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on este nimero de GINECOLOGIA Y

OBSTETRICIA DE MEXICO termina el

volumen 72. En el transcurso de este afio se
publicaron 49 articulos originales, 8 de revisién y 7
comunicaciones de casos. Con esta producciéon se
cumplieron de manera puntual los requisitos de los
indices y bancos de datos de informacion biomédica
en relaciéon con el minimo de 60% del contenido de la
revista de articulos de investigaciones originales. Los
editores agradecemos la respuesta de los colegas
preocupados por fomentar el intercambio de
experiencias. La revista es una de las opciones de mas
facil acceso para conocer qué estan haciendo nuestros
pares en los distintos estados de la Republica
Mexicana.

Este afio se ampli6 el universo de nuestros lectores y
consultantes; el contenido de la revista dej6 de ser sélo
para quienes reciben los ejemplares impresos en papel
y ahora se encuentraen la Internet, con las facilidades
gue este medio provee para permitir la consulta de todos
aquellos que buscan actualizar sus conocimientos en
los diversos aspectos de la ginecologia y obstetricia.
Para facilitar las consultas, los resimenes de los
articulos aparecen en espafiol, inglés, francés vy,
préximamente, saldran en portugués.

El trabajo generoso que realizan los miembros del
comité editorial que participaron en la revision de los
articulos que se publicaron es muy valioso. Sin duda
gue sus comentarios y sugerencias contribuyeron a
facilitar la comprensién de las comunicaciones y

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

Ginecol Obstet Mex 2004;72:591

Editorial

a cumplir con los requisitos minimos indispensables
de los manuscritos para publicacion en revistas
biomédicas.

En este nimero de GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA
DE MEXICO se publican los trabajos que resultaron
premiados en el 55 Congreso Mexicano de Ginecologia
y Obstetricia y que son el reflejo del esfuerzo de los
investigadores nacionales por seguir participando en
todas las actividades que encabeza la Federacion
Mexicana de Ginecologia y Obstetricia. De estos
trabajos resalta el hecho de que la mayor parte sean del
ambito de la reproduccion asistida, terreno de la
ginecologia y obstetricia que hoy ocupa uno de los
frentes de la investigacién mas frecuentados.

En esta misma edicién aparece una carta enviada
por un médico colombiano quien comenta un articulo
sobre reproduccion asistida publicado en ediciones
previas. Esto es una muestra del interés que prevalece
en este campo y de la repercusion que tiene la revista
entre nuestros colegas de Latinoamérica.

Una vez mas, los editores les reiteramos nuestro
agradecimiento por la confianza otorgada y les
invitamos a que nos envien las sugerencias que nos
permitan ampliar los horizontes en bien de todos.

Felices fiestas
Dr. Carlos Fernandez del Castillo S

Dr. Jorge Delgado Urdapilleta
Dr. Ernesto Castelazo Morales
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Articulo original

Caracterizacion del espacio coriodecidual como un microambiente
rico en moléculas efectoras que inducen la rotura de las membranas
corioamniodticas durante el trabajo de parto*

Rodrigo Vega Sanchez,* Guadalupe Estrada Gutiérrez,* Arturo Cérbulo Vazquez,** Jorge Beltran
Montoya,******* Felipe Vadillo Ortega*

RESUMEN

Objetivo: identificar un microambiente especifico en contacto con las membranas fetales en el que se acumulan moléculas efectoras
dirigidas a degradar los componentes de su matriz extracelular durante el trabajo de parto.

Tipo de estudio: experimental, analitico, longitudinal y prospectivo.

Material y métodos: se recolectaron muestras de sangre de los compartimientos materno, de cordén umbilical y coriodecidual y se
aislaron las células mononucleares. Algunas células se marcaron con anticuerpos para determinar las subpoblaciones de leucocitos por
citometria de flujo; otras se cocultivaron durante 12 h con explantes de membranas corioamniéticas. Después del cocultivo en las células
se identific6 MMP-9 por inmunofluorescencia y en los sobrenadantes se determind IL-1 y TNF-a por ELISA. Se hicieron tres experimen-
tos independientes por duplicado y se analizaron con la prueba U de Mann-Whitney.

Resultados: aunque no se encontraron diferencias significativas en las subpoblaciones de leucocitos entre los tres compartimientos,
la produccién de MMP-9 por las células mononucleares fue mayor en las coriodeciduales, comparada con la de las células maternas y
del cordén umbilical. Del mismo modo, en los cocultivos con células coriodeciduales se encontré mayor cantidad de IL-18 y TNF-a que
en los de los otros compartimientos.

Conclusiones: en el trabajo de parto a término las subpoblaciones de células mononucleares del espacio coriodecidual no son
diferentes fenotipicamente de las maternas o del cordén umbilical, pero si lo son en cuanto a produccion de MMP-9, lo que sugiere que
el entorno de las membranas corioamniéticas favorece la sintesis de esta enzima y promueve la degradacion del tejido conectivo.
Palabras clave: rotura de membranas fetales, coriodecidual, microambiente, MMP-9, IL-1B, TNF-c..

ABSTRACT

Objective: To identify a specific microenvironment in direct contact with fetal membranes where effector molecules acumulate, aiming
to degrade the components of its extracellular matrix during labor.

Type of study: experimental, analytic, longitudinal and prospective.

Materials y methods: blood samples were collected from maternal, fetal and choriodecidual compartments, and mononuclear cells
were isolated. Part of these cells was stained with antibodies to determine leukocyte subpopulations by flow cytometry. The other part
was cocultured for 12 h with amniochorion explants. After coculture, MMP-9 was identified on the mononuclear cells by
immunofluorescence. IL-18 and TNF-a were determined in the supernatants by ELISA. Three independent experiments were carried out
with duplicates and analyzed with Mann-Whitney’s U test.

Results: Although there were no significant differences in the mononuclear cell subpopulations from the three compartments, MMP-9
production was higher in choriodecidual cells than in those of the maternal and fetal compartments. Furthermore, IL-13 and TNF-a. were
significantly more abundant in cocultures with choriodecidual cells compared with the other two compartments.

Conclusions: During labor, choriodecidual cell subpopulations are not phenotypically different from those of the maternal or fetal
compartments, but they are regarding MMP-9 production, which suggests that the environment surrounding chorioamniotic membranes
enhances the synthesis of this enzyme, thus promoting degradation of connective tissue.

Key words: rupture of fetal membranes, choriodecidual, microenvironment, MMP-9, IL-1, TNF-a.

SOMMAIRE

Objectif : identifier une micro-ambiance spécifique en contact avec les membranes foetales dans laquelle s’accumulent des molécules
effectrices dirigées a dégrader les composants de sa matrice extracellulaire pendant le travail d’accouchement.
Type d’étude : expérimentale, analytique, longitudinale et prospective.
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Matériel et méthodes : on a récolté des échantillons de sang des compartiments maternel, de cordon ombilical et chorio-décidual et
on a isolé les cellules mononucléaires. Quelques cellules ont été marquées avec des anticorps pour déterminer les sous-populations de
leucocytes par cytométrie de flux ; d’autres ont été cocultivées pour 12 h avec des explants de membranes chorio-amniotiques. Aprés
la coculture, dans les cellules on a identifi€ MMP-9 par immunofluorescence et dans les surnageants on a déterminé IL-1 et TNF-a. par
ELISA. On a réalisé trois expériences indépendantes par duplicata et on les a analysées avec le test U de Mann-Whitney.

Résultats : méme sil'on n'a pas trouvé des différences significatives dans les sous-populations de leucocytes entre les trois compartiments,
la production de MMP-9 par les cellules mononucléaires a été majeure dans les chorio-déciduaux, comparée avec celle des cellules
maternelles et du cordon ombilical. De la méme fagon, dans les cocultures avec des cellules chorio-déciduaux on a trouvé une quantité
majeure de IL-1B et TNF-a que dans celles des autres compartiments.

Conclusions : dans le travail d’accouchement a terme, les sous-populations de cellules mononucléaires de I'espace chorio-décidual ne
sont phénotypiquement pas différentes des maternelles ou du cordon ombilical, mais elles le sont quant a la production de MMP-9, ce qui
suggere que I'entourage des membranes chorio-amniotiques favorise la synthese de cette enzyme et promue la dégradation du tissu

connectif.

Mots-clé : rupture de membranes feetales, chorio-décidual, micro-ambiance, MMP-9, IL-1f, TNF-a.

ABREVIATURAS

DMEM + HLA: medio de cultivo Eagle modificado por
Dulbecco, adicionado con hidrolizado de lactoal-
bdmina.

FITC: isotiocianato de fluoresceina

IL-1B: interleucina 1-f

MCA: membranas corioamniéticas

MMP-2: metaloproteasa de matriz extracelular-2

MMP-9: metaloproteasa de matriz extracelular-9

PC5: ficoeritrina-cianina 5.1

PE: ficoeritrina

RPM: rotura prematura de membranas

SFB: suero fetal bovino

TNF-o.: factor de necrosis tumoral o

En México, el parto pretérmino es un suceso que se
manifiesta en alrededor del 10% de los embarazos. Casi
40% de éstos se relacionan con la rotura prematura de
las membranas corioamnidticas,! enfermedad
obstétrica que se distingue por la rotura de las membra-
nas en ausencia de trabajo de parto.

¥  Este trabajo obtuvo el primer lugar de investigacion basica
en el 55 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia.
* Direccién de investigacion.
**  Unidad de citometria de flujo.
**  Departamento de tococirugia y urgencias.
Instituto Nacional de Perinatologia, SSa.
*x+ - Miembro federado.

Correspondencia: Dr. Felipe Vadillo Ortega. Instituto Nacional de
Perinatologia, Direccion de Investigacion. Montes Urales 800, Lo-
mas Virreyes, México, DF, CP 11000. Tel.: 5202-9381. Fax:
55200034. E-mail: fvadillo@servidor.inper.edu.mx y
felipe.vadillo@uia.mx

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

En condiciones normales y patolégicas, la rotura se
origina por la degradacion de los distintos tipos de
colagena que constituyen el componente principal de
la matriz extracelular que da soporte a las membranas
corioamnidticas.?

Dicha degradacion la controla una familia de
enzimas dependientes de cinc llamadas metalopro-
teasas de matriz extracelular (MMPs) y sus inhibidores
(TIMPs).?

A lo largo de la gestacién las membranas corioam-
nidticas sintetizan MMP-2 y MMP-9, pero durante el
trabajo de parto aumenta la sintesis y actividad de esta
Gltima y disminuye su inhibidor, lo que se asocia con
cambios ultraestructurales en el tejido conectivo y con
unabaja en la cantidad de colagena de las membranas
corioamnioticas, por lo que la MMP-9 se considera un
marcador molecular del trabajo de parto.*

Los procesos de sefializacién local que induce la
expresion de MMP-9 por las células de las membranas
corioamnioticas bajo condiciones fisiologicas y que
condicionan su rotura no se conocen, aunque los
hallazgos apuntan hacia la participacion de citocinas
proinflamatorias, como la IL-18 y el TNF-a, que de
manera paracrina y autocrina pueden regular la
produccion de esta enzima.®® A nivel local, el amnios,
el corion, los trofoblastos y las células deciduales son
capaces de producir citocinas proinflamatorias y MMP-
9 en condiciones basales.”®®

Debido a que la sintesis de estas moléculas no se
realiza s6lo en los casos en los que hay infeccion, se
sugiere que su produccion a este nivel depende del
trabajo de parto mas que de la presencia de bacterias.
Lo anterior postula que este suceso representa un
proceso de caracter inflamatorio.1112
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En los estudios en que se identifica de manera mas
fina la fuente de citocinas y metaloproteasas en las
membranas fetales y otros tejidos gestacionales se ha
podido demostrar que la mayor parte proviene del
infiltrado leucocitario y no de las células locales, como
antes se creia.’*** Los neutréfilos, macréfagos y linfocitos
T, atraidos quiza por un aumento en la expresion de
moléculas de adhesién, invaden la placenta, el
miometrio, el cuello uterino y las membranas fetales, lo
gue coincide con incremento en la cantidad IL-13, TNF-
oy MMP-9 en esos tejidos. 1617

De esta manera, la caracterizacion fenotipica de los
leucocitos que llegan al microambiente coriodecidual,
sus perfiles de secrecion de citocinas proinflamatorias,
el MMP-9 durante el trabajo de parto y la rotura
prematura de membranas resultan indispensables.

OBJETIVO

Identificar y determinar los atributos de la existencia
de un microambiente especifico en contacto con las
membranas fetales en el que se acumulan componentes
efectores celulares dirigidos a degradar los
componentes de la matriz extracelular durante el trabajo
de parto.

TIPO DE ESTUDIO
Experimental, analitico, longitudinal y prospectivo.
MATERIAL Y METODO

Muestras bioldgicas

Las muestras utilizadas en este estudio se obtuvieron
en la unidad tocoquirdrgica del Instituto Nacional de
Perinatologia inmediatamente después del alumbra-
miento, de mujeres con embarazo a término (37 a 40
semanas de gestacién) sin datos clinicos ni microbio-
I6gicos de infeccion y sin enfermedades. Las muestras
se transportaron al laboratorio en condiciones de
esterilidad para ser procesadas durante la primera hora
después de su obtencion.

Aislamiento de leucocitos
Las muestras de sangre se obtuvieron de mujeres en
trabajo de parto. Se extrajeron 10 mL de sangre

coriodecidual por drenado de los cotiledones de la
placenta, con lo que se tuvo una muestra representativa
de los leucocitos que estaban circulando localmente in
vivo. Ademas, se obtuvieron 10 mL de sangre periférica
materna y 10 mL de sangre del cordén umbilical por
puncién venosa. La sangre total se proceso con el
reactivo Lymphoprep™ (Axis-Shield, Noruega), que
separa las células mononucleares mediante un
gradiente de densidad.

Algunas de las células se procesaron de inmediato
parala citometria de flujo y otras se pusieron en cocultivo
con explantes de membranas corioamniéticas.

Membranas corioamnioticas

Las membranas se obtuvieron de mujeres sin trabajo
de parto. Se procesaron siguiendo la metodologia ya
descrita.® Las membranas se cortaron cerca del sitio de
union a la placenta y se transportaron en medio de
Eagle modificado por Dulbecco con 1% de antibidtico-
antimicadtico. En el laboratorio se lavaron con solucion
salina fisiolégica en condiciones de esterilidad y se
hicieron explantes de 1 cm de diametro cuidando que
no se separaran el amnios y el corion. Los explantes se
mantuvieron en cultivo durante 24 horas en medio de
Eagle modificado por Dulbecco, con 10% de suero fetal
bovino, 1% de piruvato de sodio y 1% de antibidtico-
antimicético. Después de ese tiempo se sustituy6 el
medio de cultivo por otro adicionado con 0.2% de
hidrolizado de lactoalbimina (DMEM + HLA) y se
dejaron en las mismas condiciones de cultivo por otras
24 horas antes de iniciar el cocultivo con las células
mononucleares.

Tincion para antigenos de superficie
Para la caracterizacion fenotipica de las células se
utilizaron 10 pL de los siguientes anticuerpos
monoclonales, marcados con diferentes fluorocromos
(Immunotech, Francia), con el fin de encontrar las
distintas subpoblaciones de leucocitos: CD3-PC5 para
linfocitos T, CD4-FITC para linfocitos T cooperadores,
CD8-PE para linfocitos T citotéxicos, CD14-PE para
monaocitos, CD56-PE para células NK'y CD19-PC5 para
linfocitos B.

Las muestras se analizaron por citometria de flujo
en un equipo Epics Altra de Coulter y el anélisis de los
datos se hizo con el programa informatico Expo.
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Cocultivo de leucocitos coriodeciduales con membra-
nas corioamnioticas
En un pozo de placa de cultivo celular se colocé un
explante de membrana corioamnidtica en 1 mL de
medio de Eagle modificado por Dulbecco adicionado
con hidrolizado de lactoalbimina y se puso encima
un inserto (Transwell®, Corning Inc., EUA) con
membrana transparente de policarbonato de 12 mm de
diametroy poros de 0.4 um. En el interior del inserto se
pusieron las células mononucleares en 1 mL de medio
DMEM mas HLA. Este sistema evita el contacto fisico
de las células y las membranas y permite la
comunicacién por mediadores solubles.

El cocultivo se dej6 en incubacién durante 10 horas,
a 37°C, con 5% de CO,. En ese tiempo se agrego
brefeldina A (Sigma, EUA), a una concentracion final
de 10 ug/mL para impedir que las proteinas
sintetizadas por los leucocitos se liberaran al medio de
cultivoy asi poder comprobar la produccion de MMP-
9. El cultivo se dej6 en esas condiciones durante 2 horas
mas para completar las 12 horas de cocultivo. Al cabo
de ese tiempo se colectaron las células mononucleares,
que se procesaron para inmunofluorescencia de MMP-
9,y los sobrenadantes de dentro y fuera del Transwell,
que se juntaron y almacenaron a -20°C para después
hacer las determinaciones de IL-13 y TNF-o. por ELISA.

Inmunofluorescencia de MMP-9

Se homogenizo6 el contenido de la parte interna del
Transwell y se tomaron 10 pL de la suspension de
células para hacer un extendido sobre un portaobjetos.
Después de secar al aire, las células se fijaron cinco
minutos con una mezcla v:v de metanol-acetona fria
para luego hacer un lavado con PBS-Triton X-100 al
0.2% para permeabilizarlas. Sin dejar que se secaran
por completo se adiciond un anticuerpo monoclonal
anti MMP-9 (Oncogene, EUA) diluido, 1:500, y se
incubaron durante 30 minutos, a 37°C en una cdmara
humeda. Después de repetir el paso del lavado se
adiciono6 un anticuerpo secundario conjugado con
FITC (Zymed Laboratories) diluido, 1:1000, y se
incubaron en oscuridad durante el mismo lapso bajo
las mismas condiciones. Por ultimo, las preparaciones
se lavaron con PBS, se tifieron con azul de Evans, para
contrastar las células, y se montaron con balsamo de
Canada para observarlas al microscopio confocal.

ELISA paralL-1By TNF-a

La determinacion de estas citocinas se hizo con
ensayos de ELISA tipo emparedado creados en nuestro
laboratorio, se siguid la misma metodologia paraambos
pero se utilizaron los anticuerpos respectivos para cada
citocina. En placas de 96 pozos se puso un anticuerpo
monoclonal anti IL-18 0 TNF-a y se incub6 toda la noche
a 37°C. Se lavaron las placas de 3 a 5 veces con PBS-
Tween al 0.05%. Se bloguearon durante dos horas a
temperatura ambiente con una solucion de PBS con
5% de sacarosa, 1% de albimina sérica bovinay 0.05%
de azida de sodio. Se volvieron a lavar y se pusieron
por un lado los estandares de proteina recombinante
(0.001-0.5ng/mLenelcasode IL-18y 0.156 - 7.5 ng/
mL de TNF-a) y por otro 100 pL de los sobrenadantes
de los cocultivos homogeneizados. Se incubaron toda
la noche a 4°C. Se lavaron las placas y se puso un
anticuerpo policlonal biotinilado que se incub6 a
temperatura ambiente durante dos horas. Después de
lavarse se incubaron con un conjugado de estrepta-
vidina-fosfatasa alcalina durante 90 minutos, a 37°C.
Se lavaron y finalmente se les agregé una solucion de
p-nitrofenilfosfato que se dejé durante 30 minutos, a
37°C. Laabsorbancia se analiz6 con un lector de ELISA
a410 nm.

Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se obtuvieron
las medias y desviaciones estandar y se buscaron las
diferencias usando la prueba U de Mann-Whitney.

RESULTADOS

En el cuadro 1 se muestran los resultados de la
citometria de flujo realizada a las células mononu-
cleares inmediatamente después de su obtencion.

Los porcentajes de todas las subpoblaciones se
encontraron dentro de los rangos de normalidad, de
acuerdo con los valores de referencia para células
mononucleares por citometria de flujo.®

La poblacién de linfocitos T (CD3+) fue la mas
abundante en todas las muestras. Aunque los
porcentajes de células CD4+y CD8+ estuvieron dentro
del rango normal, la relacion CD4/CDS8, que por lo
regular es de dos células CD4+ por cada CD8+, sélo se
observé en la sangre periférica con trabajo de parto. En
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Cuadro 1. Porcentajes de células mononucleares en sangre periférica materna, de cordén umbilical y coriodecidual

Materna Cordén Coriodecidual
Linfocitos T 43.23 +18.44 36.80 + 15.42 39.27 + 20.20
Linfocitos T CD4 49.23 +12.79 40.63 + 23.84 31.67 +10.35
Linfocitos T CD8 23.50 £ 4.17 23.63 + 3.67 26.30 + 11.46
Relacién CD4/CD8 2.09 1.7 1.2
Monocitos 24.30 £ 11.76 11.27 £ 12.03 10.27 £+ 3.25
Células NK 10.75 + 1.06 10.30 + 7.91 14.1 + 2.40
Linfocitos B 5.67 £ 0.92 9.73 +3.76 3.60 £3.41

Valores expresados como promedio + desviacion estandar.

los demas casos hubo mayor cantidad de linfocitos T
citotoxicos (CD8+) de lo esperado.

En los resultados de la citometria no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)
al comparar los porcentajes de las subpoblaciones
celulares de los distintos compartimientos.

Sin embargo, la inmunofluorescencia para MMP-9
(figura 1) reveld que la produccion de esta enzima es
mucho mas abundante en las células provenientes del
espacio coriodecidual, comparada con las muestras del
corddn umbilical, donde hubo menor produccién, y
sobre todo con las células de la sangre materna, donde
la existencia de esta enzima es practicamente nula.

En los cocultivos, los controles demostraron que para
la IL-1B (figura 2) las células mononucleares producen
mayor cantidad de esta citocina que el explante de
membrana corioamniética y que dicha produccion es
mayor en el caso del ambiente coriodecidual, en
comparacién con el materno y el del cordon umbilical.

Para el TNF-qa (figura 3) el explante de membrana
demostro que la capacidad de sintesis de esta citocina
es muy superior a la de las células mononucleares de
cualquiera de los tres compartimientos.

Sin embargo, en los sobrenadantes de los cocultivos
se encontr6 que cuando las células se pusieron en
contacto con la membrana hubo incremento en la
sintesis de ambas citocinas; éste fue mayor en los
cocultivos con células coriodeciduales que en los que
tenfan células maternas o del cordén umbilical.

DISCUSION
Los hallazgos mas recientes en la bibliografia

internacional apuntan a que el trabajo de parto es un
proceso de tipo inflamatorio que incluye la llegada de

un infiltrado leucocitario al entorno del espacio
coriodecidual y la consecuente secrecion de citocinas
y otras moléculas efectoras propias de una respuesta
de este tipo.

La MMP-9 es una enzima que degrada colagena de
la matriz extracelular de las membranas y cuya
expresiény actividad aumenta de forma selectiva con
el trabajo de parto. Al analizar los perfiles de
produccion de esta enzima pudo observarse que el
espacio coriodecidual es el ambiente especifico en el
que se favorece dicha produccidn. El hecho de que sélo
se observe MMP-9 en las células del espacio coriode-
cidual y, en menor medida, en las del cordon umbilical,
pero no en las del ambiente materno, podria sugerir
que las sefiales de la degradacion de las membranas
corioamnioticas efectuadas por esta enzima derivan
del feto.

Se observé que los leucocitos mononucleares de la
sangre del entorno coriodecidual no son distintos
fenotipicamente de los que se encuentran en la
circulaciéon materna o fetal, esto en cuanto a las
proporciones de las subpoblaciones medidas por
citometria de flujo.

Sin embargo, el analisis de dos citocinas proinflama-
torias, como la IL-1B y el TNF-a, demostro que el
principal aporte del TNF-a estd a cargo de la
membrana, mientras que el de la IL-1p depende, en
mayor medida, de las células mononucleares.

El hecho de que las cantidades de citocinas en el
sistema de cocultivo no sean iguales a la suma de lo
producido por las células y por el explante de manera
aislada sugiere que el contacto de las distintas
poblaciones celulares ejerce un efecto modulador en la
sintesis de moléculas efectoras. Ademas, al restar los
valores de los controles de las células y del explante a
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Figura 1. Inmunofluorescencia para MMP-9. La MMP-9 se muestra tefiida en color verde. A) Compartimiento materno. B) Compartimiento
fetal. C) Compartimiento coriodecidual.
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Figura 2. IL-1B8 secretada al medio en los distintos cocultivos de células mononucleares con membranas corioamniéticas. Los datos
representan el promedio.
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Figura 3. TNF-a secretado al medio en los distintos cocultivos de células mononucleares con membranas corioamniéticas. Los datos

representan el promedio.

los datos del cocultivo se observod que en el caso del
ambiente materno las cantidades de IL-1B y TNF-a
secretadas al medio no difieren de los valores basales.
No asi en el caso del espacio coriodecidual y del cordén
umbilical donde el incremento fue evidente.

Todo lo anterior sugiere que el entorno de contacto
con las membranas corioamniéticas es un microam-
biente especifico en el que se entabla un dialogo
molecular entre las células de dicho tejido y las que
arriban al espacio coriodecidual, lo que da lugar a la
acumulacion de grandes cantidades de estas citocinas,
que inducen la sintesis de MMP-9 y promueven la
degradacion del tejido conectivo de las membranas
fetales cuando el embarazo llega a término.

Ante estas pruebas es indispensable que los estudios
futuros se orienten a caracterizar el aporte de citocinas
proinflamatorias al microambiente coriodecidual por
parte de las subpoblaciones leucocitarias especificas,
asi como la produccion diferencial de MMP-9 para
identificar su papel en la rotura de las membranas
corioamnidticas.
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El opio y sus derivados, el laudano en enemas, la morfina en inyecciones subcutaneas a la dosis de un
centigramo por centimetro cubico hacen desaparecer la contraccion y al mismo tiempo el dolor. He
obtenido resultados muy manifiestos de detencion del parto, en casos de amenazas de parto prematuro,
por la asociacion de la morfina y atropina: un miligramo de sulfato neutro de atropina y dos centigramos
de morfina, en inyeccién subcutanea, renovada diariamente.

Reproducido de: Fabre. Manual de obstetricia. Barcelona: Salvat Editores,1941;p:124.
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Efecto in vivo de las secreciones del endometrio y del cuello uterino
humano en el espermatozoide*

Martha Merino Ruiz,* Hilda Magdalena Luna Aranda,* Rogelio Garcia Flores,* Oscar Vidal Gutiérrez,* Felipe
Arturo Morales Martinez,* Luis Sordia Hernandez,* Donato Saldivar Rodriguez,* Juana Vazquez Méndez**

RESUMEN

Objetivo: demostrar el estadio de capacitacion alcanzado por el espermatozoide después del contacto in vivo con el endometrio y el
canal cervical.

Tipo de estudio: experimental, prospectivo y longitudinal.

Materiales y métodos: se procesaron los espermatozoides obtenidos del cuello uterino y del endometrio, asi como del semen
postcapacitacion, a 1 y 4 horas, de parejas con fertilidad comprobada a fin de evaluar su motilidad, morfologia y vitalidad. Asimismo, se
identificaron los patrones morfolégicos con clorotetraciclina y bajo la reaccién acrosomal inducida con ionéforo A23187.

Resultados: se describié una técnica segura, rapida e inocua para obtener secrecion del endometrio. Los espermatozoides capacita-
dos in vitro e in vivo tuvieron estadios de capacitacién especificos al aplicar los patrones descritos por Perry con la prueba de la
clorotetraciclina. Los espermatozoides capacitados in vitro y recuperados del cérvix respondieron de manera favorable a la induccién
de la reaccién acrosomal con iono6foro de calcio A23187, a diferencia de los obtenidos del lavado endometrial.

Conclusiones: los espermatozoides recuperados del endometrio tienen un estado de capacitacion mas avanzado que los obtenidos
del cuello uterino y postcapacitacion, lo cual se demuestra al inducir la reaccion acrosomal y al aplicar la prueba de la clorotetraciclina.
Estos hallazgos sugieren que los tejidos endometrial y cervical humanos promueven la capacitacion de espermatozoides, los cuales son
diferentes en cada uno de ellos y progresivos en su ruta bioldgica.

Palabras clave: espermatozoide humano, cuello uterino, endometrio, reaccion acrosomal, clorotetraciclina, ion6foro A23187.

ABSTRACT

Objective: To demonstrate the capacitance stages acquired by the spermatozoa after the in vivo contact with the endometrium and the
human cervical canal.

Study type: Experimental, prospective, and longitudinal.

Materials and methods: Spermatozoa obtained from the cervix and endometrium, plus post-capacitated semen in a 1 and 4 hours
process, from couples that have proved fertility, were processed to evaluate motility, morphology, vitality and identification of morphological
patterns with chlortetracycline and then inducted to acrosomal reaction with ionophore A23187.

Results: A safe, fast and harmless technique to obtain endometrial secretions is described. The spermatozoa capacitated in vitro and
in vivo developed specific capacitance stages, applying Perry’s patterns with the CTC test. Spermatozoa capacitated in vitro and then
recovered in the cervix responded favorably to the induction of the acrosomal reaction with calcium ionophore A23187, differing from
the obtained with endometrium wash.

Conclusions: The spermatozoa recovered from the endometrium presented a more advanced capacitance stage than that obtained
from the cervix, this is demonstrated with the induction of the acrosomal reaction and the CTC test. These findings suggest that
endometrial and cervical tissues promote capacitance, different in each one of them and progressive in their biological route.

Key words: human spermatozoa, cervix, endometrium, acrosomal reaction, chlortetracycline, ionophore A23187.

SOMMAIRE

Objectif : démontrer le stade de capacitation atteint par le spermatozoide apres le contact in vivo avec I'endométre et le canal cervical

humains.

Type d’étude : expérimentale, prospective et longitudinale.

Matériel et méthodes : on a traité les spermatozoides obtenus du col utérin et de 'endomeétre, ainsi que du sperme post-capacitation,

a 1 et 4 heures, de couples de fertilité prouvée afin d'évaluer leur motilité, morphologie et vitalité. De méme, on a identifié les patrons

morphologiques avec chlorotétracycline et sous la réaction acrosomale induite avec ionophore A23187.

Résultats : on a décrit une technique sire, rapide et inoffensive pour obtenir sécrétion de I'endometre. Les spermatozoides capacités
[ <3
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in vitro et in vivo ont eu des stades de capacitation spécifiques au moment d’appliquer les patrons décrits par Perry avec le test de la
chlorotétracycline. Les spermatozoides capacités in vitro et récupérés du col utérin ont répondu favorablement a I'induction de la
réaction acrosomale avec ionophore de calcium A23187, a la différence des obtenus du lavage endométrial.

Conclusions : les spermatozoides récupérés de I'endomeétre possedent un stade de capacitation plus avancé que ceux obtenus du col
utérin et post-capacitation, ce qui se démontre lors de I'induction de la réaction acrosomale et de I'application du test de la chlorotétracycline.
Ces découvertes suggerent que les tissus endomeétrial et cervical humains promeuvent la capacitation de spermatozoides, lesquels sont
différents dans chacun d’eux et progressifs dans leur route biologique.

Mots-clé : spermatozoide humain, col utérin, endometre, réaction acrosomale, chlorotétracycline, ionophore A23187.

I estudio de los procesos fisioldgicos implicados

en la reproduccién se ve favorecido por el

desarrollo cientifico y tecnolégico, lo que amplia
el entendimiento de la fertilidad humana. La fertili-
zacion es un complejo proceso de comunicacion
intercelular que requiere la activacién de mecanismos
morfofisiol6gicos en los gametos masculino y femenino,
mediados por interacciones celulares y del microam-
biente.

Después de abandonar los tubulos seminiferos, el
espermatozoide debe alcanzar la madurez requerida
para lograr la fertilizacion' y experimentar una serie de
fendmenos descritos como capacitacién espermatica.?”’

El concepto actual de capacitacion se describe como
un proceso de activacion que propicia el desarrollo del
potencial de fertilizacion, el cual se desencadena por
la interaccion de espermatozoides méviles con el
aparato reproductor femenino o, bien, con medios de
cultivo apropiados que inducen cambios en la
membrana plasmaticay que se relacionan, sobre todo,
con la hiperactivacion de la motilidad y la capacidad
de inducir la reaccion acrosomal requerida para lograr
la fertilizacion.®

Después de la capacitacion, el espermatozoide esta
preparado bioquimicay morfol6égicamente para sufrir
un fendmeno de exocitosis denominado reaccién
acrosomal, el cual se inicia cuando el espermatozoide

1 Este trabajo obtuvo el segundo lugar de investigacion basica
en el 55 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia.

*  Médicos adscritos al Departamento de ginecologia y obstetricia.

**  Centro Universitario de Medicina Reproductiva, Departamento
de ginecologia y obstetricia.
Hospital Universitario, Universidad Autonoma de Nuevo Ledn,
Monterrey, NL.

Correspondencia: MC Martha Merino Ruiz. Jardines de Babilonia
3745, col. Jardin de las Mitras, Monterrey, NL, CP 64300. E-mail:
merino_ruiz@yahoo.com.mx

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

tiene contacto con la zona pelUcida del ovocito.!**° Este
proceso puede inducirse in vitro por fluido folicular y
por sustancias, como el ion6foro de calcio A23187, que
se utilizan en pruebas que evaltan la funcién
espermaticay en las que su efecto en la célula refleja la
capacidad de inducir la reaccion acrosomal.®?* Esta
altima genera liberacién enzimatica y cambios en la
membrana acrosomal interna que permiten la
penetraciény fusion con el oolema.

La funcion espermética puede evaluarse mediante
una variedad de pruebas basadas en los cambios
morfoldgicos que sufre el espermatozoide durante la
capacitacion in vitro®? e in vivo.2?° La mayor parte de
esas pruebas, ademas de no representar los sucesos
fisiolégicos de manera adecuada, son poco practicas
parasu aplicacion en el laboratorio, ya que consumen
mucho tiempo.

La prueba de laclorotetraciclina es una técnica simple
y rapida que algunos investigadores han adoptado para
detectar la capacitacion y la reaccion acrosomal de los
espermatozoides en algunas especies animales y en el
hombre.®3! Para su evaluacion, se describieron
diferentes patrones de fluorescencia segun el estado de
capacitacion espermatica en que se encuentren. %

La mayor parte de los estudios que demuestran la
activacion del proceso de capacitacion se han realizado
invitroy en animales de experimentacion; muy pocos
refieren experimentos en humanos, como el de Yao y
colaboradores. Al estudiar los efectos del cocultivo de
espermas-células de oviducto humanoy los del medio
resultante del cultivo de estas ultimas en la funcién
espermatica, se sugiere que el oviducto puede actuar
como un reservorio para el espermatozoide humano.®

En la bibliografia no existen referencias que
confirmen los efectos que el aparato reproductor
femenino humano ejerce in vivo en las modificaciones
de la membrana plasmatica del espermatozoide para
su activacion.
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OBJETIVO

Demostrar el estadio de capacitacion alcanzado por el
espermatozoide después del contacto in vivo con el
endometrioy el canal cervical.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron once parejas que acudieron a la clinica
de infertilidad a solicitar reversion de la salpingoclasia;
las mujeres tenian entre 25 y 35 afios de edad y
maternidad probada. La capacidad fértil actual se
comprobo con la evaluacién de lanormalidad del factor
ovérico, corroborada mediante la medicion de la
progesterona sérica normal en la fase lGtea del ciclo; el
factor endometrial se demostré mediante un patrén
menstrual adecuado y una cavidad endometrial normal
por ultrasonografia vaginal; el factor cervical se
corroboré con la evaluacion macro y microscopica del
moco cervical y con una prueba postcoito adecuada.
Asimismo, tenian que estar exentas de cualquier
enfermedad ginecologica, sistémica o viral por lo menos
seis meses antes de la investigacion.

Se instruy0 a las pacientes para que, en etapa
preovulatoria, acudieran al consultorio después de
cuatro horas de haber tenido relaciones sexuales. Se
les coloco en posicién ginecolégica y se les puso un
espejo vaginal, con lo que se visualizé el cuello uterino.
Posteriormente, se introdujo una canula de insemi-
nacién con una jeringa adaptada para aspirar la mayor
cantidad posible de moco cervical. Después se procedio
de inmediato a la obtencién de la muestra de secrecion
endometrial. Esta se realiz6 al introducir, por el canal
cervical, otra canula conectada a una jeringa que
contenia solucion salina amortiguadora de fosfatos,
con laque seirrigo el Gtero, procediendo posteriormente
asu recuperacion.

Las muestras de moco cervical se evaluaron segin
los criterios de la OMS,* lo que permiti6 clasificar como
moco favorable (MF) al que obtuviera 11 puntos o mas
y como desfavorable (MD) al cual su puntaje no
sobrepasara los 10 puntos. El resto de la muestra se
deposit6 en un tubo de ensayo que contenia solucion
salinaamortiguadora de fosfatos, se agité suavemente
por inversidny se incubé entre 15y 30 minutos, a 37°C.
Después de ese tiempo se separaron las fases, se tomé

una alicuota de la fase superior y se revis6 para
identificar los espermatozoides mediante una
preparacién en fresco observada a 400 x.

El volumen del medio de cultivo que se obtuvo de la
recuperacion del endometrio se deposit6 en un tubo
gue contenia solucion salina amortiguadora de fosfatos
y se incubé durante 15 minutos, a 37°C. Mas tarde se
revisé al microscopio, a400 X, para la identificacion de
espermatozoides.

También se incluy6 a las parejas de las pacientes
gue tenian parametros seminales normales y en dos
ocasiones se colectaron muestras de semen, con
diferencia de dos semanas. Estas Gltimas se colectaron
y evaluaron de acuerdo con los criterios de la OMS.*

A la par del espermograma, las muestras de semen
se procesaron para capacitacion in vitro, seguida de
una modificacién de la técnica de swim-up descrita por
Yanagimachi.®

Para este procedimiento, el semen licuado se dividio
en dos fracciones que se depositaron en el fondo de
dos tubos estériles de poliestireno, de fondo redondo;
cada uno contenia 2.0 mL de medio de cultivo (solucién
balanceada de Earle y suplementada con 0.3% de
albumina de suero humano). Los tubos se incubaron
durante 1 hora, a 37°C. Después de la incubacion, el
sobrenadante de ambos tubos se retiré con cuidado y
se reunieron en un tercer tubo. La muestra continué en
incubacion durante tres horas mas.

