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a Federacion Mexicana de Ginecologia y

Obstetricia premia, cada afio, en el Congreso

Mexicano de Ginecologia y Obstetricia, los
mejores trabajos de las 4reas de investigacion basica y
clinica, mismos que ahora se publican en esta edicién
de nuestra revista GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA
DE MEXICO. Reconforta saber que cada vez es mayor
el nimero de investigaciones que se envian para par-
ticipar en los premios del congreso y que su calidad
se va, también, refinando.

El primer lugar de la categoria de investigacion cli-
nica se otorg? al trabajo: “Cambios en la concentracién
de la interleucina 6 en exudados cervicovaginales en
trabajo de parto”. Debido a la estrecha relacién clinica
dela infeccién intrauterina con el inicio del parto pretér-
mino, la interleucina 6 (IL-6) es una de las citocinas mas
estudiadas en relacion con el trabajo de parto pretérmi-
no, porque se trata de una molécula amplificadora de la
respuesta inflamatoria directamente vinculada con las
infecciones del aparato reproductor que se adquieren
durante el embarazo. Sin duda que a los ginecélogos
y obstetras habra de resultarles interesante la lectura
de este trabajo por sus posibilidades de enriquecer el
conocimiento.

El segundo lugar se otorgd a la investigacion: “Pre-
valencia y factores asociados con infeccién por virus del
papiloma humano cervical en pacientes con artritis reu-
matoide”. Este trabajo se realizé con el fin de evaluar la
prevalencia de infeccién por virus del papiloma humano
mediante pruebas de biologia molecular y analizar los
factores concomitantes con esta infeccién en pacientes
con artritis reumatoide. Los resultados y las conclusiones
de esta investigacién aportan informacién relevante para
el mejor desempenio de la clinica diaria.

El tercer lugar correspondio al trabajo: “Insemina-
cién intrauterina versus coito programado en ciclos

La version completa de este articulo también esta disponible en
internet: www.actualizacionmedica.com.mx
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de hiperestimulacién ovarica controlada.” Se trata
de un estudio analitico, comparativo, retrospectivo y
longitudinal de casos y controles de parejas en donde
se demuestra, entre otras variantes, que la edad de la
mujer se relaciona de manera directa con la fecundi-
dad, misma que disminuye con el paso de los afos.
Siempre existen opciones para cada caso de parejas
con dificultades para lograr un embarazo a término
y la que aqui se expone es una de ellas.

Los trabajos premiados de la categoria de investi-
gacion basica son igualmente relevantes y motivo de
reconocimiento por el esfuerzo que significa hacer este
tipo de investigacion, no por limitaciéon de recursos
humanos sino, sobre todo, de recursos econémicos.
Ambos tipos de investigacion deberdn estimularse
siempre porque los dos contribuyen a ampliar el cono-
cimiento y a mejorar la salud de nuestras pacientes.

Hace 55 afios, el maestro Alfonso Alvarez Bravo
publicé un interesante trabajo sobre el peristaltismo
de la trompa de Falopio del que resalto que: “...obte-
ner oscilaciones manomeétricas en estos casos en que
no existia la porcién intersticial de las trompas y en
las que qued6 conservada la musculatura del cuerno
uterino, ha llevado a este autor a la conclusién de que
las fluctuaciones de la curva quimogréfica normal
son debidas a la accién de la musculatura del cuerno
uterino, es decir, a la actividad de la porcién uterina
del “complejo cornual”.

GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO
ampliard el niimero de dictaminadores, incrementara la
cantidad de articulos de nivel de evidencia Il y II-1 para
poder incorporar la revista a indices de mas alto impacto
y mejor reconocimiento para los autores. Esto beneficiara
la educacion médica continuada de los lectores.

Dr. Carlos Fernidndez del Castillo S
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Cambios en la concentracion de la interleucina 6 en exudados
cervicovaginales en trabajo de parto*®

Aurora Espejel Nufez,* Myrna Godines Enriquez,** Gerardo Buendia Diaz,*** Eduardo Guzman
Gonzalez,*** Jorge Beltran Montoya,** Felipe Vadillo Ortega*

Nivel de evidencia: II-3

RESUMEN

Objetivo: evaluar la secrecion de interleucina 6 (IL-6) en exudado cervicovaginal en una pseudocohorte que emula la evolucion del
trabajo de parto.

Material y método: se tomaron muestras de exudado cervicovaginal de pacientes con 20 a 40 semanas de gestacion que se clasificaron
en cinco estratos de evolucion del trabajo de parto. Cada estrato refleja la activacion progresiva de la actividad uterina y los cambios
cervicales. A cada muestra se le determin¢ la IL-6 mediante el sistema Multiplex. Se eliminaron las muestras de las pacientes con datos
de infeccion.

Resultados: se incluyeron 173 muestras repartidas en cada uno de los cinco estratos. A lo largo de la gestacion existe secrecién basal
de IL-6 al exudado cervicovaginal que no se modifica hasta que aparece el trabajo de parto activo. Sélo cuando la actividad uterina se
manifiesta en forma regular y efectiva, se demuestra aumento muy significativo en la concentracién de IL-6 en el exudado.
Conclusiones: la IL-6 es una citocina proinflamatoria que aumenta de manera especifica cuando se inicia la actividad uterina efectiva;
por ello es un elemento susceptible de ser evaluado como marcador prondstico del trabajo de parto normal y pretérmino.

Palabras clave: interleucina 6, trabajo de parto.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the secretion of interleukin 6 (IL-6) in cervicovaginal fluid in a pseudocohort that emulates the evolution of the
labor.

Material and method: Samples of cervicovaginal fluid of patients with 20 to 40 weeks of gestation were taken, patients were classified in 5
strata of the development of the labor. Each stratum reflects the progressive activation of the uterine activity and the cervical changes. To each
sample was made determination of IL-6 by means of the system Multiplex. The samples of patient with infection data were eliminated.
Results: 173 samples were included distributed in each one of the five strata. Basal secretion exists of IL-6 to the cervicovaginal fluid
along the gestation, that doesn’t modify until the active labor appears. Only when the uterine activity is manifested in form to regulate and
effective, very significant increase is documented in the concentration of the IL-6 in the cervicovaginal fluid.

Conclusions: The IL-6 it is a proinflammatory cytokine that increases in a specific way in the moment in that the effective uterine activity
begins, thus, it is an excellent candidate to be evaluated as marker presage of the event of normal labor and preterm.

Key words: interleukin 6, labor.

RESUME

Objectif : évaluer la sécrétion de I'lL-6 en exsudat cervico-vaginal dans une pseudo-cohorte qui émule I'évolution du travail.

Matériel et méthode : on a pris des échantillons d’exsudat cervico-vaginal de patientes avec 20 a 40 semaines de gestation qui se sont
classées en cing strates d’évolution du travail. Chaque strate reflete I'activation progressive de I'activité utérine et les changements cer-
vicaux. On a déterminé dans chaque échantillon I'lL-6 au moyen du systéme Multiplex. On a éliminé les échantillons des patientes avec
des données d'infection.

Résultats : on a inclus 173 échantillons distribués en chacune des cinq strates. Tout au long de la gestation il existe sécrétion basale d’IL-6
a I'exsudat cervico-vaginal qui ne se modifie pas jusqu’a I'apparition du travail actif. Seulement lorsque l'activité utérine se manifeste de
forme réguliere et effective, il y a une augmentation trés significative dans la concentration de I'lL-6 dans I'exsudat.

Conclusions : I'lL-6 est une cytokine pro inflammatoire qui augmente de maniére spécifique lors du début de I'activité utérine effective ;
elle est pour cela un élément susceptible d’étre évalué comme marqueur pronostic du travail normal et avant-terme.

Mots-clés : interleukine-6, travail.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a secregao de IL-6 em exsudato cérvico vaginal com um corte supérfluo que imita a evolugéo do trabalho de parto.
Material e método: Tomaram amostras de exsudato cérvico vaginal de pacientes com 20 a 40 semanas de gestagao que se classificaram
em cinco fases de evolugao do trabalho de parto. Cada fase refleta a ativagdo progressiva da atividade uterina e as mudangas cervicais.
A cada amostra se determinou o IL-6 mediante o sistema Multiplex. Amostras de pacientes com dados de infecgéo foram eliminadas.
Resultados: Foram incluidas 173 amostras repartidas em cada uma das cinco fases. Durante o periodo de gestagao existe a secrecao
basal de IL-6 no exsudato cérvico vaginal que néo se altera até, que se tenha o trabalho de parto ativo. H4 um aumento muito significativo
na concentracdo de IL-6 do exsudato, somente quando a atividade uterina se manifesta de forma regular e efetiva.

Conclusdes: IL-6 é uma citocina proinflamatéria que aumenta de maneira especifica quando se inicia a atividade uterina efetiva; € um
elemento suscetivel de ser avaliado como um marcador prognéstico do trabalho de parto normal y pretérmino.

Palavras-chave: interleucina-6, trabalho de parto.

as citocinas son proteinas pequenas que regu-

lan una amplia gama de funciones fisiol6gicas

en los humanos. La interleucina 6 (IL-6) es una
citocina de 185 aminoéacidos, glucosilada, que se sin-
tetiza como proteina precursora de 212 aminoéacidos,
derivada de un gen localizado en el 7p21 del genoma
humano.! Con base en su funcién se clasifica como
miembro de la familia de citocinas que inducen la
expresion de proteinas de fase aguda inflamatoria
y acttia como reguladora de la biosintesis de fibri-
négeno y haptoglobina, después de dafio tisular
o infeccién.? La IL-6 es una citocina pleiotrépica
relacionada con la respuesta inmunitaria antigeno
especifica y con reacciones inflamatorias. Es impor-
tante reguladora de la inflamacién e inmunidad y
se considera un enlace entre el sistema endocrino e
inmunolégico.?

. Este trabajo obtuvo el primer lugar del Premio Dr. José Maria
Rodriguez otorgado por la Federaciéon Mexicana de Ginecologia
y Obstetricia a los trabajos de investigacion clinica presentados
en el 58 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia ce-
lebrado en Monterrey, NL, octubre 2007. Se realizé con apoyo
del Fondo Sectorial de Salud de CONACyT (Proyecto 7036).
Direccion de Investigacion.

**  Departamento de Urgencias y Tococirugia.

Residente de Ginecologia y Obstetricia.

Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los
Reyes.

Correspondencia: Dr. Felipe Vadillo Ortega. Instituto Nacional de
Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes. Montes Urales 800,
Lomas de Virreyes, CP 11000, México, DF. Tel.: 5202-9381. E-mail:
fvadillo@servidor.inper.edu.mx

Este articulo debe citarse como: Espejel NA, Godines EM, Buendia
DG, Guzman GE, Beltran MJ, Vadillo OF. Cambios en la concentra-
cion de la interleucina 6 en exudados cervicovaginales en trabajo
de parto. Ginecol Obstet Mex 2008;76(1):3-8.
La version completa de este articulo también esta disponible en
internet: www.actualizacionmedica.com.mx

El grupo de células capaces de secretar IL-6 incluye:
células endoteliales, fibroblastos, monocitos-macréfa-
gos, linfocitos T y B, granulocitos, queratinocitos y
células del estroma endometrial. Cada una de estas cé-
lulas reacciona a estimulos fisiologicos que inducen la
expresion y sintesis de IL-6, tales como otras citocinas
proinflamatorias, como: IL-1, TNF-a e interferones.*?
Su sintesis también es estimulada por endotoxinas
bacterianas, oncostatina M, ARN y ADN viral. La
IL-6 puede estimular o inhibir su propia sintesis,
dependiendo del tipo celular. El receptor de IL-6 se
expresa en células T, células B activadas por mitége-
nos, monocitos periféricos y algunos macréfagos y
tipos celulares tumorales derivados de células B. La
sefial de transduccién mediada por el receptor de IL-6
implica la participacién de la proteina cinasa C y de
la adenilato ciclasa. La IL-6 tiene un amplio limite de
efectos biolégicos.

Diferentes estudios clinicos han sefialado que la
IL-6 es un marcador muy especifico de la existencia
de corioamnionitis, afeccién que se ha relacionado
directamente con la induccién de trabajo de parto pre-
maturo y rotura prematura de membranas. El aumento
de las concentraciones de IL-6 en el liquido amniético®
asociado con infeccién ha hecho pensar en su participa-
cién en el trabajo de parto y el nacimiento prematuro.”
El trabajo de parto pretérmino es una anomalia que se
inicia por multiples causas y que, en la actualidad, se
reconoce como consecuencia de la activacién anormal
antes del término de la gestacion, de al menos algu-
nos de los mecanismos que desencadenan el trabajo
de parto normal. El proceso del trabajo de parto se
define como la activacién de actividad uterina,® de
cambios cervicales y modificaciones estructurales en

GINEcoLOoGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO
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las membranas corioamniéticas. Hace relativamente
poco tiempo se demostré que el trabajo de parto se
asocia con el desarrollo de respuesta inflamatoria y
con incremento de todas las sefiales vinculadas; por
ello ahora se considera que, al menos, una parte de
la activacién de este proceso depende del sistema
inmunolégico.”'® Existen suficientes demostraciones
que apoyan el papel de las citocinas inflamatorias
en la patogenia del trabajo de parto pretérmino y se
ha comprobado el aumento de concentraciones de la
mayor parte de las citocinas en el liquido amniético,
incluidas IL-1f," TNF-a,*? IL-6,® IL-8,"* MIP-1 e IL-
4'15

Estos mediadores han sido objeto de estudio en
la dltima década y diferentes autores han propuesto
la cuantificacién de algunas de estas moléculas para
calcular el riesgo de infeccién intrauterina o el propio
de parto pretérmino. Sin embargo, no se ha estudiado
la expresion de estas citocinas en el trabajo de parto
normal. En este trabajo se propone reconstruir la
secuencia de evolucién de expresion de la IL-6 en el
trabajo de parto normal.

MATERIAL Y METODO

Las muestras de exudado cervicovaginal se obtuvie-
ron de pacientes que acudieron a consulta de control
prenatal o al servicio de urgencias del Instituto Na-
cional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes
(INPerIER). Se incluyeron todas las pacientes que al
momento de la toma de la muestra tuvieran edad
gestacional entre 20 y 40 semanas, sin complicaciones
médicas u obstétricas mayores, como diabetes melli-
tus, diabetes gestacional o infeccién genitourinaria.
Se solicito, por escrito, su aceptacion a participar en
el protocolo de investigacion.

Para documentar la actividad uterina, las modi-
ficaciones cervicales y el estado fisiol6égico de las
membranas, las variables secundarias y confuso-
ras necesarias para el analisis de los resultados se
elaboré una hoja con la historia clinica obstétrica.
De acuerdo con la informacién asentada en el
expediente, las muestras se clasificaron en cual-
quiera de cinco estadios clinicos que reproducen
la secuencia del perfil de activacién del trabajo de
parto humano.

Criterios de inclusién
Cada grupo se integré considerando las siguientes
caracteristicas:

e Estadio 0: muestras de pacientes con edad gesta-
cional entre 18 y 34 semanas, sin actividad uterina, sin
cambios cervicales y con membranas fetales intactas.
Este estadio representa la ausencia completa de trabajo
de parto.

* Estadio 1: muestras de pacientes con irritacién
uterina minima (definida por la paciente como eventos
esporadicos de contracciones), sin cambios cervicales
y membranas fetales intactas.

¢ Estadio 2: muestras de pacientes con irritacion
uterina minima (= 1 evento/30 minutos) y cambios
cervicales iniciales con dilatacion menor a 2 cm, sin
borramiento y membranas fetales intactas.

¢ Estadio 3: muestras de pacientes con actividad
uterina irregular (= 2 eventos/30 min.), cambios cer-
vicales intermedios (dilatacién 1-3 cm) y membranas
fetales intactas.

¢ Estadio 4: muestras con trabajo de parto avanza-
do, con contracciones uterinas efectivas y regulares,
con cambios cervicales avanzados (dilatacién >3 cm)
y membranas fetales intactas.

Criterios de exclusiéon y eliminacién

Se excluyeron las pacientes con demostracién clinica
de infeccién cervicovaginal y se eliminaron las que
resultaron positivas a infeccién luego de un cultivo
microbiolégico del exudado cervicovaginal. Las pa-
cientes que refirieron haber tenido relaciones sexuales
en las 24 h previas también se excluyeron.

Exudado cervicovaginal

Para la toma de la muestra se utilizé un hisopo de
dacrén estéril y un tubo de transporte con 1 mL
de amortiguador (ITris-base 0.05M, NaCl 0.15M,
BSA 1%, Tween-20 al 0.1%). E1 hisopo se froté en
el fondo del saco de Douglas, auxilidndose con
un espejo vaginal lubricado con solucién salina, e
inmediatamente después se sumergi6 el hisopo en
la solucion amortiguadora de extraccién, durante
el transporte se almacené a 4°C. El extracto del
tubo se centrifug6 a 2000 rpm x g, a 4°C durante 15
minutos, para precipitar el material particulado y

ISSN-0300-9041 Volumen 76, Num. 1, enero, 2008
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se colect6 el sobrenadante; la muestra se conservo
a -20°C, hasta su analisis.

Determinacién de IL-6

La deteccion y cuantificacion de citocinas se realizé
con el sistema de deteccién multiple de moléculas
en suspension Bio-Plex (Bio-Rad, Hercules, Cal.). El
principio del método consiste en la combinacién de
dos técnicas: el ELISA que atrapa una proteina entre
dos anticuerpos (uno de captura adherido a una
superficie s6lida y otro de deteccién que se marca
con biotina), ambos anticuerpos especificos se unen
mutuamente en sitios exclusivos de la proteina. La
segunda técnica es la citometria de flujo, que puede
separar y cuantificar células marcadas con fluorocro-
mos, a partir de una mezcla. Las células se aspiran
y su separacion se realiza al incidir sobre cada una
de ellas diferentes laser, que determinan el tamario,
granularidad o silas células estdn marcadas; con esto
se realiza la deteccién, determinacién y tamafio. Cada
grupo de esferas muestra tonalidades idénticas para
que una vez cubiertas con el anticuerpo monoclonal
de captura puedan separarse al momento de la lec-
tura. Siguiendo las recomendaciones del fabricante
se utiliz6 una microplaca de 96 pozos y se colocaron
50 uL/pozo del céctel de microesferas conjugadas
con anticuerpos monoclonales especificos contra
IL-6. Enseguida se agregaron 50 uL/pozo de cada
uno de los estandares y de las muestras de exudado
cervicovaginal; se dejaron en incubacién durante una
hora a temperatura ambiente con agitacién constante
de 500 rpm. La deteccién de la proteina se realiza
con un cdctel de anticuerpos policlonales marcados
con biotina, se agregan 25 uL/pozo del céctel y se
deja en incubacién durante una hora en las condi-
ciones descritas. Enseguida se utiliza una molécula
reportera, con marcaje fluorescente (estreptavidina-
ficoeritrina) y 50 uL/pozo de la dilucién y se deja,
nuevamente, en incubacion durante 30 minutos. Por
dltimo, las microesferas se resuspenden en 125 uL. de
amortiguador de ensayo, con agitacién de 1100 rpm
durante 30 segundos; entre cada uno de los pasos
se realizan tres lavados por aspiracién, con solucién
amortiguadora de lavado. La lectura de la placa se
realiza en plataforma Luminex (Bio-Plex de Bio-Rad),
en donde las esferas se aspiran para hacerlas pasar

por un canal en donde cada una es incidida por dos
diferentes laser. El primero, en rojo, excita la esfera
y detecta el c6digo de la misma, discriminando entre
una molécula y otra; el segundo laser (verde) excita
el marcaje fluorescente y, de esta forma, cuantifica la
sefal emitida por cada una de las esferas. El equipo
cuenta con un software de andlisis que permite la
utilizaciéon de métodos de regresiéon de cinco para-
metros que dan como resultado la concentraciéon en
pg/mL de la IL-6.

En cada estadio las concentraciones se compararon
con ANOVA vy se aceptaron diferencias significativas
con el valor de p <0.05.

RESULTADOS

De acuerdo con los criterios de inclusién descritos se
incluyeron 173 muestras de exudado cervicovaginal,
48 de ellas se agruparon en el estadio 0; 22 en el esta-
dio 1, 34 en el estadio 2, 41 para el estadio 3 y 28 en
el estadio 4.

A cada una de las muestras se le determiné la
concentracién de IL-6 (figura 1). Se apreci6é que en el
estadio 0 la secrecién de la citocina fue minima, pero
detectable en la mayor parte de las muestras; aun-
que es posible observar el incremento a partir de los
primeros indicios de inicio de actividad uterina, sélo
es diferente estadisticamente del estadio 0 al 1. Sin
embargo, el aumento en la secrecién de la citocina fue
muy considerable hacia el estadio 4, luego de haberse
iniciado el trabajo. Al comparar el estadio 0 contra el
estadio 4 el valor fue de p=0.000 y la comparacién del
estadio 3 y 4 de p=0.009.

DISCUSION

Una de las citocinas més estudiadas en relacién
con el trabajo de parto pretérmino es la IL-6, de-
bido a su fuerte asociacién clinica con la infeccién
intrauterina y el inicio del parto pretérmino. Puesto
que se trata de una molécula amplificadora de la
respuesta inflamatoria, durante el embarazo se le
ha relacionado de manera directa con infecciones
del aparato reproductor. La mayor parte de los
estudios reportados en la bibliografia se orientan
al papel de la IL-6 en la respuesta a la infeccién;
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Figura 1. Perfil de secrecion de IL-6 durante los cuatro estadios de
evolucion del trabajo de parto. Las cajas representan la mediana y
los percentiles 25-75, las barras muestran los percentiles 5-95. En
el estadio mas avanzado en actividad se observa un importante
incremento en la secrecién de IL-6. En los estadios anteriores (1-
3) no existen diferencias en la secrecion. La grafica muestra los
estadios en que se detectan diferencias significativas en p<0.05.

sin embargo, no existe suficiente informacién de
su comportamiento en el desarrollo del trabajo de
parto normal. En nuestro estudio demostramos que
existe una correlacion estrecha entre el desarrollo
del parto efectivo y la expresioén de la citocina en el
exudado cervicovaginal, en ausencia de infeccién
y utilizando una reconstruccién de la secuencia
progresiva del trabajo de parto. La mayor parte de
los trabajos previos se enfocan a la medicién de la
concentracién de la citocina alrededor del inicio del
trabajo de parto. Hasta la fecha no se habia dejado
constancia del cambio que nosotros mostramos en
este trabajo y que permite reforzar el concepto de
que la IL-6 forma parte de la cadena de eventos que
acompafian al desencadenamiento del trabajo de
parto en el humano.

En la clinica obstétrica es de vital importancia la
deteccién oportuna del trabajo de parto pretérmino,
el tratamiento del mismo y el prondstico para ese
embarazo en particular. En este dltimo contexto es
primordial anticipar los embarazos en que a pesar
del tratamiento adecuado prevalezca el riesgo de na-
cimiento pretérmino a corto y mediano plazo, debido
a que en estos casos deben dirigirse todos los recursos

humanos y materiales para poner a la paciente y al
feto en las mejores condiciones, en caso de que el
curso del embarazo evolucione hacia un nacimiento
pretérmino.

Cuando la paciente tiene antecedentes de parto pre-
término y busca atencién médica, el clinico se enfrenta
al problema de discernir si debe hospitalizarla para
tratamiento y vigilancia del embarazo por el alto ries-
go de nacimiento pretérmino en las siguientes 24 a 48
h o puede tratarla con éxito en el servicio de urgencias
y enviarla a su domicilio para continuar la vigilancia
de su embarazo como externa. Muchas veces esta deci-
sién se basa en criterios subjetivos y en la experiencia
anecdotica del médico, no en experiencias cientificas
probadas. Esta es una de las razones por la que deben
buscarse herramientas nuevas que permitan al clinico
contar con elementos para fundamentar la toma de
sus decisiones. La caracterizacién del perfil de la IL-6
puede ser el primer paso para disefiar protocolos de
investigacion y evaluar su probable utilidad clinica
para distinguir casos reales de trabajo de parto pre-
término inminente.
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En el parto espontaneo todo esta dispuesto para que la asepsia de los érganos
internos perdure. El feto, el liquido amnidtico y la placenta, que vienen de regiones
asépticas, producen a su paso un verdadero barrido de las vias genitales.

Al revés, la mano que explora y los instrumentos pueden siempre hacer penetrar
en las vias vaginales gérmenes que pululen en la vulva.

Reproducido de: Fabre. Manual de obstetricia. Barcelona: Salvat Editores,

1941;p:180.
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Prevalencia y factores asociados con infeccion por virus del papiloma
humano cervical en pacientes con artritis reumatoidee
Wendoline Rojo Contreras,*** Héctor Montoya Fuentes,' Jorge | Gdmez Nava,*? Angel E Suarez Rincon, 3

JesuUs Vazquez Salcedo,* Miguel Padilla Rosas,' Luz M Baltazar Rodriguez,**** Xochitl Trujillo,*** Mario
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Nivel de evidencia: lI-2

RESUMEN

Antecedentes: a pesar de su vinculo con el cancer cervicouterino, no existe informacion acerca de la prevalencia de infeccién por virus
del papiloma humano cervical en pacientes con artritis reumatoide.

Objetivo: evaluar la prevalencia de infeccién por virus del papiloma humano, corroborada mediante pruebas de biologia molecular, y
analizar los factores relacionados con esta infeccion en pacientes con artritis reumatoide.

Material y método: estudio transversal, analitico, al que se incluyeron 250 pacientes: 61 mujeres con artritis reumatoide seleccionadas
de la consulta externa de reumatologia de un hospital de segundo nivel de atencion y 189 mujeres sanas que acudieron a toma de cito-
logia cervical a un hospital de primer nivel de atencién. Se realizd una encuesta estructurada para factores de riesgo de infeccion. Por
exfoliacién se obtuvieron células del cuello uterino a las que se les extrajo ADN para deteccion de virus del papiloma humano mediante
reaccion en cadena de la polimerasa con iniciadores consenso especificos e identificacion de la enzima de restriccion en los virus de alto
y bajo riesgo. Se calculé la prevalencia y se realizé el andlisis ajustado de factores mediante regresion logistica con calculo de razén de
momios y sus intervalos de confianza del 95% (IC 95%).

Resultados: la prevalencia de infeccién por el virus del papiloma humano en pacientes con artritis reumatoide fue de 30% y en el grupo control
de 34% con razén de momios = 0.8 (IC95% 0.42 a 1.6, p=0.5). En las mujeres con artritis reumatoide los tipos virales mas frecuentes fueron
de alto riesgo en 94%, con predominio de los tipos 16, 58 y 18. Los factores vinculados con mayor riesgo de infeccion por el virus del papiloma
humano ajustado en artritis reumatoide fueron: antecedente de mas de una pareja sexual (OR = 5.8, 1C95% 1.1 a 31.1, p=0.04), actividad sexual
mas de una vez a la semana (OR=6.7,1C95% 0.9 a 51.6, p=0.06), pareja circuncidada (OR=9.0, IC95% 1.2 a 64.4, p= 0.02). Las pacientes y los
controles no difirieron en estado civil. EI 74% de las controles trabajan en contraposicion del 44% de mujeres con artritis reumatoide (p<0.01).
Conclusion: una de cada tres mujeres con artritis reumatoide esta infectada por el virus del papiloma humano y 94% pertenecen al tipo
viral de alto riesgo. Los factores relacionados con la infeccién incluyen, principalmente, a los de la pareja sexual, lo que implica la nece-
sidad de detectar tempranamente la infeccién y la vigilancia debido al alto riesgo de displasia cervical.

Palabras clave: virus del papiloma humano, cervical, artritis reumatoide, prevalencia, factores asociados.

ABSTRACT

Background: Nevertheless its association with cervicouterine cancer, there is no information about cervical human papillomavirus infection
prevalence in patients with rheumatoid arthritis.

Objective: To evaluate human papillomavirus infection prevalence through molecular biology tests, and to analyze this infection related
factors in patients with rheumatoid arthritis.

Material and method: Analytic, transversal study to 250 patients: 61 women with rheumatoid arthritis selected from a rheumatologic external
consult of a second level hospital, and 189 healthy women, with cervical cytology, of a first level hospital. They were polled to find infection
risk factors. They were exfoliated to get cervix cells to extract its DNA and detect human papillomavirus (chain reaction of polymerase with
specific consensus markers), and identification of restriction enzyme in high and low risks viruses. Prevalence was calculated, and adjusted
factors analysis was performed through logistic regression with odds ratio and confidence intervals of 95%.

Results: Prevalence of papillomavirus infection in patients with rheumatoid arthritis was 30%, and in control group was 24%, with an odds
ratio of 0.8 (C195% 0.42-1.6, p = 0.5). Ninety-four percent of the most frequent viral types in women with rheumatoid arthritis were high
risk (mainly types 16, 58, and 18). Factors associated with higher human papillomavirus adjusted to rheumatoid arthritis were: more than
one sexual partner (OR = 5.8 C195% 1.1-31.1, p = 0.04), more than one sexual intercourse weekly (OR = 6.7, CI95% 0.9-51.6, p = 0.06),
circumcised sexual partner (OR = 9.0, CI95% 1.2-64.4, p = 0.02). Patients and controls had same values of marital status. Seventy-four
percent of controls worked, compared to 44% of women with rheumatoid arthritis (p < 0.01).

Conclusion: One out of three women with rheumatoid arthritis has human papillomavirus infection and 94% has the high-risk viral type. Infection associated
factors mainly includes sexual partner ones; due to high risk of cervical dysplasia, it is necessary the early detection of the infection and surveillance.
Key words: cervical human papillomavirus, rheumatoid arthritis, prevalence, associated factors.
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RESUME

Antécédents : nonobstant son lien avec le cancer cervico-utérin, il n’existe pas d’information sur la prévalence d’infection par virus du
papillome humain cervical en patientes avec arthrite rhumatoide.

Objectif : évaluer la prévalence d’infection par virus du papillome humain corroboré au moyen de tests de biologie moléculaire et faire
'analyse des facteurs liés a cette infection en patientes avec arthrite rhumatoide.

Matériel et méthode : étude transversale, analytique, auprés de 250 patientes : 61 femmes avec arthrite rhumatoide sélectionnées
dans la consultation externe de rhumatologie d’'un hopital de deuxiéme niveau d’attention et 189 en bonne santé qui ont été accueillies
pour préléevement de cytologie cervicale dans un hépital de premier niveau. On a réalisé une enquéte structurée pour facteurs de risque
d’infection. Par exfoliation on a obtenu des cellules du col utérin auxquelles on a extrait ADN pour détection de virus du papillome humain
(réaction en chaine de la polymérase avec déclencheurs consensus spécifiques) et identification de 'enzyme de restriction dans les virus
de haut et faible risque. On a calculé la prévalence et on a réalisé I'analyse ajustée des facteurs au moyen de régression logistique avec
calcul de rapport des cétes et leurs intervalles de confiance de 95%.

Résultats : la prévalence d’'infection par le virus du papillome humain en patientes avec arthrite rhumatoide a été de 30% et dans le groupe
contréle de 34% avec rapport des cotes de 0.8 (IC95% 0.42 a 1.6, p = 0.5). Chez les femmes avec arthrite rhumatoide les types viraux
les plus fréquents ont été de haut risque en 94% (surtout les types 16, 58 et 18). Les facteurs liés avec risque majeur d’infection par le
virus du papillome humain ajusté en arthrite rhumatoide ont été : antécédent de plus d’un couple sexuel (OR =5.8,1C95% 1.1a31.1,p=
0.04), activité sexuelle plus d’une fois chaque semaine (OR = 6.7, IC95% 0.9 & 51.6, p = 0.06), couple circoncis (OR = 9.0, IC95% 1.2 a
64.4, p = 0.02). Les patientes et les contréles n'ont pas de différence quant a I'état civil. 74% des contréles travaille, contrairement a 44%
de femmes avec arthrite rhumatoide (p<0.01).

