considerar siempre a la hiponatremia como parte
del diagnostico diferencial de convulsiones tempranas en
el recién nacido.
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Caso clinico

Tumor del estroma gastrointestinal en el embarazo y control posterior.
Caso clinico
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RESUMEN

Los tumores del estroma gastrointestinal son los tumores mas comunes del mesénquima del tubo digestivo. Aun asi su incidencia se
estima en aproximadamente 10 a 20 casos por cada millén de habitantes al afio. Mas de 90% de estos tumores ocurren en pacientes
de mas de 40 afos. La edad media al diagnostico es de 63 afios. Su diagndstico durante la gestacion es realmente infrecuente, existen
menos de diez casos en la bibliografia en los que coexisten un tumor del estroma gastrointestinal y la gestacion. Se comunica el caso
de una paciente que en su primera gestacion fue diagnosticada de un tumor del estroma gastrointestinal tras una hemorragia digestiva
masiva y el feto murié. Se realizé la reseccion del tumor y cesarea. Posteriormente se controld por obstetricia, cirugia digestiva y oncolo-
gia. Los siguientes dos embarazos fueron normales, seis afios después del diagndstico se encuentra asintomatica. A pesar de que sean
tumores muy raros en el embarazo, es de suma importancia conocer su diagndstico y tratamiento multidisciplinario, al igual que conocer
sus factores prondsticos y posibles abordajes terapéuticos.

Palabras clave: tumor, estroma, gastrointestinal, gestacion, GIST.

ABSTRACT

Gastrointestinal stromal tumors are the commonest stromal tumors of the digestive tract. Even though, the incidence is aproximately 10 to
20 cases per million people and year. More than 90% of these tumors take place in patients over 40, and the median age is 63. Its diagnosis
during pregnancy is extremely rare. There are less than 10 cases reported in literature about gastrointestinal stromal tumors diagnosed
during pregnancy. We describe the case of a patient who was diagnosed of gastrointestinal stromal tumor during her first pregnancy due
to massive lower digestive bleeding and the fetus died. She underwent a small bowel resection and cesarean section delivery. Afterwards,
she was controlled by obstetricians, digestive surgeons and oncologists. The following two pregnancies were normal, and six years since
the diagnosis she is asymptomatic. Even if they are extremely rare tumors during pregnancy, it is very important knowing their diagnosis
and multidisciplinary treatment; also very important is knowing their prognostic factors and the different possible treatments.

Key words: tumour, stromal, gastrointestinal, pregnancy, GIST.

RESUME

Les tumeurs du stroma gastro-intestinal sont les tumeurs les plus communes du mésenchyme du tube digestif. Méme si leur incidence
s’estime de maniére approximative dans 10 a 20 cas sur chaque million d’habitants par année. Plus de 90% de ces tumeurs se passe chez
des patientes de plus de 40 ans, la moyenne d’age lors du diagnostic est de 63 ans. Leur diagnostic pendant la gestation est réellement
rare, il existe moins de dix cas dans la bibliographie dans lesquels coexistaient une tumeur du stroma gastro-intestinal et la gestation. On
rapporte le cas d’'une patiente qui dans sa premiére gestation a été diagnostiquée avec une tumeur du stroma gastro-intestinal suivant
une hémorragie digestive massive en mourant le foetus. On a réalisé une résection de la tumeur et césarienne. Postérieurement elle a été
contrélée par obstétrique, chirurgie digestive et oncologie. Les deux grossesses suivantes ont été normales, six ans apres le diagnostic,
elle se trouve asymptomatique. Malgré la rareté de ces tumeurs dans la grossesse, il est trés important de connaitre leur diagnostic et
traitement multidisciplinaire, de méme que connaitre leurs facteurs pronostiques et abordages thérapeutiques possibles.

Mots-clés: tumeur, stroma, gastro-intestinal, gestation, GIST.
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RESUMO

Os tumores do estroma gastrointestinal s&o os tumores mais comuns da mesénquima do tubo digestivo. Ainda assim sua incidéncia se
estima em aproximadamente 10 a 20 casos por cada milhdo de habitantes ao ano. Mais de 90% desses tumores ocorrem em pacientes
com mais de 40 anos. A idade média do diagnostico é de 63 anos. O diagnostico durante a gestacdo é realmente infreqliente, existem
menos de dez casos na bibliografia nos que coexista um tumor do estroma gastrointestinal e na gestagdo. Comunica-se o caso de uma
paciente que em sua primeira gestagao foi diagnosticada com um tumor de estroma gastrointestinal tras uma hemorragia digestiva mas-
siva e o feto morreu. Foi realizada uma ressecc¢éo do tumor e cesarea. Posteriormente foi controlado por obstetricia cirdrgica digestiva e
oncologia. As duas gestagdes seguintes foram normais, seis anos depois do diagndstico se encontra assintomatica. Apesar de que sédo
tumores raros na gravidez, € muito importante conhece o diagnodstico e tratamento multidisciplinario, ao igual que conhecer seus fatores
progndsticos e possiveis abordagens terapéuticas.

Palavras-chave: tumor, estroma, gastrointestinal, gestagao, GIST.

os tumores del estroma gastrointestinal son los

tumores mas comunes del mesénquima del tubo

digestivo.' Su incidencia se estima en aproxima-
damente 10 a 20 casos por cada millén de habitantes al
afio,” aunque otros estudios refieren una incidencia de 20
a 40 casos por cada millon al afo.’

Mas de 90% de estos tumores ocurren en pacientes de
mas de 40 afios, la edad media al diagnoéstico es de 63 aios;
a pesar de esto existen casos en edad pediatrica.

Respecto al género, un estudio refiere un leve predo-
minio en el masculino.” No existen diferencias en lo que
se refiere a incidencia entre raza, distribucion geografica
ni profesion.?

La localizacion mas comun es el estomago (50-60% de
los casos), luego en el intestino delgado (30-40%), colon y
recto (5-10%) y esofago (5%); mucho menos frecuente es
en el mesenterio, retroperitoneo, omento; incluso existen
casos alejados del tubo digestivo.!

Debido a la distribuciéon por edad de los tumores del
estroma gastrointestinal, su diagnostico durante la gesta-
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cion es realmente infrecuente, de modo que existen menos
de diez casos en la bibliografia en los que confluyan un
tumor del estroma gastrointestinal y la gestacion; y solo
uno de ellos se ha centrado en la evolucion posterior de la
paciente desde un punto de vista ginecoobstétrico.*

CASO CLIiNICO

Paciente femenina de 39 afios, que cursaba su primer em-
barazo. Tuvo control prenatal sin complicaciones: indice
de masa corporal de 31, ciclo menstrual 4/28, menarca
a los 14 aios; serologias de hepatitis, VIH, toxoplasma,
sifilis, y rubéola negativas. Dos ecografias obstétricas
mostraron una gestacion en curso sin alteraciones. No
tenia antecedentes familiares de interés.