Se tomaron tres alicuotas de cada suspension (cuello
uterino, endometrio y capacitacion de 1y 4 horas), una
paraevaluar motilidad, vitalidad, morfologiay concen-
tracion espermatica; la otra se proces6 para la prueba
con clorotetraciclinay la tercera se usé para inducir la
reaccion acrosomal con ionoforo A23187.

La segunda muestra de semen, colectada dos
semanas después, se procesé de igual manera solo para
confirmar la fertilidad masculina.

Latécnica de CTC, la evaluacién morfolégica de la
membrana plasmatica del espermatozoide y la
induccién de reaccion acrosomal con iondforo de calcio
A23187 se ha descrito previamente.*

La prueba de induccion de la reaccion acrosomal
estimulo-inducida se considerd como control interno,
con el fin de tener una referencia morfoldgica para
comparar las reacciones in vivo de los esper-
matozoides.
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Cuadro 1. Caracteristicas del semen y moco cervical

Volumen Cuenta Motilidad Vitalidad Morfologia
mL espermética x 10%/mL % % %
Semen 3.16 129.8 31.6 83.4 60.4
N=8 (1.9-4.8) (65-217) (9-54) (75-88) (43-73)

Tipo de moco
Moco cervical Favorable

N=8

1.3 (0.1-4.48)

Cuenta espermética x 10%/vol. de moco

Cuenta espermatica x 108/vol. swim-up
0.36 (0.0008-0.6)

Cuadro 2. Motilidad, vitalidad y morfologia espermaticas

% de espermatozoides capacitados in vitro

% de espermatozoides capacitados in vivo

1 hora 4 horas Cuello uterino Endometrio
Motilidad 72.8 (51-97) 57.8 (11-90) 3 (14-47) 55.5 (30-82)
Vitalidad 92.4 (82-98) 90.4 (75-100) 85.4 (75.95) 86.6 (62.96)
Morfologia 77.0 (71-82) 80.2 (68-93) 81.7 (73-92) 95 (94-96)

Los valores corresponden a las medias para cada variable con los rangos entre paréntesis.

Analisis estadistico

El analisis de variancias se aplico entre las diversas
variables estudiadas (patréon morfolégico con
clorotetraciclina, respuesta a la reaccién acrosomal con
A23187, asi como motilidad, morfologia y vitalidad
espermatica) y en cada una de las distintas fuentes de
espermatozoides.

RESULTADOS

De las once parejas examinadas con fertilidad
comprobada, se incluyeron ocho por tener caracteris-
ticas que permitieron obtener la recuperacién
espermatica adecuada para su evaluacion posterior.

Las variables de volumen, cuenta, vitalidad y
morfologia espermatica en las muestras de semen se
encontraron entre los rangos de normalidad que
describe la OMS® (cuadro 1).

El 100% de las muestras de moco cervical tuvo
caracteristicas favorables. Aunado a la buena calidad
del semen, se obtuvieron cuentas espermaticas
adecuadas para aplicar las pruebas posteriores. La
cuenta espermatica en swim-up se refiere a las cuentas
obtenidas después de exponer las muestras de moco al
proceso de recuperacion con solucién salina
amortiguadora de fosfatos (cuadro 1).

Del lavado endometrial se recuperd un volumen
promediode 0.38 mL, conrangode 0.3- 0.5y cuentade

900 - 2,000 espermatozoides (media =1,200). Debido al
reducido nimero de espermatozoides observados en
la muestra directa, se aplicé la concentracién como
método de recuperacion, hasta dejar un volumen de
0.2 mL, el cual fue suficiente para obtener cuentas
espermaticas que permitieron realizar el resto de los
procedimientos.

En el cuadro 2 se observan las caracteristicas de las
muestras de semen en las parejas de fertilidad
comprobada, asi como su reaccion al proceso de
capacitacion in vitro. De acuerdo con los resultados,
todas las muestras reaccionaron al tratamiento al
incrementar la motilidad, vitalidad y morfologia
espermatica, en relacién con los valores observados 30
minutos después de que éstas se colectaron.

Después de aplicar las técnicas de capacitacion
espermatica en semen y las de recuperacion de
espermatozoides en el cuello uterino y el endometrio, se
prosigui6 a evaluar la membrana plasmatica de los
espermatozoides. Para ello, las células recuperadas se
trataron con la prueba de la clorotetraciclinay se aplicaron
los patrones de Perry, quien describid al espermatozoide
no capacitado con los patrones EF, EDP, DP,ECPy LDP; el
patrén CP se us6 como marcador de capacitacion y los
patrones LCP y RA para identificar al acrosoma reactivo.
En lafigura 1 se muestran los resultados.

Los resultados en semen indicaron una disminucion
para los patrones de no capacitacion EF, EDP, DP y
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Cuadro 3. Reaccion acrosomal espontanea (RAE) e inducida (RAI) en semen capacitado a 1 y 4 horas y en cérvix y endometrio

1 h* 4 h* Cérvix* Endometrio
RAE 25.2+4.1 247+ 2.8 20.9 + 0.8** 37.8 £ 5.7**
RAI 30621 29.3+1.6 27.7 + 4. 4% 38.2 + 1.6**
*p <0.05.
** p < 0.001.
70+
60
50
40
%
30
20
10+
o_m
EF EDP DP LDP ECP CP LCP RA
olh 1 1.2 6.3 3.1 4.8 56.8 23.9 1.3
@ 4h 0.5 0.8 5.7 3.2 3.5 61.1 24.3 0.3
m Moco 0.3 0.8 8.8 7.2 6.9 54.1 20.8 0.1
B Endometrio 0 0.8 4.7 4.7 4.9 46.2 37 0.8

Figura 1. Patrones de la clorotetraciclina en espermatozoides capacitados in vitro e in vivo de parejas con fertilidad comprobada. Los
valores corresponden a la media en porcentaje de cada patron en semen capacitado y en secreciones de moco y endometrio de ocho

varones y sus parejas.

ECP a las cuatro horas de incubacién y el patrén LDP
practicamente no cambié. En ese mismo tiempo pudo
apreciarse el aumento significativo en el patrén de
capacitacion CP, de 56.8 a 61.1% (p < 0.01). El patron
LCP se mantuvo casi igual en los dos tiempos de
incubacién (23.9y 24.3% a 1y 4 horas, respectivamente);
mientras que la reaccidon acrosomal mostré dismi-
nucién, aungue no significativa (de 1.3 a 0.3%).

Por lo que se refiere a los especimenes recuperados
del aparato reproductor femenino, lo mas relevante fue
la menor frecuencia en el patrén CP que se observé en
las muestras del endometrio, con respecto a la obtenida
en el cuello uterino (46.2 y 54.1%, respectivamente, p <
0.02); asi como la frecuencia significativamente alta
para el patron LCP en el endometrio, indicativo de

reaccion acrosomal (20.8 vs 37.0%, p < 0.002). En las
muestras del endometrio, los patrones de no
capacitacién (EF, EDP, DP, LDP y ECP) tuvieron bajos
porcentajes, en comparacién con los del cuello uterino,
aunque la tinica disminucion significativa fue para el
patron DP.

La reacciéon acrosomal espontanea e inducida con
A23187 se evalud en los espermatozoides capacitados
in vitro y en los recuperados del aparato reproductor
femenino (cuadro 3).

Los resultados sefialan la reaccion favorable al
inductor A23187 en el semen capacitado (1y 4 horas) y
en las células recuperadas del cuello uterino, misma
gue no logré demostrarse en el endometrio. Cuando se
compararon solo las reacciones acrosomales espon-
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taneas en las células obtenidas del cuello uterino y del
endometrio, asi como las reacciones acrosomales
inducidas, se demostraron diferencias significativas
(p <0.05), lo cual no sucedio al comparar de la misma
forma los dos tiempos de incubacion. Dichas
diferencias pueden explicarse con base en la distinta
accion del aparato reproductor femenino en el
metabolismo del espermatozoide.

Los valores de motilidad, vitalidad y morfologia
espermatica en semen capacitado in vitro, en moco
cervical y en endometrio se resumen en el cuadro 2. De
acuerdo con los resultados, la motilidad y morfologia
espermatica tuvieron diferencias significativas al
comparar sus valores en el semen capacitadode 1 a 4
horas; se observé disminucién en la motilidad e
incremento en la morfologia. La motilidad aument6 en
las muestras del endometrio, respecto a las del cuello
uterino (p <0.05). El resto de los parametros no sufrio
modificacion significativa.

DISCUSION

En este estudio se realizaron pruebas que lograron
evaluar el estado morfofisioldgico del espermatozoide
bajo el proceso de capacitacién in vitro e in vivo, con la
finalidad de demostrar y comparar la capacitacién de
los tejidos cervical y endometrial en el humano.

Alrevisar labibliografia, se encontré poca informa-
cién acerca de la recuperacién de los espermatozoides
del aparato reproductor femenino, como es el caso de
Gould y colaboradores (1984). Ellos describen una
técnica de recuperacion que no se da en condiciones
naturales, ya que después de obtenido el moco, éste se
incuba hasta por una hora en atmoésfera de 5% de CO,
y después se hidrata en medio BWW, ademas de sufrir
el efecto mecanico por centrifugacion.®” Algunos
autores, como Lamber, utilizan solucidn salina
amortiguadora de fosfatos como medio de recupera-
cién, pero no mencionan el nimero de muestras
estudiadas. Sin embargo, sugieren que el moco permite
un estado avanzado de capacitacion y que los efectos
difieren invivo e in vitro.?

En este estudio las cuentas espermaticas
recuperadas en el moco cervical oscilaron entre 8 x 10*
y 0.6 x 10%/1.5 mL de medio de recuperacién. Aunque
dichas cuentas parecen ser bajas, son comparables con

las reportadas por otros autores?® y pueden tomarse
como referencia para considerar una muestra
susceptible de evaluacidon morfofisioldgica de la
capacitacion espermatica, al aplicar pruebas como la
de la clorotetraciclina. El porcentaje de muestras de
moco cervical con recuperacion espermatica adecuada
que se logré incluir fue del 100%, lo cual sobrepasé,
por mucho, el 10% reportado por Overstreety Gould.
Sin embargo, ellos obtuvieron las muestras de dicho
moco después de la inseminacion artificial y las
aplicaron para pruebas de penetracién.??%

La recuperacion espermatica de la secrecién del
endometrio no se ha documentado para aplicar pruebas
especificas de funcién espermatica, solo existe la referencia
de una prueba de aspiracién uterinacomo complemento
de la prueba postcoito, donde el aspirado solo se revisa
sobre un portaobjetos para observar el nmeroy movilidad
de los espermatozoides.® La técnica de recuperacion de
espermatozoides del endometrio que se realizé en este
estudio demostré su eficacia al lograr recuperar estas
células con un tiempo postirrigacién menor a un minuto
y sin aplicar vacio para su captura. Por ende, fue posible
obtener cuentas espermaticas adecuadas que permitieron
demostrar en las células el estadio de capacitacion y de
reaccion acrosomal alcanzado.

En este trabajo fue relevante la ejecucién de una
técnica para obtener fluido del endometrio, que fuera
rapida, causara minima molestia a la paciente y
permitiera recuperar espermatozoides en condiciones
adecuadas a fin de realizarles pruebas especificas. Se
han publicado informes del efecto del fluido folicular®
en la motilidad, de la fusion de prostasomas para
estimular la reaccién acrosomal®y de una nueva forma
de evaluar el estado acrosomal.** La bibliografia no
describe métodos de recuperacion espermatica por
aspirado de secrecion endometrial que refieran su
aplicacion en pruebas funcionales. Sin embargo, los
resultados de este estudio sefialan la posibilidad de
usar una técnica seguray Util que permita evaluar la
funcién espermatica en células obtenidas del
endometrio. El éxito de la recuperacion depende,
ademas de una buena técnica, de un factor seminal
(cuentay motilidad), cervical y endometrial normales,
lo que distingue a esta poblacion de estudio.

El método de capacitacion espermatica que se utilizo
logré mejorar la calidad del semen en todas las
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muestras estudiadas y demostro in vitro el estado de
fertilidad de los pacientes incluidos en esta parte del
trabajo. La decisién de evaluar el semenaly 4 horas
de tratamiento de capacitacion tuvo como propésito
igualar el tiempo de contacto del esperma en el aparato
femenino durante la prueba postcoito. También se
buscé comparar los patrones de la prueba de la
clorotetraciclina en espematozoides capacitados in vitro
en esos tiempos de incubacion con los obtenidos in
vivo (de cuello uterino y endometrio) y, de esa forma,
determinar el estadio de capacitacion desarrollado en
las distintas condiciones.

La prueba de la clorotetraciclina se utiliza desde
hace afios para evaluar y demostrar el estado de
capacitacién espermatica.’>3® Su aplicacion, para
evaluar los cambios en lamembrana plasmatica de los
espermatozoides capacitados in vitro e in vivo en las
parejas fértiles, arroja resultados interesantes. En el
semen se detectd disminucidn de los patrones de no
capacitacion, cuyo comportamiento puede compararse
con los reportes de Perry.® Los valores de estos mismos
patrones, observados en el aparato femenino, también
indican una tendencia a la disminucién en el
endometrioy no en el cuello uterino.

Al evaluar el marcador de capacitacion en semen se
encontré incremento significativo para el patrén CP a
las cuatro horas (de 56.8 a 61.1%), mientras que el LCP
no se modificd y la reaccidon acrosomal disminuyd,
aunque sin significado estadistico. Perry® reporta la
elevacion de estos tres patrones a través del tiempo, lo
que, de cierta forma, permite considerar que hay
concordancia con los resultados de este estudio.

Al analizar los porcentajes obtenidos de este
marcador en el aparato femenino, se encontré que el
patron CP, al contrario que en el semen, disminuyo
significativamente en el endometrio, mientras que el
LCP incrementé de manera considerable. Este
comportamiento puede explicarse al deducir que el
tejido endometrial induce la desaparicién del estadio
de capacitacion CP e incrementa, a su vez, el LCP del
acrosoma reactivo. Es probable que dichas diferencias
las promuevan las distintas condiciones del
microambiente con el que se encuentra en contacto el
espermatozoide in vitro e in vivo, como pueden ser las
diferentes concentraciones de nutrientes, moléculas
y iones, lo que demuestra los diferentes efectos que

los dos tipos de tratamientos tienen en el esper-
matozoide.

En laevaluacién de larespuesta al ion6foro A23187,
los resultados de este estudio sefialan deteccion de la
respuesta al inductor en las muestras de semen en
ambos tiempos de incubacién y en el cuello uterino,
reaccion que no logro detectarse en las células obtenidas
del endometrio. Kholkute® y Lee® describieron valores
para lareaccién acrosomal inducida en semen de 30 +
7.2 yde 31.3+4.5, respectivamente. A pesar de que las
condiciones de incubacién no fueron las mismas, sus
valores fueron comparables con los de este estudio.

No se han reportado trabajos donde se evalle la
reaccion acrosomal en células obtenidas del aparato
reproductor femenino, por lo que los hallazgos aqui
obtenidos resultan una aportacion importante que
puede ampliar el conocimiento acerca de la fisiologia
de este tejido. Las diferencias encontradas entre las
reacciones acrosomales espontaneas del cuello uterino
y del endometrio, asi como de las reacciones
acrosomales inducidas sugieren que lo anterior se debe
alos posibles cambios bioquimicos que promueven los
distintos microambientes del aparato femenino en las
células espermaticas. La falta aparente de respuesta
de las muestras del lavado endometrial hacia el
inductor artificial podria tener una explicacién al
considerar que este tejido puede inducir de manera
espontanea una accién importante en el acrosoma del
espermatozoide. Por tal motivo, los valores de la
reaccion acrosomal espontanea detectados mediante
la prueba de la clorotetraciclina son mas elevados que
los observados en el semen capacitado in vitroy en el
cuello uterino y no es posible incrementarlos mas, a
pesar de la presencia del ion6foro A23187. Es posible
gue el endometrio logre tener un estado tan avanzado
de capacitacién que alcance a desarrollar los valores
de la reaccion acrosomal que nunca antes se habian
demostrado.

Las diferencias estadisticas encontradas para la
motilidad, vitalidad y morfologia espermaticas entre
el semen capacitado a 1y 4 horas aparentemente no se
relacionan de manera directa con los cambios en los
patrones de la clorotetraciclina en esos mismos tiempos
de incubacion, pues mientras los patrones de no
capacitacion disminuyen, el de capacitaciéon (CP)
aumenta sustancialmente. Sin embargo, las tres
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variables se ven incrementadas en las muestras del
endometrio, en relacion con las del cuello uterino, lo
cual si se vincula con la desaparicién del patron de
capacitacion, la elevacion del LCP y los valores altos
de la reaccion acrosomal inducida en el endometrio.
Esto puede representar un posible estado mas avanzado
de capacitacion inducido por ese tejido.

CONCLUSIONES

Puede concluirse que: a) la técnica descrita para obtener
secrecion del endometrio es segura, rapida e inocua, b)
los espermatozoides capacitados in vitro e in vivo tienen
estadios de capacitacion especificos, c) los esperma-
tozoides recuperados del endometrio tienen un estado
de capacitacién mas avanzado que los obtenidos del
cuello uterino, d) los estadios pueden demostrarse al
aplicar la identificacion morfoldgica con clorotetra-
ciclina y la induccioén de la reaccion acrosomal con
A23187.

Los hallazgos sugieren que los tejidos endometrial
y cervical humanos promueven la capacitacion de
espermatozoides, los cuales son diferentes en cada uno
de ellosy progresivos en su ruta biolégica.
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El segmento, visto por dentro, esta limitado superiormente por un reborde muscular que le separa del
cuerpo; es el anillo de Bandl, llamado también anillo de contraccion (Schroeder), limite de la onda

muscular (Pinard).

Inferiormente esta limitado por el orificio interno del cuello, que nosotros llamamos orificio obstétrico o

mecanico.

¢Hasta donde llega la mucosa cervical? El limite entre la mucosa cervical y la uterina es irregular y se
encuentra un poco por encima del orificio obstétrico del cuello, lo que prueba que una porcién del cuello

entra a formar parte del segmento inferior.

Exteriormente, el peritoneo que recubre el segmento inferior tiene distintos caracteres que el que
recubre el cuerpo uterino. En todo el cuerpo el peritoneo es adherente; en el segmento no lo es,
pudiéndose desprender facilmente; el limite superior de la zona desprendible representa el limite superior

del segmento.

El segmento inferior se forma Unicamente a expensas del cuerpo uterino, segln se observa en la mayor
parte de los casos; pero en algunas mujeres, una parte del segmento se forma a expensas del cuello;
esto lo demuestra el hecho de gue la mucosa cervical, en ellas, remonta 3 6 4 centimetros por encima del

orificio obstétrico del cuello, es decir, en el segmento.

Reproducido de: Fabre. Manual de obstetricia. Barcelona: Salvat Editores,1941;p:129.
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Articulooriginal

La interaccion de los linfocitos coriodeciduales con los estreptococos
del grupo B degrada el tejido conectivo del corioamnios?

Guadalupe Estrada Gutiérrez,* Raquel Reyes Trejo,* Rolando Maida Claros,** Jorge Beltran Montoya, *******
Felipe Vadillo Ortega*

RESUMEN

Objetivo: identificar si los productos solubles de las células inmunolégicas coriodeciduales inducen la degradacion del tejido conectivo
de las membranas corioamniéticas en respuesta a la infeccién por estreptococo del grupo B (EGB).