Conclusion : une sur trois femmes avec arthrite rhumatoide est infectée par le virus du papillome humain et 94% appartient au type
viral de haut risque. Les facteurs liés a l'infection incluent, principalement, ceux du couple sexuel, ce qui implique le besoin de détecter
précocement l'infection et la surveillance en raison du haut risque de dysplasie cervicale.

Mots-clés : virus du papillome humain cervical, arthrite rhumatoide, prévalence, facteurs associés.

RESUMO

Antecedentes: Nao obstante, seu vinculo com o cancer cérvico uterino, ndo existe informagao sobre a prevaléncia de infecgéo pelo virus
de papiloma humano cervical em pacientes com artrite reumatica.

Objetivo: Avaliar a prevaléncia de infecgéo pelo virus de papiloma humano, confirmada mediante provas de biologia molecular e analisar
os fatores relacionados com esta infecgdo em pacientes com artrite reumatica.

Material e método: Estudo transversal e analitico em 250 pacientes: 61 mulheres com artrite reumatica selecionadas de consulta externa
de reumatologia de um hospital de segundo nivel de atengéo e 189 mulheres saudaveis que foram ao exame de citologia cervical de um
hospital de primeiro nivel. Foi realizada uma pesquisa de fatores de riscos de infecgdo. Através de esfoliagdo se obteve células do célo
do utero que foi extraido DNA para detectar o virus de papiloma humano (reagdo em cadena da polimerasa com iniciadores consenso
especificos) e identificagdo da enzima de restrigao do virus de alto e baixo risco. Foi calculado a prevaléncia e realizado a analise ajustada
de fatores, mediante regresséo logistica com calculo de razdo de mumias e seus intervalos de seguranga de 95%.

Resultados: A prevaléncia de infec¢éo pelo virus de papiloma humanao em pacientes com artrite reumatica foi de 30%, e no grupo de
controle de 34% com razédo de mumias de 0,8 (IC95% 0,42 a 1,6 p = 0,5). Nas mulheres com artrite reumatica , os tipos de virus mais
frequientes foram de alto risco em 94% (sobre todos os tipos 16, 58 y 18). Os fatores vinculados com maior risco de infecgao pelo virus
de papiloma humano com atrites reumatica foram: antecedente de mais de um parceiro sexual (OR = 5,8 IC95% 1,1 a 31,1 p = 0,04),
atividade sexual mais de uma vez por semana (OR = 6.7, IC95% 0.9 a 51.6 p = 0,06) parceiro circuncizado (OR = 9.0, IC95% 1,2 a 64,4
p = 0,02). Entre pacientes e controles o estado civil ndo interferiu. Em 74% das controles trabalham, e em contraposi¢édo de 44% das
mulheres com artrites reumatica (p < 0,01).

Conclusdo: Uma de cada trés mulheres com atrites reumatica esté infectada com o virus de papiloma humano e 94% pertence ao tipo
viral de alto risco. O fatores relacionados com a infecgéo incluem, principalmente, dos parceiros sexuais, o que implica a necessidade de
detectar bem cedo a infecgéo e a vigilancia devido ao alto risco de displasia cervical.

Palavras-chave: virus do papiloma humano, atrites reumatica, prevaléncia, fatores associados.

| deterioro de la respuesta inmunitaria en

pacientes con enfermedades reumaticas sisté-

micas puede favorecer el inicio y progresién de
infecciones. Algunos farmacos utilizados para tratar
estas afecciones repercuten en la respuesta inmunitaria
humoral y celular, circunstancia que puede acelerar
la replicacién viral.!

La artritis reumatoide es una enfermedad que pre-
domina en el sexo femenino (3:1) y su edad de inicio
es entre los 25 y 50 afios.” Afecta a mujeres durante sus
anos reproductivos y post-reproductivos. El tamizaje
de lesiones en el cuello uterino de mujeres con artritis
reumatoide es importante porque la identificacién
oportuna de infecciones sexualmente trasmisibles,
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como la del virus del papiloma humano, puede acom-
panarse de estrategias que prevengan la progresion a
céncer cervical, que es uno de los pocos canceres con
lesiones precancerosas susceptible de deteccion y trata-
miento oportuno.® La infeccién por virus del papiloma
humano es la mas frecuente de las infecciones de trasmi-
sién sexual.* Existen demostraciones epidemiolégicas
actuales que sefialan que alrededor de 90% del cancer de
cuello uterino puede relacionarse con algunos tipos de
virus del papiloma humano,’ su participacién es sinér-
gica en el inicio de lesiones premalignas y carcinomas
del cuello uterino. En la evolucién de estas lesiones
es necesario contemplar la respuesta inmunitaria del
paciente y la coexistencia de factores ambientales y
del huésped.® Existen factores de riesgo asociados
con la infeccion del virus del papiloma humano que
incluyen a los tradicionales y los relacionados con la
disminucién de la inmunidad celular del paciente.” En
la actualidad, la prevalencia en México de infeccién por
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virus del papiloma humano descansa, principalmente,
en los resultados de citologia cervical (método con alta
tasa de falsos positivos y negativos).? Slo unos cuantos
estudios han evaluado esta prevalencia en un limitado
numero de pacientes en quienes se aplican técnicas de
biologia molecular.’

Los autores realizamos una bisqueda sistematica en
mujeres con artritis reumatoide mediante las palabras
clave: human papillomavirus y rheumatoid artritis y no
encontramos ningtin estudio de prevalencia de la infec-
cién por virus del papiloma humano cervical en estas
mujeres, las cuales tienen alteraciones en la inmunidad
humoral y celular derivadas de la enfermedad y de
algunos tratamientos que pueden condicionar mayor
proporcién de neoplasias. Debido a esta falta de infor-
macién en la bibliografia en un estudio evaluamos la
prevalencia de la infeccién identificada por técnicas de
biologia molecular, tipos de virus y factores asociados
con la infeccién por virus del papiloma humano cervical
en mujeres con artritis reumatoide.

PACIENTES Y METODO

Disefio: estudio transversal analitico. Universo de traba-
jo: dejulio de 2005 a septiembre de 2006 se incluyeron
250 mujeres: 61 con artritis reumatoide que acudieron
en forma consecutiva a la consulta externa de reuma-
tologia de un hospital de segundo nivel de atencién y
a 189 mujeres sanas, controles, que acudieron conse-
cutivamente a toma de citologia cervical a un hospital
de primer nivel de atencién. Los criterios de inclusién
para artritis reumatoide fueron: mujeres de 18 a 55
afios de edad, con vida sexual activa y diagnéstico
de artritis reumatoide de acuerdo con los criterios
del Colegio Americano de Reumatologia 1987, hete-
rosexuales y aceptacion por escrito para participar
en el estudio. Los criterios de inclusién para el grupo
control fueron: mujeres de 18 a 55 afios de edad, con
vida sexual activa, heterosexuales y aceptacién por
escrito para participar en el estudio. En ambos grupos
se excluy6 a quienes tuvieran histerectomia, embarazo
o antecedentes de céncer cérvico-uterino.

Desarrollo del estudio
A ambos grupos se les realizé una encuesta estruc-
turada de factores de riesgo para infeccién por virus
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del papiloma humano que incluy6: fecha de inicio
de la vida sexual activa, ntimero de parejas sexuales,
periodicidad dela actividad sexual por semana, tener
0 no circuncision la pareja o ser migrante a Estados
Unidos; ademads de antecedentes clinicos y sociode-
mogréficos. En las pacientes con artritis reumatoide
se identificaron las caracteristicas de la enfermedad,
tratamientos utilizados, en especial inductores de
remision o inmunosupresores.

Citologia cervical y toma de muestra para estudios de
biologia molecular

Alas pacientes con artritis reumatoide y a las controles
se les dio cita especifica para que las atendiera una
investigadora adiestrada que sigui6 un protocolo para
la toma de citologia. Se obtuvo una muestra cervical
mediante la introduccién de un espéculo vaginal estéril
desechable. Con control visual se obtuvieron células
del endocervix y de la zona de transformacién que se
colectaron por exfoliacién con un cito-cepillo estéril que
se rot6 360 grados en el orificio cervical externo. Las
células se depositaron en un tubo Eppendorf de 2.5 mL
con solucion salina estéril,'” previamente preparadas
en una cdmara de flujo laminar, luego se almacenaron
a -20°C, hasta su procesamiento (figura 1). Al mismo
tiempo se envid la muestra a citologia cervical.

DETERMINACION DE LA INFECCION POR VIRUS DEL
PAPILOMA HUMANO

La obtencién del ADN de la muestra cervical la de-
termind un investigador cegado a las caracteristicas
clinicas y al grupo del que se obtuvo la muestra. El
ADN se extrajo siguiendo la técnica estandariza-
da de Wright y Manos," la cantidad y pureza del
ADN extraido se estimaron mediante un método
espectrofotométrico y la calidad por deteccién del
gen constitutivo EP3 y EP13. La amplificacién del
genoma viral se realizé por PCR. Las regiones mas
conservadas se encuentran en los marcos de lectura
abierta E1 y L1; E1 fue la méas adecuada y con los
iniciadores Cpl y CplIG, que fue capaz de identificar
los tipos virales 5, 6, 8, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51,56y 58, entre otros, los cuales representan 99% de
los virus del papiloma humano mas frecuentes en la
poblacién mundial. Para la amplificacion del ADN

Encuesta de variables clinicas y demogréficas
Antecedentes ginecolégicos

artritis reumatoide = 61 pacientes Controles = 189

v

I Cepillado endocervical

Y

| Extraccién de ADN |

y

Verificacion de la pureza, calidad y cantidad del ADN

v

Amplificacién por PCR
Iniciadores consenso (Cpl y CpliG)

e

Recuperacién del fragmento de 188 pb y reamplificacién

v

Tipificacion por fragmentos de restriccion
de longitud polimérfica
Enzima Rsal

v

Identificacién de los tipos virales

y

Analisis de resultados
(Prevalencias, razén de momios, t de Student,
%2, prueba exacta de Fisher)

Positivo Negativo

Figura 1. Diagrama de flujo.

se utilizaron alicuotas de 2 pL (100 ng/pL) y la PCR
constd de 32 ciclos.™
CplIG 5 ATG TTA ATW SAG CCW CCA AAA
TT 3
Cpl 5 TTA TCA WAT GCC CAY TGT ACC AT &
W=A0T,S=Co0G,Y=CoT.
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El fragmento resultante de 188 pares de bases (pb)
se evidencié mediante electroforesis en gel de poliacri-
lamida al 6% (29:1) en buffer TBE 1X, 80 volts durante
cinco minutos, posteriormente se incremento el voltaje
a 140 durante 1.5 horas. Se utiliz6 pBR322 digerido con
Msp I como marcador de peso molecular (figura 2)."

1 2 3 4 5

[ 8 VPH WPH ¥WFH ¥PH
dig. Msp [

=2 [ =

Figura 2. Evidencia de infeccién por virus del papiloma humano en
gel de poliacrilamida. Gel de poliacrilamida al 6% (29:1) en buffer
TBE 1 X. Carril 1: Marcador de peso molecular pBR 322 digerido
con Mspl carril 2, 3, 4 y 5: Muestras positivas para VPH.

Identificacion de los tipos virales

La enzima Rsa I, que reconoce la secuencia 5 GT/AC
3’, posee al menos un sitio de corte para los virus
del papiloma humano maés frecuentes en diferentes
poblaciones, los cuales se han implicado en cancer
cervicouterino, papilomatosis respiratoria recurrente
y carcinoma faringo-amigdalino, entre otros tumo-
res (figura 3)."”2 En cada amplificaciéon se utilizaron
controles negativos y positivos para asegurar la no
contaminacién de las muestras en los diferentes pasos
del procedimiento: descontaminacién previa de las
areas de trabajo a la manipulacién de las muestras
mediante el uso de soluciéon de SDS 0.5% Y DEPC 0.1%
y uso de cubre-bocas y guantes estériles.

Tamafo de la muestra

Para calcular el tamafio de muestra se utiliz6 el pro-
grama Epilnfo 6 y se obtuvo una prevalencia estimada
del virus del papiloma humano de 20% en poblacion
general *'° contra una prevalencia esperada de 40%
en pacientes con artritis reumatoide, con potencia de
80% y nivel de confianza del 95% y una relacién no ex-
puestos a expuestos de 3:1, el grupo de interés (artritis
reumatoide) estd integrado por 60 elementos, mientras
que el grupo de referencia (control) se calcul6 con una

Carriles 1

2 3 4 5 867 8 9 10

« 100 pb

Figura 3. Identificacion de los tipos virales con enzima Rsa | en
gel de poliacrilamida al 12%.Electroforesis en poliacrilamida al 12%
(19:1). Carriles 1 y 10: escalera de 100 pb; carriles 2 y 9: escalera
de 10 pb; carril 3: positivo para VPH 18 y tipo desconocido; carril 4:
positivo para VPH 6, 16, 18, 33 y 35; carril 5: positivo para VPH 6,
16, 18y 35; carril 6: positivo para VPH 6 y 16; carril 7: blanco de am-
plificacién; carril 8: control negativo digerido con la enzima Rsa .

relacion 3:1. Por lo tanto, la muestra minima fue de: 60
con artritis reumatoide y 180 del grupo control.

Andlisis estadistico

Se calcul6 la prevalencia e intervalos de confianza
del 95% para infeccién en ambos grupos. Se cal-
culé un estimado de riesgo para infeccién basado
en razén de momios (OR). El anélisis bivariado se
realizé mediante ji al cuadrado y, en su caso, prueba
exacta de Fisher para comparacién de proporciones
y t de Student para comparacién de medias entre
pacientes con artritis reumatoide y controles. Para
evaluar las diferencias entre pacientes con artritis
reumatoide se realiz6 un enfoque estadistico similar,
quienes tuvieron virus del papiloma humano (+)
versus quienes tuvieron virus del papiloma humano
(-). Para evaluar factores de riesgo vinculados con la
infeccién por virus del papiloma humano se realiz6
un analisis multivariado de regresion logistica en el
que se utilizé como variable dependiente la coexis-
tencia de infeccién por virus del papiloma humano y
como covariadas las que dieron p < 0.10 en el analisis
univariado. Se consider6 valor de significacion esta-
distica a la p= 0.05. Todos los analisis se realizaron
en SPSS versiéon 8.0.
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Consideraciones éticas

El proyecto lo aprob6 el comité de investigacion
(nimero de aprobacién 2003-004-110-048). A todas
las mujeres se les solicité su consentimiento infor-
mado, se les indicaron los objetivos del estudio y sus
derechos a rehusar la participacién, el manejo de la
informacién fue confidencial y con fines cientificos,
se dio una copia del resultado a su reumatélogo y a
su médico familiar, con el fin de dar seguimiento en
€aso necesario.

Conflicto de interés

El proyecto fue apoyado por el IMSS, a través del
Fondo de Fomento a la Investigaciéon y el Instituto
Cientifico Pfizer, como parte de un concurso nacional
de protocolos de investigacién no dependientes de
la industria farmacéutica. Ningtn autor o paciente
recibié compensacién econémica alguna por su par-
ticipacién en el estudio.

RESULTADOS

En el cuadro 1 aparece la comparacién bivariada de
las caracteristicas generales e historia ginecoobstétrica

de ambos grupos. La edad promedio fue menor en el
grupo control que en el de artritis reumatoide (36 +
8 vs 40 + 8 afos, p < 0.001); la escolaridad fue mayor
en el grupo control (11 + 4 vs 8 + 4, p < 0.001); las
controles tuvieron mayor proporcién de relaciones
sexuales (mas de una vez a la semana 74 vs 44% p <
0.001); las pacientes con artritis reumatoide iniciaron
su vida sexual activa a mas temprana edad (19 + 3 vs
21 + 5 afos, p < 0.001).

La prevalencia de infeccién por el virus del papilo-
ma humano cervical en mujeres con artritis reumatoide
fue de 30% (IC95% 20 a 42%) y en el grupo control de
34% (IC95% 28 a 41%), sin diferencias estadisticamente
significativas en el riesgo de infeccién entre ambos
grupos (OR= 0.8, IC95% 0.42 a 1.6, p=0.5).

En el cuadro 2 se realiza un anélisis bivariado de
factores relacionados con la infecciéon por virus del
papiloma humano en pacientes con artritis reuma-
toide. Hubo tendencia a més frecuencia de infeccién
a menor edad, mas de una pareja sexual, antecedente
de migracién de la pareja sexual a Estados Unidos y
relaciones sexuales mds de una vez a la semana. En
el cuadro 3 se sefala que en las pacientes con artritis
reumatoide se encontré mayor frecuencia de tipos vi-

Cuadro 1. Caracteristicas generales e historia ginecoobstétrica de las pacientes con artritis reumatoide y controles

Caracteristicas Artritis reumatoide n = 61 Controles n = 189 Valor de p*

Edad (afios), media + DE 40+8 36 +8 < 0.001
Escolaridad (afios), media + DE 8+4 11+4 <0.001

Primaria o menos, n (%) 27 (44) 27 (14) < 0.001
Casada-union libre, n (%) 44 (77) 137 (73) 0.5
Empleo remunerado, n (%) 27 (44) 109 (74) <0.001
Tabaquismo, n (%) 15 (25) 57 (30) 0.4
Menarquia (afios), media + DE 1312 1312 0.2
IVSA (afios), media + DE 193 21%5 < 0.001
Mas de una pareja sexual, n (%) 26 (43) 73 (39) 0.6
Actividad sexual mas de una vez a la 23 (44) 116 (74) <0.001
semana, n (%)
Pareja circuncidada, n (%) 12 (20) 63 (34) 0.05
Pareja emigrada a Estados Unidos, n (%) 16 (27) 37 (20) 0.2
Embarazos, media £+ DE 3+2 312 0.2
Uso de hormonales (meses), n (%) 36 (59) 96 (51) 0.1
Infecciones vaginales previas, n (%) 46 (75) 137 (76) 0.6

T Comparacion de variables cuantitativas: t de Student. Comparacion de variables cualitativas: %2 * Prueba exacta de Fisher.

DE: desviacién estandar.
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Cuadro 2. Factores asociados con infeccién por virus del papiloma humano en pacientes con artritis reumatoide

Caracteristicas Deteccion de la infeccién por PCR Valor de p*
Negativo n = 43 Positivon = 18

Edad (afios), media + DE 41+7 37+9 0.06
Casada-union libre, n (%) 34 (80) 13 (72) 0.6
Escolaridad (afios), media + DE 8+4 9+3 0.2

Primaria o menos, n (%) 21 (49) 6 (33) 0.3
Empleo remunerado, n (%) 16 (37) 11 (61) 0.09
Tabaquismo, n (%) 10 (23) 5(28) 0.7
IVSA (afios), media + DE 19+3 19+3 0.8
Mas de una pareja sexual, n (%) 15 (35) 11 (61) 0.06
Actividad sexual mas de una vez a la semana, n (%) 20 (51) 3(23) 0.08
Pareja circuncidada, n (%) 6 (14) 6 (35) 0.08
Pareja emigrada a Estados Unidos, n (%) 8 (19) 8 (44) 0.06
Embarazos, media + DE 312 32 0.1
Tratamiento con hormonales orales, n (%) 28 (65) 8 (44) 0.1
Infecciones vaginales previas n (%) 31(72) 15 (83) 0.4

T Comparacion de variables cualitativas: 2. Comparacion de variables cuantitativas: t de Student. * Prueba exacta de Fisher.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

Cuadro 3. Identificacion de los tipos virales del papiloma humano
(VPH) cervical

Infeccién por VPH  Artritis reuma-  Controles Valor de

toide n=18 n= 64 pt
(30%) (34%)

Tipos virales

Bajo riesgo 1(6) 22 (35) 0.02

Virus del papiloma 1(6) 21 (33) 0.03

humano 6

Virus del papiloma 0 (0) 3(5) -

humano 11

Alto riesgo 16 (94) 52 (83) 0.2

Virus del papiloma 7(41) 17 (27) 0.2

humano 16

Virus del papiloma 5(30) 23 (36) 0.6

humano 18

Virus del papiloma 3(17) 1(2) 0.001

humano 33

Virus del papiloma 0 (0) 11 (17) -

humano 35

Virus del papiloma 0 (0) 2(3) -

humano 51

Virus del papiloma 6 (35) 9 (14) 0.05

humano 58

Virus del papiloma 1(6) 1(2) 03

humano X

X: virus del papiloma humano desconocido. ¥ Comparacion de
variables cualitativas: %2. * Prueba exacta de Fisher.

rales de alto riesgo 16, 58 y 18 (94%, 1C95% 67 a 97%),
un tipo viral en 13 pacientes con artritis reumatoide
(72%) y en 39 controles (61%), de dos tipos virales en
cinco pacientes con artritis reumatoide (28%) y en 23
controles (36%). La infeccién por virus del papiloma
humano en pacientes con artritis reumatoide no se
relacioné con tratamiento con prednisona o inducto-
res de remision, ni con el tiempo de evolucién de la
enfermedad (datos no mostrados en el cuadro).

El cuadro 4 muestra el andlisis multivariado de
factores de riesgo para infecciéon por virus del papi-
loma humano en pacientes con artritis reumatoide.
Después de ajustar por edad y tener mas de una pareja
sexual, los factores asociados con infeccién por virus
del papiloma humano fueron OR = 5.8 (IC95% 1.0 a
31.1, p = 0.04); tener relaciones sexuales més de una
vez a la semana OR = 6.7 (IC95% 0.9 a 51.6, p = 0.06);
tener una pareja que emigré a Estados Unidos tuvo
una tendencia en el analisis multivariado, aunque no
significativa (OR = 5.4 IC95% 0.8 a 36.1, p = 0.08).

DISCUSION
Este es el primer estudio que investiga la prevalencia

de infeccién por virus del papiloma humano en pa-
cientes con artritis reumatoide en poblacién mexicana.
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Cuadro 4. Andlisis ajustado de factores asociados del virus del papiloma humano cervical en pacientes con artritis reumatoide

Caracteristica OR IC 95% Valor de p*
Edad 0.36 0.1a2.0 0.5
Mas de una pareja sexual 5.8 1.1a31.1 0.04
Actividad sexual mas de una vez a la semana 6.7 09ab1.6 0.06
Pareja circuncidada 9.0 1.2a64.4 0.02
Pareja emigrada a Estados Unidos 5.4 0.8a36.1 0.08

OR: razén de momios.
IC 95%: intervalo de confianza 95%.
T Regresion logistica.

La prevalencia encontrada en controles en nuestro
estudio fue mayor que un estudio realizado en México
que reporto infeccién por virus del papiloma humano
en 17% y del tipo de alto riesgo en 58% de mujeres
sanas con reportes citolégicos normales.® Nosotros
encontramos el tipo viral de alto riesgo en 94% de las
pacientes infectadas con virus del papiloma humano
en artritis reumatoide con predominio de los tipos
16,58 y 18.

En nuestro estudio, el tratamiento con inductores
de remisién e inmunosupresores no fue un factor de
riesgo para la adquisicién de infeccién por virus del
papiloma humano. Aunque no hay informacién en
la bibliografia para hacerlo comparativo con otras
poblaciones con artritis reumatoide, en las de lupus
eritematoso sistémico la prevalencia fue similar en
China."

Llama la atencién la alta proporcién de tipos de alto
riesgo observados en nuestras pacientes, sobre todo el
16 y 18 que se relacionan con cancer cervical.”®

Nuestros hallazgos muestran que los factores epide-
miolégicos son relevantes en la infeccion por virus del
papiloma humano. Las series de pacientes evaluadas
en poblacién no reumatica muestran que existe corre-
lacién entre menos afios de escolaridad y el inicio de
vida sexual activa.'® En estas series de pacientes sin
enfermedad reumatica, los aspectos de la conducta
sexual, como el inicio de relaciones sexuales temprano
y mayor ntimero de parejas sexuales, incrementan el
riesgo de infeccién por virus del papiloma humano;"”
sin embargo, nosotros no observamos una correlacion
estrecha con estas variables ni con tratamientos con
hormonales, lo cual estd en discusién por diferentes
grupos de autores.'s"

Entre las limitaciones del estudio esta el ser un es-
tudio transversal y sélo los estudios de seguimiento
podran evaluar la incidencia y persistencia de la infec-
cién por virus del papiloma humano y su contribucién
a la aparicion de lesion intraepitelial escamosa del
cuello uterino y cancer cérvico-uterino.

La fuerza de este estudio incluye una considerable
muestra de pacientes en quienes se utiliz6 la técnica
con PCR de alta sensibilidad para la deteccién vy ti-
pificacion del virus del papiloma humano, ademas
de ser el inicio de investigaciones de infeccién por
virus del papiloma humano en poblacién mexicana
con enfermedades reumaticas sistémicas en quienes
es posible dar seguimiento para apreciar la historia
natural, mediante la identificacién de la persistencia
de la infeccién y la aparicion de manifestaciones
clinicas o histopatolégicas de lesién intraepitelial
cervical y cancer cérvico-uterino que ayuden a tomar
decisiones clinicas que favorezcan el pronéstico de
las pacientes.

CONCLUSION

La prevalencia de infeccién por virus del papiloma
humano es alta en pacientes con artritis reumatoide.
Debido a que los principales tipos coexistentes son de
alto riesgo, con mayor frecuencia en artritis reumatoi-
de y a que estas pacientes tienen inmunosupresién
ocasionada por la enfermedad y por los tratamien-
tos, el riesgo de aparicién de una neoplasia maligna
puede verse incrementado. Por lo tanto, es necesario
investigar esta infeccién y planear estrategias para
disminuir el riesgo mediante educacién y utilizaciéon
de vacunas, principalmente contra tipos virales de
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alto riesgo. Deben realizarse estudios de seguimiento
que evaltden los factores de riesgo para adquisicién de
infeccién por virus del papiloma humano, la regre-
sion de infeccion o progresion a lesion intraepitelial
escamosa de cuello uterino y cancer cérvico-uterino,
esto podra ofrecer respuestas si estas pacientes son
susceptibles de recibir otras medidas y tratamientos
distintos que quienes no estan infectadas.
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Inseminacién intrauterina versus coito programado en ciclos de
hiperestimulacion ovarica controladae
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Godines Enriquez,*** Félix Manzur Navarrete,* Victor Sanchez Solis,* Gerardo Barroso Villa****

Nivel de evidencia: lI-2

RESUMEN

Antecedentes: las técnicas de reproduccion asistida se utilizan cada vez con mayor frecuencia en el tratamiento de parejas con diag-
néstico de infertilidad.

Objetivo: analizar el valor de la inseminacion intrauterina en pacientes a quienes se realiza hiperestimulacién ovarica controlada.
Material y métodos: estudio analitico, comparativo, retrospectivo y longitudinal de casos y controles. Se analizaron los ciclos de insemi-
nacién intrauterina (grupo 1) y de coito programado (grupo Il) de pacientes a quienes se efectué hiperestimulacién ovarica controlada,
del 1 enero del 2004 al 31 diciembre del 2006. Se incluyeron pacientes infértiles entre 24 y 42 afios (grupo |) y entre 23 y 36 afios de
edad (grupo Il). Se analizaron: edad, tipo, causa y tiempo de infertilidad, densidad y movilidad espermatica poscapacitacion, asi como
espermatobioscopia directa para coito programado; nimero de foliculos totales y maduros, grosor endometrial, tipo y dosis de gonado-
tropina y dia de inseminacién para el grupo | o dia de inicio del coito para el grupo Il. Los resultados se analizaron con los programas
STATA 7.0 y SPSS 12.0.

Resultados: se analizaron 873 ciclos en 539 pacientes del grupo | y 246 ciclos en 138 pacientes del grupo Il. La tasa de embarazo por
ciclo fue de 13.1% (inseminacion intrauterina) y de 5.2% (coito programado, p>0.05). La edad promedio para inseminacion intrauterina y
coito programado fue de 32.9 + 3.5 y de 31.82 £ 2.7 afios, respectivamente. Hubo diferencia significativa sélo en la densidad espermatica
entre ambos grupos.

Conclusiones: la inseminacion intrauterina no parece tener ventaja sobre el coito programado en las tasas de embarazo de pacientes
que han recibido hiperestimulacion ovarica controlada.

Palabras clave: inseminacion intrauterina, coito programado, hiperestimulacion ovarica controlada.

ABSTRACT

Background: Assisted reproduction techniques are used more and more frequently in the treatment of coulples with infertility diagnosis.
Objective: To analyze the intrauterine insemination (IUl) value in controlled ovarian hyperstimulation cycles (COH).

Material and methods: An analytic, comparative, retrospective and longitudinal case-control study was performed. COH with Ul (group
1) or with timed intercourse (TI) (group Il) cycles from January 15t 2004 to December 315t 2006 were analyzed. Infertile patients aged bet-
ween 24 and 42 years (group |) and between 23 and 36 years (group Il) were included. The following variables were analyzed: Age, type,
etiology and duration of infertility, sperm density and motility after capacitation or seminal analysis, number of total and mature follicles,
endometrial thickness, gonadotropin type and dosage, insemination or Tl cycle day. Pregnant vs non pregnant and pregnancies in both
groups were analyzed. Results were analyzed with the STATA 7.0 and SPSS 12.0 programs.

Results: 873 COH+I Ul cycles in 539 couples and 246 COH+ Tl in 138 patients were analyzed the pregnancy rates per cycle were 13.1%
and 5.2% for each group respectively. The mean woman’s age was of 32.9 + 3.5 and 31.8 + 2.7 years for groups | and |l respectively. There
were significant differences in sperm density in both groups. The remaining variables showed no statistical differences.

Conclusions: IUl versus Tl do not seems to be superior with respect to the pregnancy rates in COH cycles.

Key words: intrauterine insemination, controlled ovarian hyperstimulation, timed intercourse.

RESUME

Antécédents : les techniques de reproduction assistée s’emploient chaque fois de plus en plus dans le traitement de couples avec diag-
nostic d’infertilité.

Objectif : faire I'analyse de la valeur de I'insémination intra-utérine en patientes a qui on réalise hyperstimulation ovarienne controlée.
Matériel et méthodes : étude analytique, comparative, rétrospective et longitudinale de cas/contréles. On a fait I'analyse des cycles
d’insémination intra-utérine (groupe I) et de coit programmé (groupe Il) de patientes a qui on a réalisé hyperstimulation ovarienne controlée,
du 1er janvier 2004 au 31 décembre 2006. On a inclus des patientes infertiles d’entre 24 et 42 ans (groupe |) et d’entre 23 et 36 ans (groupe
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I1). On a fait 'analyse de : age, type, cause et temps d’infertilité, densité et mobilité spermatique post capacitation, ainsi que EBD pour coit
programmeé ; nombre de follicules totaux et mdrs, épaisseur de 'endométre, type et dose de gonadotrophine et jour de I'insémination pour
le groupe | ou jour du début du coit pour le groupe Il. Les résultats ont été analysés avec les programmes STATA 7.0 et SPSS 12.0.
Résultats : on a fait I'analyse de 873 cycles en 539 patientes du groupe | et 246 cycles en 138 patientes du groupe Il. Le taux de grossesse
par cycle a été de 13.1% (insémination intra-utérine) et de 5.2% (coit programmé) (p>0.05). La moyenne d’age pour insémination intra-
utérine et coit programmé a été de 32.9 + 3.5 et de 31.82 £ 2.7 ans, respectivement. Il y a eu différence significative seulement dans la
densité spermatique entre les deux groupes.