Acudi6 al hospital en la semana 25 de gestacion por
una hemorragia digestiva masiva de menos de una hora
de evolucion. Los andlisis preoperatorios indicaron hemo-
globina de 2 g/dL y plaquetas 7 x 10”3/uL. Se realiz6 una
ecografia obstétrica donde se observd un feto acorde con
la edad gestacional, con movimientos cardiacos fetales
ausentes y las asas intestinales muy distendidas.

Se realiz6 una laparotomia media infraumbilical urgente
y se extirp6 un tumor exofitico de 15 cm en el ileon distal
a 12 cm de la valvula ileocecal. En la misma intervencion
se realizod una cesarea mediante histerectomia segmentaria
transversa y se obtuvo un feto muerto de 720 g de peso.

A los tres dias de la intervencion la paciente sufrié un
cuadro de insuficiencia respiratoria grave, que coincidid
con el hallazgo de infiltrados bilaterales en una radiografia
de térax. Se sospecho una embolia de liquido amniotico.
Se coloco un filtro de vena cava inferior y en los tres dias
siguientes la paciente tuvo un cuadro de trombosis venosa
profunda de vena iliaca derecha.
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El estudio anatomo-patoldgico reveld un tumor del
estroma gastrointestinal de 15 x 12 cm (Figuras 1 y 2).
Se realizo un estudio inmunohistoquimico positivo para
¢-Kit/CD 117, con un indice mitético < 5/50 HPF y Ki67
< 1% (Figuras 3 y 4).

Tras 22 dias desde la intervencidn, la paciente se en-
contraba estable y con buen estado general y fue dada de
alta, con controles por los servicios de oncologia, cirugia
digestiva y ginecologia y obstetricia.

Una vez pasados seis meses desde la reseccion del
tumor, el equipo de oncologia le realiz6 una revision sin
hallazgos, y se realizé un PET-TC que no revel6 ningtin
foco que hiciera sospechar metastasis o recurrencia
tumoral. Con esta prueba la paciente reiteré su deseo
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Figura 1. Tumor del estroma gastrointestinal.
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Figura 2. Tumor del estroma gastrointestinal.

genésico y acudié nuevamente a nuestro servicio de
Ginecologia y Obstetricia para atenderse en la division
de esterilidad.

A los dos afios, ya con 41 aflos, la paciente continuaba
con su seguimiento multidisciplinario y seguia en trata-
miento con acenocumarol. Acudi6 a una clinica privada
para realizarse técnicas de reproduccion asistida. Mediante
fecundacion in vitro logré la gestacion, que se control6 en
nuestro centro. La gestacion se controld como gestacion
de alto riesgo, en tratamiento con enoxaparina 40 mg/12 h
desde el principio y discurri6 sin complicaciones. Se deci-
dio la resolucion del embarazo en la semana 38 mediante
cesarea por deseo materno y se obtuvo un recién nacido
masculino vivo de 3,200 gramos.

b, Aok AR - 15 2t S

Figura 4. Tincion con marcador inmunohistoquimico CD117, 20x.
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Con 43 anos de edad (cuatro afios después de la inter-
vencion) la paciente quedé nuevamente embarazada, en
esta ocasion espontaneamente; se realizd un control de
la gestacion similar al previo. Nuevamente se decidio la
resolucion del embarazo mediante cesarea a las 38 sema-
nasy se obtuvo en esa ocasion un recién nacido femenino
vivo de 3,050 gramos. Se realizo la ligadura de trompas
en la misma intervencion tras consentimiento informado
materno.

Seis afios después de la intervencion la paciente con-
tintla asintomatica, con pruebas de imagen negativas y
seguimiento anual por el servicio de oncologia. Sus dos
hijos no padecen enfermedades relevantes.

DISCUSION

En la bibliografia son muy escasos los casos clinicos de
tumores del aparato digestivo durante el embarazo, mucho
menos de tumores del estroma gastrointestinal. Se han
encontrado menos de diez casos durante el embarazo.
Estos tumores ocurren habitualmente en pacientes de
mas de 40 afios. Pueden afectar las distintas partes del
aparato digestivo; la localizacion mas comun es el esto-
mago (50-60% de los casos), seguida del intestino delgado
(30-40%).! En general, se considera que el tamafio de estos
tumores varia mucho, debido a que con frecuencia tardan
en producir sintomas, se describen tumores del estroma
gastrointestinal desde milimétricos hasta mayores de 30
cm; la media en el diagndstico se sitia entre 5y 8 cm.*
Una vez que aparecen los sintomas, su presentacion es
muy erratica. La bibliografia refiere que so6lo 70% desa-
rrolla sintomas, 20% es asintomatico y 10% se detecta en
la autopsia.? La hemorragia intestinal es la presentacion
clinica mas comun, se produce como consecuencia de la
erosion del lumen del tubo gastrointestinal, y suele apa-
recer como un cuadro de abdomen agudo. En ocasiones,
la hemorragia Ginicamente tiene lugar hacia la luz del tubo
digestivo, en estos casos la anemia, la melena o la hema-
temesis (dependiendo de la localizacion del tumor y de
su tamafio) alertan acerca de un posible cuadro tumoral.’
Los sintomas de estos tumores, cuando afectan al
intestino delgado, son poco significativos, habitualmente
implican un retraso de seis meses desde el inicio de los
sintomas hasta el diagnostico.’ El cuadro se compone de
nauseas, vomitos, malestar abdominal y falta de apetito;
cuadro que perfectamente puede confundirse con los sinto-

mas comunes de un embarazo.® La posible pérdida de peso
puede hacernos sospechar el origen tumoral del cuadro,
para asi evitar realizar el diagndstico cuando el tumor ya
se haya manifestado a través de un cuadro hemorragico,
ya sea hacia la cavidad o el peritoneo.

El proceso diagnostico incluye muchas pruebas de
imagen como la TC, pruebas de imagen con bario, angio-
grafia, etcétera; aunque ninguna de estas pruebas puede
asegurar el diagnostico de tumor del estroma gastroin-
testinal. Realizar una biopsia percutanea estéd totalmente
contraindicado por el riesgo de rotura y diseminacion
tumoral.’ Por tanto, el diagndstico de tumor del estroma
gastrointestinal habitualmente se realiza después de ob-
tener la pieza quirargica.