Tipo de estudio: experimental, analitico, longitudinal y prospectivo.

Material y métodos: se colectd sangre coriodecidual por drenado de los cotiledones de la placenta y se dividié en dos alicuotas: una
se estimulé con 1 x 106 UFC/mL de EGB y la otra se mantuvo libre de bacterias. Después de incubar los plasmas durante 12 horas a 37°C,
se separaron, filtraron y agregaron a cultivos de explantes de membranas corioamniéticas durante 12 horas, a 37°C, en 5% de CO,. En
los sobrenadantes se cuantific6 MMP-9 por zimografia e IL-1B y TNF-o por ELISA. En los explantes se observé la distribucion de las
fibras de colagena por microscopia electrénica. Se hicieron tres experimentos por triplicado y se analizaron con la prueba ANOVA.
Resultados: la produccion de MMP-9, IL-18 y TNF-a fue significativamente mas alta en los sobrenadantes de los cocultivos con plasma
coriodecidual cuando la sangre se incub6 de manera previa con EGB, que en los plasmas control. Los explantes cocultivados con los
plasmas infectados mostraron mayor degradacion del tejido conectivo que los incubados con los plasmas control.

Conclusiones: el plasma coriodecidual que proviene de la sangre estimulada con EGB contiene sefiales bioguimicas que inducen la
produccion de MMP-9, IL-18 y TNF-o por las membranas corioamniéticas. Los resultados sugieren que las células inmunoldgicas
coriodeciduales son capaces de responder a la infeccion local por estreptococo del grupo B, lo que ocasiona la degradacién de la matriz
extracelular de las membranes corioamnidticas y favorece su rotura.

Palabras clave: explantes de membranas corioamniéticas, plasma, microambiente coriodecidual, estreptococo del grupo B, degrada-
cién de tejido conectivo.

ABSTRACT

Objective: To identify whether soluble products from choriodecidual blood cells stimulated with group B streptococci (GBS) induce
connective tissue degradation in human amniochorion.

Material and methods: Blood samples from choriodecidual compartment were collected by direct aspiration from placental cotyledons
draining blood and represent local circulating cells. Samples were divided into two aliquots: one was stimulated with GBS (1X10¢ CFU/
mL) and the other was kept free of bacteria as negative control. After overnight incubation, plasmas were separated. Chorioamnion
explants were stimulated with 10% plasma for 12h at 37°C in 5% CO,. MMP-9 proteolytic activity was measured in the supernatants by
gelatin-zymography and IL-1 and TNF-a were quantified by ELISA. Distribution of the collagenous fibrils in explants was examined by
electron microscopy. Statistical analysis: three independent experiments on duplicate were carried out and the statistical significance of
experimental differences between groups was assessed with ANOVA test.

Results: MMP-9, IL-18 and TNF-a production was significantly higher in supernatants from explants co-cultured with choriodecidual
plasma from blood previously infected with GBS, compared with control plasma. Accompanying extensive changes of connective tissue
arrangement confirm induction of extracellular matrix degradation.

Conclusions: Choriodecidual plasma from blood stimulated with GBS is enriched with biochemical signals that enhance the MMP-9, IL-
1B and TNF-a production by amniochorion. These findings suggest that local circulating cells are capable to act in response to GBS
choriodecidual infection through extracellular matrix degradation and the consequent rupture of membranes.

Key words: amniochorion, plasma, choriodecidual compartment, group B streptococci, connective tissue degradation.

SOMMAIRE

Objectif : identifier si les produits solubles des cellules immunologiques chorio-déciduaux induisent la dégradation du tissu connectif des
membranes chorio-amniotiques en réponse a l'infection par streptocoque du groupe B (EGB).
Type d’étude : expérimentale, analytique, longitudinale et prospective.
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Matériel et méthodes : on a récolté du sang chorio-décidual par drainage des cotylédons du placenta et on I'a divisé en deux
aliquotes : une s’est fait stimuler avec 1 x 106 UFC/mL de EGB et I'autre s’est gardée libre de bactéries. Apres l'incubation des plasmas
pendant 12 heures a 37°C, on les a séparés et filtrés et on les a ajoutés aux cultures d’explants de membranes chorio-amniotiques par
12 heures, a 37°C, en 5% de CO,. On a quantifié dans les surnageants MMP-9 par zymographie e IL-18 et TNF-a par ELISA. Dans les
explants on a observé la distribution des fibres de collagene par microscopie électronique. On a réalisé trois expériences par triplicata
et on les a analysées avec le test ANOVA.

Résultats : la production de MMP-9, IL-1 et TNF-a a été significativement plus haute dans les surnageants des cocultures avec plasma
chorio-décidual quand le sang s’est incubé préalablement avec EGB, que dans les plasmas contrdle. Les explants cocultivés avec les
plasmas infectés ont montré une dégradation majeure du tissu connectif que ceux incubés avec les plasmas contréle.

Conclusions : le plasma chorio-décidual qui vient du sang stimulé avec EGB contient des signaux biochimiques qui induisent la
production de MMP-9, IL-1f3 et TNF-a par les membranes chorio-amniotiques. Les résultats suggerent que les cellules immunologiques
chorio-déciduaux sont capables de répondre a l'infection locale par EGB, ce qui méene a la dégradation de la matrice extracellulaire des
membranes chorio-amniotiques et favorise sa rupture.

Mots-clé : explants de membranes chorio-amniotiques, plasma, micro-ambiance chorio-déciduale, streptocoque du groupe B, dégradation

du tissu connectif.

el 10 al 12% de todos los partos que suceden

en México son de pretérmino, responsables

de al menos 70% de los casos de muerte
neonatal y su tasa de mortalidad global oscila entre 25
y 50%, segun los recursos con que se cuente para su
atencion.! Al no conocer a fondo las causas que lo
desencadenan, las acciones se enfocan a la
identificacion de los factores de predisposicion para
intervenir de manera oportuna.

Laenfermedad con que se le relaciona mas a menudo
es larotura prematura de membranas, puesto que es la
responsable del 30% de los partos pretérmino.t Uno de
los factores de riesgo implicados en la aparicion de la
rotura prematura de membranas es la infeccion local
por diferentes microorganismos, como U. urealyticumy
estreptococo del grupo B, entre otros.?®

Es muy frecuente que en la mujer embarazada haya
incremento del flujo transvaginal y secrecion cervical
como consecuencia de los cambios hormonales
normales de la gestacion, por lo que en ocasiones no se
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sospecha la existencia de infeccién focal, lo que es
comun cuando no hay sintomas o no se explora a la
paciente. Esto eleva el riesgo de complicaciones en la
etapa perinatal, ya que la infeccion cervical puede
progresar hasta convertirse en infeccion intraamnioé-
tica. El ascenso a través del canal del parto parece ser
la via mas comun de las bacterias para ingresar a la
cavidad amnidtica, pues los gérmenes encontrados en
el liquido amnidtico son los mismos que se encuentran
en el conducto vaginal.®# Se considera que la llegada
de los microorganismos o productos bacterianos al
entorno de las membranas desencadena una respuesta
primaria, la cual consiste en secrecion de IL-18 y TNF-
a por neutrofilos y macréfagos. Estos no sélo secretan
otras células inmunoldgicas, sino que promueven a las
células nativas del tejido al secretar otros compuestos
gue constituyen la segunda oleada de sefiales y
efectores moleculares. Entre los compuestos que
aparecen como parte de esta segunda oleada estan las
prostaglandinas, citocinas, como IL-6, IL-8, IL-10,
cantidades adicionales de IL-13 y TNF-a y
metaloproteasas de matriz extracelular, en especial
MMP-9 56

La MMP-9 actda en la colagena de tipo IV y V, asi
como en la elastina y fibronectina de las membranas
corioamnioticas. Se le ha encontrado en el amnios, el
coriony ladecidua, por lo que se cree que es importante
en los procesos de remodelacion de la matriz
extracelular de dichas estructuras.” La elevacién de la
MMP-9 reduce la fuerza tensil de las membranas y se
sabe que interviene en el fenédmeno natural de rotura
durante el trabajo de parto y en la rotura prematura de
membranas.®® La MMP-9 también se encuentra
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aumentada en el liquido amniético de pacientes con
infeccion cervicovaginal, lo que la convierte, ademas
de mediadora del proceso, en un marcador bioquimico
con utilidad clinica para distinguir la presencia de
infeccion intraamniética y finalmente en un elemento
de prediccién de parto pretérmino o de rotura
prematura de membranas.®®

Los modelos de infeccién coriodecidual con primates
muestran que el estreptococo del grupo B es capaz de
inducir la sintesis local de IL-1p, TNF-a.y MMP-9,6 lo
gue se complementa con los experimentos de membranas
corioamnidticas en cultivo que se estimulan con lamisma
bacteria y que responden al incrementar la sintesis,
secreciony actividad de MMP-9.12

Se sugiere que la activacion de las células de la
respuesta inmunologica local, por efecto del
estreptococo del grupo B, inicia un episodio de tipo
inflamatorio que se distingue por la secrecién de
diversas citocinas, entre ellas IL-1p y TNF-a. Estas
citocinas, a su vez, son capaces de inducir la expresion
de laMMP-9 en el corioamnios,*! cuya produccion y
activacion se considera un episodio central para que
ocurra la degradacién de la matriz extracelular de las
membranas corioamnioéticas y, por ende, su rotura en
condiciones fisioldgicas o patoldgicas. Por lo anterior,
este estudio se disefid para identificar si las células
inmunoldégicas circulantes en el microambiente que
rodea a las membranas fetales son capaces de
responder al estimulo infeccioso e inducir una
respuesta que provoque la rotura de las mismas.

OBJETIVO

Identificar si los productos solubles de las células
inmunoldgicas circulantes en el microambiente
coriodecidual son capaces de inducir la degradacion
del tejido conectivo de las membranas corioamniéticas
humanas, en respuesta a la infeccién por estreptococo
del grupoB.

MATERIAL Y METODOS

Se disefid un modelo in vitro para cocultivar explantes
de membranas corioamnidticas con plasmas prove-
nientes de sangre coriodecidual, estimulada o no con
estreptococo del grupo B.

Procesamiento y cultivo de las membranas corioam-
nioticas
Se escogieron membranas corioamnidticas de mujeres
con embarazo normal a término, sin ninguna
enfermedad y sin infeccion, que se resolvio por cesarea
en ausencia de trabajo de parto.

Los cultivos del tejido se hicieron de acuerdo con
el procedimiento antes reportado.®* En el quiréfano, y
después de tomar muestras para su analisis
microbiologico, se procedio a cortar las membranas
fetales y transportarlas al laboratorio en medio DMEM
con antibidtico-antimicotico al 1% (GIBCO-BRL). Las
membranas se lavaron con solucién salina fisiolégica
paraeliminar los restos de sangre y, con ayuda de un
sacabocados, se cortaron explantes de 1 cm de
diametro que se colocaron en placas de 24 pozos con
1 mL de DMEM suplementado con suero fetal bovino
(10%), piruvato de sodio (1%) y antibiotico-
antimicotico (1%) (GIBCO-BRL). Los cultivos se
incubaron a37°C, en 5% de CO,, durante 48 horas. En
ese tiempo se cambio el medio por 1 mL de DMEM, en
el cual el suero fetal bovino se sustituyé por
hidrolizado de lactoalbimina (166.5 g/L). Después
de la incubacién de 24 horas, el sobrenadante se
sustituyé por 900 mcL de medio fresco y se procedié a
la estimulacién con plasmas.

Obtencion de los productos solubles de las células
inmunolégicas coriodeciduales estimuladas con
estreptococo del grupo B

Se tomaron muestras de sangre coriodecidual de
mujeres con trabajo de parto espontaneo a término, sin
ninguna enfermedad y sin infeccién. Se colectaron 15
mL de la sangre que drena de los cotiledones de la
placenta, con lo que se obtuvo una poblacion
representativa de células circulantes en el microam-
biente coriodecidual. Las muestras se dividieron en tres
alicuotas de 5 mL: una se utilizé para hacer un
hemocultivo y asegurarse que la sangre no estuviera
previamente infectada, se estimularon 5 mL con 1 x 10°
UFC de EGB/mL de sangre y los otros 5 mL no se
infectaron para utilizarse como control. Los tubos de
sangre con y sin bacterias se incubaron durante 24
horas, a 37°C. Después de ese tiempo, se separaron los
plasmas por centrifugacién a 1,500 rpm durante 10
minutos; se filtraron a través de una membrana de 0.22
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u para eliminar las bacterias y se congelaron a -70°C
hasta el momento de su uso.

Cocultivo explantes-plasma

Los explantes se estimularon al 10% con los diferentes
plasmas. El cocultivo se hizo con 900 mcL de medio
mas 100 mcL del plasma correspondiente, en placas
de 24 pozos y se incubaron durante 12 horas, a 37°C,
en 5% de CO,. La concentracion se eligio despueés de
haber probado con 5, 10, 15y 20% de plasma (datos no
mostrados).

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se
aspiraron los sobrenadantes para determinar la
concentracion de proteinas por el método de Bradford
y cuantificar la actividad de la MMP-9y la produccién
de IL-18 y TNF-a por los explantes ante el estimulo con
los plasmas. Los explantes se fijaron en 1 mL de
glutaraldehido y se procesaron de acuerdo con la
técnica estandar para observacién de tejido animal por
microscopia electrénica.

Actividad de MMP-9

La actividad de la MMP-9 se determindé mediante
zimografiay se utilizaron geles de poliacrilamida al 8%,
con gelatina porcina como sustrato de la enzima de
acuerdo con la técnica ya descrita.® Se usaron como
controles los valores del sobrenadante de los explantes
sin estimular y el de los plasmas de sangre infectada y
sin infectar para determinar la cantidad real de laenzima
producida por la estimulacion plasma-explante.

Cuantificacion de IL-1By TNF-a

La produccién de ambas citocinas se determiné con
ensayos de ELISA tipo emparedado, se usé un
anticuerpo monoclonal de captura y otro policlonal
biotinilado (R&D systems) y se siguieron las
recomendaciones del fabricante. Se utilizaron los
mismos controles que para la MMP-9.

Andlisis estadistico

Se hicieron tres experimentos independientes por
duplicado (tres membranas diferentes con tres plasmas
diferentes). Los resultados obtenidos se expresaron
como promedio + desviacién estandar y se compararon
con la prueba de ANOVA. Se acepté la p = 0.05 para
establecer diferencias significativas entre grupos.

RESULTADOS

La zimografia para MMP-9 (figura 1) revel6 que los
explantes solos tuvieron una produccion basal de ésta
mucho menor en comparacion con los controles de los
plasmas, en los cuales se encontr6 aumento
significativo de MMP-9 cuando la sangre se infect6 con
estreptococo del grupo B, en comparaciéon con los
controles sin infectar (p = 0.01). Asimismo, los explantes
estimulados con el plasma de la sangre que fue
previamente infectada con estreptococo del grupo B
produjeron mas enzimas que los que se estimularon
con plasmas sin contacto previo con la bacteria (p =
0.008).

Los ensayos de ELISA para IL-1B (figura 2)
demostraron que los explantes solos producen trazas
de esta citocina, mientras que en los controles de plasma
se notd que a pesar de que no existe diferencia con
significado estadistico en las cantidades de IL-1p (p =
0.11) hay unatendencia a aumentar en los plasmas de
la sangre infectada con estreptococo del grupo B, en
comparacion con los de la sangre sin infectar. Al
comparar la concentracién de IL-1f en el sobrenadante
de los explantes estimulados con los plasmas de las
muestras de sangre que estuvieron o no en contacto
con la bacteria, los resultados demostraron un
incremento significativo en la produccion de esta
citocina cuando hubo infeccion por estreptococo del
grupo B (p =0.009).

El perfil de produccion de TNF-a (figura 3) fue
similar al de IL-1B, aunque en este caso la diferencia
entre los plasmas con y sin infectar si fue significativa
(p=0.034), al igual que lade los cocultivos (p = 0.029).
Tanto los plasmas solos como los cocultivos plasma-
explante con y sin estreptococo del grupo B tuvieron
dos veces méas TNF-a que IL-1p.

En la microscopia electrénica se observé que la
distribuciéon de las fibras de colagena en la capa
compacta del amnios de los explantes incubados
durante 24 horas sin estimulo es homogénea y que no
tienen material amorfo entre ellas, por lo que se aprecian
compactadas y con orientacion definida (figura 4a). La
red de bandas fibrosas se torné laxa y los haces de
coladgena empezaron a separarse cuando lamembrana
se incubé con plasma de sangre sin infectar (figura 4b).
Sin embargo, el mayor efecto se aprecié cuando los
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Figura 1. Actividad de MMP-9 por zimografia. La MMP-9 se visualiza como una banda clara de degradacion de 92 kDa. Las barras
expresan el valor de tres experimentos independientes por duplicado y se muestra un gel representativo: 1) explante solo, 2) plasma sin
EGB, 3) plasma con EGB, 4) explante mas plasma sin EGB y 5) explante méas plasma con EGB. Las barras 4 y 5 tienen restados los
valores de sus respectivos controles. Las diferencias significativas se muestran con las letras correspondientes: a) p = 0.01 y b) p =

0.008.

explantes se estimularon con el plasma coriodecidual
gue contenia productos de la infeccién por estreptococo
del grupo B, en los que se encontrod pérdida de las fibras
de colagena con formacién de material amorfo entre
ellas (figura 4c).

DISCUSION

En este trabajo se disefid un modelo experimental in
vitro para observar si se induce la degradacién del tejido
conectivo de las membranas corioamnidticas al
estimularla con los productos solubles de las células
inmunoldgicas que hay en la sangre coriodecidual
infectada con estreptococo del grupo B. Las membranas
utilizadas en este modelo fueron de mujeres sin trabajo
de parto, lo que permitio trabajar con membranas en
condiciones basales; es decir, que todavia no
empezaran los mecanismos normales de degradacion
del tejido conectivo que se llevan a cabo durante el
mismo, puesto que éste era el efecto final que se iba a
medir. Por el contrario, las muestras de sangre que se

utilizaron para obtener los plasmas provenian de
mujeres con trabajo de parto, debido a que se esperaba
que las células circulantes en el ambiente coriodecidual
ya estuvieran programadas para inducir la degra-
dacion normal del tejido del corioamnios y que ésta se
viera incrementada ante el estimulo infeccioso.