Conclusions : I'insémination intra-utérine ne semble pas avoir d’avantage sur le coit programmé dans les taux de grossesse de patientes
qui ont regu hyperstimulation ovarienne controlée.

Mots-clés : insémination intra-utérine, coit programmé, hyperstimulation ovarienne contrélée.

RESUMO

Antecedentes: As técnicas de reprodugéo assistida se utilizam com maior freqliéncia no tratamento de casais com diagnéstico de infer-
tilidade.

Objetivo: Analisar o valor da inseminacéo intrauterina em pacientes a quem se realiza hiperestimulagdo ovariano controlada.

Material e métodos: estudo analitio, comparativo, retrospectivo e longitudinal de casos e controles. Foi analisado ciclos de inseminagao
intrauterina (grupol) e de coito programado (grupo Il) de pacientes que se efetuaram hiperestimulagao ovariano controlada, de 1 de janeiro
de 2004 a 31 de dezembro de 2006. Incluiram pacientes infertéis entre 24 e 42 anos (grupo |) e entre 23 e 36 anos de idade (grupo I).
Foi analisado: idade, tipo, causa, tempo de infertilidade, densidade, mobilidade de espermatozdide pos capitagédo, assim como, EBD para
coito programado; numero de foliculos totais e maduros, grossura endometrial, tipo e doses de ganadotropina e dia de inseminagéo para
o grupo | ou dia de inicio do coito para o grupo Il. Os resultados foram analisados com os programas STATA 7.0 e SPSS 12.0.
Resultados: Foram analisados 873 ciclos em 539 pacientes do grupo | e 246 ciclos em 138 pacientes do grupo Il. A taxa de gravidez
por ciclo foi de 13,1% (inseminagao intrauterina) e de 5,2% (coito programado) (p > 0,05). A idade média para a inseminacéo intrauterina
e coito programado foi de 32,9 + 3,5 e de 31,82 + 2,7 anos, respectivamente. Houve uma diferenca significativa somente na densidade
espermateca entre ambos grupos.

Conclusodes: A inseminagdo intrauterina ndo parece ter vantagem sobre o coito programado em taxas de gravidez de pacientes que

receberam hiperestimulagéo ovariano controlado.

Palavras-chave: inseminagao intrauterina, coito programado, hiperestimulagédo ovariano controlado.

as técnicas de reproduccion asistida se aplican
cada vez mas como parte del tratamiento de
parejas con diagnostico de infertilidad. Estas
técnicas aumentan las tasas de embarazo debido, en-
tre otras cosas, al incremento del nimero de ovocitos
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disponibles gracias a la accién de medicamentos que
producen hiperestimulacién ovarica, y a la realizacién
de técnicas de capacitacién espermética que aumen-
tan la cantidad de espermatozoides funcionalmente
competentes en el sitio de fertilizacién.

La estimulacién ovérica con coito programado o
en combinacion con inseminacién intrauterina se ha
empleado para el tratamiento de la infertilidad en
parejas con factor endocrino-ovérico alterado, infer-
tilidad de causa no determinada y factor masculino
alterado, entre otras.!

En la actualidad existen multiples estudios que
comparan las tasas de embarazo logradas con hiper-
estimulacién ovarica controlada mas inseminacién
intrauterina o con coito programado. Diferentes
factores influyen en el resultado del tratamiento des-
pués de una estimulacién ovarica con inseminacién
intrauterina o con coito programado.?? Estos incluyen:
edad de la paciente, tiempo de infertilidad y factor al-
terado, protocolo de estimulaciéon ovarica*® y niimero
de foliculos preovulatorios disponibles, parametros
seminales, método utilizado para la preparacion del
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semen o0 capacitacién espermatica®” y nimero de in-
seminaciones realizadas, entre otros.%°

Un estudio multicéntrico de la Organizacién
Mundial de la Salud demostré que la ovulacién ocu-
rre entre 24 y 56 horas posteriores a la deteccion de
hormona luteinizante en suero y entre 8 y 40 horas
después del pico de la misma.'® La rotura folicular y la
ovulacion suelen ocurrir entre 36 y 48 horas después
de la administracién de hCG."

En relacién con lo anterior se encontré asociacién
entre administracién de hormona gonadotropina
coriénica humana (hCG) al final del protocolo de
estimulacién con una tasa de embarazo clinico mas
alta, independientemente del protocolo de hiperesti-
mulacién ovdrica controlada utilizado y de la causa
de la infertilidad.? También se ha demostrado mejor
tasa de embarazo cuando se detecta el pico de LH al
final del protocolo de estimulacion utilizado.!

En relacién con los factores pronésticos de éxito
para embarazo con estos tratamientos, la edad de la
paciente es de los mas importantes porque la proba-
bilidad se reduce en 9% por cada afio después de los
30 afos de edad. Asi mismo, el tiempo de infertilidad
parece ser importante porque algunos autores han
encontrado que después de tres afnos de infertilidad,
la posibilidad de embarazo disminuye en 1 a 2% por
mes o hasta 25% por afio.”

El tipo de medicamento utilizado en la hiperesti-
mulacién ovarica controlada parece ser también factor
prondstico. Martinez y su grupo' encontraron que
el citrato de clomifeno en la estimulacién ovérica en
ciclos con o sin inseminacion intrauterina no ofrece
ventajas en las tasas de embarazo cuando se compara
con ciclos espontaneos. En contraste, se observaron
mayores tasas de embarazo cuando indicaron gonado-
tropinas para la hiperestimulacién ovérica controlada,
en mujeres normo-ovulatorias en combinacién o
no con inseminacion intrauterina. Asi mismo, otros
autores® reportan tasas de embarazo del 19 vs 4% en
ciclos de inseminacién intrauterina y del 13 vs 17% en
ciclos con coito programado cuando la estimulacién
ovarica fue con menotropinas vs citrato de clomifeno,
respectivamente. Melis y col.'® compararon el valor de
la inseminacién intrauterina con hiperestimulacién
ovarica controlada con citrato de clomifeno y FSH
contra inseminacién intrauterina con citrato de clo-

mifeno; s6lo encontraron mayores tasas de embarazo
en el primer grupo.

En cuanto al valor de los ciclos con hiperestimu-
lacién ovérica controlada tinicamente o acompafada
de inseminacién intrauterina, un metanélisis reporta
que la combinacién de hiperestimulacién ovérica
controlada mds inseminacién intrauterina en parejas
con infertilidad de causa no determinada produce
mejores tasas de embarazo que la hiperestimulacién
ovarica controlada sola. Estos autores demostraron que
la inseminacién intrauterina con estimulacién ovarica
incrementa las tasas de embarazo entre 30 y 160%." En
relacion con lo anterior, otros autores' reportan tasas
generales de 12 y 13% en ciclos de hiperestimulacién
ovdrica controlada con inseminacién intrauterina y
coito programado, respectivamente, y concluyen que
la inseminacién intrauterina, como tal, no parece tener
efectos benéficos en las tasas de embarazo sino, mas
bien, que la importancia radica en la hiperestimula-
cion.

En cuanto al valor real de la hiperestimulacién ova-
rica controlada o de la inseminacién intrauterina como
tal, de manera independiente o combinada, los autores
no han llegado a conclusiones definitivas.' 151

El valor del procedimiento de inseminacién intrau-
terina, per se (sin hiperestimulacién ovarica controlada)
parece radicar en que al utilizar semen capacitado, el
deposito de grandes cantidades de espermatozoides
activos dentro de la cavidad uterina aumenta las pro-
babilidades de fertilizacién y embarazo; sin embargo,
paralograrlo, ésta debe sincronizarse con la ovulacién.
Diversos autores, como Kemmann y col.,"” toman como
factor mas importante para mejorar la tasa de embarazo
al niimero de ovocitos disponibles mediante hiperes-
timulacién ovdrica controlada y no a la inseminacién
intrauterina per se. Mediante la estimulacion ovarica se
consigue no sélo ovulacién multiple sino, luego de un
tiempo, incrementar la ventana de fertilizacion.

Con nuestro estudio pretendemos analizar, con
tres afios de experiencia, el valor de la inseminacién
intrauterina como tratamiento para la infertilidad
en pacientes a quienes se efecttia hiperestimulacién
ovérica controlada. En los ciclos de hiperestimu-
lacién ovarica controlada, con y sin inseminacién
intrauterina, analizamos las variables prondsticas
para embarazo.
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MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio analitico, comparativo, retrospec-
tivo y longitudinal de casos y controles. Se analizaron
873 ciclos de hiperestimulacién ovérica controlada e
inseminacién intrauterina homologa (grupo de casos
o grupo I) realizados en 539 pacientes y 246 ciclos de
hiperestimulacién ovarica controlada mas coito progra-
mado (grupo control o II) realizado en 138 pacientes,
entre el 1 de enero de 2004 y el 31 de diciembre de
2006.

Se incluyeron parejas con edades entre 23 y 42
afios en el grupo de casos y entre 30 y 36 afios en el
grupo control, con infertilidad primaria o secundaria
por factor endocrino-ovarico, tubo-peritoneal (con al
menos una salpinge permeable), endometriosis mini-
ma a severa, factor masculino alterado, factor uterino
(miomatosis uterina no submucosa), factor mixto (mas
de un factor alterado) y con infertilidad de causa no
determinada (infertilidad de causa no determinada).

A todas las pacientes se les realiz6 el siguiente pro-
tocolo de estudio antes de iniciar con el tratamiento
propuesto: espermatobioscopia directa, determinacién
de concentraciones basales (dias 3 a 5 del ciclo) de hor-
mona foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante
(LH), estradiol (E2), prolactina (PRL), y pruebas de fun-
cionamiento tiroideo, histerosalpingografia, laparoscopia
diagnéstica o quirtrgica (sélo en el grupo de estudio),
cultivos de exudado cérvico-vaginal, espermocultivo y
cultivo de raspado uretral (para los varones) que incluy6
determinacién de Chlamydia trachomatis, Mycoplasma
hominis y Ureaplasma urealyticum (en ambos).

Los pacientes con factor masculino alterado (segin
los pardmetros de la OMS) se enviaron al departamen-
to de andrologia para su diagnéstico, seguimiento y
tratamiento, servicio que indic6 el tipo de insemi-
nacion a seguir (en un dia, uno o doble eyaculado o
doble dia doble eyaculado) o si eran susceptibles de
ser objeto de ciclos de coito programado.

Definicién de las variables

Se analizaron las siguientes variables: edad, tipo
de infertilidad (primaria o secundaria), causa de la
infertilidad (factor alterado), tiempo de infertilidad
en afios, densidad y movilidad espermatica posca-
pacitacion (en el caso de inseminacién intrauterina),

ndmero de foliculos totales y maduros, grosor endo-
metrial, dosis total de FSH utilizada en la estimulacién
ovarica, dia del ciclo en el que se realiz6 la insemi-
nacion (en el grupo de casos) o en que se programoé
el coito (en el grupo control) y ntimero del ciclo de
inseminacién o coito programado.

Enla poblacién de estudio se asignaron las siguien-
tes definiciones operativas:

¢ Infertilidad primaria o secundaria: pareja que al
momento de ingreso al estudio no habia logrado el
embarazo o lo habia logrado, respectivamente.

* Causa de la infertilidad: factor alterado que
pudiera explicar la infertilidad. Causa mixta cuando
hubo mas de un factor alterado en la pareja. La endo-
metriosis se dividié en endometriosis I-1I o III-IV de
acuerdo con la clasificacién de la American Society for
Reproductive Medicine.

* Densidad espermaética poscapacitacion: concentra-
cién espermatica después de la preparacion del semen.

* Movilidad espermatica: suma del porcentaje de
movilidad A+B (movilidad lineal progresiva rapida
maés movilidad lineal progresiva lenta) segun los
pardmetros de la OMS, siendo poscapacitaciéon en
el grupo de estudio y sin capacitaciéon (tomado de la
espermatobioscopia basal) en el grupo control que
tuvo coito programado.

* Numero de foliculos totales y maduros: cantidad
de foliculos observados al final de la estimulacién
ovarica (se consideraron maduros cuando el tamafo
del foliculo fue mayor o igual a 16 mm).

¢ Grosor endometrial: longitud antero-posterior del
endometrio medida a 1 cm del fondo de la cavidad
endometrial con el ttero en corte sagital expresada
en milimetros.

¢ Dosis total de FSH: cantidad total de hormona
foliculo estimulante utilizada por la paciente al con-
cluir la estimulacién ovérica.

¢ Dia de inseminacion o coito programado: dia del
ciclo menstrual en el que se realiz6 la inseminacién
intrauterina o se programo el inicio de relaciones
sexuales.

* Numero del ciclo: cantidad de inseminaciones o
ciclos de coito programado realizados a la paciente.

e Coito programado: momento a partir del cual se
recomendo el inicio de relaciones sexuales, general-
mente 24 horas después de la aplicacién de hCG.

ISSN-0300-9041 Volumen 76, Num. 1, enero, 2008

21



Barros Delgadillo JC y col.

Protocolo de estimulacion ovarica y seguimiento
folicular

La estimulacion ovarica se inici6, en la mayoria de las
pacientes, con gonadotropina menopdausica humana
(hMG), (Pergonal de Serono, Merapur HP de Ferring y
Merional de IBSA) a dosis iniciales de 75 a 225 1U/dia
a partir del tercer dia del ciclo. El seguimiento folicular
se efectud con un aparato de ultrasonido marca Gene-
ral Electric, Logic 5 Expert, (General Electric, Estados
Unidos) con transductor endovaginal multifrecuencia
de 6.0, 8.0 y 10.0 MHz. Se realiz6 ultrasonido endo-
vaginal basal (entre los dias 1 a 3 del ciclo) y, cuando
no se encontrd afectacion ovarica, uterina o de las sal-
pinges (miomas submucosos o que distorsionaran el
contorno endometrial, quistes ovaricos mayores de 12
mm, endometriomas o hidrosalpinx de cualquier dia-
metro que contraindicaran el inicio de la estimulacién
ovarica) se reinici6 el seguimiento folicular el dia ocho
del ciclo y se realiz6 cada 24 o 48 horas (dependiendo
del tamafio folicular se aumenté o disminuy¢ la dosis
de hMG en 37.5 a 75 Ul /dia), hasta encontrar en casos
6ptimos tres foliculos mayores o iguales a 16 mm y
no mas de seis. En ese momento se decidié inducir
la ovulaciéon mediante la administracién de gonado-
tropina coriénica humana (hCG) a dosis de 10,000 UI
como dosis tinica. La inseminacién intrauterina se
realiz6 36 horas después de administrar la hCG y, en
los casos con indicaciones de inseminacién en doble
dia, se realizaron a las 24 y 48 horas posteriores a la
aplicaciéon de esta hormona. En el caso de los ciclos de
coito programado se recomendaron relaciones sexua-
les a partir de las 24 horas posteriores a la aplicacién
de hCG y durante seis dias.

En algunas pacientes también se utiliz6 FSH recom-
binante (FSHr, Gonal F de Serono) a dosis similares a las
de la hMG a la combinaciéon de hMG, FSHr y citrato de
clomifeno (100 mg/dia) a partir del dia 3 al 7 del ciclo
(Omifin de Effik) o letrozole (Femara de Novartis) a dosis
de 2.5 mg/dia (del tercer al séptimo dia del ciclo).

Capacitacion espermatica

La muestra de semen se recolecté por masturbacién
(con abstinencia sexual de tres a seis dias) en un reci-
piente de plastico estéril y se colocé en bafio Maria a
37°C durante 20 minutos. Posteriormente se realiz6 la
espermatobioscopia precapacitacion.

La preparacién del semen o capacitaciéon esper-
matica se efectud con la técnica de dos gradientes de
concentracion Isolate upper-lower (Irving Scientific) en
uno de 40 y otro de 90%.

La muestra seminal se mezcld, volumen a volumen,
con fluido tubérico humano (HTF) enriquecido con
suero sintético sustituto (SSS) al 10% (HTF mas SSS
10%); después se centrifugd durante cinco minutos a
1,600 rpm, se eliminé el sobrenadante y se resuspendié
la pastilla o parte sélida del centrifugado con 2 mL
de fluido tubérico humano y 10% de suero sintético
sustituto.

Los gradientes de Isolate se colocaron en tubos de
15 mL (Falcon, Becton Dickinson, NJ) y en la parte
conica se depositaron: 1) 1 mL del gradiente menor
o Lower (40%) y 1 mL del mayor o upper (90%) con
cuidado de no mezclar los gradientes; y 2) la muestra
resuspendida previamente se colocé encima de los
dos gradientes en 2 mL de fluido tubdrico humano
y suero sintético sustituto al 10% y se centrifugd
durante 12 minutos a 1,600 rpm. Se elimino el sobre-
nadante, se resuspendio la pastilla en 1 mL de fluido
tubdrico humano y suero sintético sustituto al 10% y
se centrifugd durante cinco minutos a 1,600 rpm. Se
eliminé de nuevo el sobrenadante y se ajust6 a 0.5
mL. Se mezclé y se realiz6 la espermatobioscopia
poscapacitacion para obtener la muestra (lista para
la inseminacion).

Técnica de inseminacion

Con la paciente en posicién de litotomia se coloco el
espéculo vaginal y con gasas estériles secas se lim-
piaron el cuello y la vagina. Se conecto la jeringa de
insulina de 1.0 mL (Becton Dickinson) al catéter de
inseminacién con guia (Laboratorios C.C.D.). Con
el auxilio de una guia ultrasonogréfica se introdujo
lentamente hasta cerca de 1 cm del fondo uterino, se
depositd la muestra en un minuto o menos y se extrajo
el catéter lentamente. Se retir6 el espéculo y la paciente
permanecié en dectbito dorsal durante 30 minutos.

Soporte de fase lutea

A todas las pacientes se les administré soporte de fase
ltitea con progesterona natural micronizada (Geslutin,
Asofarma; Utrogestan, Pfizer) a dosis de 200 mg cada
12 h desde el dia siguiente a la inseminacion hasta el
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inicio de la menstruacién y, en caso de haber embara-
70, hasta la semana 10 de gestacion.

Andlisis estadistico

La poblacién se dividié en dos grupos: pacientes a
quienes se realizé hiperestimulacién ovarica controlada
e inseminacién intrauterina (grupo I o de estudio) y a
quienes se efectud hiperestimulacién ovarica controlada
con coito programado (grupo II o control). La variable
independiente que se analiz6 fue la influencia de la in-
seminacién intrauterina en las tasas de embarazo entre
las pacientes a quienes se les realiz6 hiperestimulacién
ovarica controlada. También se analizaron las variables
en cada grupo; para esto se dividi6 a las pacientes en
embarazadas y no embarazadas y posteriormente se
realiz6 el analisis final en el que se compararon los gru-
pos en términos del comportamiento de las variables
en las pacientes embarazadas del grupoly Il con el fin
de analizar su influencia en la variable independiente
de inseminacién intrauterina.

El anélisis estadistico se hizo con el programa
STATA versiéon 7, SPSS versién 12; también se efectud
prueba de la t de Student, cuando se comprobaron
supuestos. Cuando éstos no se cumplieron se utilizé
la prueba de la ji al cuadrado.

Estadistica descriptiva

Las variables continuas (edad, tiempo de infertilidad
en anos, densidad espermatica poscapacitacién, mo-
vilidad espermatica poscapacitaciéon [A+B], foliculos
totales, foliculos maduros, grosor endometrial, dosis
total de FSH, dia de inseminacién y nimero de ciclo)
se describieron con medidas de tendencia central de
media, medidas de dispersién (DE) y rangos (minimo
y maximo).

Las variables categoéricas (causa de la infertilidad,
tipo de infertilidad y tratamiento) se describieron con
frecuencias y porcentajes.

La variable de embarazo se utilizé como constante
de agrupamiento para describir las mediciones de
tendencia central, dispersién y frecuencias, divididas
en los grupos de estudio y control.

Estadistica inferencial
En todos los casos se tomé como variable dependiente
al embarazo, con valor de 1 para positivo (embarazo)

y 2 para negativo (no embarazo). Se consideré signi-
ficativa la p<0.05.

La variable del tipo de infertilidad se estimé en
razén de probabilidades y su significado e intervalo
de confianza con el método de Mantel-Haenszel. Las
variables de causa de infertilidad y tratamiento se
analizaron con la prueba de la ji al cuadrado inde-
pendiente.

RESULTADOS

Se analizaron los ciclos de hiperestimulacién ovarica
controlada e inseminacién intrauterina (grupo I
o de estudio) y de hiperestimulacién ovarica con-
trolada con coito programado (grupo II o control)
realizados a todas las pacientes que acudieron del
1 de enero de 2004 al 31 de diciembre de 2006. Se
recabaron los datos de 873 ciclos de inseminacién
intrauterina realizados en 539 pacientes y de 246
ciclos de coito programado efectuados a 138 pacien-
tes en ese lapso.

La edad promedio de las pacientes de la poblacion
general (ambos grupos) fue de 32.9 + 3.6 afios. El
tiempo promedio de infertilidad fue de 6.2 + 3.6 afios
(cuadro 1). En ese cuadro también se anota la cantidad
de foliculos totales y maduros, las caracteristicas semi-
nales (poscapacitacién para inseminacién intrauterina
y espermatobioscopia para coito programado) y el
grosor endometrial.

En promedio, el dia de inseminacién o de progra-
macioén del coito fue entre el 12 y 14 en 81.7% de las
pacientes; el dia 13 fue el mas frecuente (31.9%). El
tipo de infertilidad mas recurrente fue la primaria

Cuadro 1. Caracteristicas de la poblacién general. Variables
continuas

Variable Frecuencia observada
Edad 329+3.6

Tiempo de esterilidad 6.2+3.1

Dosis de FSH 1169.1 £ 309.0

Dia de coito-dia de inseminacién 13.0+1.1

Foliculos totales 10.8+5.5

Foliculos maduros 34+21

Densidad 77.7+35.2

Movilidad 69.9+18.9

Eco endometrial 10.6£2.3

Los valores se expresan en medias + desviacion estandar.
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con 70.6%. El tratamiento mas utilizado fueron las
menotropinas (hMG) en 82.1% (cuadro 2). Los factores
mas frecuentes de infertilidad en la poblacién general
fueron el mixto y el tubo-peritoneal con 59.5 y 11.5%,
respectivamente.

Cuadro 2. Caracteristicas de la poblacion general. Variables
categoricas

Variable
Tipo de infertilidad

Frecuencia observada (%)

Primaria (70.6)
Secundaria (29.3)
Dia 10 (0.8)
Dia 11 (6.1)
Dia 12 (26.8)
Dia 13 (31.9)
Dia 14 (23.0)
Dia 15 (8.8)
Dia 16 (1.9)
Dia 17 (0.2)
Dia 18 (0.08)
hMG (82.1)
CC/hMG (1.7)
FSHr (15.8)
hMG/FSHr (0.2)

Dia de inseminacién o coito

Tipo de tratamiento

En el grupo de inseminacién intrauterina, o grupol,
la edad promedio fue de 33.1 £ 3.5 y de 33.6 + 3.4 afios
y el tiempo de infertilidad de 5.6 = 2.6 y 6.7 + 3.2 afios
en embarazadas y no embarazadas, respectivamente

(p<0.05). Otro parametro que resulté con diferencia
significativa en este grupo fue la movilidad esper-
matica poscapacitacion, con 80.4 + 11.6% y de 75.1 +
15.9% en embarazadas y no embarazadas, respectiva-
mente (cuadro 3). Asi mismo, el tipo de infertilidad
predominante en embarazadas y no embarazadas fue
la primaria y el factor mixto el mas frecuentemente
alterado (cuadro 4).

En las pacientes con coito programado, o grupo II
(embarazadas y no embarazadas), la variable estadisti-
camente significativa fue la cantidad total de foliculos
(12.6 £5.4v511.1 +5.9) y lamovilidad espermatica 50.6
+15.3% vs 49.7 + 14.1%, respectivamente. Asi mismo,
el grosor endometrial alcanz6 significado; en el grupo
de embarazadas fuede 9.9+ 1.6 mmyde104+2.7
mm para las no embarazadas (p<0.05, cuadro 5).

En el grupo Il la infertilidad primaria fue la predo-
minante en embarazadas y no embarazadas y el factor
alterado mas frecuente en las pacientes embarazadas
fue la infertilidad de causa no determinada (cuadro
6). En ambeas, el protocolo de hiperestimulacién ova-
rica controlada mas utilizado fue con menotropinas
(hMG). En las pacientes embarazadas del grupo de
estudio y control la edad promedio fue de 32.9 + 3.5
y de 31.8 + 2.7 afios y el tiempo de infertilidad de 5.9
+2.5yde3.5+2.1afos, respectivamente, sin alcanzar
diferencia significativa. S6lo la densidad y la movili-

Cuadro 3. Caracteristicas de las pacientes embarazadas y no embarazadas a quienes se efectud inseminacion intrauterina (grupo | o de

estudio). Variables continuas

Variables Frecuencias observadas
Embarazada No embarazada P
Edad 33.1+35 33.6+34 NS
Tiempo de infertilidad 5626 6.75+3.2 <0.05
Dosis de FSH 1181.5 £ 297.5 1197 £ 298.5 NS
Dia de inseminacion 13.0+1.1 13.1+£1.1 <0.05
Foliculos totales 11.0+£57 10.6 +5.3 NS
Foliculos maduros 32+14 3.1+14 NS
Densidad 88.0 + 36.6 77.5+34.6 NS
Movilidad 80.4+11.6 75.1+15.9 <0.05
Eco endometrial 10.8 +2.2 10.6 £2.3 NS

Los valores se expresan en medias * desviacion estandar.
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Cuadro 4. Caracteristicas de las pacientes embarazadas y no embarazadas objeto de inseminacioén intrauterina (grupo | o de estudio).

Variables categoricas

Variable Frecuencia observada
Embarazada (%) No embarazada (%) p
Tipo de esterilidad Primaria 60.8 Primaria 70.4
Secundaria 39.1 Secundaria 29.5 NS
Factor causa de esterilidad
Masculino 0 3.0
Endocrino-ovarico 11.3 4.4
Infertilidad de causa no determinada 6.9 2.3
Tubo-peritoneal 4.3 3.0 NS
Endometriosis I-11 9.5 8.1
Endometriosis IlI-IV 1.7 2.5
Uterino 6.0 4.0
Mixto 60 2.2

dad espermatica alcanzaron diferencias significativas:
85.7 £ 35.8 vs 96.6 = 24.7 millones/mL y de 80.6 +
50.6 y 50.6 + 15.3% en el grupo I y II, respectivamente
(p<0.05). El niimero de foliculos maduros fue de 3.7 +
2.2 enel grupolyde3.3+1.3enel grupo II (p>0.05,
cuadro 7).

En cuanto al factor alterado, en el grupo I la tasa
de embarazo mas alta se logré en las pacientes con

Cuadro 5. Caracteristicas de las pacientes embarazadas y no
embarazadas con coito programado (grupo Il o control). Variables
continuas

Variables Frecuencia
Embarazada No embarazada p

Edad 31.8+27 30.3+3.8 NS
Tiempo de 3.5+2.1 45+22 NS
esterilidad
Dosis de FSH 1111.5+306.6 1071.2+338.2 NS
Dia de inicio de 12.6 +0.7 13.1+1.2 NS
coito
Foliculos 126+54 11.1+£5.9 <0.05
totales
Foliculos 3.3+1.3 27+14 NS
maduros
Densidad 96.6 £24.7 82.9+33.3 NS
Movilidad 50.6 £ 15.3 49.7 £ 141 <0.05
Eco 99+1.6 104 +27 <0.05
endometrial

Los valores se expresan en medias + desviacion estandar.

infertilidad de causa no determinada, seguida de las
pacientes con factor endocrino-ovarico con 30.7 y
27.6%, respectivamente; mientras que en el grupo Il las
mejores tasas de embarazo se lograron en las pacientes
con endometriosis I-II (25%) seguidas de las pacientes
con factor endocrino-ovérico e infertilidad de causa
no determinada, con 5% de embarazadas cada uno,
respectivamente (cuadros 8 y 9).

Por lo que se refiere a las pacientes embarazadas en
los grupos Iy II, el tratamiento de hiperestimulacién
ovérica controlada con citrato de clomifeno y meno-
tropinas fue el que tuvo la tasa més alta de embarazo
con 100% (s6lo dos pacientes llevaron este protocolo
de tratamiento), seguido de hiperestimulacién ovari-
ca controlada con FSHr con 15.1%. En el grupo II las
tasas mas altas se lograron con menotropinas y FSHr
con 5.9 y 4.7%, respectivamente (cuadros 10 y 11).

Por ultimo, las tasas de embarazo para los grupos
I y II fueron de 13.1 y 5.2%, respectivamente, sin
diferencia significativa entre ellas (p>0.05, cuadro
12).

DISCUSION

La finalidad de este estudio fue comparar a dos
grupos de pacientes que con el propésito de lograr
el embarazo recibieron hiperestimulacién ovarica
controlada y que tenfan, como variable diferente, coito
programado o inseminacién intrauterina. De acuerdo
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Cuadro 6. Caracteristicas de las pacientes embarazadas y no embarazadas con coito programado (grupo Il o control). Variables cate-

goricas
Variables Frecuencia observada
Embarazada (%) No embarazada (%) p
Tipo de esterilidad Primaria 65.3 Primaria 69.1
Secundaria: 34.7 Secundaria 30.9 NS
Factor causa de esterilidad
Masculino 0
Endocrino-ovarico 10.2 104
Infertilidad de causa no determinada 24.4 5.7
Tubo-peritoneal 17.3 4.6
Endometriosis I-Il 17.5 8.4 NS
Endometriosis IlI-1V 1.8
Uterino 3.9
Mixto 23.1 65.4

con esto y con el fin de estudiar el impacto o valor del
procedimiento de inseminacion intrauterina como tal
(variable independiente), se analizaron las variables
descritas en la poblacién general, en las pacientes
embarazadas y no embarazadas de ambos grupos
por separado y, por ultimo, en la poblacién principal
y objeto del estudio, como las pacientes embarazadas
de los grupos de estudio y control.