Macroscopicamente hay un crecimiento exofitico, que
se traduce en la vision por laparotomia de una masa que
desplaza los 6rganos adyacentes proveniente del tubo
digestivo. En 50% de los casos se observa ulceracion de
lamucosa en la pieza quirurgica.® Microscopicamente des-
taca el papel del marcador inmunohistoquimico CD117 o
KIT” hallado en al menos 95% de los tumores del estroma
gastrointestinal; se trata de un factor de crecimiento trans-
membrana con actividad tirosina cinasa.® Otros marcadores
inmunohistoquimicos destacables en estos tumores son el
CD34 (en 60-70% de los tumores del estroma gastroin-
testinal), la SMA (actina de musculo liso en 30-40%) y la
proteina S-100 (en sélo 5%).8

En cuanto al pronostico es dificil predecir si algun tu-
mor del estroma gastrointestinal va o no a recurrir tras una
reseccion completa. De hecho, las tasas de supervivencia
en general tras la cirugia en este tipo de tumores varian
de 28 a 65% a los cinco afios.* La causa principal de mal
prondstico es la recurrencia de la enfermedad, ya que una
vez diagnosticada, la supervivencia media se sitia entre
9 y 20 meses.® Todo esto se debe a que en el momento
del diagnostico la neoplasia ya se encuentra diseminada
en 20-40% de los casos. La diseminacion es fundamen-
talmente intra-abdominal o hepatica y practicamente no
ocurre por via linfatica, por lo que no es necesario realizar
linfadenectomia en las intervenciones.

Se han identificado distintas variables para tratar de
identificar el comportamiento clinico de los tumores del
estroma gastrointestinal. Destacan tres factores como los
principales en cuanto a la prediccion del riesgo de recu-
rrencia del tumor, una vez resecado: el indice mitotico, la
localizacion del tumor y el tamafio.?
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El indice mitdtico sobresale como el predictor de riesgo
mas importante, se le atribuye un indice de riesgo para re-
currencia de 14.6 cuando es mayor o igual a 5 mitosis por
cada 50 campos a gran aumento (> 5/50 HPF). Respecto
a lalocalizacion, tras la reseccion, tienen mayor riesgo de
recurrencia los localizados en el intestino delgado que los
situados en el estdbmago (indice de riesgo de 3.3). Acerca
del tamafio, se les atribuye un riesgo de recurrencia de 2.5
a los mayores de 10 cm. Con estos factores prondsticos
principales se han propuesto varias clasificaciones, de las
que destaca la de Fletcher (Cuadro 1).°

Cuadro 1. Riesgo de recurrencia de tumor del estroma gastroin-
testinal

Riesgo Tamario Indice mitético
Muy bajo <2cm < 5/50 HPF
Bajo 2-5cm < 5/50 HPF
Intermedio <5cm 6-10/50 HPF
5-10 cm < 5/50 HPF

Alto >10.cm Cualquier indice
Cualquier tamafio > 10/50 HPF
>5cm > 5/50 HPF

HPF: High Power Field, Campo Alto Aumento.
Adaptado de Fletcher, 2002.°

Existen también otros factores pronodsticos de menor
importancia como: la rotura o no del tumor durante la
reseccion quirurgica, la proliferacion celular estimada
inmunohistoquimicamente con el Ki67, el indice de
aneuploidias. Recientemente se valora la expresion de la
telomerasa como factor de mal prondstico.®

En lo que se refiere al tratamiento, la cirugia es atn la
unica técnica con posibilidades curativas. Las técnicas
principales son la reseccion en cuiia a nivel del estomago
o la reseccion segmentaria a nivel intestinal.

Es muy importante evitar la rotura del tumor durante
su reseccion para minimizar el riesgo de implantes. La
linfadenctomia no es necesaria a no ser que las cadenas
ganglionares locorregionales muestren adenopatias ma-
croscopicas.

La quimioterapia convencional obtiene resultados muy
pobres, con una tasa de respuestas en torno a 5%;% Debido
a la localizacion de estos tumores la radioterapia no es una
opcion, ya que no pueden administrarse dosis altas, ni bien
focalizadas en el aparato digestivo.

La aproximacion terapéutica que supuso una revolucion
en los tumores del estroma gastrointestinal fue el imatinib
mesilato, que es un ihnibidor selectivo de las tirosincina-
sas. Hasta 80% de los pacientes con tumores del estroma
gastrointestinal avanzados responden al imatinib.® El ima-
tinib se usa como tratamiento neocoadyuvante en tumores
recurrentes inoperables, y cada vez mas como coadyuvante
tras cirugia de tumores del estroma gastrointestinal con
factores de mal pronodstico, debido al indice mitotico o al
tamafio tumoral.

En lo que respecta al embarazo, existen menos de diez
casos en la bibliografia en los que se describe un tumor
del estroma gastrointestinal durante la gestacion,*!* se
desconoce si los cambios que acontecen durante la ges-
tacion influyen en el tumor. La posibilidad de metéstasis
al feto o al utero de este tumor también se desconoce.* El
tratamiento recomendado seria el mismo que en la mujer
no embarazada respecto al procedimiento quirtrgico; sin
embargo, no existe ningun estudio acerca de la posibili-
dad de administrar imatinib durante la gestacion, por lo
que su uso deberia limitarse a cuando fuese estrictamente
necesario.

Otro problema que plantea este caso es el deseo genési-
co de la paciente. El riesgo de recurrencia tras la reseccion
de un tumor del estroma gastrointestinal nunca es nulo, y
su comportamiento es a menudo impredecible.?

El tumor de la paciente de esta comunicacion poseia
dos factores de riesgo de recurrencia (tamafio > 10 cm
y localizacion en el intestino delgado (ileon) y segun
clasificaciones aceptadas, como la de Fletcher,” s6lo por
el tamano se hubiera clasificado como de muy alto riesgo
respecto al prondstico. En este caso, la paciente decidid
lograr la gestacion a través de un centro privado tras dos
aflos de pruebas de imagen negativas (incluido un PET-TC
negativo a los seis meses de la reseccion), y nuevamente
quedd embarazada a los cuatro afios. La unica experien-
cia similar en la bibliografia* sufrio una recurrencia de la
enfermedad a los seis afios. Por fortuna, nuestra paciente
se encuentra actualmente asintomatica, seis aflos después
del diagnostico.

Como conclusion, el diagndstico de tumor del estroma
gastrointestinal durante la gestacion es realmente infre-
cuente. Los sintomas son vagos, siempre y cuando no haya
complicaciones de tipo hemorragico; ademas, la incidencia
es realmente baja en la poblacion general,” 20 a 40 por
cada millon de habitantes al aflo.? Por tanto, la experiencia
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con

el tratamiento de este tipo de tumores en pacientes

obstétricas es escasa, lo que realza la importancia de un
abordaje multidisciplinario entre obstetras, oncoélogos y
cirujanos digestivos y pone de manifiesto la necesidad
de aportar estos casos a la bibliografia cientifica. Asi, la
atencion de multiples expertos y la bibliografia cientifica
parecen ser el camino para lograr la mejor aproximacion
terapéutica para estas pacientes.
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Hace 55 anos

Por los Dres. Carlos D. GUERRERO,
Jorge RovaLo JIMENEZ y
Luis VIRAMONTES.