Los resultados indican que el plasma de la sangre
coriodecidual de mujeres con trabajo de parto contiene
sefiales bioquimicas que inducen la produccién de
MMP-9 y de IL-18 y TNF-a por el corioamnios. Sin
embargo, la existencia de un agente infeccioso, comoel
estreptococo del grupo B, fue capaz de estimular una
mayor produccion de los tres marcadores por las
células inmunoldgicas coriodeciduales, ya que sus
concentraciones se encontraron aumentadas significa-
tivamente en los plasmas que se infectaron, en
comparacion con los controles sin infectar. Del mismo
modo, la produccién de los tres marcadores por los
explantes se encontré incrementada cuando se
incubaron con los plasmas que habian tenido contacto
con el estreptococo del grupo B.
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Figura 2. Cuantificacién de IL-1 por ELISA. Las barras expresan el valor de tres experimentos independientes por duplicado: 1) explante
solo, 2) plasma sin EGB, 3) plasma con EGB, 4) explante mas plasma sin EGB y 5) explante mas plasma con EGB. Las barras 4 y 5 tienen

restados los valores de sus respectivos controles. Los valores de p se muestran con las letras correspondientes: a) p = 0.11y b) p =
0.009.
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Figura 3. Cuantificacion de TNF-a por ELISA. Las barras expresan el valor de tres experimentos independientes por duplicado: 1)
explante solo, 2) plasma sin EGB, 3) plasma con EGB, 4) explante mas plasma sin EGB y 5) explante mas plasma con EGB. Las barras

4y 5 tienen restados los valores de sus respectivos controles. Las diferencias significativas se muestran con las letras correspondien-
tes: a) p=0.034 y b) p = 0.029.
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Figura 4. Microscopia electrénica de la capa compacta del amnios (12,000X). a) Control sin plasma, b) explante mas plasma sin EGB y
c) explante mas plasma con EGB, todos después de 24 horas de incubacion. Puede observarse cémo el plasma que proviene de la
sangre coriodecidual infectada con EGB provocé pérdida de las fibras de colagena que dan la fuerza tensil a las membranas corioamniéticas.

La microscopia electrénica de la capa compacta del
amnios demostré que al aumentar la produccion de
MMP-9, IL-18 y TNF-a se incrementé la actividad
colagenolitica, ya que al estar en contacto la membrana
corioamniodtica con el plasma de la sangre
coriodecidual infectada con estreptococo del grupo B
se evidencié mayor degradacion del tejido conectivo
del corioamnios, que se manifest6 sobre todo por la
pérdida de las fibras de colagena.

Los modelos utilizados en otros trabajos para
estudiar la degradacién del corioamnios bajo
condiciones de infeccién estimulan de forma directa a
los explantes con la bacteria o su medio, lo que s6lo
muestra la respuesta del tejido a la infeccién.?'s La
importancia del modelo expuesto en este trabajo es que
demuestra que las células inmunoldgicas circulantes
en la coriodecidua son capaces de mostrar una
respuesta de degradacion ante el estimulo infeccioso,
lo que incrementa la destruccion del corioamnios. In
vivo, lo anterior podria significar que la respuesta
inmunolégica a la infeccion es capaz de desencadenar
en forma secundaria la rotura de las membranas fetales,
por lo que es posible aceptar que los microorganismos
en el entorno de las membranas fetales pueden inducir
mecanismos que desembocan en rotura prematura de
membranas.

La mejor comprension de los procesos de sefiali-
zacion entre las células locales y las que llegan al
entorno de la placenta y sus anexos, asi como de los
mediadores utilizados para comunicarse y coordinarse,
permitird proponer tratamientos de intervencion que
permitan controlar el progreso hacia el nacimiento
prematuro o hacia la rotura prematura de membranas.
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La conducta que debe seguirse durante el embarazo y durante el parto no varia en nada de la recomen-
dada para la modalidad anterior, es decir, que se practicara la version por maniobras externas, siempre
que sea posible, y se dejara que el parto se realice espontaneamente.

Esta indicada la intervencién siempre que el feto sufra o exista un parto en la progresion. La extraccion
es mas dificil por la posicion de los miembros inferiores y la ausencia de tractores naturales.

Para evitar estas dificultades, yo aconsejo, siempre que se trate de una primipara con tejidos resistentes
o que el feto sea grande, bajar el pie anterior apenas la dilatacion es suficiente para poder introducir dos
dedos en el Utero. Se extrae el pie anterior fuera del Utero y se separa la expulsion espontanea: esto es
lo que se designa con el nombre de descenso profilactico de pie; no se empieza la extraccién mas que

en caso de indicacion.

Reproducido de: Fabre. Manual de obstetricia. Barcelona: Salvat Editores,1941;p:242.
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RESUMEN

Antecedentes: en las técnicas de reproduccion asistida se manipulan los gametos masculinos y femeninos, los embriones y el sitio de
implantacion. Estas asisten al factor conocido o desconocido de la esterilidad sin tener como objetivo la correccion del problema base.
Entre ellas se encuentran la fertilizacion in vitro y la transferencia de embriones.

Objetivo: describir las caracteristicas y resultados perinatales de los ciclos de fertilizacion in vitro con transferencia de embriones (FIV-
TE) de un programa institucional de reproduccion asistida.

Material y métodos: se analizaron de manera retrospectiva todos los ciclos de fertilizacion in vitro y transferencia de embriones
realizados entre octubre de 1999 y mayo del 2004. Se describieron las variables propias de los ciclos de fertilizacion in vitro, ademas
de la edad, tasa de fertilizacion, implantacién y embarazo, orden fetal, peso y edad gestacional al nacer, tasa de nacidos vivos y abortos.
A las pacientes se les efectud supresion hipofisiaria, segun el protocolo largo, y se les administr6 hormona foliculoestimulante (FSH)
recombinante. Se describen los resultados en forma de nimeros absolutos, promedios desviacion estandar (DE) y porcentajes para
tasas.

Resultados: se analizaron 365 ciclos en 314 pacientes. La edad media fue de 34 + 3.7 afios. El factor tuboperitoneal se diagnosticé en
63.3%. La tasa de fertilizacion fue de 60.4%, la de implantacion de 37.1%, la de embarazo por transferencia de 25.1%, la de nacidos
vivos por transferencia de 21.7%, la de embarazo mdltiple de 29.3%, la de aborto de 28% y la de embarazo ectopico de 4.9%. La cesarea
se realiz6 en 87.8% de los casos. El 70% de los productos de embarazo multiple pesaron mas de 1,250 g. El 70.5% naci6 después de
las 32 semanas y 90% de los nifios nacieron vivos y evolucionaron adecuadamente. Las alteraciones del metabolismo de la glucosa
fueron las mas frecuentes como complicacion materna.

Conclusion: los resultados perinatales obtenidos, aunque son comparables con los reportados en otros centros de reproduccion
asistida, invitan a reducir la tasa de embarazo multiple y de aborto.

Palabras clave: resultados perinatales, fertilizacion in vitro, reproduccion asistida.

ABSTRACT

Background: Assisted reproductive technology manipulates masculine gametes, embryos and implantation. It also aids the known or
unknown factor of sterility without having the base problem correction as a target. In vitro fertilization and embryo transfer are among
these techniques.

Objective: To describe the overall outcome and the final perinatal offspring after in vitro fertilization cycle in an institutional third level
hospital.

Materials and methods: IVF cycles were retrospectively analyzed from October 1999 to May 2004. Several variables were described
like: age, fertilization rate, implantation and pregnancy rate, fetal status, time of gestation during labor, miscarriage follicle-stimulating
hormone rate and take-home baby rate. Patients underwent hypophyseal supression with GnRH analog, using a long luteal phase
protocol and stimulated with recombinant FSH. Overall data is expressed as average * standard deviation and percentage.

Results: 365 cycles were analyzed in 314 patients, average age was of 34 + 3.7 years, tubal factor was diagnosed in 63.3%,
fertilization rate was of 60.4%, implantation rate of 37.1%, per transfer pregnancy rate of 25.1%, per transfer live born rate of 21.7%,
multiple pregnancy rate of 29.3%, miscarriage rate of 28% and ectopic pregnancy rate of 4.8%. In 87.8% of the cases caesarean
operation was made; multiple pregnancy offspring weighted more than 1250 g in 70% of them; 70.5% was born after 32 weeks of
pregnancy; 90% was born live and with good prognosis. Glucose metabolism alterations were the most frequent maternal complication.
Conclusion: Although the results obtained were similar to those of assisted reproduction centers, it suggests improving multiple
pregnancy rate and abortion rate.

Key words: perinatal outcome, in vitro fertilization, assisted reproduction.
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SOMMAIRE

Antécédents : dans les techniques de reproduction assistée se manipulent les gamétes masculins et féminins, les embryons et le site
d’implantation. Celles-la assistent le facteur connu ou méconnu de la stérilité sans avoir pour but la correction du probléme base. Parmi
elles se trouvent la fertilisation in vitro et le transfert d’'embryons.

Objectif : décrire les caractéristiques et les résultats périnataux des cycles de fertilisation in vitro avec transfert d’embryons (FIV-TE)
d’'un programme institutionnel de reproduction assistée.

Matériel et méthodes : on a analysé de maniére rétrospective tous les cycles de fertilisation in vitro et transfert d’'embryons réalisés
d’octobre 1999 a mai 2004. On a décrit les variables propres des cycles de fertilisation in vitro, ainsi que I'age, le taux de fertilisation,
I'implantation et la grossesse, I'ordre feetal, le poids et I'age de gestation lors de la naissance, le taux de nés vivants et d’avortes. On a
effectué une suppression hypophysaire aux patientes, selon le protocole long, et on leur a administré I'hormone folliculo-stimulante (FSH)
recombinante. Les résultats se décrivent sous forme de nombres absolus, moyennes de déviation standard (DS) et pourcentages pour
des taux.

Résultats : on a analysé 365 cycles sur 314 patientes. L'age moyen a été de 34 + 3.7 ans. Le facteur tubo-péritonéal a été diagnostiqué
dans 63.3%. Le taux de fertilisation a été de 60.4%, d’implantation de 37.1%, de grossesse pour transfert de 25.1%, de nés vivants par
transfert de 21.7%, de grossesse multiple de 29.3%, d’avorte de 28% et de grossesse ectopique de 4.9%. La césarienne s’est effectuée
sur 87.8% des cas. Le 70% des produits de grossesse multiple ont eu un poids supérieur a 1,250 g. Le 70.5% est né apres les 32
semaines et le 90% des enfants sont nés vivants et ont évolué de forme adéquate. Les altérations du métabolisme de la glucose ont été
les plus fréquentes en tant que complication maternelle.

Conclusion : les résultats périnataux obtenus, méme s'’ils sont comparables aux reportés dans d’autres centres de reproduction

assistée, invitent a améliorer le concernant au taux de grossesse multiple et d’avorte.
Mots-clé : résultats périnataux, fertilisation in vitro, reproduction assistée.

n las técnicas de reproduccién asistida se

manipulan los gametos masculinos y

femeninos, los embriones y el sitio de implan-
tacion. Estas ayudan al factor conocido o desconocido
de la esterilidad sin tener como objetivo la correccion
del problema base. Entre ellas se encuentran la
fertilizacién in vitro y la transferencia de embriones
(FIV-TE).!

Los reportes de los resultados de las técnicas de
reproduccién asistida datan de la década de 1978.
Steptoe y Edwards? describieron el primer nacimiento
de un nifio por fertilizacion in vitro en ciclo natural.
Desde entonces, estas técnicas han ido modificAndose
para alcanzar mejores tasas de embarazo y menores
complicaciones maternas y perinatales.

¥  Este trabajo obtuvo el primer lugar de investigacion clinica en
el 55 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia.

* Residente de segundo afio de biologia de la reproduccion
humana.

**  Adscrito al departamento de reproduccion asistida.

»*  Jefe del departamento de reproduccion asistida.

***  Subdirector de biologia de la reproduccién humana.
Instituto Nacional de Perinatologia (INPer).

Correspondencia: Dra. Senia Suyapa Ochoa Rueda. Departamento
de reproduccion asistida, Instituto Nacional de Perinatologia. Mon-
tes Urales 800, col. Lomas Virreyes, CP 11000, México, DF.

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

En 1988 se realiz6, en Estados Unidos, el primer
reporte de técnicas de reproduccion asistida. Este se
obtuvo después del suministro voluntario de datos de
centros en los cuales se realizaban dichas técnicas.?
Después de los datos publicados en 1997 por la
Sociedad de Técnicas de Reproduccion Asistida, junto
con el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades,
los reportes ya se hacen cada afio.*®

El dltimo reporte de esta serie de datos es del afio
2004, donde se publica la experiencia de 383 programas
de reproduccion asistida hasta el afio 2000. Hubo
99,989 ciclos realizados, de los cuales 73,406 correspon-
dieron a la fertilizacion in vitro con transferencia de
embriones; con 14.3% de cancelacion de ciclo, 93.8%
de transferencia embrionaria, 30.7% de embarazo por
ciclo iniciado, 35.9% de embarazo por captura
ovocitaria y 38.2% de embarazo por transferencia de
embriones. Asimismo, se report6 una tasa de nacidos
vivos del 25.6% por ciclo iniciado, 29.9% por capturay
31.9% por transferencia. La tasa de pérdida de
embarazo fue del 16.7% y la del embarazo ectopico de
2.1%.7

En 1990, Fernando Zegers-Hochschild creé el
registro latinoamericano de reproduccion asistida.?

Esta es la Unica publicacion que se encuentra en
Latinoamérica. En el Gltimo reporte del afio 2001 hubo
102 centros que coincidian con sus datos.® Hasta ese
afio se habian realizado 18,595 procedimientos de
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reproduccion asistida y México contribuy6 con 9.7%
de los ciclos realizados. De estos procedimientos, sélo
28.1% correspondié a fertilizaciéon in vitro con
transferencia de embriones y el resto a las otras técnicas
de reproduccion asistida existentes. Al tomar en conjunto
la fertilizacion in vitro y la inyeccidn intracitoplasmica
de espermatozoides (ICSI), la tasa global de embarazoy
parto por aspiracion fue de 28.0 y 21.8%,
respectivamente. De acuerdo con publicaciones
latinoamericanas, la tasa de parto por aspiracion es la
gue mas se ha logrado hasta la fecha. La media de
embriones transferidos es de 3.2 por paciente y la tasa
de multigestacion de 29.8% (22.1% gemelares dobles y
7.7% triples). Este porcentaje es similar al 30.2% (22.8%
gemelares y 7.4% triples) reportado en el afio 2000. De
los procedimientos de fertilizacion in vitro e ICSI que se
efectuaron durante el afio 2001, nacieron 3,615 nifios
Vivos; de los cuales, 51.3% fueron de embarazos con feto
Unicoy 48.7% de embarazo multiple. La prematuridad
(< 36 semanas de gestacion) y prematuridad extrema (<
31 semanas de gestacién) para partos Unicos fue de 15.5
y 2.8%; 55.5 y 9.5% para gemelares y 89.6 y 20.1% para
triples, respectivamente. La mortalidad perinatal fue de
1.7% para partos Unicos; 7.1% para gemelares; 9.5% para
triples y 50% para cuadruples o mas.®°

Dado que hasta la fecha no hay reportes de los
resultados perinatales de nuestra unidad de
reproduccion asistida, se decidio realizar esta investi-
gacion. Otro motivo fue la importancia de conocer
dichos resultados y la escasa publicacién al respecto,
sobre todo de un programa institucional.

OBJETIVO

Describir las caracteristicas y el resultado perinatal de
los ciclos de fertilizacion in vitro con transferencia de
embriones (FIV-TE) de un programa institucional de
reproduccion asistida, de octubre de 1999 a mayo del
2004.

MATERIAL Y METODO

Seleccion de pacientes y ciclos: se incluyeron todos los
ciclos realizados desde la reapertura del programa de
FIV-TE, de octubre de 1999 a mayo del 2004. Los ciclos
se analizaron de manera retrospectiva y sélo se

incluyeron los que culminaron con transferencia de
embriones.

Las indicaciones para FIV-TE incluyeron los
siguientes diagnosticos: factor tuboperitoneal,
endocrino-ovarico, masculino, de causa no
determinaday mixto cuando la pareja tenia mas de un
factor alterado.

Protocolo de estimulacién ovarica

Debido a que los procedimientos de FIV-TE se realizan
por ciclos, es decir, en las Gltimas dos semanas de cada
mes, y a fin de conseguir una fecha de menstruacién de
acuerdo con la edad, a las pacientes se les receté un
anovulatorio oral durante un minimo de 21 dias a base
de norgestrel 0.50 mg y etinilestradiol 0.05 mg en tableta
(Ovral®).

Todas se trataron con el protocolo largo de agonistas
de GnRH y acetato de leuprolide (Lucrin Solucion Kit®).
Se administré 1 mg por via subcutanea durante siete
dias, hasta que se logrd la desensibilizacién
hipofisiaria. Luego, se disminuy® la dosis del agonista
a0.5 mg/diay seinicio laadministracion de lahormona
foliculo estimulante recombinante (FSHr) en forma de
folitropina alfa o beta (Gonal F® o Puregon®) a dosis
afines con la edad: < 35 afios, 300 Ul/dia; de 35 a 38
afos, 375 Ul/dia y > 38 afios, 450 Ul/dia por via
subcutanea. Se realiz6 un ultrasonido transvaginal
basal con transductor multifrecuenciade5a 7.5 mHz,
con el modelo SI Sonoline 400 (Aloka, Japon).
Asimismo, se efectud la medicion de las concentra-
ciones séricas de la hormona foliculo estimulante y del
estradiol (E2) después de siete dias de administracion
de acetato de leuprolide. En los casos en que las
concentraciones séricas de FSH y E2 fueron >5 Ul/mL
y de 80 pg/mL, respectivamente, se continué la
administracion del acetato de leuprolide a la misma
dosis durante 48 horas masy se repitieron los estudios
hasta que se logr6 la desensibilizacion. Después se
indicé la hormona foliculo estimulante recombinante.
Se realiz6 un ultrasonido cada 24 o 48 horas a partir
del octavo dia del ciclo o el sexto de estimulacion
ovarica.

Con el fin de establecer una correlacién de
crecimiento folicular con la maduracién ovocitaria y
vigilar la ausencia de pico prematuro de la hormona
luteinizante (LH), a todas las pacientes se les efectud
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determinacidn sérica de LH y estradiol el dia de la
induccidn de la ovulaciéon con hormona gonadotropina
corionica humana (hCG). Cuando se encontraron tres
o mas foliculos > 18 mm de didmetro y determinacion
sérica de estradiol > 500 pg/mL, se ordend laaplicacion
de hCG urinaria a razon de 10,000 Ul o 250 mcg de
hCG recombinante (hCGr) (Profasi® u Ovidrel®). La
recuperacién de los ovocitos se realizé por via
transvaginal, guiada por ultrasonido 34 y 36 horas
después de la aplicacién de la hCG.

Los ovocitos se incubaron en fluido tubario humano,
suplementado con suero sintético sustituto al 10%
(Irvine Scientific, Santa Ana, CA) con aceite mineral
(Lab. Squibb, California), en cajas de cuatro pozos
(Falcon, Becton Dickinson, NJ), a 37°C y en 5% de
bioxido de carbono. Se inseminaron con
aproximadamente 50,000 espermatozoides maviles por
ovocito y 16 a 20 horas después se corroboro6 la
fertilizacién mediante la identificacion de dos
prontcleos. Una vez corroborada la fertilizacion se
realizo el cultivo de los preembriones en cajas de Petri
(Falcon, Becton Dickinson, NJ), en gotas de 40
microlitros del mismo medio con aceite mineral. Se
valord la segmentacion cada 24 horas hasta la
transferencia de los mismos.