Esta demostrado que la edad de la mujer se rela-
ciona de manera directa con la fecundidad, la cual
disminuye con el paso de los afios y es una de las
causas més probables de disminucién de la calidad
ovocitaria.® Campana y su grupo?® reportan que las
tasas de embarazo por ciclo y por paciente disminu-
yen después de los 39 afios, aunque sélo encontraron
diferencias significativas en las tasas de embarazo por
ciclo, del orden del 7% en promedio contra 2.5% en

pacientes menores y mayores de 39 afios, respectiva-
mente. Mathieu y sus colaboradores® reportaron que
las pacientes con edad menor a 30 afios tienen mayor
probabilidad de lograr un embarazo en comparacién
con las mayores de 35 afios; sin embargo, los autores
no encuentran diferencias estadisticas en las tasas de
embarazo entre los grupos. Zeyneloglu y col.” men-
cionan una disminucién en la tasa de embarazo de
9% por ano después de los 30 afios de edad y Dickey
y su grupo" sefalan una tasa de embarazo por ciclo
de 12.7 y de 5.8% para pacientes menores y mayores
de 35 afios, respectivamente. Asi mismo, estos autores
encuentran una relaciéon entre edad y cantidad de foli-
culos con la tasa de embarazo, lo que demuestra que
con cuatro o mas foliculos =12 mm, la tasa de embarazo
en menores de 35 afios fue de 25.8% y del 14% para
pacientes mayores de 35 afios. En nuestro estudiono se

Cuadro 7. Caracteristicas de las pacientes embarazadas a quienes se efectud inseminacion intrauterina y coito programado

Variables Frecuencias observadas
Embarazadas
Coito IAH p
Edad 31.8+27 329+35 NS
Tiempo de esterilidad 35+2.1 59+25 NS
Dosis de FSH 1111.5 £ 306.6 1289.3 £ 108.5 NS
Dia de coito/dia de inseminacién 126 £0.7 13.0£1.1 NS
Foliculos totales 126+54 11.2+5.8 NS
Foliculos maduros 3.3+1.3 3.7+22 NS
Densidad 96.6 £ 24.7 85.7 £ 35.8 <0.05
Movilidad 50.6 £ 15.3 80.6 £ 11.3 <0.05
Eco endometrial 99+1.6 10.8+2.2 NS

Los valores se expresan en medias + desviacion estandar.
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Cuadro 8. Tasa de embarazo por ciclo y por factor en pacientes a
quienes se efectua inseminacion intrauterina

Factor Ciclos Embarazos Tasa (%)
Masculino 23 0 0
Endocrino 47 13 27.6
Infertilidad de causa 26 8 30.7
no determinada

Tubo-peritoneal 28 5 17.8
Endometriosis I-II 73 11 15
Endometriosis IlI-1V 21 2 9.5
Uterino 38 7 18.4
Mixto 617 69 11.1

Cuadro 9. Tasa de embarazo por ciclo y por factor en pacientes
objeto de coito programado

Factor Ciclos Embarazos Tasa (%)
Masculino 6 0 0
Endocrino 130 7 5
Infertilidad de causa 20 1 5

no determinada
Tubo-peritoneal 30 1 3
Endometriosis I-II 8 2 25
Endometriosis IlI-1V 0 0 0
Uterino 12 0 0
Mixto 41 2 4

encontraron diferencias significativas en la edad entre
pacientes embarazadas y no embarazadas en cada
grupo estudiado ni tampoco al momento de comparar
a las pacientes embarazadas de los grupos I y I

En cuanto al tiempo de infertilidad, éste fue mayor
en las pacientes embarazadas vs no embarazadas del
grupo I (5.6 vs 6.7 afios), respectivamente (p<0.05); sin
el mismo significado entre las pacientes del grupo II.
Al momento de comparar a las pacientes embaraza-
das de ambos grupos tampoco se encontré diferencia
significativa, a pesar de que ésta fue de 5.9 vs 3.5 afios
entre el grupo de estudio y el control. Barros y su gru-
po? reportan diferencias significativas en el tiempo de
infertilidad entre las pacientes embarazadas objeto de
inseminacién intrauterina, en quienes informan tasas
de embarazo de 17.6 vs 9.2% cuando tenian entre 1 a
3 vs 10 a 12 afios de infertilidad, respectivamente; la
tasa fue del cero por ciento después de 13 anos de
infertilidad. Asi mismo, al realizar regresion logistica,
encontraron un punto de corte de 4.5 afios como el

tiempo por encima y por debajo del cual 6ptimamente
se consiguen embarazos, de acuerdo con lo reportado
por otros autores.** En contraste, Dodson y col." no
encuentran una asociacion significativa del éxito de
embarazo con la duracién de la infertilidad en pa-
cientes bajo inseminacion homoéloga, ya que reportan
que en pacientes con infertilidad de 1 a 2 afios, la
fecundidad por ciclo fue de 0.16, en infertilidad de 3
a 5 anos de 0.15 y en pacientes con mas de cinco afios
de 0.13.

Es dificil determinar y aislar el efecto negativo
de la causa de infertilidad en la tasa de embarazo.
En nuestro estudio se encontré que para el grupo I
(hiperestimulacién ovérica controlada e inseminacién
intrauterina) la mejor tasa de embarazo por ciclo se
obtuvo en la infertilidad de causa no determinada
(30.7%) seguida por las pacientes con factor endocri-
no-ovarico (27.6%), aunque la causa mas frecuente
de infertilidad fue el factor mixto en embarazadas y
no embarazadas (cuadro 8). En el grupo II (hiperesti-
mulacién ovdrica controlada y coito programado) la
mejor tasa de embarazo se obtuvo en pacientes con
endometriosis grados I-II (25%) seguido por el factor
endocrino-ovérico y de causa no determinada, ambos
con 5% (cuadro 9). En relacién con lo anterior, algunos
autores® también sefalan a la infertilidad de causa
no determinada seguida del factor endocrino-ovari-
co como las causas de infertilidad mas relacionadas
con embarazo en inseminacion intrauterina. Otras
investigaciones'®? reportan tasas de embarazo de
8.7,19 y 26.4% en pacientes con infertilidad de causa
no determinada a quienes se les realiz6 inseminacién
intrauterina.

Martinez y col.” mencionan que el factor mixto lo
padece un tercio de la poblacién infértil y encuentran
tasas de embarazo de 8.7 vs 4.3% en pacientes con
inseminacién intrauterina vs coito programado con

Cuadro 10. Tasa de embarazo por ciclo y por tratamiento en pa-
cientes a quienes se realiz6 inseminacion intrauterina

Medicamento Ciclo Embarazo Tasa (%)
hMG 710 89 12.5
CC/hMG 2 2 100
FSHr 152 23 15.1
hMG/FSHr 8 1 12.5
Letrozole 0 0 0
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Cuadro 11. Tasa de embarazo por ciclo y por tratamiento en pa-
cientes a quienes se efectud coito programado

Medicamento Ciclo Embarazo Tasa (%)
hMG 202 12 5.9
CC/hMG 20 0 0
FSHr 21 1 4.7
hMG/FRS 2 0 0
Letrozole 0 0 0

Cuadro 12. Tasas de embarazo en inseminacion intrauterina y
coito programado

Inseminacién Coito p
Embarazo 115 13 NS
No embarazo 758 233 NS
Ciclos 873 246 1119
Pacientes 539 138 677
Porcentaje 13.1 5.2 NS

infertilidad de causa no determinada, respectiva-
mente.

La concentracién y movilidad espermatica pos-
capacitacion son, al parecer, los factores predictivos
mas importantes para lograr el embarazo en pacientes
sometidas a inseminacioén intrauterina, aunque se han
propuesto otros pardmetros seminales, como la mor-
fologia.® Existen varios reportes, como el de Campana
y col.?! que lograron que la tasa de embarazo con
inseminacién intrauterina fuera de 7.1% en pacientes
con cuentas espermaticas poscapacitacion de 1 a 5
millones/mL, lo cual coincide con Dickey y su grupo®”
que consiguieron una tasa de embarazo del 12.5%
con cuentas espermadticas precapacitacion = 5 millo-
nes/mLy del 7.1 % con cuentas menores. Asi mismo,
sefialan que con cuentas espermaticas poscapacitacién
mayores de 5 millones/mL no se incrementa la tasa
de embarazo y que cuando la movilidad espermatica
precapacitacién fue menor de 30% no se consiguieron
embarazos, segtin Urry y sus colaboradores.” Ransom
y su grupo® mencionan que, por lo menos, se requiere
una cuenta espermatica de un millén de espermas mé-
viles poscapacitacion en una inseminacién para lograr
un embarazo, en coincidencia con otros autores.?*
En este estudio se evalué el valor de la densidad y
movilidad espermaética poscapacitacion, asi como de
los valores de densidad y movilidad (A+B) de la es-

permatobioscopia en el grupo 1l (coito programado),
como los principales parametros seminales pronésti-
cos de éxito. En el grupo I se encontraron diferencias
significativas en los porcentajes de espermatozoides
moviles poscapacitacion, que fueron de 80.4 + 11.6 y
de 75.1 + 15.9%, respectivamente, en embarazadas
y no embarazadas (p = < 0.05). Igual sucedi6 en el
grupo IL

Al momento de analizar a las pacientes embara-
zadas en ambos grupos, se encontraron diferencias
significativas entre ellos en lo que se refiere a densidad
y movilidad espermatica (cuadro 7). El significado
clinico de estos hallazgos debe interpretarse con pre-
caucién puesto que los valores encontrados en ambos
grupos sobrepasan, con mucho, los valores minimos
normales de la OMS.®! Ademés, estos valores en el
grupo Il son los de la espermatobioscopia.

La cantidad de foliculos totales y maduros también
parece ser un factor pronéstico de éxito para insemi-
nacion intrauterina y para coito programado. Dickey y
col.” mencionan que los porcentajes de embarazo au-
mentan cuando existen multiples foliculos al momento
dela aplicacién de la hCG; sin embargo, no sefialan ni
el ndmero ni el tamafio ideal. Son pocos los estudios
que relacionan la cantidad total de foliculos (al final de
la estimulacion ovarica) con el éxito de inseminaciéon?
o coito programado. En nuestro estudio sélo encon-
tramos diferencia significativa (p<0.05) en el niimero
total de foliculos entre las pacientes embarazadas y no
embarazadas del grupo II. No asi para el ntimero de
foliculos maduros en ninguno de los grupos.

El estudio publicado por Khalil y col.® que valora
los factores pronésticos en 2,473 ciclos de inseminacién
intrauterina sefiala que las tasas de embarazo fueron
significativamente més altas dependiendo del niimero
de foliculos maduros, con mejores resultados cuando
hubo entre tres y cuatro. En nuestros dos grupos de
estudio, a pesar de que no hubo diferencia significa-
tiva en el nimero de foliculos maduros, se encontrd
una tendencia a mayor desarrollo en el grupo de coito
programado (3.12:1.4) en comparacién con el grupo
de inseminacién intrauterina (2.92:1.8).

En cuanto al grosor o eco endometrial, sélo se
encontrd diferencia significativa entre las pacientes
embarazadas y no embarazadas del grupo II, fue ma-
yor en las dltimas, lo cual quizé pueda interpretarse
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alaluz de que a pesar de ser menor en las embaraza-
das, en ambos grupos el grosor fue mayor de § mm.
Algunos de los autores® que no reportan diferencias
significativas encuentran, con un grosor = 6 mm,
una tasa de embarazo de 14.2 vs 13.0% con menos
de 6 mm. Otros autores™ sefialan que ni el grosor del
endometrio ni el patrén de ecogenicidad en el dia 10
se correlacionan con el resultado del tratamiento en
cuanto a embarazo se refiere.

Existen varios reportes que apoyan a las menotro-
pinas (hMG) como protocolo de estimulacién ideal
para coito programado y para inseminacién intrau-
terina.’*'?”” En nuestras pacientes las menotropinas
fueron el tratamiento que se utilizé con mas frecuencia
en ambos grupos; sin embargo, en el grupo I el trata-
miento con mayor tasa de embarazo por ciclo fue el
CC/hMG (100%), seguido por FSHr (15.1%) (cuadro
10), mientras que para el grupo de coito programado
fue hMG (5.9%) seguido por FSHr (4.7%, cuadro 11).

En relacién con lo anterior, Hughes y su grupo®
realizaron un metanadlisis de 5,214 ciclos para conocer
la efectividad de la induccién de la ovulacién con
FSH, CCy sin estimulacién en ciclos con inseminacién
intrauterina y coito programado, reportaron tasas de
15, 7 y 6%, respectivamente, con inseminacién in-
trauterina y de 7, 9 y 2%, respectivamente, con coito
programado.

Elmomento del ciclo en que se realiza la insemina-
cién o se programa el inicio del coito es otro factor muy
importante para el éxito, segtn diferentes autores,***
quienes relacionan una fase folicular corta con dis-
minucién en el porcentaje de embarazos. Asi mismo,
Check y su grupo® encontraron tasas de embarazo de
7.8y 16.1% cuando la inseminacién se realiz6 antes del
dia 13 del ciclo y entre el dia 13 y 16, respectivamente.
En nuestros resultados no se encontraron diferencias
significativas al respecto entre el grupo de estudio y
el control.

Por ultimo, en cuanto a la efectividad de la
inseminacién intrauterina como tal sobre el coito pro-
gramado, algunos autores* encuentran en pacientes
sometidas a hiperestimulacién ovérica controlada,
tasas de embarazo con inseminacién intrauterina
y con coito programado del 10% en cada grupo en
parejas con factor masculino levemente alterado y
en aquellas con infertilidad de causa no determinada

tasas de 18% en cada uno de los grupos sin alcanzar
diferencias significativas. Asi mismo, Zikopoulos y
col.® encontraron tasas de embarazo del 15 vs 11% en
pacientes a quienes se hizo inseminacién intrauterina
vs coito programado (p>0.05). De acuerdo con esto,
nuestros resultados no alcanzan significado estadistico
entre las tasas de embarazo de los grupos I y II; sin em-
bargo, es necesario resaltar que si bien es cierto no se
demostr6 diferencia entre los grupos, la inseminacién
intrauterina logré una tasa de embarazo considerable-
mente mejor que el grupo de coito programado (13.1
vs 5.2%). Lo anterior se ve, asimismo, apoyado por el
estudio de Martinez y col.,* quienes reportan tasas
de 7.5 y 5.4% en inseminacién intrauterina y coito
programado, respectivamente (p>0.05). Karlstrom
y su grupo® comunicaron tasas de embarazo para
inseminacién intrauterina y coito programado de 12
y 13%, respectivamente (p>0.05).

En la bibliografia existen reportes que apoyana la
inseminacién intrauterina como el factor determi-
nante para mejorar las tasas de embarazo mientras
que otros concluyen que es la hiperestimulacién con
gonadotropinas (hiperestimulacién ovérica controla-
da), el punto relevante para mejorarlas."'>!® En una
revision sistematica de la base de datos Cochrane se
concluye que la inseminacién intrauterina no tiene
valor significativo sobre el coito programado en las
pacientes con factor cervical.* Zeyneloglu y col.,"* en
su metanalisis, reportan que la adicién de la insemi-
nacién intrauterina a la hiperestimulacién ovarica
controlada en pacientes con infertilidad de causa no
determinada produce mejores resultados que el coito
programado; y aunque cinco de los siete estudios
incluidos en su metanalisis no lograron mostrar
diferencia significativa, la evaluacién general reveld
un incremento significativo limite en las tasas de em-
barazo en las pacientes objeto de hiperestimulacion
ovarica controlada e inseminacién intrauterina (RM
1.52 95% IC 0.98-2.37), concluyeron que la insemina-
cién intrauterina agregada a la hiperestimulacién
ovdrica controlada incrementa la probabilidad de
embarazo de 30 a 160%.

Para terminar, es necesario resaltar que nuestra
investigacién se realiz6 en una poblacién infértil
abierta; esto es, se efectud el analisis de todos los
ciclos efectuados en los tltimos tres afios, indepen-
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dientemente de la edad, tipo y tiempo de infertilidad
y factor alterado, que son de considerable peso pro-
ndstico en la consecucién del embarazo. Asi mismo,
para la interpretacién de los resultados vale la pena
anotar que, de acuerdo con el protocolo de estudio
de la pareja infértil en la institucién, las mujeres
enviadas para inseminacién intrauterina deben
tener una laparoscopia pero no las referidas para
coito programado; esto podria explicar, en parte, las
diferencias en las tasas de embarazo logradas, par-
tiendo del hecho de que algtin problema tubario o
de endometriosis no se hubiera diagnosticado antes
de pasar al tratamiento.

CONCLUSIONES

Todos los médicos tratantes de parejas infértiles
tenemos la obligacién de ofrecerles el mejor método
para lograr el embarazo. Es menester considerar que
para que se dé el éxito en cada una de las técnicas,
son muchos los factores que influyen para lograr
resultados en cada una de ellas. De lo anterior se
puede concluir que, a pesar del nimero de ciclos
analizados, no existe superioridad de la insemina-
cién intrauterina sobre el coito programado en las
pacientes sometidas a hiperestimulacién ovarica
controlada, y que quiza sean las ventajas de esta
dltima los que representan la piedra angular en el
éxito del tratamiento.

Quiza sea necesario ampliar la poblacién de estu-
dio o controlar algunas variables para establecer la
superioridad o no de la inseminacién intrauterina en
relacién con el coito programado.
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Identificacion del perfil de metaloproteasas de matriz extracelular en
membranas corioamniéticas de embarazos a término y pretérmino
mediante microarreglos solubles*®
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RESUMEN

Antecedentes: |a rotura fisiolégica y patoldgica de las membranas es un fendmeno complejo con diversos procesos bioquimicos, se sabe
que en membranas de tejidos a término la actividad colagenolitica aumenta y el contenido de colagena disminuye respecto de las pretér-
mino. La identificacién de estos procesos en el mecanismo de rotura permitié proponer que las membranas fetales y la decidua pueden
responder a estimulos bioquimicos y mecanicos, y producir mediadores que degradan la matriz extracelular de las membranas.
Objetivo: identificar simultaneamente, mediante microarreglo soluble, diferentes metaloproteasas de matriz extracelular en extractos de
membranas corioamniéticas de embarazos a término y pretérmino.

Pacientes y métodos: mediante estudio biomédico experimental se obtuvieron explantes de membranas corioamniéticas de cuatro grupos
de mujeres (n = 6). Grupo 1: a término sin trabajo de parto espontaneo; grupo 2: a término con trabajo de parto espontaneo; grupo 3: a
término con rotura prematura de membranas, y grupo 4: con parto pretérmino. Los explantes se incubaron durante 24 h, se homogenei-
zaron y filtraron. En los extractos simultaneamente hubo MMP-1, 2, 3,7, 8,9, 12y 13.

Resultados: las metaloproteasas mas abundantes en todos los extractos de membranas corioamniéticas fueron la 8 y la 2. Sin embargo,
la concentracion de la 8 en el grupo 3 fue significativamente mayor respecto de los grupos 1y 2 (p = 0.01), y mayor en el grupo 4 respecto
del grupo 1 (p = 0.01).

Conclusiones: la activacion de los procesos celulares que ocasionan la colagendlisis de las membranas corioamniéticas bajo condiciones fisiol6-
gicas es diferente en los casos de rotura prematura de membranas o parto pretérmino, y se caracteriza por altas concentraciones de MMP-8.
Palabras clave: microarreglo soluble, rotura de membranas, rotura prematura de membranas, metaloproteasas de matriz extracelular,
membranas corioamnioticas.

ABSTRACT

Background: Physiological and pathological membrane rupture is a complex phenomenon with different biochemical processes; it is known
that collagenolitic activity rises and collagen content diminishes within term tissue membranes in comparison to preterm membranes. Iden-
tification of these processes within rupture mechanism allows to suggest that fetal membranes and decidua can respond to biochemical
and mechanical stimulus alike, and to produce mediators that degrade matrix of intracellular membranes.

Objective: To identify simultaneously, whit a soluble microarray, different matrix metalloproteinases in extracts from amniochorion of
pregnancies at term and preterm.

Patients and methods: Biomedical experimental study where amniochorion explants were obtained from four women groups. Group 1: at
term with spontaneous labor; group 2: at term without labor; group 3: at term with premature rupture of membranes, and group 4: preterm
labor. Explants were cultured for 24 h and then homogenated in their own culture media to obtain cell free extracts. MMP were identified
in these extracts using a soluble microarray for MMPs that included: MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -12 and -13.

Results: MMP-8 and -2 were the enzymes most abundant in all the extracts of amniochorion. However, the concentration of MMP-8 in the
extracts of group 3 (PROM) was significantly greater in comparison with the extracts of groups 1 and 2 (p = 0.01). The MMP-8 also was in
greater concentration in the extracts of group 4 (preterm labor) in comparison with in the extracts of group 1 (p = 0.01).

Conclusion: Activation of cellular processes that lead to the degradation of connective tissue in the MCA under physiological conditions seems to defer
in originating tissues from cases with PROM or preterm labor, and this activation is characterized by an increase in the concentration of MMP-8.
Key words: soluble microarray, rupture of membranes, premature rupture of membranes, matrix metalloproteinases, chorioamniotic
membranes.
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RESUME

Antécédents : la rupture physiologique et pathologique des membranes est un phénoméne complexe comportant des procés biochimiques
divers, on sait que dans des membranes de tissus a terme I'activité collagéne-lytique augmente et le contenu de collagéne diminue au respect des
avant-terme. L'identification de ces procés dans le mécanisme de rupture a permis de proposer que les membranes foetales et la caduque peuvent
répondre a des stimulus biochimiques et mécaniques et produire des médiateurs qui dégradent la matrice extracellulaire des membranes.
Objectif : identifier simultanément au moyen des puces a ADN solubles des différentes métalloprotéases de matrice extracellulaire en
extraits des membranes chorioamniotiques de grossesses a terme et avant-terme.

Matériel et méthodes : au moyen d’étude biomédicale expérimentale on a obtenu des explants de MCA de quatre groupes de femmes
(n = 6). Groupe 1 : a terme sans travail spontané, groupe 2 : a terme avec travail spontané, groupe 3 : a terme avec rupture prématurée
des membranes et groupe 4 : avec accouchement avant-terme. Les explants ont été incubés pendant 24 h, ils ont été homogénéisés et
filtrés. Dans les extraits il y a eu simultanément MMP-1, 2, 3,7, 8,9, 12 et 13.

Résultats : les MMP les plus abondantes dans tous les extraits de MCA ont été la 8 et la 2. Cependant, la concentration de la 8 dans le groupe
3 a été significativement majeure au respect des groupes 1 et 2 ( p = 0.01) et majeur dans le groupe 4 au respect du groupe 1 (p = 0.01).
Conclusions : 'activation des procés cellulaires qui provoquent la collagénolyse des MCA sous conditions physiologiques est différente
dans les cas de RPM ou accouchement avant-terme et se caractérise par de hautes concentrations de MMP-8.

Mots-clés : puces a ADN solubles, rupture des membranes, rupture prématurée des membranes, métalloprotéases de matrice extrace-
llulaire, membranes chorioamniotiques.

RESUMO

Antecedentes: A quebra fisiolégica e patoldgica das membranas € um fenédmeno complexo com diversos processos bioquimicos, sabe-
se que em membranas de tecidos em términos da atividade colagenolitica aumenta e em pretérmino o contetido de colageno diminue.
A identificacdo desses processos em mecanismo de quebra permitiu propor que a membranas fetais e a decidua podem responder a
estimulos bioquimicos e mecéanicos, e produzir mediadores que degradam a matriz extracelular das membranas.

Objetivo: Identificar simultaneamente mediante micro reparo sollvel, diferentes metilprotease de matriz extracelular em extratos de
membranas corioamniéticas de gravidez em término e pretérmino.

Material e métodos: Através de estudo biomédico experimental obtiveram nivéis de membranas corioamniéticas de quatro grupos de
mulheres (n = 6). Grupo I: em término sem trabalho de parto espontaneo; grupo 2: em término com trabalho de parto espontaneo; grupo
3: em término com quebra prematura de membranas; e grupo 4: com parto pretérmino. Os nivéis foram incubados durante 24 horas,
homogenizado e filtrado. Nos extratos tiveram MMP-1, 2, 3, 7, 8, 9,12 e 13, simultaneamente.

Resultados: Metilprotease mais abundantes em todos os extratos de membranas corioamniéticas foram na 8 e na 2. Entretanto a concentragao da
8 do grupo 3 foi significativamente maior em relagao dos grupos 1 e 2 (p = 0,01), e maior no grupo quatro em relagdo ao grupo 1 (p = 0,01).
Conclusoes: A ativagdo dos processos celulares que ocasionam a colagenolises das membranas corioamniéticas baixo condigdes fisioldgicas
¢é diferente nos casos de quebra prematura de membranas ou parto pretérmino, e caracteriza-se por altas concentragdes de MMP-8.
Palavras-chave: micro reparo soluvel, quebra de membranas, quebra prematura de membranas, metilprotease de matriz extracelular,
membranas corioamnidticas.

Este trabajo obtuvo el primer lugar del Premio Dr. Eliseo Ra- as membranas corioamnidticas o fetales son

mirez otorgado por la Federacion Mexicana de Ginecologia y tejidos extraembrionarios y Constituyen el
Obstetricia a los trabajos de investigacion basica presentados !
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intersticial, tipos I y III con pequefias cantidades de
tipos V, V1 y VII, provee la mayor fuerza de tension a
estas estructuras. Sin embargo, la coldgena de tipo IV
distribuida en las distintas capas histolégicas de las
membranas conforma un contenedor tridimensional
de las fibras de colagena tipos I y III. Esta composicién
y arreglo de la coldgena le confiere a las membranas
sus caracteristicas de extensibilidad, elasticidad y
retraccién, que son fundamentales para el manteni-
miento del feto hasta el final de la gestacion.'?

La rotura de las membranas corioamnidticas, en
forma sincrénica con las contracciones uterinas y la
dilatacién y el borramiento del cuello uterino, es un
evento que se manifiesta en conjunto para facilitar la
expulsion del feto; sin embargo, en algunas mujeres
las membranas se rompen en ausencia de todos los
demds eventos que caracterizan al trabajo de parto
(rotura prematura de membranas). Enla actualidad se
ha demostrado que la rotura de las membranas, tanto
en condiciones fisioldgicas como patoldgicas, repre-
senta un fendmeno complejo que involucra diversos
procesos bioquimicos entre los que se encuentran la
secrecion de diversos mediadores de inflamacién y la
alteracion de la estructura de la coldgena que les da
soporte. En las membranas provenientes de tejidos a
término la actividad colagenolitica estd aumentada, y
como consecuencia el contenido de colagena dismi-
nuye en relacion con las membranas pretérmino.**
La identificacion de estos procesos, en el mecanismo
de rotura, ha permitido proponer que las membranas
fetales y la decidua pueden responder a estimulos
bioquimicos y mecanicos, para producir mediadores,
como prostaglandinas, citocinas y enzimas que degra-
dan la matriz extracelular de las membranas.**”

Las metaloproteasas de matriz extracelular (MMP,
matrix metalloproteinases) son enzimas dependientes de
iones como Ca*" y Zn* # Estas enzimas pueden subagru-
parse estructuralmente, de acuerdo con la homologia
que muestran en sus dominios y con la especificidad por
su sustrato, en colagenasas, gelatinasas, estromelisinas,
metaloproteasas de matriz tipo membrana (MT-MMP,
membrane-type matrix metalloproteinases) y otras MMP,
donde se encuentran enzimas que atin no han sido
completamente caracterizadas.’ En la bibliografia se ha
reportado la participacién de diversas metaloproteasas,
comolas1,2,3,8,9,10y 11, como constituyentes fisio-

l6gicos del microambiente que rodea a las membranas,
y algunas de ellas vinculadas con casos de rotura pre-
matura de membranas pretérmino.?*

El objetivo de este trabajo fue identificar simulta-
neamente diferentes metaloproteasas en extractos de
membranas corioamniéticas mediante un microarreglo
soluble (microesferas unidas a anticuerpos especificos)
y encontrar la relacién de su concentracién con el traba-
jo de parto en condiciones fisioldgicas y patolégicas.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

En la Unidad de Tococirugia del Instituto Nacional de
Perinatologia se obtuvieron membranas corioamnidticas
de mujeres sin hallazgos clinicos o microbiol6gicos, o
ambos, de infeccion con las siguientes caracteristicas:

Grupo 1. Embarazos de 37 a 40 semanas de gesta-
cién con indicacién de operacién cesdrea en los que se
comprobé ausencia de trabajo de parto espontaneo.

Grupo 2. Embarazos de 37 a 40 semanas de gestacion
con trabajo de parto esponténeo.

Grupo 3. Embarazos de 37 a 40 semanas con rotura
prematura de membranas corioamniéticas, sin impor-
tar la via de resolucion.

Grupo 4. Embarazos con trabajo de parto pretérmi-
no, sin importar la via de resolucién.

Metodologia

Obtencion de extractos de membranas corioamniéticas
En la sala de expulsiéon, inmediatamente después
de ser extraida la placenta, se tom6 una muestra de
toda la superficie de las membranas corioamniéticas,
para andlisis microbiolégico y descartar infeccién.
Las membranas corioamniéticas se transportaron al
laboratorio en medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) con antibiético-antimicético al 1%, y una
vez ahi y en condiciones de esterilidad se lavaron con
solucién salina fisioldgica, se extendieron sobre una
superficie plana y se hicieron explantes de 45 cm? que
se cultivaron en 45 mL de DMEM complementado
con 1% de piruvato de sodio y 1% de antibiético-an-
timicético. Después de esta incubacion, los explantes
se homogenizaron con un Polytron (KINEMATICA
AG) en su medio condicionado, se centrifugaron a
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4,000 rpm durante dos horas, se filtraron con una
membrana de 0.22 1 (CORNING) y se conservaron a
-20 °C hasta su uso.

Cuantificacion de las metaloproteasas de matriz extracelular
en los extractos de las membranas corioamniéticas

En los extractos de membranas corioamnidticas se
identificaron diferentes metaloproteasas por medio
de un microarreglo soluble de microesferas unidas
a anticuerpos anti metaloproteasas, Bio-Plex™ Sus-
pension Array System (Bio-Rad Laboratories). Con
este microarreglo se pueden detectar ocho metalopro-
teasas: 1,2,3,7,8,9,12 y 13, mediante microesferas
unidas a anticuerpos especificos y a fluorocromos.
Cuando las metaloproteasas estan unidas a su an-
ticuerpo especifico, el fluorocromo (ficoeritrina) se
excita con un laser de 532 nm y se captura la luz
emitida, a mayor fluorescencia mayor concentraciéon
de la metaloproteasa en la muestra. Las diferencias de
intensidad de la fluorescencia de cada metaloproteasa
permiten cuantificar la concentraciéon de cada una de
estas moléculas por fluorometria.

Analisis estadistico

Los datos no tuvieron distribucién normal, por lo que
se utilizaron pruebas no paramétricas (U de Mann-
Whitney) para evaluar diferencias estadisticas.

RESULTADOS

Los resultados del microarreglo soluble anti metalopro-
teasas mostraron que en los cuatro grupos de estudio
las metaloproteasas mas abundantes en los extractos
de membranas corioamniéticas fueron la 8 y la 2. Sin
embargo, la concentracién de metaloproteasa 8 en los
extractos de membranas corioamnidticas provenientes
de tejidos a término con rotura prematura de mem-
branas fue significativamente mayor en comparacion
con los extractos de membranas corioamnioticas de
tejidos a término, sin y con trabajo de parto (p = 0.01
en ambos casos). La metaloproteasa 8 también tuvo
mayor concentracién en los extractos de membranas
corioamniéticas provenientes de tejidos pretérmino
en comparacion con los extractos de membranas co-
rioamniéticas de tejidos a término sin trabajo de parto
(p =0.01, figura 1).

DISCUSION

El mecanismo molecular que desencadena la rotura
de las membranas corioamniéticas en condiciones
fisiolégicas y patoldgicas, ain no esta totalmente
establecido. Sin embargo, se ha demostrado que este
episodio es muy complejo y comprende distintos
procesos bioquimicos, principalmente la degradacion
de la matriz extracelular por las metaloproteasas de
matriz extracelular."”

Se sabe que la metaloproteasa 1 es una enzima que
constituye fisiolégicamente al liquido amniético, y el
incremento en su concentracién se asocia con casos de
rotura prematura de membranas pretérmino.'” En nuestro
estudiono hubo diferencias significativas entre los grupos
de estudio; sin embargo, hay tendencia a encontrarla en
mayor concentracion en los extractos de tejidos con rotura
prematura de membranas y parto pretérmino.