De la Asociacion Mexicana de Estudios de Esterilidad. México, D. F.

1 enorme incremento que ha adquirido el estudio

del problema de la esterilidad conyugal en los

ultimos afios, ha llevado al convencimiento de
proceder a un estudio planificado de ambos conyuges
y solamente después de conocidos los diversos factores
etiologicos que aparecen como responsables de la esteri-
lidad, se procedera a los tratamientos adecuados. Es mas
logico establecer que el espermatozoide penetra el moco
cervical, vive ahi, puede llegar a la extremidad distal de la
trompa y ahi alcanzar el 6vulo, que someter a la paciente
aun tratamiento médico empirico y en ocasiones cruento,
muchas veces no exento de peligro.

Motivan estas consideraciones previas, aquellas pa-
cientes estériles que deambulan por los consultorios no
especializados y que han sido tratadas en forma errdnea,
aunque de perfecta buena fe, por colegas absolutamente
éticos y competentes pero sin un concepto y un entrena-
miento correctos de lo que significa el diagndstico de la
causa de esterilidad.

Los hechos anteriores han justificado que la Asocia-
cION MExicaNa Para Estupio DE La EsTERILIDAD, haya
publicado en mayo de 1950 y recomendado entre sus
asociados una forma especial de historia clinica y fijado los
requerimientos minimos para el estudio de la pareja estéril.

* TEMA OFICIAL. Presentado ante la V Reunion Nacional de
Ginecologia y Obstetricia, San Luis Potosi. Sept., 15-18, 1954.

Reproducido de GiINEcoLogiA Y OBSTETRICIA DE MEXico 1955;X(1):47-51.

www.nietoeditores.com.mx

Como el tema de esta comunicacion se refiere exclusi-
vamente a la rutina diagnostica de la esterilidad femenina,
pasaremos por alto todos los problemas relativos al varén,
no sin destacar un hecho que es de importancia capital:
la necesidad del estudio completo de ambos conyuges.

CONCEPTO GENERAL Y EXPLICACION DE LAS
CAUSAS DE ESTERILIDAD

Para que se efectlie el embarazo es indispensable la fusion
del gameto masculino con el gameto femenino; puesto
que entendemos por esterilidad la incapacidad de una
pareja para alcanzar una fecundacion, enumeraremos las
condiciones y exigencias para que una mujer pueda ser
fecundada:

1. Que el marido produzca espermatozoides en numero
suficiente y con fisiologia normal (factor masculino).

2. Que no existan obstaculos a la migracion de los ga-
metos (espermatozoide y ovulo) en el aparato genital
femenino. Lo anterior exige:

a) que exista la posibilidad de que los espermatozoi-
des sean puestos en sitio apropiado de la mujer,
sobrevivir ahi y luego poder penetrar el endocérvix
(factor masculino-femenino combinado o cérvico-
vagino-espermatico).

b) que los espermatozoides y el 6vulo puedan llegar a
las trompas, sitio en donde se realiza la fecundacion
(factor mecanico de transito o factor femenino utero-
tubario-peritoneal).
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3. Que la mujer sea capaz mas o menos regularmente, de
producir un 6vulo normal (factor enddcrino-ovarico).

4. Que el huevo temprano resultante de la fusion 6évulo-
espermatica, encuentre “nido” protector en el endo-
metrio (factor endometrial).

MiNIMO DE ESTUDIOS QUE DEBERAN
EFECTUARSE EN LA MUJER ESTERIL

1. Estudio clinico general que comprende:
a) Historia clinica con eminente orientacion gineco-
enddcrina.
b) Examen fisico completo.
¢) Bacteriologia y parasitoscopia uretro-vagino-cervi-
cal.

2. Estudio clinico especializado:

No concurriendo algun factor que autorice la posterga-
cion del desarrollo del estudio, como seria por ejemplo el
no haber transcurrido un periodo suficiente de actividad
sexual entre los conyuges o la necesidad de reglamentar
dicha actividad a manera que se ejercite de preferencia
durante los periodos de fertilidad, o de encomendar que se
normalice la verificacion del acto sexual, etc., se pondran
en marcha los diversos métodos de diagndstico para esta-
blecer las condiciones en que se encuentran los factores
que concurren para permitir la fecundacion.

A. Factor masculino-femenino combinado o cérvico-
vagino-espermatico: su investigacion exige los siguientes
estudios:

a) Espermatobioscopia en contenido vaginal post-coito
y prueba de HUHNER, segun la técnica de RODRIGUEZ
VILLA.

b) Prueba de cristalizacion del moco cervical.

B. Factor mecanico de transito o factor femenino ttero-tu-
bario-peritoneal: su investigacion se realiza por medio de:
a) Insuflacidn utero-tubaria quimografica o prueba de
Rusi.
b) Histerosalpingografia, simple completa (gineco-
grafia).

No son estudios que se sustituyen sino que se comple-
mentan; la prueba de RuBIN ensefia el grado y la calidad

de la permeabilidad tubaria, en tanto que la histerosalpin-
gografia con prueba de control del CotTE a las 24 horas,
muestra el sitio donde existe obstruccion (si la prueba Ru-
BIN fue negativa), la forma y tamafio de la cavidad uterina
y hace aparentes pequefios miomas, polipos intracavitarios
y alteraciones congénitas que pueden pasar desapercibidos
al examen ginecologico comun y ademas, ensefia cual es
el estado del peritoneo en el espacio tubo-ovarico.

C. Factor enddcrino-ovarico. Ovulacion. Factor en-
dometrial:

Estrictamente, no existen pruebas de uso clinico capa-
ces de determinar con absoluta certeza la ocurrencia de
ovulacion y todas se basan en las modificaciones del or-
ganismo femenino debidas a la accion de la progesterona:

a) Biopsia de endometrio: La prueba mas util es el
estudio histofisiologico de la biopsia del endometrio
premenstrual, que nos proporciona los siguientes
datos: transformacién latea como signo de ovula-
cion (excepcion hecha de los casos de luteinizacion
folicular sin puesta ovular o de falta de receptivi-
dad endometrial al estimulo hormonal), estado de
la mucosa en cuanto a “nido” del futuro huevo y
diagnostico de tuberculosis endometrial.

b) La curva de temperatura basal es de gran utilidad y
puede sefialar con cierta precision la existencia y la
fecha de la ovulacion.

¢) La cristalizacion “negativa” del moco cervical en
fecha premenstrual es considerada como demostra-
cion de accion progesterdnica cuando fue “positiva”
en la fecha probable de ovulacion; su utilizacion
asi como la de otros métodos (citologia vaginal,
potencial eléctrico, dosificaciones hormonales, etc.)
para diagnosticar ovulacion, resultan complicados
o infieles por lo cual no son considerados como
requerimientos indispensables para el estudio de la
esterilidad femenina.