La preparacién del semen para la inseminacion de
los ovocitos se efectudé mediante la técnica de dos
gradientes de concentracion Isolate upper-lower (Irvine
Scientific, Santa Ana, CA) (gradientes de 40 y 90%,
respectivamente). La muestra seminal se colocé
volumen a volumen con el fluido tubario humanoy se
suplementé con suero sintético sustituto al 8.5% sobre
los gradientes de Isolate. Se centrifugd a 1,600
revoluciones por minuto durante diez minutos y se
retird el sobrenadante. Después, se realizo el lavado
mediante centrifugado a 1,800 rpm durante cinco
minutos, se elimind el sobrenadante y la muestra se
ajusté a 1 mL para obtener los espermatozoides del
sobrenadante mediante la técnica de swim-up.

La transferencia embrionaria se realizé 72 horas
después de la recuperacion ovocitaria; se utilizo el
catéter de Frydman (Laboratoire C.C.D, Paris, Francia)
o catéter de Asch (Cook Ireland L TD, Spencer, IN).

El soporte de la fase lUtea se hizo a partir del dia de
la recuperacion de los ovocitos, mediante la
administracion de progesterona vaginal en gel, a razén

de 270 mg/dia (Crinone al 9%, Lab. Serono, Italia), o
parenteral mediante la aplicacién intramuscular a
dosis de 50 mg/dia (Cuerpo Amarillo Fuerte, Lab.
Hormona, México). Se prescribié 17B-estradiol
(Primogyn, Lab. Schering, Colombia) aladosisde 2, 4
0 6 mg/dia cuando las concentraciones séricas al dia
siete postransferencia fueron de 100 a 150, de 50 a 100
6 50 pg/mL, respectivamente. No se administr6
estradiol cuando las concentraciones fueron mayores
de 150 pg/mL.

Analisis de hormonas

Las concentraciones séricas de la hormona foliculoes-
timulante (FSH), hormona luteinizante (LH), estradiol
(E2), progesterona (P4) y unidad beta de hCG (b-hCG)
se determinaron mediante el ensayo de inmunoquimio-
luminiscencia (ACS: 180, automate-chemiluminescence
system, Bayer Corp. NY), con coeficientes de variacion
intra e interensayo de 1.81 a 0.78%, de 0.37 a 0.30%, de
1.78 2 6.59%, de 4.27 a0.62% y de 2.33 a 4.21% para la
FSH, LH, E2, P4y b-hCG, respectivamente.

Andlisis estadistico

Los resultados se describen a partir de una base de
datos almacenada en Excel, donde se captura toda la
informacion obtenida de los ciclos realizados. Los
resultados de las variables analizadas se muestran en
forma de nimeros absolutos, promedios, desviacion
estandar (DE) y porcentajes (tasas).

RESULTADOS

Se realizaron 365 ciclos en 314 pacientes. Los ciclos
por paciente fueron los siguientes: 4 ciclos en una de
ellas,3en8y 2 en 32. Los datos generales de la poblacion
estudiada se muestran en el cuadro 1. Laedad promedio
de las pacientes fue de 34 + 3.7 afios.

La infertilidad primaria se observé en 177 ciclos
(48%) y la secundaria en 188 (52%). El tiempo de
evolucién de la infertilidad fue de < 2 afios en 26
pacientes (7.1%), 2 a5 afios en 52 (14.2%) y > 5 afios en
287 (78.7%). El factor tuboperitoneal fue el que se
diagnostic6 con mayor frecuenciay se encontré en 231
pacientes (63.2%). El promedio + desviacion estandar
del nimero de foliculos maduros (> 18 mm) fuede 6 +
3.6; el de ovocitos capturados de 9.5 + 5.6; el de ovocitos
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fertilizados de 5 £ 4y el de embriones transferidos de 4
+ 2. La calidad embrionaria fue adecuada en 61.4%,
regular en 23.3% y mala en 15.3%, segun la clasificacion
publicada por la Red Latinoamericana de Repro-
duccion Asistida.!

Cuadro 1. Datos generales de la poblacion estudiada

Variables Nam. (%)
Edad 34 +£37
<35 183 (50.1)
35-39 163 (44.6)
> 39 19 (5.3)
Factor de esterilidad

Tuboperitoneal 231 (63.3)
Endocrino ovérico 9 (2.5)
Masculino 5 (1.4)
Desconocido 38 (10.4)
Mixto 82 (22.5)

Numero y tasa de embarazo por edad materna

<35 51 (62.2)
35-39 31 (37.8)
> 39 0
Orden fetal

Unico 58 (70.7)
Doble 15 (18.3)
Triple 5 (6)
>4 4 (5)
Promedio de peso por edad gestacional + DE

Pretérmino 1,395 + 524
Término 2,972 + 468
Sexo del recién nacido

Femenino 39 (55)
Masculino 31 (45)

La tasa de fertilizacién fue de 60.7% y la de
implantacién de 37.1%, la cual fue mayor en las
pacientes menores de 35 afios y menor en las mayores

Cuadro 2. Resultado perinatal y orden fetal

de 39 afios; en estas Ultimas la tasa de implantacion
fue de 0%.

Por lo que se refiere a los resultados perinatales,
62.2% de los embarazos se lograron en pacientes
menores de 35 afios y 37.8% en pacientes mayores de
35; latasa fue de 0% en el grupo de mayores de 39 afios.
El 70.8% de los embarazos logrados fue con producto
Unicoy 29.2% fue de embarazo multiple. De los nacidos
hasta la fecha, 67.6% fue de embarazo multiple y 32.4%
de embarazo con producto Unico (cuadro 2).

Fueron 82 embarazos en los 365 ciclos. Hasta la fecha
ha habido 24 atérmino, 17 pretérminoy 23 abortos, de los
cuales 4 fueron incompletos, 10 con huevo muerto retenido
y 9 anembridnicos. Cuatro embarazos fueron ectépicos.
En la actualidad, 10 embarazos se encuentran en curso,
de los cuales 4 son embarazos multiples (dos dobles y
dos triples) y 6 embarazos Unicos (cuadros 1y 2).

Se lograron 58 embarazos Unicos y 24 multiples. De
los Unicos, un embarazo terminé en o6bito de 35
semanas. De los embarazos multiples se resolvieron
17 con 11 dobles, 3 triples y 4 de 4 0 mas embriones. En
uno de los embarazos dobles el producto fue ébito y
dos nacieron con muerte neonatal temprana. Todos los
embarazos triples fueron pretérmino (uno antes y dos
después de la semana 32); sin embargo, los productos
nacieron vivos y evolucionaron adecuadamente. De los
embarazos de alto orden fetal, hubo un séxtuple, un
quintuple y dos cuadruples. Todos los productos del
embarazo séxtuple nacieron vivos; sin embargo,
tuvieron muerte postnatal temprana. De los quintuples,
un producto fue ébito y cuatro se encontraban en buen
estado de salud. De los cuadruples, todos nacieron
vivos y tenian buen estado de salud.

Resultado Unico Doble Triple 4 0 més
Nam. (%) Nam. (%) Nam. (%) Nam. (%)
Nacidos vivos* 23 (32.3) 18 (25.4) 9 (16.9) 18 (25.4)
Obito 1 (1.4) 1 (1.4) 0 1 (1.4)
Aborto incompleto 3 (3.6) 112 0 0
HMR 10 (12.1) 0 0 0
Anembriénico 9 (12.5) 0 0 0
Embarazo ectdpico 4 (4.8) 0 0 0
Muerte postnatal** 0 2 (2.9 0 6 (8.8)

HRM: huevo muerto retenido.

*El porcentaje de nacidos vivos se obtiene al dividir el nimero de nacidos vivos y la suma de nacidos vivos mas muertos.

**Muerte postnatal: muertos entre nacidos vivos.
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De todas las pacientes que se embarazaron, cuatro
perdieron su seguimiento en el Instituto: una paciente
extranjera y tres que cambiaron de direccién y
decidieron atenderse fuera del Instituto.

Lavia de nacimiento mas frecuente fue la operacion
cesarea en 87.8% de los casos. De los resueltos por via
vaginal, 7.4% fue eutocia y 4.8% distocia.

De las complicaciones maternas, la que se
diagnostic6 con mayor frecuencia fue la alteracién en
el metabolismo de la glucosa, la cual se manifesté en
siete pacientes. Dos de ellas con embarazo Unico y cinco
con embarazo multiple (cuadro 3).

Al analizar el orden fetal de acuerdo con laedad, se
aprecia que el mayor porcentaje de embarazos Unicos
se lograron en pacientes < 35 afios (41.5%) (cuadro 4).

Conrespecto a laedad gestacional y el orden fetal al
nacer, el mayor porcentaje de nacimientos de término

Cuadro 3. Complicaciones maternas

correspondid a embarazos Unicos y sélo 17% de los
multiples lo lograron (cuadro 5).

De los embarazos multiples, 81.8, 100y 94.7% de los
gemelares dobles, triples y de cuatro o mas nacieron
vivos; de esta manera se corroboré un buen seguimiento
obstétrico y resultado perinatal. En general, los
productos nacieron vivos en 90% de los embarazos
multiples (cuadro 6). Asimismo, se diagnosticé un huevo
muerto retenido en un embarazo gemelar doble (el otro
producto nacio vivo por cesarea sin complicaciones) y
un aborto incompleto de un gemelar doble (cuadro 6).

Por lo que se refiere al peso al nacer en relacion con
el orden fetal, 75% de los productos de embarazo Unico
nacieron con peso mayor a 2,500 g y 70% de los
productos de embarazo multiple con peso mayor a
1,250 g. De éstos, solo 9.3% alcanzaron un peso mayor
a 2,500 g (cuadro 7).

Complicacién Embarazo uUnico

Embarazo miltiple

Diabetes gestacional 1 3
Intolerancia a los carbohidratos 1 2
Preeclampsia severa 1 1
Rotura prematura de membranas 1 1
Colestasis de embarazo 1 0
Oligohidramnios 1 0
Cuadro 4. Embarazo clinico segun el orden fetal y la edad materna
Edad Unico* Doble** Triple*** Cuadruple >5
NUm. (%) NUm. (%) Nam. (%) NUm. (%) Nam. (%)
<35 34 (41.5) 8 (9.7) 5 (6.1) 2 (2.4) 2 (2.4
35-39 24 (29.3) 7 (8.6) 0 0 0
>39 0 0 0 0 0
*Se incluyen dos pacientes que abandonaron el seguimiento y seis que actualmente estan en curso.
** Se incluyen dos pacientes que abandonaron el seguimiento y dos que actualmente estan en curso.
*** Se incluyen dos pacientes que actualmente estan en curso.
Cuadro 5. Edad gestacional y orden fetal al nacer
Edad gestacional Orden fetal
Unico Doble Triple 4 0 mas

Nam. (%) Nam. (%) Nam. (%) Nam. (%)
20-31 1(2.4) 1(2.4) 1(2.4) 3(7.4)
32-35.6 3(7.3) 5 (12.4) 2 (4.8) 1(2.4)
36-41.6 20 (48.8) 4(9.7) 0 0
> 42 0 0 0 0
Total 24 (58.5) 10 (24.5) 3(7.2) 4 (9.8)
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Cuadro 6. Resultado perinatal en embarazos multiples

Nacido Doble Triple 4 0 mas Total
Nam. (%) Nam. (%) NUm. (%) Nam. (%)
Vivo 18 (81.8) 9 (100) 18 (94.7) 45 (90)
Obito 1(4.1) 0 1(5.3) 2 (4
Aborto 3(14.1) 0 0 3 (6)
Total 22 (100) 9 (100) 19 (100) 50 (100)
Cuadro 7. Peso de recién nacidos segun el orden fetal
Peso () Unico Doble Triple 4 0 mas
Nam. (%) Nam. (%) Nam. (%) Nam. (%)
<700 0 4 (18.1) 0 8 (42.1)
700-899 0 1 (4.5) 0 0
900-1,249 0 0 0 0
1,250-2,499 6 (25) 15 (68.1) 9 (100) 11 (57.9)
> 2,500 18 (75) 2 (9.3) 0 0
Total 24 (100) 22 (100) 9 (100) 19 (100)
Cuadro 8. Edad materna, orden fetal y nimero de embriones transferidos
Embriones Edad Embarazos totales Unico Doble 3 0 méas
transferidos Num. (%) Num. (%) Nam. (%)
1 <35 1 1 (100) 0 0
35-39 3 3 (100) 0 0
>39 0 0 0 0
2 <35 1 1 (100) 0 0
35-39 0 0 0 0
>39 0 0 0 0
3 <35 5 3 (60) 0 2 (40)
35-39 1 1(100) 0 0
>39 0 0 0 0
4 <35 14 11 (78.5) 3 (21.5) 0
35-39 6 3 (50) 3 (50) 0
>39 0 0 0 0
50 més <35 30 18 (60) 5 (16) 7 (24)
35-39 21 17 (81) 4 (19) 0
>39 0 0 0 0

Al tratar de establecer una correlacion entre la edad
materna, el orden fetal y el nidmero de embriones
transferidos, se observa que las pacientes menores de
35 afios, en quienes se transfirieron cinco o mas
embriones, tienen el mayor nimero de embarazos de
alto orden fetal (24%). A pesar del nUmero de embriones
transferidos a pacientes mayores de 39 afios, latasade
embarazo fue de 0% (cuadro 8).

En este estudio solo se analizaron los ciclos en los
que se realiz6 la transferencia de embriones. La tasa de

embarazo por transferencia embrionaria fue de 25.1%,
de nacidos vivos por ciclo transferido de 21.7%, de
aborto de 28.2%, de embarazo ectépico de 4.8% y de
embarazo multiple de 25.6%.

DISCUSION
En la revision de casos de fertilizacion in vitro con

transferencia de embriones se encontré que entre las
caracteristicas generales de las pacientes, 50% eran
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menores de 35 afios y 5.2% mayores de 39. Esto es similar
a lo reportado por la RED en Latinoamérica, donde
49.3% de las pacientes eran menores de 35 afios, 37.4%
teniaentre 35y 39 afios y 13.3% era mayor de 39 afios.%?
De igual forma, en Estados Unidos, la ASRM reportd
que 44.7% de las pacientes eran menores de 35 afios.’
Para ingresar al Instituto Nacional de Perinatologia y
ser una paciente susceptible de ser tratada en el servicio
de reproduccion asistida se pide como requisito ser
menor de 38 afios de edad. Dado que las pacientes
mayores de 38 afios tienen alteraciones compatibles con
la transicion menopausica,? las tasas de embarazo se
reducen a porcentajes muy bajos (menos del 5%). Por
ende, ya no son susceptibles a técnicas de reproduccion
asistida en la institucion.

El factor tuboperitoneal es el que tuvo mayor
porcentaje (63.3%), y en segundo lugar las alteraciones
mixtas (22.5%), como causas de ingreso a FIV-TE segun
lo reportado por laRED.%®

El61.4% de los embriones transferidos eran de buena
calidad, lo cual apoya los buenos resultados de la
Unidad de Reproduccion Asistida. Ademas, concuerda
con estudios en los que se comprueba la relacion
directa entre calidad embrionaria, tasas de embarazo y
resultado perinatal.’3

La tasa de fertilizacidn de este estudio fue de 60.7,
esto indica que es comparable y superior a la reportada
por otros autores que sefialan tasas de fertilizacion
cercanas al 549%.10%

La tasa de implantacion fue mayor en las menores
de 35 afios, con 34.7%, en comparacion con 17.1%
reportado por la RED. Sin embargo, la tasa de
implantacion en mayores de 39 afios fue de 0%.% La
tasa de embarazo por transferencia embrionaria
encontrada en esta poblacién, aunque es mas alta, fue
compatible con la reportada por otros autores.”

Por lo que se refiere al orden fetal, 70.7% de los
embarazos fueron con producto Uinico, en comparacion
con 51.3% de embarazos Unicos reportados por laRED
en Latinoamérica y con 64.6% logrados en Estados
Unidos.

El porcentaje de pérdidas gestacionales (aborto) en
la unidad fue de 28.0%, mas alto que el reportado por
laRED y la ASRM (19 y 16.7%, respectivamente). Sin
embargo, otros autores dieron resultados similares a
los de la unidad.®® Valdria la pena investigar en futuros

trabajos los problemas de implantacién, de orden
genético, de soporte de fase lUtea o algun otro factor
concomitante que explicase estos hallazgos.

La tasa de embarazo ectopico reportada en este
estudio es el doble de la reportada por otros autores.”*°
Esto tal vez dependa de las pacientes institucionales
gue maneja la unidad. Por lo general, tienen un
padecimiento concomitante, como hidrosalpinx,
miomatosis uterina o antecedente de miomectomia
previa, operaciones abdominales previas, infecciones
pélvicas y factor tuboperitoneal alterado, como lo
reportan Strandell y colaboradores.*

En relacidn con la via de resolucion del embarazo,
el nacimiento por cesarea fue la mas frecuente en 87.8%.
Zadoriy su equipo? reportaron unatasa de nacimiento
por cesarea de 75% en las pacientes embarazadas por
fertilizacién in vitro con transferencia de embriones,
contra 58% en las pacientes que se embarazaron de
forma natural. Aunque esto no alcanz6 diferencia
significativa, si dio una idea clara de la relacion entre
embarazos logrados con FIV-TE y la resolucién
abdominal de los mismos. Las complicaciones
maternas mas frecuentes fueron las que afectan el
metabolismo de la glucosay laenfermedad hipertensiva
aguda del embarazo, las cuales se manifestaron en las
pacientes con embarazos multiples. Sin embargo, hay
autores que mencionan tasas de complicaciones
similares entre las que logran embarazos Unicos o
gemelares dobles y tasas mayores en pacientes con
embarazo de alto orden fetal .’

El embarazo maltiple se relacioné directamente con
el nimero de embriones transferidos y con menor edad
gestacional y peso al nacer, tal como sefialan otros
autores.”® Sin embargo, Gorrill y colaboradores
reportaron tasas de embarazo multiple en la FIV-TE,
aun si solo se transferian dos blastocistos.?® En la
actualidad, la mayor parte de los centros de
reproduccion asistida estan tratando de reducir el
namero de embriones transferidos, a fin de disminuir las
tasas de embarazo multiple y las complicaciones
perinatales concomitantes. En relacién con lo anterior,
existen autores que no encuentran disminucion de las
tasas de embarazo multiple al transferir dos o tres
embriones. Por ende, en varios centros ya se transfiere
un solo embrién.’® En esta poblacion, la tasa de
implantacioén es del 4% cuando se transfiere un solo
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embridény se observa que la tasa de embarazo aumenta
a mayor nimero de embriones transferidos (maximo
cuatro).

El orden fetal se relaciona con el peso al nacer, el
cual disminuye a mayor orden fetal. Se describe sobre
todo cuando se utilizan técnicas de reproduccion
asistida, pues hay mayor nimero de gestaciones
multiples que, por lo general, concluyen en una etapa
de pretérmino del embarazo. Este efecto se reflej6 en
esta poblacion y se ha sustentado en otras.?

La edad gestacional en la que se resolvieron los
embarazos (principalmente los multiples), el porcentaje
de nacidos vivos y su peso al nacer indican una
adecuada y oportuna atencion perinatal en esta
institucién. Aunque concuerdan con algunos autores,
nuestros resultados no son compatibles con otros
reportes que sefialan mayor incidencia de nacimientos
pretérmino en los embarazos logrados con repro-
duccion asistida.