La MMP-2 se encuentra en concentraciones constantes
en el liquido amnidtico y en los tejidos gestacionales a lo
largo del embarazo, su expresién no tiene variaciones en
las membranas corioamniéticas a término o pretérmino y
sehalocalizado en el amnios, en la capa de trofoblasto del
corion y en la decidua.”*"® En nuestro estudio tampoco
se encontraron variaciones en la concentracién de esta
enzima, y por ello se considera que no tiene participa-
cién en los procesos de degradacion del tejido conectivo
relacionados con el trabajo de parto.

La expresion de MMP-3 y MMP-7, junto con otras
estromelisinas, se ha comprobado en membranas fetales,
placenta y liquido amniético, por lo que se considera que
estas enzimas son capaces de degradar componentes dela
matriz extracelular, incluidas la colagena tipo IV, laminina,
elastina y los proteoglicanos.! En nuestro analisis no se
comprobaron cambios significativos de MMP-3 o MMP-7
al activarse el trabajo de parto, ni en las condiciones de
rotura prematura de membranas y parto pretérmino.

En su mayor parte la MMP-8 es producida por
células del corion en las membranas fetales; sin em-
bargo, se sabe que su concentracién aumenta hasta en
cinco veces en los tejidos de mujeres con trabajo de
parto, respecto de los de aquellas sin trabajo de parto,
y también que durante el trabajo de parto aumenta la
expresion del ARNm de esta enzima.'® Nuestros resul-
tados no confirman estos hallazgos, y aunque existe un
incremento en la cantidad de metaloproteasa 8 detec-
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Grupo 1. Extractos de membranas corioamniéticas
sin trabajo de parto
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Grupo 3. Extractos de membranas corioamniéticas
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Figura 1. Microarreglo soluble de microesferas unidas a anticuerpo
metaloproteasas 8 y 2 fueron las dos enzimas mas abundantes en

Grupo 2. Extractos de membranas corioamniéticas
con trabajo de parto
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Grupo 4. Extractos de membranas corioamniéticas
con parto pretérmino
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s anti metaloproteasas (Bio-Plex™ Suspension Array System). Las
todos los extractos de membranas corioamniéticas. Sin embargo,

la metaloproteasa 8 se encontré6 en mayor concentracion en los extractos con rotura prematura de membranas y parto pretérmino
respecto de los demas grupos. Las barras representan el promedio de los datos y la DE (n = 6, cada grupo).

tada en los extractos de las membranas con trabajo de
parto, no es significativo. No obstante, al compararse
los extractos de las membranas afectadas con rotura
prematura de membranas y parto pretérmino con los
de sin trabajo de parto, si hubo diferencias.

Tanto en el epitelio amniético como en el corion se
ha comprobado la expresiéon de la metaloproteasa 9;
sin embargo, se sabe que ésta aumenta en el momen-
to del trabajo de parto. También se han relacionado
concentraciones elevadas de esta enzima en el liquido
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amniético durante el trabajo de parto y la rotura pre-
matura de membranas.>"'® Nuestros resultados no
arrojaron diferencias en las concentraciones de esta
enzima en cualquiera de las condiciones exploradas, lo
que pudo deberse a que la metaloproteasa 9 es capaz
de formar un complejo estable imposible de disociarse
en las condiciones en que fue preparado el extracto.

La metaloproteasa 12 es producida principalmente
por macréfagos y se ha asociado con diversas enfer-
medades, no obstante, se conoce poco de esta enzima
en los tejidos gestacionales.” En el presente estudio
se encontr6 en concentraciones muy bajas y sin dife-
rencias entre los grupos, lo que explica su poca o nula
relevancia en el embarazo.

La metaloproteasa 13 es expresada y producida por
las membranas fetales y es un constituyente fisiolégico
del liquido amniético. Esta enzima no se ha vinculado
con el parto pretérmino.’® En nuestro sistema esta enzima
no se detect6 en ninguno de los cuatro grupos de trabajo,
lo que se contrapone con lo descrito en la bibliografia.

CONCLUSION

Las membranas corioamniéticas y las células inmuno-
légicas infiltradas en estos tejidos podrian participar
en la rotura de las membranas, al producir e inducir
la produccién de metaloproteasas y otros mediadores,
por esto es relevante cuantificar las metaloproteasas
secretadas por las membranas corioamnioéticas.

En este estudio se analiz6 de manera simultanea la
concentracion relativa de todas las metaloproteasas
relevantes para la degradacion del tejido conectivo
del corioamnios en cuatro condiciones diferentes
asociadas con el trabajo de parto normal o anormal. El
uso de estas técnicas protedmicas confiere un enfoque
que hasta ahora no se habia intentado en el analisis de
secreciones complejas, que permite vislumbrar en el
futuro inmediato su utilizacién en el estudio clinico del
problema del parto pretérmino y la rotura prematura
de membranas. Asi se podré intentar el analisis de la
composicién del perfil de este grupo de enzimas en
secreciones cervicovaginales para, con un enfoque
mas amplio, proponer el uso de perfiles de este tipo de
moléculas en la identificacién de la progresién normal
y anormal del trabajo de parto.
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RESUMEN

Antecedentes: la integridad fisica y estructural de las membranas corioamniéticas se debe a un preciso proceso de sintesis y degrada-
cion de colagena; durante el trabajo de parto aumenta la actividad colagenolitica a su alrededor, lo que conduce a pérdida estructural y
debilitamiento de su resistencia mecanica, principal causa de su rotura en condiciones fisiolégicas y patoldgicas. La comprension de su
estructura tridimensional es indispensable para caracterizar al trabajo de parto normal y en enfermedades especificas.

Objetivo: analizar la estructura tridimensional de las membranas corioamniéticas humanas al término de la gestacion.

Material y métodos: estudio descriptivo para analizar la distribucién de las colagenas tipos I, Ill y IV en membranas corioam-
niéticas humanas a término (37 a 40 semanas de gestacion) sin trabajo de parto, mediante microscopias confocal y electrénica
de barrido.

Resultados: se observé que en el amnios las células conforman un epitelio homogéneo aunque sin contacto intercelular estrecho (epitelio
clasico) lo que contribuiria al transporte de moléculas por difusion transmembranal. También que el tejido conectivo del amnios es una
red fibrilar compleja de colagena tipo |, soportada estructuralmente por la colagena tipo IV. Por el contrario, el corion tiene gran cantidad
de células en estrecho contacto, con muy pocas fibras de colagena tipos | y lll, y casi ninguna de colagena tipo IV.

Conclusiones: el analisis tridimensional del tejido conectivo de las membranas corioamniéticas, particularmente del amnios, permite en-
tender el papel central que desempefian tanto la colagena tipo IV en el mantenimiento de su estructura, como las enzimas colagenoliticas
en su degradacion y rotura en condiciones normales y patologicas.

Palabras clave: membrana corioamniética humana, colagena, colagendlisis, microscopia conofocal, microscopia electrénica de barrido.

ABSTRACT

Background: Physical and structural chorioamniotic membranes integrity is due to a precise process of synthesis and degradation of
collagen; surrounding collagenolitic activity raises during labor, what leads to a structural loss and mechanical resistance weakening, the
main cause of its rupture under physiological and pathological conditions. Understanding of its three-dimensional structure is essential to
characterize normal and pathological labor.

Objective: To analyze three-dimensional structure of human chorioamniotic membranes at gestational term.

Material and methods: Descriptive study to analyze the distribution of collagens type I, Il and IV in human chorioamniotic membranes at
term (37 to 40 gestational weeks) without labor by means of confocal and electronic scan microscopy.

Results: Cells’ amnios shapes a homogeneous epithelium without a close intercellular contact (classic epithelium) what may contribute
to transmembranal diffusion molecules’ transport. Amnios connective tissue is too a complex fibrilar net of type | collagen, structurally su-
pported by type IV collagen. On the contrary, corion has a great amount of cells in close contact, with a few fibers of type | and Il collagen,
and almost none of type IV collagen cells.

Conclusion: Three-dimensional analysis of chorioamniotic membranes connective tissue, particularly amnios, allows to understand the
main role of type IV collagen on supporting its structure, as well as collagenolitic enzymes in its degradation and rupture under normal
and pathological conditions.

Key words: human chorioamniotic membrane, collagen, collagenolysis, conofocal microscopy, electronic scan microscopy.

RESUME

Antécédents : I'intégrité physique et structurelle des membranes chorioamniotiques est due a un proceés précis de synthése et dégradation
de collagéne, pendant le travail augmente I'activité collagéne-lytique aux environs, ce qui conduit a une perte structurelle et affaiblissement
de leur résistance mécanique, cause principale de leur rupture sous des conditions physiologiques et pathologiques. La compréhension
de leur structure tridimensionnelle est indispensable pour caractériser le travail normal et dans des maladies spécifiques.
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Objectif : faire 'analyse de la structure tridimensionnelle des membranes chorioamniotiques humaines au terme de la gestation.

Méthodologie : étude descriptive pour faire I'analyse de la distribution des collagénes des types |, lll et IV dans des membranes cho-
rioamniotiques humaines a terme (37 a 40 semaines de gestation) sans travail, au moyen de microscopies confocale et éléctronique a
balayage.

Résultats : on a observé que dans I'amnios les cellules conforment un épithélium homogéne mais sans contact intercellulaire étroit
(épithélium classique) ce qui contribuerait au transport des molécules par diffusion transmembranaire. De méme que le tissu connectif
de I'amnios est un réseau fibrillaire complexe de collagéne type |, soutenu principalement par le collagéne type IV. Contrairement, le
chorion a une grande quantité de cellules en contact étroit, avec trés peu de fibres de collagene type | et Ill, et presque aucune de
collagéne type IV.

Conclusions : I'analyse tridimensionnelle du tissu connectif des membranes chorioamniotiques, particulierement de I'amnios, permet de
comprendre le role central que jouent tant le collagéne type IV dans le maintien de leur structure, comme des enzymes collagéne-lytiques
dans leur dégradation et rupture sous des conditions normales et pathologiques.

Mots-clés : membrane chorioamniotique humaine, collagéne, collagénolyse, microscopie confocale, microscopie électronique a ba-
layage.

RESUMO

Antecedentes: A integridade fisica e estrutural das membranas corioamnidticas é devida a um preciso processo de sinteses e degra-
dacao de colageno. Durante o trabalho de parto aumenta a atividade colagenolitica ao seu redor, o que conduz a pérdida estrutural e
enfraquecimento de sua resisténcia mecanica, principal causa de sua quebra em condigdes fisioldgicas e patolégicas. A compreensao de
sua estrutura tridimensional é indipensavel para caracterizar o trabalho de parto normal e as doencas especificas.

Objetivo: Analisar a estrutura tridimensional das membranas corioamniéticas humanas em término da gestacéo.

Metodologia: Estudo descritivo para analisar a distribuigdo dos colagenos tipos I, Il e [V em membranas corioamniéticas humanas em
término (37 a 40 semanas de gestacdo) sem trabalho de parto, mediante microscépias confocal e eletrénica de varredura.

Resultados: Foi observado que em amnios as células conformam um epitélio homogéneo ainda que sem contato itercelular estreito (epitélio
classico) o que contribuiria o transporte de moléculas por difusdo transmembranal. Também que o tecido que conecta os amnios é uma
rede fibrilar complexa de colageno tipo |, suportada estruturalmente pelo colageno tipo IV. Pelo contrario, o cérion tem grande quantidade
de células em estreito contato, com poucas fibras de colageno tipos | e Ill, e quase nenhuma de colageno tipo IV.

Conclusdes: A analise tridimensional do tecido conectivo das membranas corioamniéticas, particularmente dos amnios, permite enten-
der o papel central que desempenham tanto o colageno tipo IV de manutengéo da estrutura, como as enzimas colagenoliticas em sua
degradacéo e quebra em condigbes normais e patoldgicas.

Palavras-chave: membrana corioamniética humana, colageno, colagendlises, microscopia confocal, microscopia eletrénica de varre-
dura.
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forman el tejido extraembrionario que lo aisla

y le provee proteccion ante el estrés mecanico
de toda la gestacién, ademas de tener funciones secre-
toras importantes. Dichas membranas estan formadas
por dos capas adyacentes, el corion y el amnios, que a
su vez estdn compuestas por diversos tipos celulares.
La gran resistencia mecanica que caracteriza a estas
membranas se debe a una amplia estructura de tejido
conectivo, constituida sobre todo por distintos tipos
de colagena.

Las colagenas tipo I y III principalmente forman
una red fibrilar en todas las capas que componen el
amnios (compacta, esponjosa y reticular); se localizan
también, aunque en mucho menor medida, en la deci-
dua cercana a los trofoblastos del corion. La colagena
tipo IV es el principal componente de la membrana
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basal que sostiene al epitelio amniético y de la pseu-
domembrana basal del corion. Hay datos de que este
tipo de coldgena también forma las estructuras no
fibrilares en la capa reticular del amnios, por lo que se
sugiere que sirve como soporte estructural de la red
fibrilar de las coldgenas Iy II.%*

Durante la gestacién, el mantenimiento de la
integridad fisica y estructural de las membranas corio-
amnioéticas se logra mediante un proceso equilibrado
de sintesis y degradacién de coldgena.* Sin embargo,
cuando se manifiesta el trabajo de parto, la actividad
colagenolitica alrededor de ellas se incrementa, lo que
conduce a la pérdida estructural y finalmente al debi-
litamiento de su resistencia mecénica. Este mecanismo
esla principal causa de la rotura de dichas membranas
tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas.®
Por esto es indispensable la adecuada comprensién
de la estructura tridimensional de las membranas en
la caracterizacién del trabajo de parto normal y en
enfermedades especificas, como la rotura prematura
de membranas.

En este trabajo abordamos el andlisis estructural
de las membranas corioamniéticas de forma tridi-
mensional, mediante dos metodologias distintas: las
microscopias confocal y electrénica de barrido.

METODOLOGIA

Muestras biolégicas

Se utilizaron membranas corioamniéticas obtenidas
en la Unidad de Tococirugia del Instituto Nacional
de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes. Todas
provenian de mujeres que tuvieron embarazo a tér-
mino (37 a 40 semanas de gestacién) por cesdrea sin
indicios de trabajo de parto, con el fin de asegurar
la integridad estructural del tejido conectivo que las
conformaba. Las membranas se cortaron cerca del
sitio de unidén a la placenta y se transportaron en
medio DMEM con 1% de antibiético-antimicético.
Una vez en el laboratorio, se lavaron con solucién
salina fisiol6gica y se procesaron de acuerdo con la
metodologia especifica.

Marcaje fluorescente de anticuerpos monoclonales
Se utilizaron anticuerpos monoclonales especificos
para colagena humana de los tipos I, Il y IV (Calbio-

chem, La Jolla, EU). Estos anticuerpos se marcaron
con los fluorocromos Alexa-fluor 546, Alexa-fluor
532 y Alexa-fluor 647, respectivamente, de acuerdo
con el procedimiento indicado por el proveedor,
con modificaciones (Molecular Probes, Eugene, EU).
Para el marcaje, se mezclaron 20 ng del anticuerpo
con el fluorocromo y con 2 uL de bicarbonato de
sodio 1M. Esta mezcla se incubd en la oscuridad, a
temperatura ambiente, durante una hora, seguido
de incubacién a 4°C durante toda la noche. Para
purificar el anticuerpo marcado y eliminar el exceso
de fluorocromo, después del marcaje se agregaron
78 uL de PBS para obtener un volumen final de 100
pL, el cual se hizo pasar por la resina de purificacién
y se centrifugé dos veces durante cinco minutos a
1100 rpm x g. La concentracién final, asi como la
tasa de marcaje de cada anticuerpo, se calcularon a
partir de los valores de absorbancia obtenidos por
espectrofotometria.

Tincién de membranas corioamniéticas

En cada membrana corioamniética a procesar, el corion
y el amnios se separaron manualmente, y de cada uno
se cortaron fragmentos de aproximadamente 1 cm?

Para la tincién de los tejidos se preparé una mezcla
de los anticuerpos marcados anti colagena I (dilucién
1:100), colagena III (dilucién 1:100) y colagena IV (di-
lucién 1:50) en PBS. Los tejidos se incubaron en 500
L de esta mezcla durante toda la noche, a 4°C, en la
oscuridad. Como control negativo se usaron fragmen-
tos incubados en 500 uL de PBS.

Finalmente, los tejidos integros se montaron en
un portaobjetos con 10 pL de medio de montaje Vec-
tashield con DAPI (Vector). El DAPI es un colorante
fluorescente que se utiliza para tefiir nticleos de célu-
las. En esta parte del trabajo se incluyeron fragmentos
de tres membranas distintas.

Microscopia confocal

Después del montaje, los tejidos se observaron en
un microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta, con el
empleo del programa Zeiss LSM. Se observaron tres
campos distintos en cada uno de los fragmentos. Las
reconstrucciones tridimensionales se generaron en el
mismo programa a partir de secuencias de imagenes
individuales con espesores variables.
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Microscopia electrénica de barrido

Una vez lavadas las membranas corioamniéticas,
se cortaron pedazos de aproximadamente 5 cm? y
se fijaron de inmediato en formol neutro. Los frag-
mentos se deshidrataron con diluciones crecientes de
etanol y finalmente se guardaron en acetona a 4°C.
Después, los tejidos se dejaron secar durante todo el
dia en un secador de punto critico Technics CPA-IL
Cuando estuvieron secos, los tejidos se montaron en
portamuestras con ayuda de un microscopio 6ptico.
Finalmente se recubrieron con iones de oro mediante
el equipo Ion Sputter JSC 1100.

Los tejidos se observaron en el microscopio elec-
tronico de barrido Jeol JSM-6360LV, del Servicio
Académico de Microscopia Electrénica de Barrido,
del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México.

RESULTADOS

Microscopia confocal

Al analizar los fragmentos de explantes de amnios,
la marca fluorescente de DAPI, correspondiente a los
nucleos de las células, se observé principalmente en un
extremo del explante, que corresponde al epitelio am-
niético. También se observaron otros nucleos dentro
de la estructura de tejido conectivo, que corresponde
a la capa de fibroblastos.

Figura 1. Reconstruccion tridimensional del amnios mediante
microscopia confocal. Los colores corresponden a las sefales
fluorescentes de: azul, nucleos; amarillo, colagena tipo I; verde,
colagena tipo lll; rojo, colagena tipo IV (aumento 20X).

L TCTOR R

Figura 2. Reconstruccion tridimensional del corion mediante
microscopia confocal. Los colores corresponden a las sefiales
fluorescentes de: azul, nucleos; amarillo, colagena tipo I; verde,
colagena tipo lll; rojo, colagena tipo IV (aumento 20X).

La sefial fluorescente correspondiente a la colagena
tipo I se encontr6 distribuida de manera relativamente
homogénea en las distintas capas. Practicamente no
hubo senal de coldgena tipo III en el amnios.

La sefial fluorescente que correspondio6 a la cola-
gena tipo IV se observé inmediatamente debajo de
la regién de células epiteliales, que corresponde a la
membrana basal. También se observo que esta marca
fluorescente atravesaba ciertas regiones del amnios,
con una distribucién perpendicular a la sefial de la
colagena tipo I (figura 1).

En el corion la marca de los nticleos abarcaba todo
el espesor del explante. Las sefiales correspondientes
a las coldgenas I y III colocalizaron en todo momento,
y mostraron una distribucién homogénea. La marca
fluorescente de coldgena tipo IV fue muy escasa,
dispersa y limitada a la region correspondiente a la
pseudomembrana basal (figura 2).

Microscopia electrénica de barrido

El andlisis del amnios por medio de esta técnica reveld
que los amniocitos constituyen un epitelio continuo
pero relativamente laxo (figuras 4 y 5). Las células del
epitelio amniético muestran una serie de proyecciones
laterales del citoplasma que permiten la conexién entre
células de modo caracteristico. Se pudo observar con
gran detalle que todo el espesor del amnios se con-
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Figura 3. Vista transversal de las membranas corioamnicdticas hu-
manas. Se observa, del lado izquierdo, el corion, y del lado derecho,
un poco mas separado, el amnios (aumento 150x).

forma por una intrincada red de fibras que, aunque
parecen ser de un didmetro similar, pueden formar
estructuras mds gruesas y complejas (figura 6).

En el corion se observé una gran cantidad de cé-
lulas de diversos tipos con estrecho contacto entre
si. Las fibras de coldgena que se observaron en este
tejido eran muy escasas y dispersas, y no formaban
estructuras como las observadas en el amnios (figu-
ras 7y 8).

Figura 4. Vista transversal del amnios. Se observan del lado de-
recho los amniocitos que conforman el epitelio; en el centro, una
porcion de membrana basal que se ha plegado y cubre parcialmente
la red de colagena que forma las distintas capas del amnios (iz-
quierda) (aumento 750x).

Figura 5. Vista frontal del epitelio amniético (aumento 1,000x).

DISCUSION

El propésito de este trabajo fue analizar la estructura
delas membranas corioamniéticas de un modo distinto
a lo descrito hasta hoy, en busca de enfoques metodo-
légicos que permitieran observar a detalle cémo se
conforma dicha estructura de manera tridimensional.
De ahi que se decidiera usar la microscopia confocal
para identificar simultdneamente los tres tipos de co-
lagena mas relevantes en las membranas, asi como su
distribucién espacial; ademas, se us6 la microscopia
electrénica de barrido para observar detalladamente la
organizacién de las poblaciones celulares, pero sobre
todo la estructura de las fibras de coldgena.

Con la microscopia electrénica de barrido del am-
nios se pudo observar que las células conforman un
epitelio bastante homogéneo; sin embargo, el contacto
entre los amniocitos no es tan estrecho como correspon-
de a un epitelio clasico, que separa compartimientos.
En cambio, se observan puntos de uniones mdultiples
mediados por extensiones fibrilares entre las células,
sin contacto directo entre las membranas celulares.
Las estructuras de conexién intercelular no pudieron
apreciarse en detalle y resta describir su naturaleza.
No obstante, la forma en como se organiza el epitelio
amniético con una estructura cribosa permitiria el
paso rapido de compuestos de gran tamafio molecular
y explicar la gran capacidad del corioamnios para el
transporte de moléculas por difusién transmembranal,
que permite la comunicacién desde y hacia la cara co-
riodecidual de las membranas corioamniéticas (figura
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Figura 6. Amnios visto desde la cara adyacente al corion. Se puede observar la intrincada red de fibras de colagena que forman este
tejido (aumentos: A, 100X; By C, 1,000x; Dy E, 5,000x; F, 30,000x).

5). Esta funcién explicarfa propiedades funcionales
que permiten el paso de macromoléculas, como las
citocinas y enzimas, durante el trabajo de parto o en
condiciones inflamatorias.®

También se observé que la mayor parte de la es-
tructura tridimensional del amnios se conforma por
una compleja red fibrilar que se extiende desde la
membrana basal hasta la unién con el corion (figura
6). La microscopia confocal revel6 que la mayor parte
de dicha estructura se compone por coldgena tipo I,
cuya distribucién es bastante homogénea y abarca
todas las capas del amnios (figura 1), lo que concuerda
con lo reportado en la bibliografia;? sin embargo, no se
observé alguna marca correspondiente a la colagena
tipo IIl en este tejido, lo que podria explicarse porque
los determinantes antigénicos de esta proteina estan
ocultos en la estructura tridimensional del tejido.

La sefial fluorescente que corresponde a la coldgena
tipo IV se encontré muy cercana a la sefial de los nticleos
de los amniocitos, e incluso rodeando a estas estructu-
ras (figura 1). Aunque seria necesario un analisis mds
detallado de las uniones intercelulares en los amnio-

citos, estas observaciones sugeririan que la coldgena
tipo IV, ademaés de ser el principal constituyente de la
membrana basal, podria ser la responsable de la unién
entre los amniocitos y, por tanto, de mantener la inte-
gridad estructural del epitelio. Otra posibilidad seria
que estas uniones intercelulares fueran similares a los
llamados podocitos, proyecciones celulares que sirven
normalmente como estructuras de anclaje, y que se
han encontrado en la base de los amniocitos fungiendo
como unién de estas células a la membrana basal.”

Asimismo, pudimos observar que, en algunas par-
tes del amnios, la coldgena tipo IV también se localiza
dentro de la zona de colageno tipo I, aunque su dis-
tribucion parece ser perpendicular a la de esta dltima
(figura 1). Estas observaciones parecen comprobar,
como se ha propuesto, que la coldgena tipo IV cumple
una importante funcién estructural al dar soporte a la
red de fibras de colagena tipo 1.>8

El analisis del corion reveld, como se esperaba, una
estructura tridimensional muy distinta a la del amnios.
Con la microscopia electrénica de barrido se pudo ob-
servar una gran cantidad de células de distintos tipos,
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que mantienen un estrecho contacto entre si. En este
caso, no se observaron las uniones intercelulares de
tipo fibrilar, como las observadas entre los amnioci-
tos, sino que el contacto directo entre las membranas
celulares parece mas evidente (figuras 7 y 8).

Adiferencia del amnios, la microscopia confocal del
corion revel6 coldgena tipo I y tipo III; estas moléculas
se localizabron juntas en las mismas zonas, y su dis-
tribucién fue homogénea a todo lo ancho del corion.
Aqui, la coldgena tipo IV fue muy escasa y se limitaba
ala zona de la pseudomembrana basal, sin adentrarse
en el tejido (figura 2). La microscopia electronica de
barrido mostré que el corion no tiene una estructura
fibrilar tridimensional como la del amnios; de hecho,
son muy pocas las fibras de coldgena que se observa-
ron en el corion (figura 7).

Figura 7. Corion visto desde la cara adyacente al amnios. Se
observa una gran cantidad de células unidas estrechamente,
mientras que las fibras de colagena son escasas (aumentos: A,
250x; B, 2,000x).

Figura 8. Vista frontal de las membranas corioamnioticas desde
la cara coriodecidual. Se observa la gran cantidad de células en
la coriodecidua y en el centro una zona libre de células donde se
distinguen fibras de colagena del amnios (aumento 5,000x).

Estas observaciones comprueban que el corion esta
formado principalmente por células, y no tiene una
estructura importante de tejido conectivo, que pueda
proveer de soporte a las membranas corioamniéticas.

La observacion de la red tridimensional de tejido
conectivo en las membranas, particularmente en el
amnios, permite entender el papel central que des-
empena la coldgena tipo IV en el mantenimiento de
la estructura de este tejido y su funcién de proveer el
soporte mecanico para el feto durante la gestacién. Es
evidente que el principal mecanismo fisiopatogénico
encargado de disminuir la resistencia de las membra-
nas y llevar a su rotura estd mediado, precisamente,
por enzimas colagenoliticas, particularmente la cola-
genasa tipo IV o MMP-9.°

REFERENCIAS

1. Parry S, Strauss JF. Premature rupture of the fetal membranes.
N Engl J Med 1998;338(10):663-70.

2. Malak TM, Ockleford CD, Bell SC, et al. Confocal immu-
nofluorescence localization of collagen types I, IlI, 1V, V and
VI and their ultrastructural organization in term human fetal
membranes. Placenta 1993;14(4):385-406.

3. Modesti A, Scarpa S, D’'Orazi G, Simonelli L, Caramia FG.
Localization of type IV and V collagens in the stroma of human
amnion. Prog Clin Biol Res 1989;296:459-63.

4. Vadillo-Ortega F, Gonzalez-Avila G, Karchmer S, et al. Colla-
gen metabolism in premature rupture of amniotic membranes.
Obstet Gynecol 1990;75(1):84-8.

5. Vadillo-Ortega F, Hernandez-Miranda A, Bermejo-Martinez L,
Beltran-Montoya J, Gonzéalez-Avila G. Transicion de la forma
enzimatica latente a activa como un modelo de regulacién de la
degradacién de matriz extracelular en el corioamnios durante
el trabajo de parto humano. Ginecol Obstet Mex 1995;63:166-
72.

6. Zaga V, Estrada-Gutierrez G, Beltran-Montoya J, et al. Se-
cretions of interleukin-1beta and tumor necrosis factor alpha
by whole fetal membranes depend on initial interactions of
amnion or choriodecidua with lipopolysaccharides or group B
streptococci. Biol Reprod 2004;71(4):1296-302.

7. van Herendael BJ, Oberti C, Brosens |. Microanatomy of the
human amniotic membranes. Alight microscopic, transmission,
and scanning electron microscopic study. Am J Obstet Gynecol
1978;131(8):872-80.

8. Vadillo-Ortega F, Hernandez-Guerrero C. Fisiopatologia de
la rotura prematura de membranas. En: L. Cabero Roura D,
Saldivar Rodriguez E, Cabrillo Rodriguez, editores. Obstetricia
y medicina materno-fetal. México: Médica Panamericana,
2007.

9. Vadillo-Ortega F, Estrada-Gutierrez G. Role of matrix me-
talloproteinases in preterm labour. BJOG 2005;112 (Suppl
1):19-22.

44

GINEcoLoGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO



Ginecol Obstet Mex 2008;76(1):45-51

Evidencia de que las subpoblaciones de leucocitos periplacentarios al
término de la gestacion poseen propiedades funcionales relacionadas
con la induccioén del trabajo de parto®

Arturo Flores Pliego,* Jorge Beltran Montoya,** Nardhy Gémez Lépez,* Felipe Vadillo Ortega*

Nivel de evidencia: II-3

RESUMEN

Antecedentes: el aumento de la actividad colagenolitica en las membranas fetales, vinculado con la rotura prematura, se ha relacionado
con actividad anormal de las metaloproteasas de matriz extracelular secretadas al espacio extracelular en forma de enzimas inactivas,
que deben activarse para degradar selectivamente sus componentes.

Objetivo: analizar las propiedades funcionales de las subpoblaciones de leucocitos provenientes de la circulacion de la placenta.
Material y métodos: estudio biomédico experimental en el que se cultivaron leucocitos de la circulacion de la placenta y de sangre periférica
durante 96 horas, de mujeres con embarazo a término sin trabajo de parto. Las subpoblaciones de leucocitos fueron inmunotipificadas
por citometria de flujo. Los medios del cultivo fueron analizados con zimografia y el perfil de actividad enzimatica de los medios se evalu6
en presencia de inhibidores de proteasas.

Resultados: los leucocitos de la placenta se componen de linfocitos T, NK, B y monocitos, se comprobé aumento progresivo de la se-
crecién de MMP-9 inactiva (92 kDa) y activacién de la MMP-9 a una forma de 82 kDa desde las 48 horas. El perfil enzimatico mostré
predominio de metaloproteasas.

Conclusiones: los leucocitos que se encuentran en la sangre de la placenta mostraron capacidades funcionales diferentes a los de la
circulacién periférica de las embarazadas. Los leucocitos periplacentarios, casi todos linfocitos T, se caracterizan por capacidad especifica
para secretar y activar MMP-9, enzima que participa en la degradacién de las membranas fetales. Esto sugiere que en el entorno de la
placenta se reclutan células especializadas en la induccion de cambios relacionados con el trabajo de parto.

Palabras clave: placenta, leucocitos, MMP-9.

ABSTRACT

Background: The rise of cholagenolitic activity in fetal membranes, associated to premature rupture, have been related to abnormal
activity of the extracellular matrix metalloproteinases discharged to the extracellular space as inactive enzymes that have to be activated
to selectively degrade its components.

Objective: To analyze the functional properties of leukocytes subpopulations coming from the placental circulation.

Material and methods: Biomedical experimental study in which placental and outlying blood leukocytes were cultivated during 96 hours,
from women with pregnancy to term without labor. Leukocytes subpopulations were stained by flow cytometry. Culture media were analyzed
with zymography and enzymatic activity profile was evaluated in presence of proteases inhibitors.