3. Algunas pruebas accesorias y su utilizacion

Hasta aqui se han enumerado las pruebas y los facto-
res principales, pero existen varias causas de esterilidad
no incluidas en estos grupos, pudiendo mencionarse por
ejemplo: los factores psiquicos o psicosomaticos, la im-
potencia masculina, el vaginismo, la falta de educacién en
cuanto a fechas de acoplamiento, la infertilidad periddica
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de algunas mujeres, etc.; estos factores serian motivo de
estudios especializados.

Asimismo, para completar el estudio de la mujer esté-
ril en sus cinco factores enumerados, pueden emplearse
algunas pruebas que titulamos accesorias o complemen-
tarias como:

a) Fluidez y claridad del moco endocervical, muy
importante para explicar esterilidades por factor
endocervical.

b) Las dosificaciones hormonales, en casos selectos de
trastornos hormonales.

¢) La peritoneoscopia pélvica por via transvaginal o
culdoscopia, que tiende a constituirse en prueba de
consultorio.

Todavia podrian describirse muchas otras pruebas que
han sido publicadas, pero las cuales son aplicables a casos
particulares o bien requieren equipo o técnicas especiales.

RUTINA DIAGNOSTICA DE LA ESTERILIDAD
FEMENINA

Nos resta solamente senalar en forma condensada como
conducimos la investigacion en la practica profesional de
nuestros consultorios en la cual hacemos todo el minimo
de pruebas antes enumeradas.

En resumen, nuestra rutina diagndstica para casos de
esterilidad es como sigue:

Primera consulta:

Se recomienda que esta visita tenga lugar en cuanto con-
cluya una regla (teniendo en cuenta que el primer dia de
la regla corresponde al primer dia del ciclo, la visita se
efectta el octavo dia del ciclo aproximadamente).

1. Historia clinica general, insistiendo en:

a) Antecedentes. Infecciones (tifoidea, parotiditis,
fiebres ondulantes, tuberculosis, sifilis, parasitosis,
etc.), nutricionales, toxicos (tabaquismo, alcoholis-
mo) y quirurgicos. Habitos y costumbres (incluyendo
las sexuales). Con relacion a los padres y familiares;
fertilidad, habitos, infecciones.

b) Exploracion fisica-general: que vera principalmen-
te el desarrollo somatico y el biotipo (orientacion
endocrinoldgica); taras y estigmas; cardiopatias

y tuberculosis (en ocasiones es preferible dejar a
una mujer estéril cuando se confirma que es una
cardidpata o tuberculosa). Ginecoldgica: En la pri-
mera consulta s6lo es posible tener una impresion
“gruesa” del estado de los genitales femeninos
(desarrollo, no infeccion aparente, forma, tamafo y
situacion del utero, no existencia de proceso agudo
o cronico pélvico).

2. Toma de producto para estudio de secreciones geni-
tales: Se hacen frotis y cultivos, que se remiten al la-
boratorio, con el objeto de investigar si existe o0 no un
proceso infeccioso genital.

Entre la primera y segunda consulta (del 70. y 8o. al
100. y 110. dia del ciclo)

Se solicitan al laboratorio los siguientes examenes:
Metabolismo basal, biometria hematica, dosificacion de
colesterol, WasserMAN y KaHN. Si se juzga necesario se
ordenaran pruebas adicionales: radiografias de torax, tu-
berculina, dosificacion de urea, analisis general de orina,
curva de glucemia, etc.

Segunda consulta: (del 90. al 120. dia del ciclo)

La enferma debe traer el resultado de los analisis ordena-
dos; si aquel que se relaciona con la investigacion de un
proceso séptico en cuello o trompas es negativo, estamos
autorizados para iniciar exploraciones intrauterinas:

1. Histerometria y dilatabilidad del canal cervical, a la
vez que se investiga la direccion del canal (muy til
para las exploraciones subsecuentes).

2. Indice uterino, o sea la relacidon del tamaiio del cuer-
po, sobre el tamafio del cuello; normalmente sera:
cuerpo mayor que cuello.

3. Permeabilidad tubaria, con insuflacion. Se recomien-
da muy particularmente la salpingo-kimografia (prue-
ba de RuBIn, aparatos diversos).

Tercera consulta: (130. dia del ciclo)

Durante los dias transcurridos entre la segunda y tercera
consultas, la enferma debera guardar reposo relativo y
observar las molestias a que dio lugar la exploracion y
pruebas de la 2a. consulta. Asi pues se interroga y explora:

1. Molestias: sangrado, dolor de hombro, ficbre o aun
reaccion peritoneal.
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2. Exploracion de la enferma, para ratificar o rectificar
los datos del interrogatorio.

3. Se toma el pH vaginal y endocervical (es la época
apropiada, a mitad del ciclo, fecha supuesta de ovu-
lacion); se investiga fluidez del moco endocervical.

Después de la tercera consulta:
Se indica la prueba de HOHNER modificada por RODRIGUEZ
ViLLA para 24 horas después (130. a 150. dia del ciclo).

Cuarta consulta: (del 260 al 280. dia del ciclo, es decir
inmediatamente antes de la regla)

En esta ocasion se toma exclusivamente la biopsia de endo-
metrio. Esta prueba se efectia inmediatamente antes de la
iniciacion de la regla, pero puede ocurrir que se le adelante
la regla a la enferma en cuyo caso, debe estar advertida
de presentarse en el consultorio durante las primeras seis
horas de su regla; por el contrario si la regla se atrasa se
deberan hacer tomas repetidas de biopsia cada 4 6 5 dias.
No es necesaria la anestesia; se recomienda la abstencion
sexual previa.

A partir de esta cuarta consulta:
A partir de este ciclo la enferma debe iniciar la toma de
una grafica de temperatura basal.

Con todos estos datos, se cuenta con elementos su-
ficientes para poder hacer diagndstico de la causa de la
esterilidad, pronostico del caso y aun iniciar el tratamiento.

PRUEBAS ADICIONALES

La histerosalpingografia debe hacerse en los casos en
que después de tres meses de insuflaciones repetidas el
resultado ha sido negativo o bien en aquellos casos de
mujer operada previamente en quien sospechamos ausen-
cia de una o ambas trompas; asi como para confirmar la
existencia de tumores.

La prueba de Kurzrok, como complementaria de la
de HUHNER (se coloca una gota de moco endocervical
en un portaobjetos y una gota de semen inmediatamente
contigua; al taparlas con un mismo cubreobjetos ambas
gotas se juntan y se estudian al microscopio con el objeto
de investigar si el moco endocervical es o no penetrado
por el espermatozoide).