En conclusion, los resultados perinatales de esta
unidad de reproduccién asistida son compatibles con
los de otros centros. Esto sugiere que a las pacientes se
les proporciona adecuada atencién perinatal y
obstétricay se vuelve fuente de motivacion para lograr
resultados perinatales 6ptimos; es decir, mayores tasas
de embarazo, menores tasas de embarazo multiple, de
abortoy embarazos ectépicos.
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Articulooriginal

Efecto de los ejercicios del piso pélvico durante el embarazo y el
puerperio en la prevenciéon de la incontinencia urinaria de esfuerzo*

Viridiana Gorbea Chavez,* Maria del Pilar Velazquez Sanchez,** Jorge R. Kunhardt Rasch***

RESUMEN

Antecedentes: el principal factor para la aparicion de incontinencia urinaria de esfuerzo es el embarazo y el parto vaginal. Los
ejercicios del piso pélvico sirven para el tratamiento de la incontinencia urinaria de esfuerzo.

Objetivo: determinar mediante un ensayo clinico controlado si los ejercicios del piso pélvico durante el embarazo y el puerperio tardio
disminuyeron la frecuencia de incontinencia urinaria de esfuerzo a las 28 y 35 semanas de gestacion y a las 6 semanas posteriores a
la resolucién del embarazo.

Material y métodos: el estudio se llevé a cabo en mujeres embarazadas y nuliparas, quienes realizaron ejercicios del piso pélvico
durante el embarazo y el puerperio. Se estudiaron 72 mujeres, 52.7% realizaron ejercicios del piso pélvico y 47.2% no.

Resultados: la frecuencia de incontinencia urinaria a las 28 y 35 semanas de gestacién en el grupo sin ejercicios fue de 17.6 y 41.2%,
respectivamente, mientras que a las 6 semanas posparto fue de 47%; en el grupo que si realizé ejercicios fue de 0, 0 y 15.7%,
respectivamente. Existieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en cuanto a la incontinencia urinaria de esfuer-
z0, es decir, el grupo que realizé ejercicios tuvo menos incontinencia a las 28 y 35 semanas de gestacion y a las 6 semanas posteriores
a la resolucién del embarazo.

Conclusiones: los resultados sugieren que los ejercicios del piso pélvico durante el periodo embarazo-puerperio previenen la incon-
tinencia urinaria de esfuerzo durante el embarazo y al finalizar el puerperio.

Palabras clave: incontinencia urinaria de esfuerzo, prevencion, ejercicios del piso pélvico, embarazo, puerperio.

ABSTRACT

Background: The main factor for the appearance of urinary stress incontinence in almost all women is pregnancy and vaginal childbirth.
The pelvic floor exercises have been described for the treatment of urinary stress incontinence.

Objective: To determine with a randomized controlled trial if the pelvic floor exercises during pregnancy and late puerperium diminish the
prevalence of urinary stress incontinence at 28 and 35 gestational week and at 6 weeks after childbirth.

Material and methods: The study was made with nulliparous, pregnant women who realized pelvic floor exercises during pregnancy
and after birth. 72 women were studied, 52.7% realized pelvic floor exercises and 47.2% did not.

Results: The urinary stress incontinence frequency at the 28 gestational week in the no exercises group was 17.2%, and at the 35
gestational week of 47% and at 6 weeks after childbirth was of 47%, while in the exercises group was 0, 0 and 15%, respectively.
Moreover there were statistically significant differences between both groups regarding the presence of urinary stress incontinence,
that is, the group that realized exercises presented less incontinence at the 28 and 35 gestational weeks and at 6 weeks after childbirth.
Conclusions: The results of this study concluded that the pelvic floor exercises during pregnancy and after childbirth prevent the
urinary stress incontinence at this time.

Key words: urinary stress incontinence, prevention, pelvic floor exercises, pregnancy, puerperium.

SOMMAIRE

Antécédents : le facteur principal pour I'apparition d’incontinence urinaire d’effort est la grossesse et I'accouchement vaginal. Les

exercices du plancher pelvien servent pour le traitement de I'incontinence urinaire d'effort.

Objectif : déterminer au moyen d’un essai clinique contrélé si les exercices du plancher pelvien pendant la grossesse et I'état puerpéral

tardif ont diminué la fréquence d'incontinence urinaire d’effort aux 28 et 35 semaines de gestation et aux 6 semaines postérieures a la

résolution de la grossesse.

Matériel et méthodes : I'étude s’est réalisée sur des femmes enceintes et nullipares, qui ont fait des exercices du plancher pelvien

pendant la grossesse et I'état puerpéral. On a étudié 72 femmes, 52.7% ont fait des exercices du plancher pelvien et 47.2% pas.

Résultats : la fréquence d’'incontinence urinaire aux 28 et 35 semaines de gestation pour le groupe sans exercices a été de 17.6 et

41.2%, respectivement, tandis que aux 6 semaines post-partum a été de 47% ; pour le groupe qui a fait des exercices a été de 0.0 et
[ <3
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15.7% respectivement. Il a existé des différences statistiquement significatives dans les groupes quant a I'incontinence urinaire d’effort,
c’est-a-dire, le groupe qui a fait des exercices a présenté moins incontinence aux 28 et 35 semaines de gestation et aux 6 semaines

postérieures a la résolution de I'accouchement.

Conclusions : les résultats suggérent que les exercices du plancher pelvien pendant la période gravido-puerpérale préviennent
l'incontinence urinaire d’effort durant la grossesse et a la fin de I'état puerpéral.
Mots-clé : incontinence urinaire d’effort, prévention, exercices du plancher pelvien, grossesse, état puerpéral.

e acuerdo con la Sociedad Internacional de

Continencia, la incontinencia urinaria de

esfuerzo denota un sintoma, signo o trastorno.
Un sintoma es la queja de la pérdida involuntaria de
orina durante el esfuerzo o ejercicio, o durante el
estornudo o la tos. Deben especificarse aspectos
relevantes, como frecuencia, gravedad, factores
precipitantes, impacto social, efecto en la higiene y
calidad de vida, medidas utilizadas para contener la
pérdiday si el individuo busca o desea ayuda para la
incontinencia urinaria. Los signos de la incontinencia
urinaria son parametros objetivos de la pérdida de
orina y pueden incluir la observacién de la pérdida
urinaria involuntaria a través de la uretra, sincronica
a un esfuerzo, estornudo o tos, el diario miccional, la
prueba de la toalla sanitaria, el uso de un colorante
para tefiir la orina y confirmar la pérdida o pruebas
urodinédmicas formales.!

La incontinencia urinaria es un problema comun
gue afecta del 17 al 45% de las mujeres adultas y que
puede manifestarse durante y después del embarazo.
Morkved y su colaborador? encontraron una
prevalencia del 42% durante el embarazo, mientras que
ocho semanas después de su resolucion ésta fue del
38%. Wilson y colaboradores® observaron que tres meses
después de la resolucion del embarazo la prevalencia
de laincontinencia urinaria fue del 34.3% y que 23.9%

1  Este trabajo obtuvo el segundo lugar de investigacion clinica
en el 55 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia.

* Médica adscrita.

**  Coordinadora de la Clinica de Urologia Ginecolégica.

*=*  Director médico y profesor titular del curso de urologia
ginecoldgica.
Instituto Nacional de Perinatologia.

Correspondencia: Dra. Maria del Pilar Velazquez Sanchez. Clinica
de Urologia Ginecolégica, Instituto Nacional de Perinatologia. Mon-
tes Urales 800, col. Lomas Virreyes, México, DF, CP 11000.

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

fue de esfuerzo. El origen de la incontinencia postparto
es multifactorial, con contribuciones del periodo
pregestacional (quiza congénita), del embarazo y de
factores de la resolucién del mismo (periodo expulsivo
prolongado).

En 1948, Kegel* describié por primera vez los
ejercicios del piso pélvico para el tratamiento de la
incontinencia urinaria de esfuerzo, con éxito subjetivo
de hasta 80%. Tienen efecto en el masculo elevador del
ano y aumentan la funcion de los muasculos estriados
del esfinter periuretral; ademas, pueden mejorar la
presidn de transmision al cuello vesical y a la uretra
con pocos efectos secundarios.

Durante el periodo perinatal dichos ejercicios se
recomiendan como una posible prevenciéon y
tratamiento de la incontinencia urinaria de esfuerzo.
Sélo algunos estudios han evaluado su eficacia en ese
periodo.®>” Morkved y colaboradores® realizaron un
estudio al azar de ejercicios de los musculos del piso
pélvico durante el embarazo para prevenir la
incontinencia urinaria y encontraron diferencias
significativas entre los grupos a la semana 36 de
gestacion y 3 meses después de la resolucién del
embarazo (menos incontinencia para el grupo que
realizo ejercicios), ademas de apreciar mayor fuerza
muscular en las mujeres que realizaron los ejercicios.
En México no existen estudios clinicos controlados en
mujeres embarazadas acerca de la eficacia de los
ejercicios del piso pélvico durante el embarazo y el
puerperio para prevenir la incontinencia urinaria de
esfuerzo posparto.

El objetivo de este estudio fue determinar, mediante
un ensayo clinico controlado, si los ejercicios del piso
pélvico durante el embarazo y el puerperio tardio
disminuyen la frecuencia de incontinencia urinaria de
esfuerzo a las 28 y 35 semanas de gestacion y a las 6
semanas posteriores a la resolucion del embarazo.
Asimismo, se establecidé la frecuenciay gravedad de la
incontinencia urinaria de esfuerzo en los mismos
tiempos.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se efectu6é en mujeres nuliparas de 15 a 35
afos de edad y en embarazadas con 20 semanas de
gestacion que no tuvieran incontinencia urinaria de
esfuerzo, de acuerdo con la definicién de la Sociedad
Internacional de Continencia, al momento de ser
incluidas en el estudio y dispuestas a realizar ejercicios
del piso pélvico. No se incluyé a las mujeres con embarazo
multiple, con dos 0 mas cesareas, con embarazos que
cursaran con oligohidramnios o polihidramnios o con
complicaciones, como incompetencia itsmico-cervical,
isoinmunizacion materno-fetal, afecciones graves, como
enfermedad hipertensiva grave inducida por el embarazo
0 padecimientos crénico degenerativos que afectaran la
funcion del piso pélvico, como la diabetes mellitus y la
esclerosis multiple. Una vez que firmaron la hoja de
consentimiento informado se les distribuy6 al azar en
dos grupos con la utilizacion de sobres cerrados y segun
la tabla de nimeros al azar. Los sobres los tenia una
secretaria que no tenia relacion con el estudio; ella los
abria y asignaba a las mujeres a cada grupo. Cuatro
fisioterapeutas fueron las encargadas de informar aambos
grupos acerca de la anatomia y fisiologia del tracto
urinario bajo, con apoyo audiovisual, ademas de explicar
como contraer los musculos pélvicos (al pedirle a la
paciente que contrajera el ano o que realizara una
maniobra parecida a la de cortar el chorro de la orina).

En el grupo con fisioterapia del piso pélvico las
fisioterapeutas se encargaron de explicar la funcion de
sus musculos, la trascendencia de la incontinencia
urinaria, asi como de realizar ejercicios del mismo para
prevenirla. Se informé que los ejercicios no implican
ningun riesgo para el embarazo y se explico el esquema
de ejercicios a realizar:® 10 ejercicios al dia que cons-
taron de contracciones rapidas y lentas; cada ejercicio
consistio en realizar una contraccion lenta durante
ocho segundos, seguida de tres contracciones rapidas
durante un segundo cada una y seis segundos de
reposo entre cada ejercicio.

Los ejercicios se realizaron en decubito dorsal, con
las piernas ligeramente flexionadas. Cuando la
paciente domind el ejercicio, éste se hizo en
bipedestacion o sentada.

Luego, unaenfermera colocé a las mujeres en posicion
ginecolégica y les puso dos electrodos de contacto de

clorhidrato de plata (reutilizables) a 1 cm laterales al
ano. Con ello se llevo a cabo la biorretroalimentacion
(presencia de un parametro objetivo, mensurable y
mejorable a través de una sefial percibida por la paciente,
gue en este caso fue visual y auditiva), al evaluar la
contraccion de los musculos del piso pélvico mediante
un electromiografo (Myomed 932, que recogio la
actividad mioeléctrica del musculo a través de dos
electrodos de superficie y que laamplifico, mostrandola
por una lampara o serie de lamparas que se iluminany
gue tienen unasefial auditiva). Este Gltimo sirvié de guia
alamuijer para observar de forma directa la contraccion
de los musculos pélvicos en la pantalla, ademas de
escuchar un sonido directamente proporcional a la
fuerza con la que contrajo el piso pélvico; asimismo, se
registro la actividad durante la contraccion méaximay
se obtuvo un trazo que se clasific6 como contraccion
nula, minima, incompletay completa.

Los ejercicios a partir de las 20 semanas de gestacion
hasta la resolucidn del embarazo y después al iniciar
el puerperio tardio® se hicieron a diario y de la siguiente
manera: con fisioterapeuta, una hora, una vez por
semana durante ocho semanas, seguidos de biorre-
troalimentacion. El resto de los dias en su hogar, con
un diario de entrenamiento donde se anot6 el nimero
de ejercicios que realizé por dia; cada semana dicho
diario se cambié por uno nuevo en el que, ademas, se
anotaron los efectos adversos o benéficos relacionados
con la préctica de los ejercicios. Mediante llamadas
telefénicas semanales se insistio en la realizacion de
los ejercicios del piso pélvico durante el resto del
embarazoy en el puerperio tardio.

Se adiestré a las pacientes acerca del reconocimiento
de signos de alarma (salida transvaginal de liquido
amniético, contracciones uterinas regulares, sangrado
transvaginal, disminucion de movimientos fetales,
datos de vasoespasmo), los cuales no se relacionan con
la préactica de los ejercicios pero que al manifestarse
era necesario acudir a urgencias.

Al grupo control no se le pidié hacer ejercicios del
piso pélvico durante el embarazo y el puerperio.

Mediciones:

El investigador principal realizé las siguientes
mediciones en ambos grupos:

= Alas 28 y 35 semanas de gestacién, asi como a las
seis semanas posteriores a la resolucion del embarazo se
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les pregunté acerca de la existencia de incontinencia
urinariade esfuerzo, al igual que de su frecuencia? (rara
vez: menos de una vez por semana, cada semana: por
lo menos una vez a la semana y diario) y gravedad®
(grado I: pérdida de orina con latos y al levantar objetos
pesados, grado II: pérdida al caminar y grado I11: goteo
en posicién erecta). A las mujeres con incontinencia
urinaria de esfuerzo se les hizo la comprobacién
objetiva con la prueba de la tos (pérdida de orina
sincrénica al esfuerzo) y s6lo cuando ésta fue positiva
se llevo a cabo el urocultivo, para descartar que fuera
secundaria a una infeccién de las vias urinarias.
Cuando el cultivo fue positivo el tratamiento se indic6
de acuerdo con el resultado del antibiogramay 10 dias
después de haberlo terminado se realizé otro urocultivo,
una vez que éste fue negativo se hizo de nuevo la
pruebade latos.

= Mediante el electromidgrafo se registro la actividad
de los musculos del piso pélvico durante la maxima
contraccion (al estimular a la paciente a que contrajera
lo méas fuerte posible y sostuviera la contraccion
durante ocho segundos) a las 20, 28 y 35 semanas de
gestacién, asi como a las seis semanas después de la
resolucién del embarazo.

= Se registro el peso a las 20, 28 y 35 semanas de
gestacion.

= Se reviso el expediente clinico para completar la
hoja de recoleccion de datos.

Los procedimientos se siguieron de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki de 1975, revisada en 1983, y el
estudio lo aprobé el comité de ética del hospital donde
se realizo.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa
SPSS 10.0 y consistié en determinar: frecuencias de
todas las variables, ademas de la frecuencia de la
incontinencia urinaria de esfuerzo a las 35 semanas
de gestacion y a las 6, 8 y 12 semanas posparto en
ambos grupos de estudio. En cada grupo hubo riesgo
relativo crudo para la incontinencia urinaria de
esfuerzo, con intervalos de confianza del 95%. La
prueba de la ji al cuadrado se usé para las variables
cualitativas nominales y para comparar la frecuencia
o las proporciones entre las variables independientes
y dependientes. La prueba U de Mann-Whitney fue
para las variables cualitativas ordinales (electromio-
grafia, frecuencia y gravedad de la incontinencia

urinaria de esfuerzo). La pruebat de Student se utilizo
para las variables cuantitativas (edad, gestaciones, peso
alas 20, 28 y 35 semanas de gestacion, peso del recién
nacido) y la prueba de Mantel y Hanzel para las
variables de control.

La variable de desenlace fue la presencia de
incontinencia urinaria de esfuerzo. Se controlaron
variables, como nimero de ejercicios del piso pélvico
realizados, edad gestacional a la que se resuelve el
embarazo, via de resolucion del embarazo, instrumen-
tacién del parto, desgarros perianales, tiempo de
duracion de la segunda fase de trabajo de parto (periodo
expulsivo), peso del recién nacido, edad de la paciente,
peso alas 20, 28 y 35 semanas de gestacion, incremento
de peso de las 20 a las 35 semanas de gestacion, efectos
adversos y benéficos de la fisioterapia del piso pélvico
(referidos por la paciente), nUmero de consultas con la
fisioterapeuta e infeccion de las vias urinarias.

En un estudio piloto de 26 mujeres se encontré que
la frecuencia de la incontinencia urinaria fue del 42.9%
en el grupo que no realizé ejercicios seis semanas
después de la resolucion del embarazo, mientras que
en el grupo que hizo ejercicios del piso pélvico la
frecuencia fue del 8.3%. El tamafio de la muestra se
calculé con una férmula para diferencia de propor-
ciones, con alfa de 0.05 y beta de 0.020. Se obtuvieron
31 mujeres por grupo y se tomaron en cuenta las
pérdidas.

RESULTADOS

De las 75 pacientes que cumplieron con los criterios de
seleccion, hubo dos pérdidas: una por muerte no
relacionada con el embarazo y otra por cambio de
domicilio, una mas se eliminé por manifestar parto
inmaduro a las 23 semanas de gestacion. Participaron
72 muijeres, 34 (47.2%) no realizaron ejercicios del piso
pélvico, mientras que 38 (52.7%) si los hicieron.

No existieron diferencias significativas entre los
grupos en las variables de edad, gestaciones, peso a
las semanas 20, 28 y 35 de gestacién, semanas de
gestacion al momento de la resolucion del embarazo,
duracion de la segunda fase del trabajo de parto
(alargada y no alargada) en las mujeres en las que asi
se presentd, peso del recién nacido y nimero de cesareas
previas. Sin embargo, si hubo diferencias significativas
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(p = 0.028) en la variable de incremento de peso; fue
mayor para el grupo que realizé ejercicios del piso
pélvico (cuadro 1).

La duracién minima y méxima de la segunda fase
del trabajo de parto fue de 8 y 300 minutos, respecti-
vamente, y se determiné como segunda fase del trabajo
de parto alargada y no alargada. Al primer grupo
correspondieron 17.9% de los embarazos. El 71.4% de
las mujeres que tuvieron segunda fase de trabajo de
parto alargada realizaron ejercicios del piso pélvico,
mientras que 28.5% de ellas no los hizo, sin encontrar
diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos (p = 0.112). A la mujer cuya duracion de la
segunda fase de trabajo de parto fue de 300 minutos se
le realizé cesarea por periodo expulsivo prolongado.
La paciente pertenecio al grupo que hizo ejercicios del
piso pélvico y no manifestd incontinencia urinaria a
las 28 y 35 semanas de gestacion ni a las 6 semanas
posteriores a la resolucion del embarazo.