Results: Placental leukocytes are composed of T-, NK- and B-lymphocytes, and monocytes; it was documented a progressive increase of
inactive MMP-9 secretion (92 kDa), accompanied by an 82 kDa form MMP-9 activation since 48 hours. Enzymatic profile mainly showed
metalloproteasas.

Conclusions: Placental blood leukocytes showed functional capacities different from those that circulate in pregnant women'’s outlying
circulation. Placental leukocytes, mainly T-lymphocytes, are characterized by the specific capacity to secrete and activate MMP-9; an
enzyme that participates in fetal membranes degradation. It suggests that in placental surroundings are recruited cells specialized in labor
changes induction.

Key words: placenta, leukocytes, MMP-9.
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RESUME

Antécédents : 'augmentation de I'activité collagéne-lytique dans les membranes fcetales, attachée a rupture prématurée, a été liée avec
I'activité anormale des métalloprotéases de matrice extracellulaire sécrétées a I'espace extracellulaire sous forme d’enzymes inactives et
qui doivent étre activées pour dégrader sélectivement leurs composantes.

Objectif : faire 'analyse des propriétés fonctionnelles des sous-populations de leucocytes provenant de la circulation du placenta.
Matériel et méthodes : étude biomédicale expérimentale dans laquelle on a cultivé des leucocytes de la circulation du placenta et du sang
périphérique pendant 96 heures, de femmes avec grossesse a terme sans travail. Les sous-populations de leucocytes ont été identifiées
par cytométrie en flux. Les milieux de culture ont été analysés avec zymographie et le profil d’activité enzymatique des milieux a été évalué
en présence d’inhibiteurs de protéases.

Résultats : les leucocytes du placenta sont composés de lymphocytes T, NK, B et monolithes, on a prouvé augmentation progressive de
la sécrétion de MMP-9 inactive (92 kDa) et activation de la MMP-9 a une forme de 82 kDa depuis les 48 heures. Le profil enzymatique a
montré prédominance de métalloprotéases.

Conclusions : les leucocytes qui se trouvent dans le sang du placenta ont montré des capacités fonctionnelles différentes a ceux de la
circulation périphérique des gestantes. Les leucocytes péri placentaires, presque tous lymphocytes T, sont caractérisés par capacité spéci-
fique pour sécréter et activer MMP-9, enzyme qui participe de la dégradation des membranes foetales. Ceci suggére que dans I'entourage
du placenta sont recrutés des cellules spécialisés dans I'induction des changements liés au travail.

Mots-clés : placenta, leucocytes, MMP-9.

RESUMO

Antecedentes: O aumento da atividade colagenolitica nas membranas fetais, vinculado com a quebra prematura, esta relacionado com
a atividade anormal dos metilprotease de matriz extracelular secretadas ao espago extracelular em forma de enzimas inativas, que se
devem ativar para degradar seletivamente seus componentes.

Objetivo: Analisar as propriedades funcionais das subpopulagdes de leucécitos provenientes da circulagéo da placenta.

Material e métodos: Estudo biomédico experimental em que foi cultivado leucécito da circulagdo da placenta e do sangue periférico
durante 96 horas, de mulheres com gravidez em término sem trabalho de parto. As subpopulagdes de leucécitos foram imunotificadas
por citometria de fluxo. Os meios de cultivo foram analisados com cimografia e o perfil de atividade enzimatica dos meios foi avaliado
com a presencga de inibidores de proteases.

Resultados: Os leucdcitos da placenta componem-se de linfocitos T, NK, B e mondcitos, que se comprovou um aumento progressivo da
secregcdo de MMP-9 inativa (92 kDa) e ativagdo da MMP-9 a uma forma de 82 kDa desde 48 horas. O perfil enzimatico mostrou predo-
minio de metilprotease.

Conclusdes: Os leucdcitos que se encontram no sangue da placenta mostraram capacidades funcionais diferentes dos da circulagéo
periférica das gravidas. Os leucécitos periplacentarios, quase todos linfocitos T, se caracterizam por uma capacidade especifica para
secretar e ativar MMP-9, enzima que participa na degradacdo das membranas fetais. Isto sugere que o ambiente da placenta recluta
células especializadas na indu¢do de mudangas relacionadas com o trabalho de parto.

Palavras-chave: placenta, leucécitos, MMP-9.

1 parto humano es resultado de mudltiples su-
cesos fisiolégicos que incluyen, al menos, la
sincronizacién de las contracciones uterinas, la
dilatacién cervical y, finalmente, la rotura de las mem-
branas fetales que, en conjunto, permiten el nacimiento
del feto. No obstante, es posible que estas membranas
se rompan sin los eventos mencionados, lo que se
denomina rotura prematura de membranas; es decir,

Este trabajo obtuvo el tercer lugar del Premio Dr. Eliseo Ra-
mirez otorgado por la Federacion Mexicana de Ginecologia y
Obstetricia a los trabajos de investigacion basica presentados
en el 58 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia ce-
lebrado en Monterrey, NL, octubre 2007. Se realizé con apoyo
del Fondo Sectorial de Salud de CONACyYT (Proyecto 7036).
Direccién de investigacion.

***  Departamento de especialidades médicas.

Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los
Reyes.

*%

Correspondencia: Dr. Felipe Vadillo Ortega. Instituto Nacional de

Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes, Montes Urales 800,
colonia Lomas de Virreyes, CP 11000, México, DF. Tel.: 5202-9381.
E-mail: fvadillo@servidor.inper.edu.mx

Este articulo debe citarse como: Flores PA, Beltran MJ, Gémez
LN, Vadillo OF. Evidencia de que las subpoblaciones de leucocitos
periplacentarios al término de la gestacion poseen propiedades
funcionales relacionadas con la induccion del trabajo de parto.
Ginecol Obstet Mex 2008;76(1):45-51.

La version completa de este articulo también esta disponible en
internet: www.actualizacionmedica.com.mx

pérdida de continuidad de las membranas fetales con
salida de liquido amniético transvaginal en ausencia
de trabajo de parto, y sucede en embarazos de mas de
20 semanas.! Esta es un grave problema de salud que
condiciona un riesgo que depende directamente de la
edad gestacional en que se manifieste y pone en peligro
tanto la vida del feto, como la de la madre.? La rotura
prematura de membranas es causa de la tercera parte
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de los nacimientos prematuros que ingresan a terapia
intensiva neonatal y la responsable directa de la quinta
parte de las muertes de estos neonatos.® Su frecuencia
en nuestro pais es, al menos, del 10%, y en el Instituto
Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes,
su prevalencia es alta porque concentra a poblacién con
riesgo elevado (12% de los nacimientos).*

Hoy se considera que la etiopatogenia de la rotura
prematura es multifactorial y el mecanismo exacto que
la desencadena no ha sido completamente esclarecido.
El mecanismo molecular relacionado con la rotura
prematura supone diversos procesos bioquimicos,
como la disminucién del contenido de colagena en las
membranas fetales,’ la alteracion de su estructura®y el
incremento en la actividad colagenolitica.”

El aumento en la actividad colagenolitica de las
membranas fetales que se asocia con rotura prematura
se ha relacionado con la actividad anormal de una
familia de enzimas denominadas metaloproteasas de
matriz extracelular (MMP), las cuales son secretadas
al espacio extracelular en forma de enzimas inactivas
y requieren ser activadas para degradar selectivamen-
te los componentes de la matriz extracelular de las
membranas fetales.?

Estudios previos han demostrado que tanto en el li-
quido amniético como en las células de las membranas
fetales, el trofoblasto y las células deciduales, durante
el trabajo de parto y la rotura prematura de mem-
branas, algunas MMP se expresan como colagenasa
intersticial (MMP-1),’ estromelisinas 1,2 y 3 (MMP-3,
10 y 11),"* matrilisina (MMP-7)"! y principalmente la
colagenasa tipo IV de 92 kDa 0 MMP-9,"? una enzima
que se expresa de manera selectiva hacia el final de la
gestacion, por lo que se propone como un marcador
bioquimico del evento de rotura.”

Hay datos de que otra fuente de la MMP-9 son las
células inflamatorias y, dado que durante el trabajo
de parto existe infiltrado de leucocitos en los tejidos
gestacionales,® diferentes células inmunolégicas po-
drian desempenar un papel importante como fuente
de sefiales y mediadores que activan la degradacion
de la matriz extracelular de las membranas fetales, lo
que contribuye a la creacién de un microambiente de
colagenolisis durante el trabajo de parto."

En este estudio se analizan las propiedades fun-
cionales de las subpoblaciones de leucocitos de la

circulacién proveniente de la placenta y la produccién
en cultivo de pro MMP-9 y su activaciéon por estas
células inmunoldgicas.

MATERIAL Y METODOS

Muestras biolégicas

Las muestras empleadas para este estudio se ob-
tuvieron en el Departamento de Tococirugia del
Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa
de los Reyes, inmediatamente después del alumbra-
miento de mujeres con embarazo a término (37 a
40 semanas de gestacién) sin trabajo de parto y con
indicacién de cesdrea sin datos clinicos, ni microbio-
l6gicos de infeccién, ni enfermedad. Las placentas
se transportaron al laboratorio en condiciones de
estricta esterilidad para su procesamiento.

Aislamiento de leucocitos

Se obtuvieron muestras de sangre de las mujeres es-
tudiadas, que se colectaron mediante drenado de los
cotiledones de la placenta, con lo que se obtuvo una
muestra representativa de los leucocitos que circulaban
localmente in vivo. Ademaés, y con fines de comparacién,
se obtuvieron 10 mL de sangre periférica que fue reco-
lectada en tubos heparinizados (vacutainer-heparina
sodica, Becton-Dickinson, Rutheford, NJ). Las muestras
de sangre se sometieron a un gradiente de densidad con
el reactivo Lymphoprep® (Axis-Shield, Oslo, Noruega),
para obtener los leucocitos de acuerdo con el protocolo
sugerido por los fabricantes.

Una vez obtenidos los leucocitos, se contaron y se
midi6 su viabilidad mediante el colorante vital azul
tripano. Algunas células se procesaron para citometria
de flujo y otras se destinaron a cultivo.

Cultivo de leucocitos

Los cultivos se hicieron con 1 x 10° leucocitos pro-
venientes de la placenta o circulacién periférica. Las
células se sembraron en placas de cultivo de 12 pozos
con 1 mL de medio RPMI 1640 complementado con
SFB al 10% y antibiético-antimicético al 1% (Gibco-
BRL, Gaithersburg, USA). Las células se mantuvieron
en una estufa de cultivo a 37°C, con atmosfera de
5% de CO, y 95% de aire, con humedad relativa del
80% durante 24 horas. Al término de este tiempo se
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les sustituy6 el medio por DMEM complementado
con hidrolizado de lactoalbtimina al 1%, antibiético-
antimicético al 1% y piruvato de sodio al 1%, y se
cultivaron en las condiciones mencionadas durante
24, 48, 72 y 96 horas. Al término de cada uno de los
tiempos de cocultivo se colect6 el medio condicionado
y se almacené a -70 °C para su posterior analisis.

Tinciéon inmunofluorescente para antigenos de
superficie

Para la caracterizacién inmunofenotipica de las célu-
las provenientes de la placenta y la deteccién de las
distintas subpoblaciones de leucocitos se emplearon
los siguientes anticuerpos monoclonales conjuga-
dos con diferentes fluorocromos: anti CD45-FITC;
anti CD3-PC7; anti CD14-ECD; anti CD56-PE y anti
CD19-PC5 (Beckman Coulter, Inc.), para identificar
leucocitos, linfocitos T, monocitos, células NK y lin-
focitos B, respectivamente.

Las muestras se analizaron con citometria de flujo
en un equipo de la serie CYTOMICS FC 500 (Beckman
Coulter, Inc.), y el anélisis de los datos se hizo con
ayuda del software CXP.

Zimografia en gelatina

La actividad gelatinolitica de los medios condicionados
del cultivo se detecté mediante geles/sustrato. Alicuo-
tas de 5 ng de proteina de cada uno de los medios se
sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al
8% con dodecil sulfato de sodio (SDS) copolimerizados
con gelatina tipo A de piel porcina (Sigma, St. Louis,
MO, USA) al 1% en condiciones no desnaturalizantes,”!>
mediante el uso de un sistema con formato de minigel
(Bio-Rad, Richmond, CA). Las zonas de actividad en-
zimatica aparecieron como bandas de lisis claras contra
un fondo de sustrato no degradado. En cada corrida
se incluyeron marcadores de actividad para MMP-2 y
MMP-9 con el uso de sobrenadante obtenido de la linea
celular de promielocitos U937.¢ Las bandas obtenidas
se analizaron con densitometria mediante analizador
deimdgenes (UVP, Southern, CA, USA) y se expresaron
como actividad por area.

Perfil de proteasas en los medios de cultivo
Se colectaron alicuotas de 5 ug de los medios condi-
cionados del cultivo celular de 72 horas, que tuvieron

la mayor cantidad de MMP-9 en forma activa, e in-
cubaron durante dos horas a 37 °C con inhibidores
especificos de familias de proteasas que incluyeron:
acido etilendiaminotetracético (EDTA), 5 mM para
proteasas dependientes de iones metal; fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1 mM para proteasas de
serina, y N-etilmaleimida (NEM), 2 mM para proteasas
con residuos de cisteina. Los medios condicionados se
incubaron con 500 ug de azocaseina (Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO) y se llevé a 1 mL con amortiguador
Tris 0.1 M, pH 7.8. La mezcla se incub6é durante 24
horas a 37°C con agitaciéon constante. La azocaseina
no digerida se precipité con 200 pL de 4cido tricloro-
acético en frio, después de 30 minutos se centrifugé a
12,000 rpm x g durante cinco minutos. Los valores de
absorbancia de los sobrenadantes se leyeron a 336 nm
mediante un espectrofotémetro (DU-800, Beckman,
USA). La actividad se expres6 como ug de azocaseina
degradada/mg de proteina incubada.

Andlisis estadistico

El cambio en la cantidad y actividad enzimatica de
la MMP-9 y en las distintas familias de proteasas se
analiz6 mediante andlisis de variancia (ANOVA) y
se expres6 como el promedio + desviacion estandar
previo a un andlisis de normalidad de los datos en
cuestién. El valor de p < 0.05 se consideré significativo
en cada caso.

RESULTADOS

La citometria de flujo de los leucocitos provenientes
de la placenta mostré que esta poblacién celular se
compone, en su mayor parte, de subpoblaciones de
linfocitos T (73.5% del total de la poblacién celular),
monocitos (16.2%), células NK (6%) y linfocitos B
(4.2%). Estos resultados se encuentran dentro del
rango descrito para nuestro laboratorio."”

Durante el analisis de la actividad gelatinolitica
de los sobrenadantes del medio condicionado del
cultivo de leucocitos provenientes de la placenta y
leucocitos de la circulacién periférica a las 24, 48, 72
y 96 horas, el ensayo mostré que a las 24 horas los
leucocitos placentarios secretan, mayoritariamente,
MMP-9 inactiva (92 kDa) (1,917.37 + 318.03, actividad
por érea), la cual aumenta su intensidad relativa a las
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Figura 1. Zimografia en gelatina. A. Los medios del cultivo celular
de leucocitos placentarios (n = 7) se analizaron mediante zimografia
con gelatina, y mostraron la generacion de dos especies de gelatina-
sas de diferente peso molecular formadas a lo largo del cultivo pro
MMP-9 (92kDa) inactiva y MMP-9 activa (86 kDa), de acuerdo con
el patron de migracion del marcador de actividad (MA). B. Analisis
densitométrico de las MMP-9 inactiva (92kDa) y activa (86 kDa). La
actividad gelatinolitica de los medios de cultivo durante el periodo
experimental (n =7, *p = 0.01, **p = 0.001) que fue comprobada
mediante zimografia, se analizé con densitometria de bandas de
las bandas de lisis y se expresé como actividad por area.

48 horas (3,059.3271 + 621.46, actividad por area; p <
0.05). Este aumento a las 48 horas se acompafié de
la aparicién de una banda de lisis correspondiente a
una especie de MMP-9 de menor peso molecular (82
kDa), que corresponde a la MMP-9 activa (3,366.03
+ 685.04, actividad por érea; p < 0.05). La banda de
actividad que correspondi6 a la forma activa de la
enzima disminuy¢ a partir de las 72 horas y, en cambio,
se comprob6 aumento de la intensidad relativa de la
MMP-9 activa, relacién que se mantuvo hasta las 96
horas del cultivo. La disminucién en la intensidad de
la enzima inactiva correlaciona con la conversién a
MMP-9 activa, lo que sugiere que la enzima inactiva

que se secreta al medio de cultivo es activada por
factores secretados por el mismo cultivo (figural Ay
B). Todo esto en contraste con lo que secreta el cultivo
de leucocitos provenientes de la sangre periférica, sin
cambios estadisticamente significativos en la cantidad
de MMP-9 inactiva secretada; ademas, estas células no
pudieron generar formas activas de MMP-9 a lo largo
de todo el cultivo (figura 2 A y B). Los pesos molecu-
lares de las bandas de lisis se calcularon de acuerdo
con la migracion relativa del U937 (MA).

Se ensay¢ la actividad de diferentes familias de
proteasas secretadas a los medios condicionados por el
cocultivo. La actividad basal de los medios de cultivo
de 96 horas, que fueron los que mostraron la mayor
cantidad de enzima activa, fue de 0.1005 + 0.0069 mg
de sustrato degradado/mg de proteina incubada.
Cuando las muestras se trataron con los diferentes
inhibidores se obtuvieron los valores y porcentajes
de inhibicién mostrados en el cuadro 1. La menor
actividad enzimaética se obtuvo cuando los medios de
cocultivo se trataron con EDTA. Una proporciéon me-
nor de inhibicién se obtuvo con el PMSEF, que sugiere
la participacién de proteasas de serina. La fraccién
minoritaria correspondio6 a las proteasas de cisteina.

DISCUSION

Diversos estudios muestran que las membranas fetales
secretan diferentes mediadores involucrados en la
degradacién de su tejido conectivo,' también se ha
demostrado que diferentes tipos de leucocitos que
arriban a los tejidos gestacionales en el tercer trimestre
del embarazo producen estos mediadores. Debido a
que las membranas fetales son tejidos que carecen de
vasos sanguineos, el origen de los leucocitos que las
infiltran debe ser el liquido amniético o la circulacién
placentaria, la cual representa su entorno mads cerca-
no. Los leucocitos son capaces de producir citocinas
y otras moléculas efectoras, como la MMP-9, enzima
que se ha implicado en el proceso de rotura de las
membranas fetales porque puede degradar coldgena
tipo 1V, fibronectina y proteoglicanos. Por esto, en este
trabajo se inici6 la caracterizacién de las subpoblaciones
de leucocitos que circulan en la placenta y se demostrd
que estas células tienen caracteristicas funcionales
peculiares, que no se encuentran en células equiva-
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Figura 2. Zimografia en gelatina. A. Los medios del cultivo celular de leucocitos de la circulacion periférica de embarazadas (n = 7) se
analizaron mediante zimografia en gelatina, y mostraron una banda de lisis durante todo el tiempo de cultivo, misma que correspondié a la
MMP-9 inactiva (92 kDa) de acuerdo con el patron de migracién del marcador de actividad empleado (MA). B. Andlisis densitométrico de
la MMP-9 inactiva (92 kDa). La actividad gelatinolitica obtenida de los medios condicionados durante todo el cultivo (n = 7) que se obtuvo
por zimografia se analizé mediante densitometrias de las bandas de lisis y fue expresada como actividad por area.

lentes aisladas de la misma embarazada, pero sien la
circulacién general. El hallazgo més notable sefiala que
la cinética de secreciéon de MMP-9 por los leucocitos
provenientes de la placenta se caracteriza por tener
sOlo la forma inactiva de la enzima en las primeras 24
horas. En las siguientes horas se incrementa progresi-
vamente la secrecién de la enzima, pero a partir de las
48 horas de cultivo hay aumento significativo de una
especie de MMP-9 de 82 kDa, descrita en la bibliografia
como la forma activa de la enzima.” La transicién del
estado de enzima inactiva a activa continué6 hasta las
96 horas de cultivo y se acompafié de disminucién
progresiva de la forma inactiva, de manera que al final
del cultivo predomind la forma activa.

La aparicién de la especie activa de MMP-9 (82
kDa) en cualquier sistema biolégico es un suceso
que ocurre s6lo cuando se secretan los activadores
especificos, que corresponden a diferentes proteasas
con afinidad por la pro MMP-9. Esto significa que los
leucocitos aislados de la placenta de embarazos a tér-
mino expresan en cultivo no s6lo la MMP-9, sino los
activadores necesarios para darle funcién biolégica.
Son escasas las descripciones bibliograficas de las
proteasas que realizan esta funcién in vivo y hasta el
momento ninguna puede relacionarse con el sistema
de las membranas fetales. Lo mas llamativo de este
hallazgo es que los leucocitos aislados de la sangre
periférica de estas mismas mujeres no fueron capaces
de incrementar la secreciéon de MMP-9 y en ningtin
momento se demostré su capacidad para activarla.

En este sentido, se observé que los leucocitos mono-
nucleares de la sangre del entorno coriodecidual no
son distintos fenotipicamente de los que se encuentran
en la circulacién periférica; sin embargo, los primeros
tienen caracteristicas funcionales diferentes que con-
sisten en el aumento progresivo de la secrecién de
MMP-9 y la activacion de la MMP-9 inactiva. Otros
autores que han explorado la expresiéon de la MMP-9
en estos tejidos solo fueron capaces de demostrar la
forma inactiva de la enzima (92 kDa),* lo que es mo-
tivo de controversia, ya que la enzima necesariamente
debe encontrarse en forma activa para poder ejercer
su funcion.

Nuestro hallazgo comprueba la existencia de un
mecanismo para reclutar células inmunolégicas del
entorno de la placenta y de las membranas fetales.
Hallazgos complementarios en nuestro laboratorio
sefalan que estas mismas células pueden localizarse
en el microambiente coriodecidual y con ello participar

Cuadro 1. Inhibidores especificos de clase de las proteasas

Inhibidor ug de sustrato degra- % de inhibicion
dado/mg de proteina
incubada
EDTA 0.019 £ 0.0041 80.06
PMSF 0.094 + 0.0149 6.6
NEM 0.105 £ 0.0033 1.2

El cuadro muestra las diferentes actividades y porcentajes de
inhibicion de cada una de las diferentes familias de proteasas
contenidas en los medios de cultivo (n = 4).
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de manera directa en el control de la degradacion del
tejido conectivo de estas estructuras.”

El analisis bioquimico mediante inhibidores es-
pecificos de proteinasas confirmé que las proteasas
secretadas por los leucocitos de la placenta son, en su
mayor parte, metaloproteasas, como las diferentes
MMP, ya que el mayor porcentaje de inhibicién se ob-
tuvo al tratar los medios del cultivo de dichas células
con EDTA, inhibidor de metaloproteasas.

CONCLUSION

La placenta y sus tejidos anexos son capaces de re-
clutar poblaciones especificas de leucocitos o, bien,
de condicionar a las subpoblaciones locales a mostrar
capacidades funcionales especificas, como las mostra-
das en este trabajo, y que corresponden de manera
directa con la induccién de la degradacion del tejido
conectivo de las membranas fetales. Con ello, se lo-
gra contar con células susceptibles de regulacién que
expresan mediadores conocidos del trabajo de parto.
Ante estas pruebas experimentales es necesario que los
estudios sucesivos se enfoquen a caracterizar el tipo
de células especificas que participan en este fenémeno
de secrecién y activacion de la MMP-9.
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Descripcion de los elementos biolégicos implicados en el inicio de un
nuevo organismo. Revisidn de investigaciones contemporaneas sobre
el desarrollo embrionario temprano

*kk

Alejandra Huerta Zepeda,* Maria Elena Torres Padilla,** Rodrigo Guerra Lépez

RESUMEN

El desarrollo embrionario de los mamiferos comienza con la fertilizacion de un ovocito maduro por un espermatozoide. Las células germi-
nales atraviesan una serie de procesos, incluida la gametogénesis: a) origen de las células germinales y su migracion hacia las génadas,
b) aumento en ndmero de las células germinales por mitosis, ¢) reduccion del nimero de cromosomas por meiosis, y d) maduracién
estructural y funcional de los ovocitos y espermatocitos. Cuando estan capacitadas o maduras, los gametos se liberan de las goénadas y
se transportan al oviducto, donde normalmente se realiza la fertilizacién. En el ovocito fertilizado (cigoto) comienza la transicién-materna-
al-cigoto, que incluye la degradacion de los transcritos maternos, reemplazados por los transcritos del cigoto, por la activacion del genoma
del cigoto. Simultdneamente, el material nuclear del espermatozoide y del ovocito sufre una serie de cambios que forman los pronucleos
masculino y femenino. Esta serie de cambios incluye el reemplazo de las protaminas que empaquetan el material genético masculino por
histonas. Después de la fertilizacion, los gametos se reorganizan epigenéticamente, lo que implica cambios en la cromatina y metilacion del
ADN; esta reprogramacion se extiende al estadio de blastocisto. Las modificaciones covalentes de las histonas y la metilacion del ADN se
consideran las marcas epigenéticas mas importantes en el desarrollo del embrién preimplantado. Finalmente, en el cigoto se distinguen los
polos animal-vegetal por la expulsién del cuerpo polar. Luego sufre una serie de divisiones que originan al blastocisto, donde se distingue
el eje embrionario-abembrionario, para enseguida entrar al Utero previamente preparado para la implantacion.

Palabras clave: desarrollo embrionario, células germinales, reprogramacion epigenética, fertilizacién, cigoto, blastocisto.

ABSTRACT

The development of the mammalian embryo begins with the fertilization of the mature oocyte by the sperm. However, many processes that
lead to the production of functional gametes precede this event. First of all, both male and female germ cells form during gametogenesis.
The gametogenesis comprises four different steps: a) the specification and migration of primordial germ cells, b) the increase in the number
of germ cells through mitotic divisions, c¢) the reduction in chromosomal number through meiosis, and d) a final structural and functional
maturation of the oocyte and the sperm. Once the oocyte and the sperm have matured, the newly formed gametes are released from the
gonads upon the appropriate hormonal stimulus and are subsequently transported to the oviduct, where the oocyte awaits to be fertilized
by the sperm. The fertilized oocyte, now called zygote, undergoes the maternal-to-zygotic transition, characterized by the degradation of
maternal transcripts and the concomitant synthesis of transcripts by the newly formed zygote. The production of these new transcripts is
the result of the genome activation of the zygote. At the same time, the sperm and egg’s chromatin experience a series of changes that
will result in the formation of the male and female pronuclei. In the male pronucleus an exchange of protamines for histones takes place.
Furthermore, the parental genomes are subject to modification through DNA demethylation, and the proteins, around which the DNA is
‘packed’, the histones, are also subject to covalent modifications. These modifications constitute some of the most prominent changes
involved in the epigenetic reprogramming of the two gametes. Finally, the animal-vegetal poles that will begin the first divisions or ‘cleavage’
to give rise to the blastocyst, where we can already distinguish an embryonic-abembryonic axis. The blastocyst will then implant in the
uterus previously prepared for implantation.

Key words: embryonic development, germ cells, epigenetic reprogramming, fertilization, zygote, blastocyst.

RESUME

Le développement embryonnaire des mammiféres commence avec la fertilisation d’'un ovocyte mdr par un spermatozoide. Les cellules
germinales traversent une série de proces, la gamétogenése incluse : a) origine des cellules germinales et leur migration vers les gonades,
b) augmentation en nombre des cellules germinales par mitose, c) réduction du nombre de chromosomes par méiose, et d) maturation
structurelle et fonctionnelle des ovocytes et spermatocytes. Lorsqu’ils sont capacités ou mdrs, les gamétes se libérent des gonades et
sont transportés vers l'oviducte, ou la fécondation est normalement réalisée. Dans I'ovocyte fertilisé (zygote) commence la transition
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maternelle au zygote, qui comporte la dégradation des transcrits maternels, remplacés par les transcrits du zygote, par I'activation du
génome du zygote. Simultanément, le matériel nucléaire du spermatozoide et de I'ovocyte subit une série de changements qui forment
les pronucléus masculin et féminin. Cette série de changements comporte le remplacement des protamines qui contiennent le matériel
génétique masculin par des histones. Aprés la fertilisation, les gamétes se réorganisent épigénétiquement, ce qui implique des change-
ments dans la chromatine et méthylation de 'ADN ; cette reprogrammation s’étend au stade blastocyste. Les modifications covalentes
des histones et la méthylation de 'ADN sont considérées les marques épigénétiques les plus importantes dans le développement de
'embryon pré implanté. Finalement, dans le zygote on distingue les pdles animal-végétal par I'expulsion du corps polaire. Puis il subit
une série de divisions qui donnent origine au blastocyste, ou se distingue I'axe embryonnaire-abembryonnaire, pour ensuite entrer dans
I'utérus préalablement préparé pour I'implantation.

Mots-clés : développement embryonnaire, cellules germinales, reprogrammation épigénétique, fertilisation, zygote, blastocyste.

RESUMO

O desenvolvimento embrionario dos mamiferos comega com a fertilizagdo de um ovécito maduro com um espermatozéide. As células
germinais atravessam uma série de processos, incluindo a gametogéneses: a) origem das células germinais e sua migragao até as go-
nadas, b) aumento do nimero das células germinais por mitoses, ¢) redugédo do nimero de cromossomos por meiose, e d) maduragéo
estrutural e funcional dos ovdcitos e espermatozéides. Quando ja estdo capacitados ou maduros, os gametas se liberam das génadas
e se transportam ao oviducto, onde normalmente se realiza a fertilizagdo. No 6vulo fertilizado (zigoto) comega a transigdo-materna-ao-
zigoto, que inclue a degradagao dos transcritos maternos, substituidos pelos transcritos do zigoto, pela ativagdo do genoma do zigoto.
Simultaneamente, o material nuclear do espermatozéide e do ovdcito sofre uma série de mudangas que formam os pronutcleos masculino
e feminino. Esta série de mudangas inclue a substituicdo das protaminas que empacotam o material genético masculino por histonas.
Depois da fertilizagdo, os gametas se reorganizam epigeneticamente, o que implica mudanga na cromatina e metilagdo do DNA; esta
reprogramagcéo se extende ao estagio de blastdcisto. As modificagdes covalentes dos histonas e a metilagdo do DNA se consideram
marcas epigenéticas mais importantes no desenvolvimento do embrido pré implantado. Finalmente, no zigoto se distingiem os polos
animal-vegetal pela expulsédo do corpo polar. Logo sofre uma série de divisbes que originam ao blastoécisto, onde se distinglie o caminho
embrionario-abembrionario, para em seguida entrar ao utero previamente preparado para a implantagéo.

Palavras-chave: desenvolvimento embrionario, células germinais, reprogramacéo epigenética, fertilizagao, zigoto e blastécisto.

nseguida se exponen algunos elementos
fundamentales que hoy ofrece la biologia
del desarrollo para comprender y explicar la
embriogénesis en los mamiferos, donde el ratén es el
modelo experimental por excelencia. Muchas obras
de embriologia han explicado este proceso continuo.
Sin embargo, hoy existen nuevos datos que permiten
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analizar con mayor certeza la continuidad y el carac-
ter individual e irrepetible del nuevo organismo que
surge tras la fertilizacién. Aqui nos limitamos a la
descripcién de los elementos biolégicos implicados y
dejamos para investigaciones futuras la interpretacién
biofiloséfica de los mismos y las eventuales consecuen-
cias de estos hallazgos para la comprensién de la vida
humana naciente.