Las dosificaciones hormonales, en algunos casos en-
docrinos.

La Douglascopia para confirmar algunos diagndsticos.

Si en la espermatobioscopia se encuentra la mas minima
anormalidad, se refiere el marido al urélogo especializado
en esterilidad masculina.
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Instrucciones para los autores

Mex) es el 6rgano oficial de la Federacion Mexicana de Gineco-

logia y Obstetricia, aparecen 12 numeros al afio y un suplemento.
Se publica en espafiol, con resimenes en espafiol, inglés, portugués y
francés. Ginecologia y Obstetricia de México publica trabajos origi-
nales, casos clinicos, cartas al editor, editoriales, comentarios de libros
publicados e informacion sobre actividades académicas relacionados
con temas relevantes de la Ginecologia y Obstetricia.

Los manuscritos deben prepararse segun los Requisitos Uniformes
para los Manuscritos Enviados a Revistas Biomédicas, cuyas versiones
més recientes se publicaron (en espafiol) en GINECOLOGIA Y OBS-
TETRICIA DE MEXICO (febrero y septiembre de 2003).

Los manuscritos enviados para publicacion deberan ser inéditos,
excepto como resumen, y no podran enviarse simultaneamente a otra
revista. Los manuscritos deberan enviarse junto con la cesion de dere-
chos de autor firmada (formato anexo). Cuando sean aceptados para su
publicacion seran propiedad de GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE
MEXICO y no podrén ser publicados (ni completos ni parcialmente) en
ninguna otra parte sin consentimiento escrito del editor.

Todos los articulos que se reciben en GINECOLOGIA Y OBSTE-
TRICIA DE MEXICO son objeto de revision por pares abierta al menos
por dos arbitros experimentados.

GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO se reserva el
derecho de adaptar el manuscrito a su estilo editorial y de enmendar los
errores de sintaxis y de ortografia.

Antes de enviar el manuscrito convendra cerciorarse que se hayan
cumplido los siguientes requisitos:

G INECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO (Ginecol Obstet

GUiA DE COTEJO
Preparacion general del manuscrito

* Original y dos copias escritas a doble espacio, en papel blanco,
tamafio carta, escritas por una sola cara, con margenes de 2.5 cm, letra
Arial tamafio 11. Todas las hojas iran numeradas. La extension final del
manuscrito no debera sobrepasar las 20 hojas.

« Las fotografias deberan ser originales y enviarse impresas en papel
al tamafio de 7 x 11 cm. Cuando se envien en archivo electronico deberan
estar en formato fif, a 300 dpi. Cuando no reunan esta caracteristica
no se publicaran porque su calidad de reproduccion es inferior a los
requerimientos minimos.

Tipo de publicaciones

GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO publica cuatro cate-
gorias de trabajo:

1. Investigacion basica

2. Investigacion clinica

3. Revision tematica

4. Caso clinico

SECCIONES
Titulo

« Completo, limitado a un renglon sin abreviaturas de ninguna
indole.

« Corto, limitado a la tercera parte de un renglon (o 45 caracteres).

* Autores: nombre y apellidos de todos. Adscripcion correspondiente
al lugar donde se efectu6 la investigacion.

Restimenes

* Resumen en espafiol con 250 palabras maximo. El resumen de los
trabajos originales sera estructurado (en las demas secciones no): ante-
cedentes, objetivo, material y método, resultados, conclusion y palabras
clave. El resumen es la parte del articulo mas leida; por lo tanto, sera
la mas cuidada. Los datos del resumen deberan ser los mismos que se
consignen en el cuerpo del articulo.

Texto

« Estructurado de acuerdo con las caracteristicas del trabajo: intro-
duccion, objetivo, material y método, resultados, comentario (discusion),
conclusiones, referencias bibliograficas.

* Describir los métodos estadisticos utilizados.

« Los farmacos y quimicos deberan citarse por su nombre genérico.

* No se admiten abreviaturas, solo simbolos (por ejemplo: mmHg,
kg, dL, mL, cm, Na, K o HDL, LDL, VLDL, etc.)

« El lenguaje debera ser directo, con apego a la sintaxis del espafiol,
sin redundancias, con oraciones cortas con la debida secuencia y corre-
lacion entre una y otra.

Referencias

* Maximo 10 y solo las que estrictamente respalden la informacion
mencionada en el texto y que efectivamente se hayan consultado. Entre
éstas se procurard incluir algunas de GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA
DE MEXICO.

« La secuencia sera la misma en que aparecen en el texto, con niimeros
en superindice colocados después del signo ortografico que corresponda
(es decir, después de coma, punto y coma o punto). Las comunicaciones
personales y los datos que atin no se han publicado se mencionaran en el
cuerpo del texto, pero no se incluiran como referencias.

« Las abreviaturas de las publicaciones deberan corresponder a las
del Index Medicus.

Ejemplos

Articulos en revistas
Hernandez M, Cuéllar Estrada J, Levario Carrillo M. Corioangio-
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ma gigante de la placenta: Informe de un caso. Ginecol Obstet Mex
2001;69:439-42.

Libros

Delgado UJ, Fernandez del Castillo C. Ginecologia y reproduccion
humana. Temas selectos. Tomo II. México: Colegio Mexicano de Espe-
cialistas en Ginecologia y Obstetricia, 2006.

Capitulos en libros

Villalobos Roméan M. Riesgo quirargico y condiciones especiales en la ancia-
na. En: Delgado UJ, Fernandez del Castillo C. Ginecologia y reproduccion
humana. Temas selectos. Tomo II. Cap. 14. México: Colegio Mexicano de
Especialistas en Ginecologia y Obstetricia, 2006;pp:117-128.

Cuadros y figuras
Deben incluirse en el cuerpo del texto, enseguida del lugar donde se
citan por primera vez.

Responsabilidades de los autores, criterio y contribuciones

A.0O El trabajo es inédito y no lo he enviado a ninguna otra publi-
cacion.

B.O Estoy dispuesto a aportar a los editores y sus asistentes la
informacién adicional que se me solicite.

C.O Autorizo al autor principal para que en mi nombre y represen-

tacion revise la copia editada y para que tome las decisiones

que considere pertinentes antes de que el articulo se publique.

Apruebo la versién final del documento.

Soy responsable de:

™o
oo

Parte del contenido.
Todo el contenido.

F. Soy autor puesto que he contribuido sustancialmente al contenido
intelectual de este articulo con:

a.0 Ideay disefio.

b.O Recopilacion de datos.

c. O Andlisis e interpretacion de los datos

d.O Redaccién del articulo.

e.d Revision critica del documento contribuyendo en forma

importante a su contenido intelectual con:

1. O Andlisis estadistico.

II. O Obtencién de fondos.

III. O Ayuda técnica, administrativa o material.
IV. O Supervision

Otro (especifique)

Origen de los fondos y ayuda financiera

Marque la casilla apropiada (es vdlida para los pasados cinco afos y
futuro previsible).

O No tengo conflicto de intereses de tipo financiero, laboral, de
relaciones personales o afiliaciones vinculado con el tema de discusion
del articulo.

O  Certifico que todos mis posibles conflictos de intereses, incluidos
los financieros, de asociacion, afiliaciones relevantes para el asunto
discutido (ejemplo: pago de honorarios, becas, consultorias, inscrip-
ciones a congresos, patentes en tramite, etc.) estin consignados en la
seccion de agradecimientos del articulo.

O  Certifico que todos los fondos y ayuda financiera y material para
esta investigacion o trabajo estdn claramente descritos en el articulo.

Reconocimientos
O Certifico que todas las personas que participaron en la investigacion

pero no retinen los criterios de autoria se mencionan en el apartado
de agradecimientos.
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CESION DE DERECHOS DE AUTOR

Los abajo firmantes estamos conformes con lo mencionado en los incisos previos, como en el tipo de crédito asignado en este articulo:

® TiTULO DEL ARTICULO:

® NOMBRE COMPLETO DEL AUTOR O AUTORES:

® LOs AUTORES CERTIFICAN QUE SE TRATA DE UN TRABAJO ORIGINAL, QUE NO HA SIDO PREVIAMENTE PUBLICADO NI ENVIADO PARA SU PUBLICACION A OTRA
REVISTA. MANIFIESTAN QUE NO EXISTE CONFLICTO DE INTERESES CON OTRAS INSTANCIAS.
o

TAMBIEN ACEPTAN QUE, EN CASO DE SER ACEPTADO PARA PUBLICACION EN GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO, LOS DERECHOS DE AUTOR SERAN
TRANSFERIDOS A LA REVISTA.

® NOMBRE Y FIRMA DE TODOS LOS AUTORES:

NoMBRE FIRMA
® VISTO BUENO (NOMBRE Y FIRMA) DE AUTORIZACION DE LA INSTITUCION DONDE SE REALIZO EL TRABAJO:
NoOMBRE FIRMA

LuGaAr: FECHA:
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CONVOCATORI

CONSEJO
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en Biologia de la Reproduccién Humana
y Medicina Materno Fetal

1971

Sede Unica: México, DF

EXAMEN ESCRITO - Julio

Requisitos

1. Llenar la solicitud del Consejo
2. Entregar fotocopia en tamafio carta de los siguientes documentos (legibles y sin manchas; los documentos
que contengan anverso y reverso, como los titulos y cédulas, deberan entregarse en hojas separadas):
» Constancia de Certificacion de la especialidad de Ginecologia y Obstetricia vigente.*
« Aspirantes con estudios de especialidad en el pais:
Constancia de especialista de la institucién donde realiz6 la especialidad y diploma de especialista de la
institucién de educacion superior que avalé el curso (si esta cursando el segundo afio de la residencia, las
constancias respectivas expedidas por la sede hospitalaria y por la institucién de educacion superior que
avala el curso).*
« Aspirantes con estudios de especialidad fuera del pais:
Constancia autentificada de especialista de la institucion donde realizé la especialidad en un curso
equiparable a los aceptados en México.*

* El dia del examen debera presentar el documento original.

3. Una fotografia reciente, tamafio infantil, a color
4. Entregar el comprobante original del depdsito en la cuenta Maestra nimero 0443110648 de BBVA Bancomer a
nombre del Consejo Mexicano de Ginecologia y Obstetricia, AC, por la cantidad de 2,800.00 pesos.

EXAMEN ORAL - Noviembre
- -

Requisitos

1. Llenar la solicitud del Consejo
2. Entregar una fotocopia, en tamafio carta, de los siguientes documentos (legibles y sin
manchas; los documentos que contengan anverso y reverso, como los titulos y cédulas,
deberan entregarse en hojas separadas):
« Constancia de aprobacion del examen escrito del Consejo (tres afios de vigencia)*
« Constancia de especialista otorgada por la institucion donde realizé la residencia y
diploma de especialista de la institucion de educacion superior que avalé el curso (del 1
de enero de 2010 al 31 de diciembre de 2010, este requisito no es indispensable).

* El dia del examen debera presentar el documento original.

3. Una fotografia reciente, tamafio infantil, a color

4. Una fotografia reciente, tamafio diploma, en blanco y negro sin retoque (vestimenta formal)

5. Entregar el comprobante original del depésito en la cuenta Maestra niumero
0443110648 de BBVA Bancomer a nombre del Consejo Mexicano de Ginecologia y
Obstetricia, AC, por la cantidad de 3,500.00 pesos.

AVISO IMPORTANTE

Por un periodo de UN aio (1 de enero de 2010 al 31 de diciembre de 2010) se podra aceptar como candidato al examen, al aspirante
que no habiendo obtenido el grado de especialista en Biologia de la Reproduccion Humana o Medicina Materno Fetal con recono-
cimiento universitario retina los siguientes requisitos (adjuntar fotocopias):
¢ Constancia de Certificacion en la Especialidad de Ginecologia y Obstetricia vigente
* Ser o haber sido Profesor Titular o Adjunto de un Curso Universitario o Institucional de la Especialidad en Biologia de la
Reproduccion Humana y/o Medicina
Materno Fetal o haber cursado por lo menos un curso formativo de un minimo de cuatro meses de duracién o varios cursos

de educacion continua que

sumen 50 horas en el area respectiva.

Demostrar dedicacion al area de la especialidad por un minimo de cinco anos, tanto en el aspecto asistencial, como en el
docente y en el de la investigacion.

Pertenecer a agrupaciones cientificas nacionales o extranjeras dedicadas al estudio del area de la especialidad.

Haber participado en foros académicos periédicos abocados a la especialidad.