CELULAS GERMINALES PRIMORDIALES

La espermatogénesis y la oogénesis se han estudiado
ampliamente durante muchos afios, no asi el origen
del linaje de las células germinales primordiales
(primordial germ cells, PGC), su papel emergente y su
destino, quizd porque se parte de la idea que estas
células contienen la misma informacién genética del
organismo que las produce y porque ademas su estu-
dio es técnicamente dificil.

Las células germinales primordiales son las pre-
cursoras de las células germinales o células sexuales,
reconocidas como células altamente especializadas,
de quienes depende la existencia de descendencia.
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Estas células se desarrollaran en espermatocitos u
ovocitos. En todos los mamiferos las células germina-
les primordiales juegan un papel muy importante y
tnico en la trasmisién de la informacién genética de
una generacion a la siguiente.

Durante la especificacion de las células germinales
primordiales la metilacién del ADN se pierde, lo que
trae consigo un cambio en la informacién epigenéti-
ca que da como resultado una nueva programacién
epigenética (reprogramacion). La reprogramacién es
sustancialmente regulada por factores como la meti-
lacién del ADN y la modificacion de las histonas que
se unen a la cromatina (figura 1).'2

En un embrién de aproximadamente 7.5 dias post-
fertilizacién, las células germinales primordiales se
localizan en pequefios racimos (25-40) en la pared
del saco vitelino, en la base del alantoides, cerca de la
insercion del futuro cordon umbilical; es decir, en la
region extraembrionaria (figura 2).?

Cuando se han especificado y desarrollado, las
células germinales empiezan a migrar fuera de la
cordillera genital, hacia las génadas primordiales del
embrioén. Se pueden identificar, principalmente, por su
alta actividad de fosfatasa alcalina y por la expresién
de genes especificos implicados en la manutencién de
la pluripotencialidad. Las células germinales son las
Unicas células que sufren divisiones meidticas durante
su diferenciacién.

Durante el curso de su migracion, estas células pre-
cursoras ya se han diferenciado en células germinales
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Figura 1. Reprogramacion de las células germinales. Las células
germinales primordiales sufren una demetilacién en el desarrollo
muy temprano. Posteriormente hay una remetilacion en las células
germinales masculinas: se inicia en la espermatogonia y en las
células germinales femeninas después del nacimiento. Figura
modificada de Reik W, 2001.
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Figura 2. Origen y migracion de las células germinales. Las células
germinales primordiales se observan en la pared del saco vitelino,
en la base del alantoides.

(germ cells, GC) y empiezan una fase rapida de prolife-
racién mitética una vez que han llegado a las génadas.
En cada divisién mitética las células germinales pro-
ducen dos células diploides genéticamente iguales.
A través de varias divisiones iguales, el nimero de
células germinales aumenta con rapidez. El patrén
de proliferacién mitética difiere marcadamente entre
las células masculinas y femeninas. Otra diferencia
entre las células germinales masculinas y las femeni-
nas es que las células germinales femeninas quedan
arrestadas en profase de la meiosis I hasta la pubertad
y cesan su actividad después de la menopausia. En
cambio, las células germinales masculinas entran a
un arresto mitético en el estadio de células seminales
espermatogonicas en los tiibulos seminiferos; este
arresto se reanuda en respuesta a la estimulacién de las
hormonas gonadotrépicas que ocurre en la pubertad
y las divisiones se prolongaran a lo largo de toda la
vida (figura 3).

Enlos gametos femeninos, la diferenciacién incluye
la sintesis y almacenamiento de muy variadas molécu-
las, ARN mensajeros, factores de transcripcién u otras
moléculas conocidas como factores maternos y que son
necesarias para las fases iniciales del desarrollo tem-
prano de un embrién. En los gametos masculinos, la
diferenciacién incluye un alto grado de compactacion
de la cromatina, que implica la sintesis de protaminas,
que son pequenas proteinas ricas en arginina y cisteina
con alta afinidad por el ADN.

En condiciones patolégicas, las células germinales
primordiales que no entraron en las génadas primor-
diales pueden originar tumores en el transcurso de la
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Figura 3. Esquema de los pasos que ocurren durante la primera
y segunda divisién meiética. La célula germinal primaria femenina
(ovocito primario) produce una célula (ovocito secundario) y un
cuerpo polar o célula pequefia. En la segunda division meiética
madura una célula (ovocito maduro) y el segundo cuerpo polar.
La célula germinal primaria masculina (espermatocito primario)
produce dos espermatocitos secundarios, que a su vez originan
cuatro espermatides (cada uno se convierte en espermatozoide
que en el trayecto del utero sera capacitado).

vida o sufrir mutaciones que provocan aberraciones
en la diferenciacién de las células germinales, que
eventualmente conducen hacia la infertilidad.

FERTILIZACION

Con la fertilizacién se inician numerosos y complejos
cambios, que incluyen diversos procesos celulares en
el cigoto resultante; es decir, en el ovocito fertilizado
y en la cromatina derivada del espermatozoide.

El ovocito detenido en la profase meiética I contiene
el ntcleo en el centro. Con el reinicio de la meiosis,
durante la maduracién del ovocito, se forma el huso
meidtico. Este se va desplazando hacia la corteza, que
se enriquece de actina y forma microvellosidades en la
membrana. Cuando el huso alcanza la zona cortical, se

completa la metafase I y se expulsa el primer cuerpo
polar. El resultado es el ovocito maduro arrestado en
metafase II. En esta fase, el ovocito maduro puede ser
fertilizado. Cuando en el ovocito fertilizado penetra
el espermatozoide, empieza el proceso de expulsién
del segundo cuerpo polar, con lo que se completa la
segunda division meiética. Enlos instantes que siguen
a la fertilizacion, el prontcleo femenino se localizara
cerca del cuerpo polar. Posteriormente, ambos pront-
cleos migran hacia el centro del cigoto que se acaba
de formar.

En el cigoto, es decir, el embrién de una célula, el
prontcleo masculino esta enriquecido de proteinas,
como los factores de transcripcién Spl, TBP, ets-114
que inicialmente no posee el pronticleo femenino.
Esto se refleja en mayor actividad transcripcional en
la cromatina masculina: la expresiéon de genes en el
pronticleo masculino es significativamente mas alta
que en el femenino. El prontcleo masculino no sélo
comienza la transcripcién antes que (e independien-
temente de) el pronticleo femenino, sino también la
replicacién. Estos eventos reflejan probablemente
diferencias en la estructura de la cromatina paterna
y materna, debido quiza, entre otras cosas, al inter-
cambio que debe sufrir el prontcleo masculino de
protaminas a histonas (figura 4). Se ha propuesto
que durante el intercambio protaminas-histonas que
sigue a la fertilizacion, los factores transcripcionales
maternos podrian “ganar tiempo” para acceder al
ADN que comprende las secuencias reguladoras de
genes antes de que sean secuestradas al nucleosoma.
El intercambio protaminas-histonas se inicia muy
pronto después de la fertilizacion y es completado
mucho antes de la replicaciéon del ADN.*

Entre los cambios epigenéticos a los que estan
sujetos los prontcleos esta la desmetilaciéon del ADN,
que se da en diferentes fases y a diferentes grados,
produciendo una asimetria en ambos prontcleos:
mientras el pronticleo femenino guarda globalmente
las marcas de metilacién del ADN, el prontcleo mas-
culino esté sujeto a una desmetilacién activa, a la que
s6lo escapan los genes que se regulan por estampado.
Es probable que esta asimetria epigenética tenga efec-
tos importantes sobre la diferenciacién del embrién.
Por ejemplo, en los embriones clonados resultado de
la transferencia de un ntcleo celular somaético, esta
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Figura 4. Asimetria epigenética de la cromatina en el cigoto des-
pués de la fertilizacion. En la fertilizacion, los gametos femeninos y
masculinos estan en diferentes fases de la maduracién meiética. El
gameto femenino se encuentra arrestado, o detenido, en metafase
de la segunda division meidtica (MIl) en espera de la sefial para
completar la meiosis. En el pronucleo femenino, las histonas se
encuentran metiladas en la region amino-terminal. En el pronu-
cleo masculino se encuentra acomplejado en una configuracion
toroidal unica, debido a la presencia de protaminas. El pronucleo
masculino debe sufrir descondensacion e intercambio de protami-
nas a histonas. Durante este periodo, las histonas sufren cambios
de acetilacion y desacetilacion (a través de enzimas especificas
llamadas histonas acetiltransferasas -HAT- y deacetilasas -HDAC-,
respectivamente); y metilacion (a través de histonas metiltransferas
especificas (HMTs).

asimetria epigenética no existe, y los embriones re-
sultantes de la clonacién muestran defectos durante
el desarrollo mas tardio, particularmente en el de
los tejidos embrionarios o extraembrionarios.’ La
reprogramacion de los genomas parentales contintia
durante las primeras divisiones celulares. Posterior-

mente, en el estadio de blastocisto, los linajes que
constituyen la masa celular interna (inner cell mass,
ICM) o el trofoectodermo muestran también una
asimetria epigenética; en la masa celular interna
aumenta la metilacién del ADN y de las histonas
(figura 5).°

Hace poco se report6 que en el estadio de cuatro
células, los niveles de metilacién de ciertos aminodci-
dos en las histonas estdn mas elevados en las células
que contribuyen a la masa celular interna, eso indica
que la informacién epigenética influye en el destino
de la determinacion celular.”

Otro evento de fertilizacién es la sefializacién intra-
celular provocada por la entrada del espermatozoide
y que resulta en ondas de Ca* transitorio. Asimismo,
suceden cambios en la poliadenilacién de ARNm
materno, es decir, de transcritos que se produjeron en
el ovocito durante su formacién. Finalmente, empieza

(o]

fertilizado
1 célula

Huevo
=
()
fi_:-] 2 células

@
[$]
2 2
1]
S
= o

@ 4 células
#E 8 celulas

32 - 64
Alto células
" == 7
g s /J
=1
R #
P R #
h=a ] -l f
O i
Bajo - L My ——
Primordial Madura
Células germinales
Embrién

Figura 5. Reprogramacion de la metilaciéon durante el desarrollo em-
brionario del ratén. Esquema de los niveles relativos de metilacion
del ADN en las células germinales y en el desarrollo embrionario.
La impronta de los genes metilados y la secuencia genética sin
impronta. Las células germinales primordiales, altamente metila-
das, entran en la cordillera germinal y empieza la diferenciaciéon y
expansion. Las células germinales primordiales sufren alo largo del
genoma una demetilacion. Asi, la fase de reprogramacion incluye
borrado y reseteado de las marcas especificas de origen parental
(impronta) que incluye la metilacion del ADN. La segunda fase de
reprogramacion de la metilacion ocurre entre la fertilizacion y la
formacion del blastocisto. En la fertilizacion se observa asimetria
entre el material genético parental, con la pérdida de la metilacion de
manera preferencial en el genoma paterno. Este proceso se efectia
en ausencia de transcripcion y replicacion de ADN, es decir, en el
espacio de unas horas, por lo que se deduce que se trata de una
demetilacion activa. La iniciacion de la metilacién del ADN de novo
ocurre después del quinto ciclo celular y coincide con la formacion
del blastocisto. Figura modificada de Santos F, 2004.
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la sintesis de proteinas propias del embrién, que no
son maternas.

Los cambios que acompanan a la fertilizacién no
han podido reproducirse del todo en la fertilizacién
artificial o fecundacion in vitro. Por ejemplo, la incor-
poracién de la membrana del espermatozoide provoca,
en la membrana del ovocito (oolema), la reaccién de
bloqueo rapido de poliespermia, mientras que en los
ovocitos activados por inyeccién intracitoplasmica
del espermatozoide (intra-cytoplasmatic sperm injection,
ICSI), técnica frecuentemente usada en la fertilizacion
in vitro, el ovocito recién fertilizado puede ser penetra-
do por otros espermatozoides durante varias horas,
debido a que no se desarrolla la reaccién de bloqueo
del oolema.?

PRINCIPALES EVENTOS DURANTE EL DESARROLLO
DEL EMBRION ANTES DE LA IMPLANTACION

Los procesos desencadenados por la fertilizacién
incluyen la transicién-materno-cigética, misma que
lleva consigo la degradacion de transcritos matemos
y la activacién del genoma del cigoto que, al mismo
tiempo, implica la reprogramacion de la expresion de
genes indispensables para el desarrollo embrionario
subsiguiente. Aunque la principal actividad trans-
cripcional de la expresion de genes ocurre durante el
estadio de dos células, la transcripcion es evidente en
el embrién-l-célula.

Funciones bioldgicas de la transiciéon de la madre al
cigoto

El control de la traduccién juega un papel importante
en la maduracién del ovocito y es un proceso que
también ocurre durante el desarrollo temprano del
embrion. En este proceso participa la proteina MSY2
(familia de proteinas multifuncional caja-Y) implicada
en la inhibicién de la traduccién de los ARNm mater-
nos. MSY2 participa en la regulacién de la estabilidad
de los ARNm durante el crecimiento del ovocito y en
la maduracién del mismo se inactiva después de la
fertilizacion.’

Cuando el genoma del embridn se activa, se inicia
el control del proceso de maduracién del ovocito, la
terminacién de la meiosis y algunos eventos de la
posfertilizacién. Posteriormente, el cigoto empieza a

producir sus propios ARNm y las correspondientes
proteinas; asimismo, los transcritos maternos se van
degradando poco a poco. Esta transiciéon se conoce
como la transicién desde la madre al cigoto (mater-
nal-to-zygotic transition, MZT). Esto implica que el
desarrollo es inicialmente sustentado por las proteinas
heredadas de la madre presentes en el ovocito, y que
los transcritos maternos son reemplazados por los
transcritos del cigoto. En el desarrollo de organismos
multicelulares existe un periodo de silencio trans-
cripcional, que va desde que el ovocito alcanza el
crecimiento completo (fully growth oocyte) hasta que la
activacién del genoma embrionario se reanuda varias
horas después de la fertilizacion.

La transicién materna al cigoto tiene varias funcio-
nes que son requeridas durante la preimplantacién del
embrion y que se resumen en tres funciones:

1) Destruccién de los transcritos maternos del
ovocito (ARNm unidos a MSY2) y degradacién de los
depdsitos de ARNm maternos. Al parecer, la degra-
dacién de los ARNm maternos es un mecanismo que
dirige el inicio del desarrollo del ovocito al embrién.

2) Reemplazo de los transcritos maternos locali-
zados en el ovocito, por nuevos transcritos de origen
cigético. Si éstos no se reemplazan por los transcritos
del cigoto, el desarrollo se altera por la incapacidad
del embrién de ejecutar las funciones celulares basi-
cas. La produccién de nuevos transcritos implica la
activacion del genoma embrionario (embryonic genome
activation, EGA) o activacion génica del cigoto (zygotic
genome activation).'

3) Promocién de la reprogramacioén del patrén de
expresion de los genes en el cigoto, acompafiada de la
generacion de nuevos transcritos que no se expresaron
en el ovocito."

Es probable que la transicion sea consecuencia de
la reprogramacioén, y no viceversa. Las modificaciones
covalentes de las histonas y la metilacion del ADN
son las marcas epigenéticas mas importantes en el
desarrollo del embrién preimplantado. Después de
la fertilizacién los gametos sufren una fuerte repro-
gramacién que incluye cambios en la metilacién del
ADN, modificaciéon en las histonas e incorporacién
diferencial de histonas especializadas. Los cambios
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epigenéticos del genoma parental pueden ser necesa-
rios para activar la transcripcién cigotica.'

En experimentos de transferencia nuclear se demos-
tr6 la pérdida dela capacidad funcional del citoplasma
de un ovocito para reprogramar un nicleo somatico,
esto sugiere la importancia de la asimetria epigenética
entre los dos genomas parentales y las funciones de
la transicién cigética para el desarrollo embrionario
correcto.

Reprogramacién epigenética en el desarrollo embrionario
Las modificaciones covalentes de la histonas y la
metilaciéon del ADN son las marcas epigenéticas mas
importantes en el desarrollo del embrién preimplan-
tado. Recientemente se publicé que los mecanismos
epigenéticos en el embrién temprano no sélo implican
cambios en la modificacién de las histonas, sino tam-
bién incluye el reemplazo de las histonas y algunas
variantes de éstas, en particular la H3.3.” A pesar de
que el contenido genético es el mismo en ambos game-
tos (ntcleo haploide, 23 cromosomas), las diferencias
en la informacién epigenética refuerzan su naturaleza
distintiva. Elmarcado epigenético confiere estabilidad
a la expresiéon de genes y a la estructura de la croma-
tina, con esto se logra que la informacion se traduzca
adecuadamente durante el desarrollo del organismo
que inicia desde el embrién-l-célula. Las “marcas” o
informacién epigenética contribuyen al desarrollo y
dicha informacién puede regular el destino celular.

Después de la fertilizacién ambos pronticleos mi-
gran al centro del cigoto, pero permanecen separados
durante las fases S y G2 del ciclo celular. Los dos
pronticleos se “sincronizan” para que se lleve a cabo
la metafase de la primera mitosis. La primera divisién
mitética se completa con la telofase y citocinesis del
cigoto. La duracién de la mitosis del cigoto del ratén
es aproximadamente de 119 minutos.

Aun sin la fusién del material nuclear de los ga-
metos, en el cigoto se inicia un proceso finamente
controlado.

Génesis de la polaridad

La génesis de la polaridad, es decir la regionalizacién
en los embriones tempranos de los mamiferos, es otro
aspecto importante para el desarrollo de todo el or-
ganismo. En teoria, la polaridad es el resultado de la

distribucion de los ARNm y proteinas en el embrién.
Esta distribucién asimétrica es importante ya que
si estas moléculas no se distribuyen correctamente,
entonces el patrén del embrion se afecta. Esta distribu-
cién asimétrica de componentes moleculares es muy
obvia en el ovocito de embriones de otras especies
no mamiferas, como en Xenopus (rana), el pez y los
erizos de mar. Sin embargo, en los embriones de ma-
miferos dichos componentes maternos tedricamente
distribuidos asimétricamente no se ha identificado
con claridad.

En el embrién de ratén la polarizacién de los
blastomeros, entre las divisiones del estadio de 8 a 16
células, que se refleja en la generacién de divisiones
asimétricas y simétricas, es necesaria para la formacién
de dos diferentes tipos de células en el blastocisto: la
masa celular interna y el trofoectodermo. Consecuen-
temente ocurre la formacién del blastocisto y su eje
embrionario-abembrionario: la regiéon del embrién
que incluye la masa celular interna demarca la parte
embrionaria, mientras que la cavidad es la parte ab-
embrionaria.

En la mayor parte de las especies la polaridad del
embrién se establece desde la maduracién del ovocito
o durante la fertilizacién, como consecuencia de la
localizacién asimétrica de determinantes celulares.
Algunos autores piensan que en los mamiferos la
polaridad se desarrolla técnicamente después de la
implantacién. Antes se pensaba que los blastoémeros
(células del embrién temprano) son células idénticas
hasta que ocurre la generacién de células diferentes
resultantes de divisiones asimétricas. En la actualidad
hay varias demostraciones que sugieren que el estable-
cimiento de los ejes del embrién puede realizarse en
el cigoto, y que los ejes embrionario-abembrionario,
antero-posterior (craneal-caudal), pueden encontrarse,
por ende, delimitados en el embrién preimplantado.
El desarrollo del embrién de mamifero es altamente
regulativo, esto significa que aunque pueda haber una
tendencia en el seguimiento de ciertas pistas del patrén,
que se dan a lo largo del desarrollo de la preimplanta-
cién normal, el destino celular no esta fijado en ningtin
momento y si el embrién es perturbado, el patrén
puede volver a establecerse. Por esto, la adopcién o el
seguimiento de un patrén en el embrién de ratén no
son estrictamente necesarios para su desarrollo.
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Después de la fertilizacion, luego de los procesos
mencionados, el cigoto sufre un cambio pronunciado
en el metabolismo y comienzan las divisiones celula-
res. Durante este tiempo (tres dias en el caso del rat6n)
el embrién atin estd encasquetado en la zona peliicida
y es transportado a través del oviducto uterino hacia
el dtero para su implantacion.

Primera divisiéon mitotica del cigoto

Al parecer, el cigoto es simétrico; sin embargo, es el
producto del ovocito previo a la divisiéon meiética II.
Cuando se expulsa el segundo cuerpo polar, la asi-
metria del cigoto se vuelve evidente por la posicién
del cuerpo polar. El cuerpo polar es una de las notas
caracteristicas que, convencionalmente, define el polo
“animal”. Otra caracteristica de la asimetria es el cono
de fertilizacion, que es una estructura temporal (su
existencia dura aproximadamente 30 minutos) que se
forma cerca del punto de entrada del espermatozoide
en el ovocito.”

En la actualidad, el estudio de las primeras di-
visiones del cigoto ha tenido un atractivo especial,
porque sigue abierta la interrogante sobre si las
primeras divisiones son, en cierto sentido, aleatorias
o si existen algunos patrones “flexibles” que con-
ducen al desarrollo embrionario que permite cierta
plasticidad.

Diversos investigadores (Gardner RL, Zernicka-
Goetz M, Fujimori T) han estudiado el patrén de las
primeras divisiones en el embrién de ratén. En au-
sencia de un marcador confiable, inherente al mismo
cigoto, las observaciones experimentales se llevan a
cabo siguiendo el comportamiento de factores ex-
ternos o de “sefiales”, como el punto de entrada del
espermatozoide o el cuerpo polar (que refleja el sitio
de la segunda divisién meidtica)."*"

Algunas observaciones muestran una correlacién
entre la polaridad del cigoto y el blastocisto, ya que la
simetria del plano bilateral del blastocisto temprano se
encuentra, por lo general, ortogonal al eje animal-ve-
getal del cigoto. Asi, el eje embrionario-abembrionario
(em-ab) tiende a formar un dngulo recto al plano de
la primera division. Estas correlaciones no ocurren
en todos los embriones analizados, pues no todos los
embriones se han reexaminado (s6lo 60% del total)
debido a dificultades técnicas.'®

Puesto que el eje embrionario-abembrionario puede
estar relacionado con el plano de la primera divisién
mitética, es importante tratar de entender cémo se
genera esta primera division. La primera division
mitética ocurre, generalmente, en el plano meridional
(86% de los cigotos analizados), a lo largo del eje A-V,
tomando como marcador del polo animal del cigoto al
segundo cuerpo polar. Asi, si el cuerpo polar se tras-
planta experimentalmente a otra region del cigoto, se
puede inducir el sitio de la primera divisién mitética,
que ocurre a través de la ‘nueva’ posicién del cuerpo
polar (76% de los cigotos experimentales). El punto
de entrada del espermatozoide (sperm entry position,
SEP) se relaciona, en cierta medida, con el plano de la
primera divisién y puede, por consecuencia, definir la
parte embrionaria y abembrionaria del futuro blasto-
cisto. Esto se debe a la alineacién del espermatozoide
con el plano de la primera divisién mitética (67% de
los embriones analizados).

Estos factores (PB y el SEP) en la superficie del hue-
vo proveen de manera general, aunque no absoluta,
un marcador de la primera divisién. Richard Gardner
reporta que cuando el cuerpo polar logra permanecer
adherido a lo largo del desarrollo temprano hasta el
estadio de blastocisto, no solamente marca la primera
divisién, sino que también marca el limite entre la par-
te embrionaria-abembrionaria del blastocisto. Esto lo
confirmé posteriormente el grupo de Zernicka-Goetz,
quienes mostraron que el punto de entrada del esper-
matozoide provee un marcador en la superficie del
ovocito para el plano de la primera divisién. Cuando
el esperma se marcé con Alexa fltior 448, esperando
no perturbar el desarrollo del embrién, en la mayor
parte de los huevos fertilizados (88%), encontraron la
marca fluorescente en la region central, cerca del surco
de la primera divisién. Posteriormente, el mismo labo-
ratorio demostré que la citocinesis pasa cercana al sitio
previo de la meiosis, asi como el SEP y la trayectoria
del pronticleo masculino, en una mayoria significativa
de los huevos fertilizados.’>"

Sin embargo, todos estos reportes atin son motivo
de controversia. Otro grupo sugiere que la primera
division se establece cuando los dos prontcleos se
posicionan en el centro del cigoto, justo antes de
entrar en la fase M y no en una fase tardia de la in-
terfase.?>* Esos autores mencionaron después que la
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primera escisién ocurre a una distancia considerable
del eje A-V, y que el segundo cuerpo polar se mueve
mas tarde muy cerca del surco de la escisién. Este
grupo afirma que el plano de la primera division
determina la localizacién final del segundo cuerpo
polar y no viceversa. Sin embargo, faltan elementos
para conocer con exactitud estos mecanismos, par-
ticularmente a causa de que los parametros de los
analisis realizados por los dos grupos son diferentes.
Por ejemplo, mientras Plusa y colaboradores toman
en cuenta la estructura y la posicion tridimensional
que los prontcleos adoptan durante su migracién,
Hiiragi y colaboradores, no lo hacen asi. Asi pues,
los mecanismos moleculares y la descripcién exacta
que dirigen la primera divisién todavia no se conocen
del todo.!o#*

Otros eventos que regulan la activacién de las
primeras divisiones: concentracion de iones de

calcio libre intracelular [Ca?]i

La primera divisién se caracteriza por una fase GI
larga, que se inicia con la elevacién del Ca** causada
por la entrada del espermatozoide. En los ovocitos
de las especies animales estudiados hasta la fecha,
la fertilizacién por esperma evoca una elevacién en
la concentracién de iones de calcio libre intracelular
[Ca?*]i. Estas oscilaciones de calcio son importantes
para la regulacién del metabolismo del cigoto. En
los ovocitos de los mamiferos superiores, el aumento
de la [Ca*]i se da en forma de oscilaciones largas,
iniciadas inmediatamente después de la fecundacién
por el espermatozoide y terminando alrededor de la
primera mitosis del ciclo celular. Estas oscilaciones son
necesarias y suficientes para completar los eventos
de activacién del ovocito que, en términos generales,
comprende la reaccién de bloqueo a poliesperma, asi
como el reinicio y terminacién de la meiosis.'¢"’

La [Ca®]i participa en la separacién de los cro-
mosomas durante la transicién metafase-anafase
de las células hijas o citocinesis, y en la mitosis,
particularmente en la rotura de la envoltura nuclear
y la condensacién de los cromosomas.* Aunque los
mecanismos por los que el espermatozoide inicia
estas concentraciones transitorias de Ca*i no estan
plenamente comprendidos, hay pruebas que sugieren
que el espermatozoide contiene un factor que activa

la via fosfoinositol, que es regulada por calcio y que
desencadena dichos procesos celulares. En el ratén
se demostré que el reclutamiento de los ARNm ma-
ternos se inicia y es diferencialmente regulado por
oscilaciones de las [Ca?*]i, es decir, la transicién ovoci-
to-embrién estd implicada por la respuesta diferencial
a las ondas de los iones de calcio, y la activacién del
cigoto después de la fertilizacién también se inicia y
es regulada por la duracién de la senal sostenida por
la [Ca?*]i.25?

Cuando concluye la primera divisiéon se forman dos
células o blastomeros similares en apariencia y aproxi-
madamente del mismo tamafio. Ambos blastémeros
resultantes pueden contribuir al desarrollo de la masa
celular interna (ICM) y del trofoectodermo.”

La orientaciéon de las divisiones de la segunda
escision es variable, puede ser meridional (M) es
decir, paralela al eje animal-vegetal, E ecuatorial (E
perpendicular a M, es decir, al eje animal-vegetal).
Mientras en el primer tipo de divisién las dos células
resultantes heredan componentes del polo animal y
del polo vegetal, en las divisiones ecuatoriales dichos
polos son segregados y una de las células resultantes
serd “animal” y la otra “vegetal”. La divisién de los
blastomeros del estadio de dos células es asincronica,
es decir, un blastémero se divide antes que el otro. En
la mayoria de los casos, cuando el plano de la divisién
del primer blastémero que se divide es meridional y
el del segundo ecuatorial (embriones ME), el primero
contribuye, predominantemente, a la parte embriona-
ria y el otro a la parte abembrionaria del blastocisto.
Cuando el plano de divisiéon del primer blastémero
se divide es ecuatorial y el del segundo meridional
(embriones EM), el primer blastémero puede dar
lugar a la parte embrionaria o abembrionaria con
igual probabilidad. Este patrén de division describe
dos tipos de embriones claramente diferentes (ME e
EM). En efecto, estos resultados no se esperarian si el
patrén de desarrollo del blastocisto fuera totalmente
aleatorio.®®® Estas evidencias contribuyen a pensar
que cada blastémero del embrién, del estadio de dos
células, cuando menos en un subgrupo de embriones,
tienen propiedades diferentes de desarrollo y, por lo
tanto, un destino celular diferente.

La localizacién asimétrica de ARNm que codifica
para el factor de transcripcién (Cdx2) que se expresa
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en el trofoectodermo, es requerido para la diferen-
ciacién correcta de dicho tejido. Se ha observado que
la pérdida de este factor de transcripcién provoca
fallas en la regulacién de Oct-4 y Nanog (factores de
transcripcién) en las células externas del blastocisto
y subsecuentemente la muerte de esas células. Cdx2
es esencial para la segregacion de los linajes de la
ICM y del trofoectodermo en la fase de blastocisto.®
Recientemente se report6 que los niveles de proteina
de Cdx2 son altamente variables en los blastomeros.*
Bajo estas condiciones experimentales la distribucién
asimétrica de la proteina de Cdx2 en los blastémeros
definiria el linaje del trofoectodermo.

Los mecanismos tempranos que dirigen el desarro-
llo del cigoto, asi como el crecimiento y el desarrollo
embrionario subsiguiente, son procesos finamente
regulados y marcadamente flexibles, influidos enor-
memente por las interacciones moleculares y celulares,
y controlados por algunos componentes bioquimicos
(por ejemplo el [Ca?']i). Durante el desarrollo subsi-
guiente, la morfologia celular, la adhesion diferencial,
la migracién celular, la gastrulacién, colaboran para
producir el plano corporal e iniciar la formacion defi-
nitiva de los ejes corporales.

Formacion del blastocisto con sus distintos ejes

En el estadio de ocho células ocurre una redistribu-
cién de proteinas localizadas en la membrana celular,
asi como de componentes del citoesqueleto. En este
estadio, los blastémeros comienzan el proceso de
compactaciéon. Como consecuencia de la localizacién
diferencial de componentes y de las divisiones simé-
tricas y asimétricas que ocurren al estadio de ocho
células, los blastomeros resultantes al estadio de 16
células heredan diferentes concentraciones de ciertos
componentes de membrana. En este estadio pueden
distinguirse por primera vez dos grupos de células en
el embridn: las células internas y las células externas
(que rodean a las células internas).