Inscripciones abiertas todo el aiio
Lunes a viernes de 9:00 a 17:00 horas

Conmité Ejecutivo 2009 - 2011

DR. ERNESTO CASTELAZO MORALES DR. CARLOS QUESNEL GARCIA BENITEZ
Presidente Director de Examenes
DR. JUAN CARLOS HINOJOSA CRUZ DR. ANGEL GARCIA ALONSO LOPEZ
Coordinador de Biologia de la Reproduccion Humana Coordinador de Medicina Materno Fetal

A partir del 1 de junio de 2010 la oficina del Consejo Mexicano de Ginecologia y Obstetricia cambiara su domicilio a: Torre del World Trade Center, Montecito 38
piso 8-oficina 36, colonia Napoles, Deleg. Benito Juarez, C.P. 03810. Teléfonos: 5682-0156 / 5669-3743 / 5682-3895 informes@cmgo.org.mx www.cmgo.org.mx
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Sede Unica: México, DF

EXAMEN ESCRITO - Julio

Requisitos

1. Llenar la solicitud del Consejo

2. Entregar fotocopia en tamafio carta de los siguientes documentos (legibles y sin manchas; los que contengan
anverso y reverso, como los titulos y cédulas, deberan entregarse en hojas separadas):
» Constancia de Certificacion en la especialidad de Ginecologia y Obstetricia vigente.*
» Aspirantes con estudios de especialidad en el pais:

° Constancia de especialista de la institucion donde realizé la especialidad y diploma de especialista de la
institucion de educacion superior que avalé el curso (si esta cursando el segundo afio de la residencia,
constancias respectivas expedidas por la sede hospitalaria y la institucion de educacion superior que avala
el curso).*

« Aspirantes con estudios de especialidad fuera del pais:

° Constancia autentificada de especialista de la institucion donde realizé la especialidad en un curso

equiparable a los aceptados en México.*

* El dia del examen debera presentar el documento original.

3. Entregar una fotografia reciente, tamafio infantil, a color.
4. Entregar el comprobante original del depdsito efectuado en la cuenta Maestra nimero 0443110648 de BBVA
Bancomer a nombre del Consejo Mexicano de Ginecologia y Obstetricia, AC, por la cantidad de 2,800.00 pesos.

EXAMEN ORAL - Noviembre

Requisitos

1. Llenar la solicitud del Consejo
2. Entregar una fotocopia, en tamafo carta, de los siguientes documentos (legibles y sin
manchas; los que contengan anverso y reverso, como los titulos y cédulas, deberan
entregarse en hojas separadas):
« Constancia de aprobacion del examen escrito del Consejo (tres afios de vigencia).*
« Constancia de especialista otorgada por la institucion donde realizé la especialidad y
diploma de especialista de la institucion de educacion superior que avalo el curso.*
3. Entregar una fotografia reciente, tamafio infantil a color.
4. Entregar una fotografia reciente, tamafo diploma, en blanco y negro sin retoque
(vestimenta formal).
5. Entregar el comprobante original del depoésito en la cuenta Maestra nimero 0443110648
de BBVA Bancomer a nombre del Consejo Mexicano de Ginecologia y Obstetricia, AC, por
la cantidad de 3,500.00 pesos.

* El dia del examen debera presentar el documento original.

Inscripciones abiertas todo el afio
Lunes a viernes de 9:00 a 17:00 horas

Comité Ejecutivo 2009 - 2011

DR. ERNESTO CASTELAZO MORALES DR. CARLOS QUESNEL GARCIA BENITEZ
Presidente Director de Examenes

DR. SEBASTIAN IRIS DE LA CRUZ
Coordinador de Urologia Ginecolégica

A partir del 1 de junio de 2010 la oficina del Consejo Mexicano de Ginecologia y Obstetricia cambiara su domicilio a: Torre del World Trade Center, Montecito 38
piso 8-oficina 36, colonia Napoles, Deleg. Benito Juarez, C.P. 03810. Teléfonos: 5682-0156 / 5669-3743 / 5682-3895 informes@cmgo.org.mx Www.cmgo.org.mx

CONVOCATORIAS
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SEDES: México, DF, Monterrey, Guadalajara, Mérida y Tijuana

1971

EXAMEN ESCRITO - Enero y julio de cada aio

Requisitos

1. Llenar la solicitud del Consejo
* Anotar la sede en donde se desea presentar el examen.
2. Entregar fotocopia en tamafio carta de los siguientes documentos (legibles y sin manchas; los que contengan anverso y reverso,
como los titulos y cédulas, deberan entregarse en hojas separadas):
+ Titulo de Médico Cirujano*
» Cédula Profesional*
» Aspirantes con estudios de especialidad en el pais:

- Constancia de Aprobacién del Examen Nacional de Aspirantes a Residencias Médicas.

- Constancia de especialista de la institucion donde realizé la especialidad y diploma de especialista de la instituciéon de
educacion superior que avald el curso (si esta cursando el cuarto afo de la residencia, constancias respectivas por la sede
hospitalaria y por la institucion de educacion superior que avala el curso).”

» Aspirantes con estudios de especialidad fuera del pais:

- Constancia autentificada de especialista de la institucion donde realizé la especialidad en un curso equiparable a los aceptados

en México.

* El dia del examen debera presentar el documento original.

3. Entregar una fotografia reciente, tamafo infantil, a color.
4. Entregar el comprobante original del depésito en la cuenta Maestra nimero 0443110648 de BBVA Bancomer a nombre del Consejo
Mexicano de Ginecologia y Obstetricia, AC, por la cantidad de 2,800.00 pesos.

EXAMEN ORAL - de marzo a junio

y de agosto a noviembre de cada aio
.

Requisitos

1. Llenar la solicitud del Consejo
« Anotar la sede donde se desea presentar el examen.
2. Entregar una fotocopia en tamafio carta de los siguientes documentos (legibles y sin
manchas; los que contengan anverso y reverso, como los titulos y cédulas, deberan estar
en hojas separadas):
« Constancia de aprobacion del Examen Escrito del Consejo (tres afios de vigencia)
« Constancia de especialista otorgada por la institucién donde realizo la especialidad y
diploma de especialista de la institucién de educacion superior que avalé el curso.*
Entregar una fotografia reciente, tamafio infantil, a color.
. Entregar una fotografia reciente, tamafio diploma, en blanco y negro sin retoque
(vestimenta formal).
. Entregar el comprobante original del depdsito en la cuenta Maestra nimero 0443110648
de BBVA Bancomer a nombre del Consejo Mexicano de Ginecologia y Obstetricia, AC,
por la cantidad de 3,500.00 pesos.
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* El dia del examen debera presentar el documento original.

AVISO IMPORTANTE

Durante la realizacion del 61° Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia en la ciudad de Chihuahua

(27 al 30 de septiembre de 2010) se podra presentar el examen en sus dos fases, escrita y oral.

Inscripciones abiertas todo el aio
Lunes a viernes de 9:00 a 17:00 horas

Comité Ejecutivo 2009 - 2011

DR. ERNESTO CASTELAZO MORALES DR. CARLOS QUESNEL GARCIA BENITEZ
Presidente Director de Examenes

DR. FRANCISCO BERNARDEZ ZAPATA
Coordinador de Ginecologia y Obstetricia

A partir del 1 de junio de 2010 la oficina del Consejo Mexicano de Ginecologia y Obstetricia cambiara su domicilio a: Torre del World Trade Center, Montecito 38
piso 8-oficina 36, colonia Napoles, Deleg. Benito Juarez, C.P. 03810. Teléfonos: 5682-0156 / 5669-3743 / 5682-3895 informes@cmgo.org.mx Www.cmgo.org.mx

CONVOCATORIAS