Los eventos que definen las caracteristicas mor-
folégicas que distinguen la parte embrionaria de
la parte abembrionaria en el blastocisto se llevan
a cabo al final de la quinta division después de la
fertilizacién, es decir, en el estadio de 32 células. En
esta fase, las células de la parte externa del embrién
se han diferenciado en células epiteliales del trofoec-

todermo e inician un transporte activo de canales de
Na*/K* que resulta en la acumulacién de los fluidos
internos y la formacién de la cavidad del blastocisto.*
La parte que alberga la cavidad (o blastocele) y el tro-
foectodermo mural es la parte abembrionaria. Por el
contrario, la parte que alberga la masa celular interna
y el trofoectodermo que la envuelve (trofoectodermo
polar) define la parte embrionaria del blastocisto.
Asimismo, el blastocisto no es perfectamente radial
y compone un eje ‘short-long’, que es ortogonal al
eje embrionario-abembrionario. Mds tarde (aproxi-
madamente 4.5 dias después de la fertilizacién), la
masa celular interna da lugar a la formacién de otro
tejido, el endodermo primitivo, que se desarrollara
en el endodermo visceral y parietal durante la im-
plantacién. Como resultado de la implantacion, el
blastocisto sufre cambios morfogenéticos notables.
El endodermo visceral (VE) envuelve tanto al epi-
blasto (Epi), que deriva de la masa celular interna y
que daréa lugar al embrién propiamente dicho, como
al ectodermo extraembrionario (ExE), que deriva
del trofoectodermo polar. Ambos tejidos extraem-
brionarios, del endodermo visceral y el ectodermo
extraembrionario, proveen sefiales e interacttian ge-
néticamente con el epiblasto para el establecimiento
de los ejes corporales y la adquisicién del patrén
de los tejidos embrionarios. En este estadio, un dia
después de la implantacion (5.5 dias posfertilizacién),
se distingue el eje proximal-distal del embrién: por
convencién, la parte mas proximal es la que estara
en contacto con la vasculatura materna, hacia donde
se localiza el ectodermo extraembrionario, y la parte
distal comprende al epiblasto.

Las primeras muestras palpables del eje ante-
rior-posterior ocurren técnicamente después de la
implantacién. Al quinto dia del desarrollo, un dia
después de que el blastocisto se implanta, un grupo
de células localizadas en la parte distal del embrién
y que expresan genes especificos, migran en direc-
cion proximal. Este grupo de células se considera
un signalling centre esencial para el futuro desarrollo
del patrén embrionario y recibe el nombre de AVE
(anterior visceral endoderma). La expresion de genes en
el AVE define una asimetria molecular en el embrién.
La posicién final que estas células adoptan es lo que
establece el polo anterior. Por consiguiente, el polo
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opuesto sera el polo posterior. De esta manera queda
establecido el eje anterior-posterior un dia después
de laimplantacién y unas cuantas horas antes de que
la gastrulacién comience. Esta se inicia con la forma-
cion de la linea primitiva (primitive streak) en el polo
posterior del embrién. Un reto importante es tratar
de entender cuédl es el origen de las células del AVE y
si estas células tienen un origen fijo directamente en
células preexistentes en el blastocisto preimplantado.
Si bien hay una cierta correlacién entre la posicién
que las células del endodermo primitivo (o sus pre-
cursores) tienen en el blastocisto y la posicién (mas
proximal o mas distal) que estas células o sus hijas
adoptan después de la implantacién, no hay atin
pruebas definitivas de la relacién exacta entre el AVE
y posibles progenitores en el blastocisto. Asimismo,
algunos de los genes que se expresan especificamente
en el AVE, ya se expresan en el estadio de blastocis-
to. Sin embargo, el destino celular particular de las
células que expresan dichos genes y si realmente
contribuyen a la formacién del AVE después de la
implantacién no estd establecido.®**

En conclusién, el eje anterior-posterior queda
establecido después de la implantacién, antes de
la gastrulaciéon. Aunque hay algunas pistas sobre
una posible influencia de la preimplantaciéon sobre
el establecimiento del eje anterior-posterior, dicha
relaciéon no se ha definido. Por el contrario, pero
sin excluir lo anterior, es claro que el conjunto de
interacciones celulares que derivan progresiva-
mente de los diferentes tejidos del embrién juega
un papel decisivo en el establecimiento del patrén
corporal.

GLOSARIO

Alantoides. Extension tubular de la capa interna (en-
dodermo) del saco vitelino. En los embriones de los
mamiferos los vasos alantoides se convertiran en los
vasos umbilicales.

Blastémero. Nombre que reciben las células del
embrién temprano.

Ciclo celular. La division del ciclo celular ocurre en
cuatro fases bien definidas y la fase GO, que se refiere
a la diferenciacion celular. Fases G: intervalos entre
las divisiones celulares o mitosis. Fase GO: células

terminalmente diferenciadas que pueden permanecer
fuera del ciclo celular, casi de manera indefinida, o
bien hasta nuevo estimulo. Fase G1: punto de re-en-
trada al ciclo celular, durante ésta se realiza la sintesis
de ARN y de proteinas, pero no la de ADN. Fase S:
fase de sintesis del ADN en la célula, resulta en la
duplicacién del ADN. Se sintetizan también algunos
ARN vy proteinas. Fase G2: no se sintetiza ADN, pero
si ARN y proteinas. Fase M: mitosis, durante esta
etapa se rompe la envoltura nuclear, los cromosomas
se aparean y se separan. La mitosis resulta en la re-
particién de los dos juegos idénticos de cromosomas
en las células hijas resultantes.

Cigoto. Célula diploide que resulta de la fecunda-
cién de un évulo por un espermatozoide. Contiene una
copia del material genético paterno y una del materno.
En condiciones experimentales, un ovocito también
puede ser activado por partenogénesis; es decir, que
el ovocito es inducido a comenzar las divisiones ce-
lulares, puede producirse antes de la replicacién, es
decir, que el partenote resultante contiene sélo una
copia (haploide) de material genético, o después de
la replicacién, en donde el partenote resultante con-
tiene informacién diploide, como en cualquier célula
somatica normal.

Cono de fertilizacion. Protuberancia rica en
filamentos de actina que se forma transitoriamente
en el huevo fertilizado, en el punto de entrada del
espermatozoide.

Cromatina. Es el conjunto de ADN, de histonas
y de proteinas-no-histonas que se encuentran en el
nucleo de las células. Las unidades basicas de la cro-
matina son los nucleosomas.

Cuerpo polar (polar body, PB). Pequeiia célula que
es expulsada del ovocito durante la meiosis y contie-
ne un juego de cromosomas. El primer cuerpo polar,
por lo general, se degenera, mientras que el segundo
permanece unido al embrién y sirve como marcador
del polo animal.

Eje animal-vegetal. Eje que pasa a través del cuer-
po polar. La region cercana al cuerpo polar determina
el polo animal y la regiéon opuesta (180 grados) al
cuerpo polar es, por consecuencia, el polo animal.

Embrién. Resultado de la fertilizacién de un évulo
con un espermatozoide. En el humano se considera
embrion desde la fecundacién hasta el término de 8
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semanas de gestacion. Después de este tiempo se le
llama feto.

Factores de transcripcién. Proteinas que reco-
nocen secuencias especificas del ADN que ayudan
a reconocer el sitio del promotor para que inicie la
transcripcion. Estos factores se unen a los elementos
cis reguladores. Por ejemplo, Spl es un transactivador
de unién a ADN de un gran nimero de genes en los
eucariotes superiores; TBP es una proteina de unién
ala caja TATA. TATA binding protein. ets-1 es un factor
de transcripcién descubierto como un protooncogén:
virus aviar eritroblastosis v-ets, se ha reportado que
esta involucrado en mecanismos de diferenciacion,
activacién y proliferacién celular.

Histonas. Proteinas que se unen al ADN dando
como resultado el empaquetamiento ordenado del
ADN en nucleosomas. Proteinas presentes sélo en
eucariotes.

Impronta parental o imprinting. Marca que se
impone a las regiones del ADN en el cromosoma
paterno o materno y que tiene efectos sobre la ex-
presién o represion de genes especificos a partir del
material genético paterno o materno. De esta manera,
el imprinting determina la contribucién diferencial
de la dotacién genética del padre y la madre para el
desarrollo del embrién en genes determinados. El
imprinting esta regulado principalmente por marcas
de metilacion de ADN.

Informacién epigenética. Informacion que se im-
pone al ADN “independientemente” de su secuencia
primaria y que regula la expresién de genes a nivel
transcripcional y postranscripcional. Por definicién,
la informacién epigenética es heredada al curso de
divisiones celulares; es decir, esa informacion la con-
tiene toda la progenie de una célula determinada. Los
mecanismos epigenéticos incluyen, principalmente,
la metilacion del ADN, modificaciones covalentes
de las histonas, y remodelacién de la cromatina. La
reprogramacion epigenética es la modificacion del
programa de la expresion del genoma regulado por
dichos mecanismos epigenéticos y como consecuen-
cia es borrada o “reseteada” la informacién de dicho
genoma para dar lugar a una nueva programacion,
sin modificar la secuencia del ADN.

Maduracién del ovocito. Proceso que se da bajo
la estimulacién hormonal adecuada y que reanuda el

arresto de la profase I de la meiosis. Como resultado,
se reduce el ndmero de cromatides al ser expulsadas
dentro del primer cuerpo polar.

Masa celular interna. Células internas del blas-
tocisto, pluripotenciales, que dan lugar a todos los
tipos celulares del embrién.

Meiosis. Es la division celular de una célula
diploide que tiene como resultado la reduccién del
nimero de cromosomas y da lugar a cuatro células
haploides. Involucra dos divisiones con sus res-
pectivas fases: profase, metafase, anafase, telofase. En
la primera divisién, en una prolongada profase, se
da el apareamiento de los cromosomas homélogos
y el entrecruzamiento de segmentos entre los cro-
mosomas o recombinacién. Metafase, cromosomas
paternos y maternos alineados. Anafase, el surco
de la separacién de los cromosomas se forma con
ayuda de los microtubulos. Telofase, cada uno de los
cromosomas se secretan hacia diferentes células.

Metilacion de novo. Es la adicién de grupos metilo
ala citocina del ADN. La adicién de estos grupos suele
provocar un cambio en el patrén de expresion de genes
en donde ocurre dicha metilacién. En la mayoria de
los casos, de la metilacién de un gen, resulta un gen
silenciado ¢ inactivo. Esto quiere decir que, salvo al-
gunas excepciones, genes no metilados son genes que
se expresan, generando una informacién epigenética
en este gen, que es caracteristica para esa célula en
particular que lo porta.

Pronicleo. Ntcleo haploide (femenino o mascu-
lino) del cigoto.

Protaminas. Proteinas implicadas en el empaque-
tamiento del ADN de los espermatozoides maduros.

Trofoectodermo. Linaje celular que envuelve la
masa celular interna en el blastocisto y que principal-
mente origina los anexos embrionarios (por ejemplo,
la placenta), y no al embrién propiamente dicho.

Zona pelticida. Membrana que recubre al ovocito,
de aproximadamente 13 micras de grueso. Contiene
un gran niimero de copias de las proteinas ZP3, ZP1
Y ZP2 glucosiladas.
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stimado editor, en el volumen 75, numero 10,

de Ginecologia y Obstetricia de México esta pu-

blicado el articulo “Biopsia del cuello uterino
¢es confiable y reproducible el diagnédstico histologico?
Utilidad de p16INK4A para lograrlo”, del cual soy
autor. Quizd por razén de envio por medio electréni-
co de la revision corregida no fueron incluidos en la
publicacién dos cuadros de suma importancia, ya que
sin ellos los resultados y la discusién quedan confusos
en algunos puntos y el lector podria considerar que no
estan analizados adecuadamente. Anexo a continua-
cién los cuadros y su correcta situacion en el texto.

Atentamente
Dr. José Curiel Valdés

Grupo Diagnéstico

En la pagina 617, columna 2, primer parrafo del
apartado “resultados”, debe decir:

Cuadro 1. Diagndsticos del fragmento numero 1

Diagnéstico  Hematoxilina- % p16, num. %
eosina, num.

Reactivo/ 14 23.0 0 0

inflamatorio

Sugestivo 5 8.2 0 0

de VPH

Displasia 32 52.5 61 100

leve NIC 1

Displasia 9 14.8 0 0

moderada

NIC 2

Displasia 1 1.6 0 0

grave NIC 3

Carcinoma 0 0.0 0 0

Total 61 100.0 61 100

Ginecol Obstet Mex 2008;76(1):65-66

Carta al editor

Figura 1. Imagen del fragmento 1a tefiido con hematoxilina y eosi-
na. Se aprecian células con coilocitosis en fase poco productiva,
con criterios sugerentes de NIC 1, desarreglo de la capa basal,
hipercromatismo y crecimiento nuclear hacia la superficie con halo
claro perinuclear. Solo 52.5% de los patélogos hizo el diagnéstico
correcto.

Fragmento 1b con p16. Es clara la positividad de p16 nuclear y
citoplasmica de leve aintensa (+ a +++), en la parte central células
con coilocitosis poco productiva y en la periferia, a ambos lados,
células sin positividad. Las células negativas tienen nucleos mas
chicos y carecen de halo perinuclear. Esta positividad corresponde
a VPH de alto riesgo. Con p16 todos los patdlogos realizaron el
diagnédstico correcto. (Reproducida con permiso de Masson Doyma
México).

Cuadro 2. Diagndsticos del fragmento nimero 2

Diagnéstico Hematoxilina- % p16, %
eosina, num. nam.

Reactivo/ 12 19.7 0 0
inflamatorio

Sugestivo de 3 4.9 0 0
VPH

Displasia 32 52.5 0 0.0
leve NIC 1

Displasia 10 16.4 59 96.7
moderada

NIC 2

Displasia 2 3.3 0 0.0
grave NIC 3

Carcinoma 2 3.3 2 3.3
Total 61 100.0 61 100.0
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Figura 2. Imagen del fragmento 2a tefiido con hematoxilina y
eosina. Se aprecian células con displasia moderada, sugieren
NIC 2, hay mayor densidad celular, los nucleos son muy hiper-
cromaticos, con pleomorfismo y citoplasma muy chico; las atipias
se conservan hasta la superficie en muchas células y adquieren
mas citoplasma en la superficie, lo que indica cierto grado de
maduracioén que las hace diferentes al NIC 3. Sélo 16.4% realizd
el diagnéstico correcto.

En el fragmento 2b, el p16 es positivo difuso, y en todo el espesor
es nuclear y citoplasmico. Esta positividad confirma el VPH de alto
riesgo y NIC 2. EI 100% de los patologos hizo el diagnéstico correcto
con p16. (Reproducida con permiso de Masson Doyma México).

Los diagnésticos de cada uno de los fragmentos de
la laminilla tefiida con hematoxilina y eosina (figura 1a)
se encuentran en el cuadro 1. Su dispersién en el frag-

mento 1 abarcé desde cambios inflamatorios, metaplasia
o ambos, sin neoplasia intraepitelial del cuello uterino
(23%); en 8.2% se encontraron cambios sugerentes pero
no concluyentes de virus del papiloma humano, en
52.5% displasia leve (NIC 1), en 14.8% displasia mode-
rada (NIC 2) y en 1.6% displasia grave (NIC 3). No hubo
diagndsticos de carcinoma.

En el fragmento 2 (cuadro 2, figura 2a) 19.7% de los
patdlogos diagnosticé cambios inflamatorios reactivos,
metaplasia 0 ambos; 4.9%, cambios sugerentes pero no
concluyentes de VPH; 52.5%, displasia leve (NIC 1);
16.4%, displasia moderada (NIC 2); 3.3%, displasia grave
(NIC 3), y 3.3%, carcinoma. Con p16 el 100% interpretd
el fragmento 1 (figura 1b) como positivo focal débil, en
capas superficiales, nuclear y citoplasmico +a+++ (equi-
valente a NIC 1). Con p16 también el 100% interpret6 al
fragmento 2 (figura 2b) como positivo difuso, en todo el
espesor, nuclear y citoplasmico +++ (equivalente a NIC
2); sin embargo, los dos pat6logos que diagnosticaron
carcinoma sostuvieron su diagnéstico, lo que supone
96.7% de concordancia.
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Seristallisimo de la trompa de Falopro™

1 transporte del 6vulo desde el ovario hasta la

cavidad uterina, a través de la luz tubaria, es

un fenémeno complejo en el que intervienen: 1)
las corrientes capilares de la cavidad pelviperitoneal,
2) la accién de las visceras vecinas a los genitales, 3)
la accién ciliar del epitelio tubario, 4) la quimiotaxis
sugerida por KEeYE B, la cual, sin embargo, no ha sido
demostrada, 5) la actividad del aparato muscular de
los anexos descrito por Roucer #, dispuesto a lo largo
del mesosalpinx y de los repliegues peritoneales
conocidos con el nombre de ligamentos titero-ovérico,
tubo-ovérico e infundibulo-pélvico, y 6) de la accién
peristéltica de la capa muscular de la trompa. Estos
diversos mecanismos, puestos en juego, relacionan al
pabellén tubario con el ovario segtin han demostrado
objetivamente WEsTMAN * y HARTMAN " en la coneja y
en la mona, y permiten la entrada del évulo a la luz
tubaria, a lo largo de la cual es transportado el huevo
en unos 3 a 5 dias, para la especie humana.

El presente trabajo va a concretarse al estudio de
la contractilidad intrinseca de la trompa de Falopio,
sin detenerse a considerar la naturaleza y mecanismo
de los otros factores mencionados.

Fue probablemente SoBotTA ¥ quien primero sugirié
la posibilidad de que el transporte del huevo por la

*

Reproducido de Ginecologia y Obstetricia de México
1953;VI11:161-166.

La version completa de este articulo también esta disponible en
internet: www.actualizacionmedica.com.mx

Por el Dr. Alfonso ALVAREZ BRAVO.

Profesor de 3er C. de Clinica Quiriirgica.

Escuela de Medicina, U. N. A. México.

Jefe del Servicio de Ginecologia del Sanatorio Espafiol de
Meéxico.

trompa se debiera a los movimientos peristélticos de
su capa muscular. SECKINGER % y SECKINGER y CORNER?
demostraron que las contracciones tubarias tenian
distinto caracter e intensidad segtin la época del ciclo
menstrual en que se observaba el fenémeno y que
ello dependia de la actividad secretora del ovario.
ANAPOLSKI ! aprecié también que la longitud de las
fibras musculares tubarias cambia durante las distintas
fases del ciclo menstrual. WestMAN 2% observo
directamente los movimientos peristalticos de la
trompa de la coneja a través de una ventana abdominal
cubierta con una placa transparente y mas tarde
comprobé el mismo fenémeno durante el periodo
ovulatorio, en la mona Macacus Rhesus, empleando un
peritoneoscopio. RUBIN y BENDICK #, PARKER ' y muchos
otros han descrito también movimientos peristalticos
y antiperistalticos de la trompa de los animales. Sin
embargo, en la mujer no ha sido posible observar estos
movimientos en el curso de laparotomias ni por medio
del laparoscopio. Asfi lo afirman SIEGLER #, RUDDOCK?,
PINcsoHN 2 y BUNSTER *. Por nuestra parte, en el curso
de numerosas laparotomias y durante un buen
numero de observaciones a través del peritoneoscopio
y del douglascopio de DECKER, jamas hemos visto
movimientos peristalticos en la trompa humana.
Dyrorr ® ha querido explicar este hecho por la accién
paralizante de la anestesia general o de la analgesia
raquidea a que estdn sometidas las enfermas durante
las intervenciones quirtirgicas, asi como por la accién
que las drogas anestésicas tienen sobre la funcién
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ovarica. RUBIN % insiste ademads en que las mujeres
que se operan tienen lesiones patolégicas del aparato
genital. En contra de esta opinién debemos mencionar
nuestra experiencia expresada en lineas anteriores, de
que durante peritoneoscopias y douglascopias hechas
con anestesia local, en las que el aparato telescépico
se introduce al abdomen a nivel de un sitio distante
de la regién tubaria. Nunca hemos podido observar
movimientos peristalticos de la trompa no obstante
que en varias ocasiones los 6rganos genitales internos
eran completamente normales. Quiza la razén esté,
como supone RUBIN %, en que la peristalsis de la trompa
humana es mucho més débil y lenta que la de los
animales y es, por lo tanto, dificil de apreciar.

Por el contrario, la observacion in vitro de la trompa
humana aislada y sumergida en solucién salina
oxigenada ha demostrado claramente la existencia
de contracciones longitudinales que se originan en
el pabellén y progresan hacia el extremo uterino de
la trompa con intervalos de cuatro a cinco minutos y
de contracciones circulares o anulares, que permiten
suponer que la trompa humana tiene un alto grado
de actividad contractil intrinseca espontdnea. En la
comprobacién de este hecho concuerdan los trabajos
de Gunn 1, Kok *, DANIEL y colaboradores 7, CELLA y
GEORGESCU ° y WISLOKI y GUTTMACHER .

En resumen, como opina BUNSTER *, es indudable
que la trompa humana tiene movimientos peristalticos,
pero es también evidente que son mucho menos activos
que en las hembras animales, siendo probable que en
la especie humana sea la actividad ciliar del epitelio
mucho més importante que la accién de la musculatura
tubaria, en el transporte del huevo por el oviducto.

De mayor importancia clinica es el estudio
del peristaltismo tubario durante la insuflacién
transuterina de gas.

Si se hace esta insuflaciéon empleando un aparato
que registre quimograficamente las variaciones de
presiéon concomitantes al paso del gas se obtiene una
curva tipica en los casos normales, en la que se aprecia
un ascenso progresivo interrumpido por una caida
brusca de la presién de 10 a 20 mm. de mercurio,
seguido de una curva en la que aparecen oscilaciones
de presién que varian de 10 a 50 mm. de mercurio.
Estas fluctuaciones de la presién fueron atribuidas
por GuTHMANN " a la actividad de la musculatura

tubaria y posteriormente RUBIN y sus colaboradores
comprobaron este acerto basandose en los siguientes
hechos y experiencias:

l.- La curva de insuflacién hecha en tteros y
trompas muertos, extirpados quirdrgicamente no
muestra oscilaciones de la presion.

2.- La insuflacién de trompas humanas aisladas,
mantenidas vivas por inmersion en solucién de LockEe
oxigenada, proporciona curvas con fluctuaciones de
presién considerables, sobre todo cuando la solucién
estd a la temperatura de 37° a 37.5° C.

3.- Conectando un balén intrauterino al aparato de
insuflacién y manteniendo una presion semejante a la
que se registr6 en una insuflacion uterotubaria previa,
en esa misma enferma, no se obtuvieron oscilaciones
comparables. El registro quimogréfico de la actividad
del ttero transmitida al balén intrauterino mostré muy
pequenias fluctuaciones, de cardcter completamente
distinto.

4.- La posibilidad de que las fluctuaciones de
presién sean debidas a la elasticidad de la pared
tubaria queda eliminada por el hecho de que tales
fluctuaciones no aparecen al insuflar directamente
trompas recientemente extirpadas.

5.- La accién de otros factores extragenitales,
sobre todo las que podian provenir de variaciones
en la presién intraabdominal, no es admisible puesto
que los cambios de presion originados por la tos, la
respiracion profunda y la accion de pujar modifican
las curvas sélo en su altura general cuando las trompas
son permeables, y no determinan alteraciéon ninguna
cuando estan obstruidas.

6.- El efecto de la inyeccién intraperitoneal
directa de gas no puede ser causa de las fluctuaciones
puesto que las curvas registradas durante la
inyeccién intraabdominal de gas, directamente por
puncién de la pared abdominal, son totalmente
distintas a las obtenidas durante la insuflacién
Gterotubaria.

7.- El efecto de las variaciones en la velocidad
de paso del gas no es tampoco la causa de estas
oscilaciones puesto que a diversas velocidades se
obtienen curvas mas o menos altas pero que conservan
en todo momento las fluctuaciones normalmente
apreciables en la insuflacién tterotubaria.

8.-La auscultacién del hemiabdomen inferior
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durante la insuflacién tubaria permite oir un soplo
con variaciones sincrénicas con las ondas registradas
en el quimograma.

9.- Cuando las trompas estan ocluidas no se
registran oscilaciones en la curva de presion.

10.- La extirpacién de segmentos de trompa
durante la insuflacién tubaria muestra que la curva
no varia sino momentdneamente cuando se resecan
los dos tercios externos, disminuye la frecuencia de
las contracciones cuando el corte se efecttia en la parte
media del tercio interno, manteniéndose, sin embargo,
la amplitud de las fluctuaciones manométricas, y,
en cambio, no se registran oscilaciones cuando se
cateteriza la porcién intersticial de la trompa con
una fina canula rigida, lo cual parece demostrar que
la existencia de ondas depende de que persista una
porcién de trompa activa.

11.- Hay evidencia radiolégica del peristaltismo
tubario.

12.- Experimentos hechos en tteros y trompas de
conejas vivas permiten obtener curvas de contracciéon
totalmente distintas para la actividad uterina y la
tubaria.

Estos hechos estan basados en numerosas
observaciones clinicas y en diversos experimentos
llevados a cabo por RUBIN y sus colaboradores, entre
los que se destacan los trabajos de WIMPFHEIMER y
FERESTEN ¥ sobre el estudio comparativo de la actividad
uterina y la tubaria en genitales de conejas vivas, los
cuales han llevado a la conclusién de que las ondas
de fluctuacién manométricas apreciadas durante la
insuflacién tterotubaria son debidas al peristaltismo
de la trompa, cosa aceptada ampliamente en la
actualidad por numerosos autores como SIEGLER ¥,
MAZER e ISRAEL ¢, MicuLICZ-RADEKI '8, MEAKER V7, LANE-
RoserTs y colaboradores *°, GEist y colaboradores ?,
Mocquort ¥, PALMER %, BONNET 3, BETTINOTTI 2, CLAVERO
¢ y muchos otros mas.

En contra de esta opinién clésica, sin embargo,
se ha levantado la voz de Sudamérica con STABILE™
y Bunster % El autor uruguayo 3! observé que al
continuar la insuflacién transuterina de gas después
de seccionar las trompas al ras del ttero, persistian
las oscilaciones de la curva quimografica. Mas tarde,
durante el Primer Convenio de la Sociedad Brasileira
de Esterilidad Pou Santiago mencioné otra experiencia

de STABILE y sus colaboradores. Después de ligar las
trompas al ras de los cuernos se punciona el ttero
con una aguja gruesa que penetre su cavidad y se
inicia la insuflacion transuterina de gas obteniéndose
una curva manométrica baja sin oscilaciones. Sin
descontinuar la insuflacién se retira stibitamente
la aguja y se aprecia que el gas escapa por el sitio
puncionado, al mismo tiempo que se registra en el
quimoégrafo una curva con oscilaciones semejantes a
las obtenidas en la insuflacién tterotubaria.

Dada la trascendencia del hecho para la
interpretacién clinica de las curvas quimograficas
obtenidas durante la insuflacién tterotubaria,
Bunster * de Chile consideré importante hacer una
experimentaciéon mds amplia para aclarar estos hechos
y recurri0 a estos tres tipos de experiencias, todas ellas
hechas en mujer durante intervenciones quirtdrgicas
practicadas bajo anestesia general con éter. El primer
grupo de experiencias es la repeticion de la primera
experiencia de STABILE y en ellas el autor chileno
comprobd que las graficas de insuflacion obtenidas
con el aparato genital integro son practicamente
iguales a las que se registran después de seccionar las
trompas al ras del ttero, demostrando con ello que,
para que se produzcan las oscilaciones quimogréficas,
se requiere solamente que persista lo que él llama
“complejo cornual”, es decir, la porcién intersticial
de las trompas asociada a la musculatura uterina
vecina.

En el segundo grupo de experiencias insufl6
directamente las trompas seccionadas por medio de
agujas introducidas en la luz de la porcién istmica
tubaria, las cuales se conectaron por medio de tubos
al aparato de RusIN. Durante esta insuflacién hecha
directamente a través de trompas que conservaban
aun toda su vascularizacién e inervacion, el
trazado quimografico mostré oscilaciones minimas
totalmente diferentes a las que se observaron en
las insuflaciones que precedieron a la seccién de
las trompas y a las que se produjeron al insuflar el
atero, por via cervical una vez seccionadas dichas
trompas a nivel de los cuerpos uterinos, por lo cual
pudo concluir que las porciones istmica, ampular
e infundibular de las trompas no intervienen en la
produccién de estas oscilaciones.

Eltercer grupo, de dos casos, corresponde a mujeres
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en quienes se reimplantaron ambas trompas a nivel de
los cuernos uterinos después de resecar las porciones
intersticiales de las trompas con un sacabocados circular
de 5m.m. de didmetro, quedando la porcién istmica de
las trompas alojada en un conducto cilindrico cornual.
La insuflacién transuterina de gas hecha un afio
después en la primera enferma y tres meses después
de la operacién en el segundo caso, reveld trompas
perfectamente permeables y las curvas quimogréficas
mostraron oscilaciones regulares en todo semejantes
a las de una mujer con trompas normales. El obtener
oscilaciones manométricas en estos casos en que no
existia la porcién intersticial de las trompas y en las
que quedd conservada la musculatura del cuerno
uterino, ha llevado a este autor a la conclusién de que
las fluctuaciones de la curva quimogréfica normal
son debidas a la accién de la musculatura del cuerno
uterino, es decir, a la actividad de la porcién uterina
del “complejo cornual”.

COMENTARIO

La evidente disparidad de conclusiones a que
conducen las experiencias de RUBIN y colaboradores
por un lado, y las de STABILE y BUNSTER, por el otro,
impone la necesidad de revisar concienzudamente
este problema de fisiologia tubaria, de cuya naturaleza
depende la interpretacién que deba darse a las gréficas
manométricas obtenidas en el curso de la insuflacién
uterotubaria tan ampliamente utilizada en la clinica
de las mujeres estériles.

Los hechos establecidos por RuBIN se basan en
observaciones y experiencias cuidadosas que, sin
embargo, tienen puntos débiles y bases a veces
demasiado tedricas.

Prueba de ello es que al impugnar RusiN * las
observaciones de STABILE, no destruye el hecho en
si ni da una argumentacién suficientemente sélida
para dejar convencido. Ademads, la mayor parte de las
experiencias de RUBIN y colaboradores demuestran la
existencia del peristaltismo tubario, pero no prueban
que sea éste el responsable de las oscilaciones
manométricas apreciadas durante la insuflacion.

Nosotros, por otra parte, hemos repetido las dos
experiencias de STABILE y la segunda experiencia
de Bunster habiendo comprobado totalmente sus

afirmaciones. Sin embargo, como acepta el mismo
BUNSTER 4, sus conclusiones son valederas tinicamente
para la trompa humana normal, sin que se pueda
decir por ahora si la trompa parcialmente obstruida o
con paredes alteradas puede modificar el mecanismo
cornual al grado de suprimir o disminuir las
oscilaciones.

Tratando de contribuir a la resolucién de este
problema estamos actualmente desarrollando un plan
de trabajo que toma en cuenta estos diversos puntos
y que incluye:

1.- La repeticion de las experiencias de WIMPHEIMER
y FERESTEN adaptadas a la mujer. Los demés hechos
y experiencias expuestos por RUBIN comprueban
Unicamente la existencia del peristaltismo tubario
pero no demuestran de ninguna manera que dicho
peristaltismo, que en la especie humana es débil,
sea el determinante de las oscilaciones de la curva
quimogréfica.

2.- La repeticién de las experiencias de STABILE y
BUNSTER en un importante niimero de casos con el fin
de comprobar si es un fenémeno constante.

3.- La obtencién de curvas quimograficas durante
la insuflacién tdterotubaria hecha en el curso de
laparotomias antes y después de infiltrar novocaina
en los mesosalpinx para bloquear la inervacién
tubaria y antes y después de infiltrar los ganglios de
FRANKELHAUSER para bloquear la inervacion uterina, en
aparatos genitales integros.

4.- La obtencion de curvas manométricas en iguales
condiciones antes y después de seccionar las trompas
al ras del tdtero, en casos de trompas adheridas,
ocluidas o bloqueadas.

Nuestros casos son muy pocos enla actualidad y no
es por ahora ttil ni conveniente analizar los resultados
obtenidos que serdn motivo de una comunicacién
posterior. Permitasenos, pues, por ahora, no sacar
conclusiones en relaciéon con este problema de
fisiologia tubaria.
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