En el grupo de ejercicios y sin éstos, 68.4 y 70.6%
eran primigestas, respectivamente. El 87.5% de las

mujeres fueron sanas, 92.2% del grupo de ejercicios y
82.4% del grupo sin ejercicios. En 63.1% de los casos el
numero de visitas con la fisioterapeuta fue de 8; en
21.1%, 7;en 3.2%, 6 y en 2.6%, 5.

La frecuencia de incontinencia urinaria de esfuerzo
a las 28 semanas de gestacion, en el grupo que no
realizo ejercicios, fue de 17.6%, mientras que a las 35
semanas fue de 41.2% (p < 0.0001). A las seis semanas
posteriores a la resolucion del embarazo la frecuencia
en el grupo que no hizo ejercicios fue de 47%, mientras
que en el grupo que si hizo fue de 15.7%. La reduccion
de la incontinencia urinaria en el grupo que realizo
ejercicios fue mayor del 50% (p = 0.009) (cuadro 2).

Se encontré un efecto protector para la incontinencia
urinaria de esfuerzo a las 35 semanas de gestaciény a
las seis semanas posteriores a la resolucién del embarazo
en las mujeres que realizaron ejercicios del piso pélvico
durante el embarazo, con riesgo relativo de 0.031 e
intervalo de confianza del 95%, (IC 95%) 0.002, 0.5 y
0.66 (1C 95%) 0.241, 0.852, respectivamente. Se requiere
gue tres mujeres realicen ejercicios del piso pélvico

Cuadro 1. Variables cuantitativas en los grupos con y sin ejercicios (con distribuciéon normal). Edad, nimero de gestaciones, peso a las
20, 28 y 35 semanas de gestacion, incremento de peso, nimero de ejercicios, semanas de gestacion a las que se resolvié el embarazo,

peso del recién nacido en los grupos con y sin ejercicios.

Variable Ejercicios t de Student P
Si(n=38) No (n = 34)

Edad (afios) 255+6.1 236+7.2 -1.194 0.236
Gestaciones (num.) 1.4+0.75 1.4+0.7 -0.054 0.957
20 semanas (kg) 57.4+6.5 61.4+16.4 1.376 0.173
28 semanas (kg) 62.1+7.3 64.7 +16.2 0.909 0.366
35 semanas (kg) 65.5+7.0 66.0 + 13.3 0.207 0.837
Incremento de peso (kg) 8.1+26 6.5+3.2 -2.248 0.028
Ejercicios (num.) 9.2+1.8

SDG 383+14 38.3+1.9 0.82
Peso del recién nacido (g) 3,072.6 + 550.6 3,000 + 541.1 -0.559 0.578

SDG: semanas de gestacion a las que se resolvié el embarazo.

Cuadro 2. Incontinencia urinaria de esfuerzo a las 28 y 35 semanas de gestacion y seis semanas posteriores a la resolucion del

embarazo en los grupos con y sin ejercicios.

Incontinencia urinaria Si (n=38) No (n = 34) Fisher p RR (IC 95%)

28 semanas 0 6 (17.6%) 4.57 0.032 0.069 (0.004, 1.182)

35 semanas 0 14 (41.2%) 15.99 < 0.0001 0.031 (0.002, 0.5)

6 semanas posparto 6 (15.7%) 16 (47%) 6.86 0.009 0.336 (0.148, 0.759) NNT = 3.1

RR (IC 95%): riesgo relativo (intervalo de confianza del 95%)
NNT: nimero necesario a tratar
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durante el embarazo y el puerperio para prevenir que
una mujer manifieste incontinencia urinaria de esfuerzo
seis semanas después de la resolucién del embarazo.

La prueba de la tos result6 positiva a las 28 semanas
de gestacion en dos mujeres (5.8%) que no realizaban
ejercicios del piso pélvico (p = 0.21), a las 35 semanas
de gestacién a estas dos mujeres se les agregaron 4 del
mismo grupo, es decir, 6 (17.6%, p =0.009) y a las seis
semanas posteriores a laresolucion del embarazo esas
mismas mujeres continuaron con la prueba de la tos
positiva (17.6%, p = 0.009).

A las 28 semanas de gestacion, seis mujeres del
grupo control cursaron con incontinencia urinaria, de
éstas solo dos tuvieron prueba de la tos positiva; a las
35 semanas, 14 pacientes del mismo grupo
manifestaron incontinencia urinaria y so6lo seis
tuvieron prueba de la tos positiva. A las seis semanas
posteriores a la resolucion del embarazo, 16 mujeres
del grupo control y seis del grupo con ejercicios
manifestaron incontinencia urinaria. De éstas, 6 y 0
pacientes, respectivamente, tuvieron prueba de la tos
positiva.

Laresolucion del embarazo por via vaginal y cesarea
en el grupo que realizo ejercicios fue de 42.1 'y 57.9%,
respectivamente, y en el grupo sin ejercicios fue de 64.7
y 35.3%, respectivamente, sin existir diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (p =
0.093).

En las mujeres que resolvieron su embarazo por via
vaginal y que pertenecieron al grupo que no realizé
ejercicios del piso pélvico (p = 0.499) hubo 9.1% de
desgarros de tercer grado incompletos.

La electromiografia se llevd a cabo sélo en 26
mujeres, ya que cuando se realiz6 el primer corte y se
analizaron los resultados ésta fue significativa desde
las 28 semanas de gestacién, con p = 0.08, a las 35

semanas de gestacién, con p = 0.000, y a las seis
semanas posteriores a la resolucién del embarazo, con
p = 0.000; por tal motivo y debido a que es una
maniobra invasora no se realizo en el resto de las
mujeres. Las mujeres que realizaron ejercicios del piso
pélvico tuvieron trazos incompletos y completos en
su mayoria, mientras que las que no realizaron
ejercicios resultaron con trazos nulos o minimos. Es
decir, el grupo que realiz6 ejercicios tuvo mayor fuerza
de los musculos del piso pélvico a las 35 semanas de
gestacion y a las seis semanas posteriores a la
resolucion del embarazo (cuadro 3).

A las 28 semanas de gestacion, la incontinencia
de esfuerzo se manifest6 raravez en 11.7 y diario en
5.9% de las mujeres que no realizaban ejercicios del
piso pélvico. A las 35 semanas de gestacion, 29.4 y
11.8% del mismo grupo de pacientes tuvo
incontinencia rara vez y diario, respectivamente. A
las seis semanas posteriores a la resolucion del
embarazo, el porcentaje de mujeres que no realiz6
ejercicios tuvo incontinencia rara vez en 17.6% de
los casos, semanalmente en 23.5% y diario en 5.9%,
mientras que en el grupo de ejercicios ésta se
manifesto en 10.5, 5.3 y 0%, respectivamente.

La gravedad de la incontinencia urinaria a las 28
semanas de gestacion fue grado | en 66.6% de las
pacientes y grado Il en 33.4%, de seis mujeres
incontinentes; a las 35 semanas de gestacion fue grado
len 71.5%, grado 1l en 14.3% y grado 111 en 14.3%, de
14 mujeres incontinentes, y a las seis semanas
posteriores a la resoluciéon del embarazo fue grado |
en 62.5% y grado Il en 37.5%, de 16 mujeres
incontinentes, todas del grupo que no realizo ejercicios;
mientras que en el grupo que hizo ejercicios se aprecio
incontinencia grado | en seis mujeres incontinentes
(100%).

Cuadro 3. Electromiografia a las 20, 28 y 35 semanas de gestacion, asi como a las seis semanas posteriores a la resolucion del

embarazo en los grupos con y sin ejercicios

EMG 20 semanas 28 semanas 35 semanas 6 posteriores

n=14 (%) n=12 (%) n=14 (%) n=12 (%) n=14 (%) n=12 (%) n=14 (%) n=12 (%)
Nulo 1(7.1) 1(8.3) 1(7.1) 0 1(7.1) 0 1(7.1) 0
Minimo 12 (85.7) 8 (66.7) 11 (78.6) 6 (50) 13 (92.9) 2 (16.7) 13 (92.6) 1(8.3)
Incompleto 1(7.1) 3 (25) 2 (14.3) 5 (41.7) 0 7 (58.3) 0 9 (75)
Completo 0 0 0 1(8.3) 0 3 (25) 0 2 (16.7)
U Mann-Whitney p =0.527 p =0.08 p = 0.000 p = 0.000
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Cuadro 4. Variables de control (via de resolucion, tipo de parto, desgarros, duracion del periodo expulsivo, macrosomia) y resultado

(incontinencia urinaria)

Variable de control Riesgo relativo Intervalo de confianza 95% Valor p
Via de resolucién (vaginal, abdominal) 2.386 1.055-5.397 0.079
Parto (eutocia, distocia) 0.952 0.523-1.734 0.875
Desgarros (presente, ausente) 1.8 1.344-2.411 0.499
Periodo expulsivo (normal, prolongado) 1.27 0.726-2.222 0.46

Macrosomia (si y no) 0.942 0.524-1.694 0.833

No se detectaron efectos adversos con los ejercicios
del piso pélvico; sin embargo, en 28 mujeres existio
alivio del estrefiimiento.

En las variables de control y resultado (inconti-
nencia urinaria a las seis semanas posteriores a la
resolucion del embarazo) no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la via de
resolucién del embarazo, desgarros, segundo periodo
de trabajo de parto (normal o alargado), recién nacido
macrosémico (si y no) y la manifestaciéon o no de
incontinencia urinaria (cuadro 4). Por lo que se refiere
al incremento de peso, si se encontraron diferencias
significativas en el grupo con y sin incontinencia
urinaria; sin embargo, el grupo de ejercicios del piso
pélvico incrementé mas su peso durante la gestacion y
a pesar de ello esas mujeres tuvieron menos
incontinencia urinaria de esfuerzo, por lo que no fue
una variable que interviniera en el resultado.

A las 35 semanas de gestacion seis mujeres resultaron
con la prueba de la tos positiva, de éstas dos tuvieron
urocultivo con desarrollo de E. coli y 100,000 UFC/mL,
una con sintomas de disuria y la otra asintomatica. La
sensibilidad de la primera fue a la ampicilinay la de la
segunda a la nitrofurantoina; 10 dias después se
realizaron nuevos urocultivos y ambos resultaron
negativos; sin embargo, la prueba de la tos continuo
positivaen ambas muijeres.

DISCUSION

La frecuencia de incontinencia urinaria de esfuerzo
gue se encontré a las seis semanas posteriores a la
resolucion del embarazo en el grupo que no realizé
ejercicios del piso pélvico fue del 47%, muy similar ala
que observaron otros autores. Con la misma definicion
que se utilizé en el estudio de la Sociedad Internacional
de Continencia a las ocho semanas posteriores a la

resolucién del embarazo, Morkved? encontré una
frecuencia de 38%, mientras que Wilson® encontré una
de 34.3% tres meses posteriores a la resolucion del
embarazo. En otro estudio de Morkved? se apreci6 una
frecuencia de incontinencia urinaria, sin referirse
Unicamente a la de esfuerzo, de 32% tres meses después
de laresolucién del embarazo.

El grupo que realizé ejercicios del piso pélvico
durante el embarazo y el puerperio tuvo unafrecuencia
de incontinencia urinaria de esfuerzo a las seis
semanas posteriores a la resolucion del embarazo de
15.7%. Con ello se comprobd que los ejercicios del piso
pélvico protegen la aparicion de la incontinencia
urinaria de esfuerzo, con riesgo relativo de 0.336 (IC
95% 0.148, 0.759). En el estudio de Wilson,® que a pesar
de ser retrospectivo y que los ejercicios no se realizaron
bajo supervision y con un programa establecido, se
encontré unarazén de momios de 0.6 (IC 95% 0.4, 0.9).
Sampselle” no reporté el nUmero de mujeres con
incontinencia urinaria antes y después de la interven-
cion, es decir, no menciono frecuencias; sin embargo,
reportd disminucién estadisticamente significativa de
los sintomas de incontinencia urinaria. Morkved?
report6 20% de incontinencia urinaria en los tres meses
posteriores a la resoluciéon del embarazo en el grupo
gue realizo ejercicios durante el mismo; sin embargo,
en este estudio se incluyeron mujeres con incontinencia
urinaria previa al embarazo. La variable de resultado
no solo se refiere a la incontinencia urinaria de esfuerzo,
sino acualquier tipo de pérdida de orina; por tal motivo
la frecuencia es mas elevada que a las seis semanas, ya
gue se esperaria que ésta fuera disminuyendo con el
tiempo.* Reilly y colaboradores!? reportaron menor
incontinencia urinaria en el grupo que realiz0 ejercicios
del piso pélvico; sin embargo, sélo incluyeron mujeres
con alto riesgo de manifestarla (diagnéstico de
hipermovilidad del cuello vesical).
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La Sociedad Internacional de Continencia reco-
mienda el uso de parametros objetivos para demostrar
la existencia de incontinencia urinaria de esfuerzo. En
este estudio se utilizé la prueba de la tos como un signo
objetivo y no solo el autorreporte de la paciente para
poder evaluar el efecto del tratamiento. No se usé la
prueba de la toalla para evitar infecciones de las vias
urinarias en las gestantes ni tampoco se realizaron
estudios urodinamicos, ya que son invasores y
ocasionan malestar, de moderado a grave. Ademas, en
un estudio previo se demostré que solo 45% de las
muijeres aceptaron participar en el estudio urodinamico
alas ocho semanas posparto, por lo que es poco factible
su realizacion durante el periodo gravido-puerperal.
Lagro-Janssen y colaboradores® concluyeron que en la
practica general el estudio urodinamico es innecesario
en lamayoria de las mujeres con incontinencia urinaria.
Los estudios de Sampselle” y Morkved® no utilizaron
ningdn parametro objetivo para demostrar la
incontinencia urinaria de esfuerzo, lo que le resta validez
interna a los dos ya que no se apegan a la definicion
propuesta por la Sociedad Internacional de Continencia.

A pesar de que en todos los estudios donde se
incluyen los ejercicios del piso pélvico se valora la
fuerza de los musculos, para asi asegurar que éstos se
realicen, no se incluye la biorretroalimentacion, es
decir, el método por el cual la paciente se percata de
inmediato del estado fisiologico del piso pélvico. De
acuerdo con Kegel,* de ello depende gran parte del éxito
del programa de ejercicios, ademas de que sin
biorretroalimentacién la falta de cumplimiento del
régimen de ejercicios varia entre 10 y 40%.%* En este
estudio se aplico biorretroalimentacion durante ocho
semanas. En el estudio de Sampselle” s6lo se reporté la
fuerza de los musculos del piso pélvico a las 35
semanas de gestacién, a las 6 semanas y 6 meses
posteriores a la resolucién del embarazo, sin encontrar
diferencias estadisticamente significativas. A pesar de
gue en el estudio de Morkved? si existieron diferencias
estadisticamente significativas en la fuerza de los
musculos del piso pélvico a las 36 semanas de gestacion
y a los tres meses posteriores a la resolucion del
embarazo, no se realizd biorretroalimentacion. En este
estudio hubo diferencias con significado estadistico
desde las 28 y 35 semanas de gestacidon y a las 6
semanas posteriores a la resolucion del embarazo.

Reilly y colaboradores? no encontraron diferencias
entre los grupos en la fuerza de los muasculos del piso
pélvico después de los ejercicios y no realizaron
biorretroalimentacion.

La definicién de incontinencia urinaria de esfuerzo
propuesta por la Sociedad Internacional de Conti-
nencia indica que deben especificarse factores
relevantes, como frecuencia y gravedad de la
incontinencia urinaria. Lo anterior se realizé en este
estudio, por lo que se le considera mas completo; no
obstante, en estudios previos”® no se toma en cuenta
dicha variable.

Se sugiri6 que la participacién de los fisioterapeutas
es necesaria para obtener resultados satisfactorios.'s'
Las cuatro fisioterapeutas que colaboraron en este
estudio dieron instrucciones precisas acerca de los
ejercicios del piso pélvico a las mujeres participantes y
las motivaron a realizar contracciones maximas;
ademas, en cada sesion insistieron en la importancia
del apego al protocolo de entrenamiento y las indujeron
a seguir en él. Lo mismo se observa en estudios
previos.#04

Este estudio se realiz6 sélo en pacientes primiparas,
ya que no muestran dafio neurolégico del piso pélvico,
y en las que se aseguro que no existia dafio acumulativo
de la paridad. El programa de ejercicios del piso pélvico
propuesto en este estudio podria indicarse en pacientes
multiparas, siempre y cuando se realice un estudio
minucioso del mismo para asegurar que no existe dafio
nervioso, ya que en este caso no tendrian efecto los
gjercicios. Se requieren estudios en multiparas para
poder concluir que en ellas los ejercicios del piso pélvico
también previenen la incontinencia urinaria.

El programa de ejercicios del piso pélvico propuesto
en este estudio es muy sencillo y seria facil de implantar
en cualquier estrategia de salud para prevenir la
incontinencia urinaria de esfuerzo durante el periodo
gravido-puerperal. No obstante, alin se requieren
estudios, sobre todo de seguimiento (cohorte), para
conocer cOmo esos ejercicios durante dicho periodo
pueden prevenir la incontinencia urinaria de esfuerzo
posteriormente en la vida adulta.

Los resultados de este estudio concluyen que los
ejercicios del piso pélvico que se efectian durante el
periodo gravido-puerperal previenen laincontinencia
urinaria de esfuerzo antes y después del parto.
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A los cinco meses cumplidos, el feto mide 28 centimetros y pesa 320 gramos, y la placenta pesa 200
gramos. La altura del fondo uterino encima del pubis es de 16 centimetros. A los seis meses cumplidos,
el feto mide 35 centimetros de largo y pesa 1,000 gramos; la placenta pesa 275 gramos. Altura del

fondo uterino por encima del pubis: 20 centimetros.

Reproducido de: Fabre. Manual de obstetricia. Barcelona: Salvat Editores,1941;p:19.
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Valor de las caracteristicas morfoldégicas del cuerpo polar como factor
de prediccion del desarrollo embrionario?

Alberto Kably Ambe,* Julian Ruiz Anguas,* Esperanza Carballo Mondragén,* Leonor Duran Monterrosas*

RESUMEN

Objetivo: determinar la relacion de calidad del cuerpo polar y del espacio perivitelino con las tasas de fertilizacién, segmentacion y
calidad embrionaria.

Tipo de estudio: prospectivo y descriptivo.

Material y métodos: se incluyeron 61 pacientes que ingresaron al programa de fertilizacion in vitro a quienes se aplicé la inyeccion
intracitoplasmica de espermatozoides (ICSI) como método de inseminacion. Se realizé hiperestimulacion ovérica controlada con hormona
foliculoestimulante recombinante. Cuatro a seis horas después de la captura se evaluaron los ovocitos con un microscopio invertido y
se anotaron las caracteristicas del cuerpo polar, del espacio perivitelino y de la zona pellcida. Diecisiete horas después de la inyeccion
intracitoplasmica de espermatozoides se verificé la fertilizacion. La segmentacion se evalué a las 48 y 72 horas. Se analizé el nimero
de blastomeras y la calidad de los embriones antes de su transferencia. El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba de la ji al
cuadrado.

Resultados: se evaluaron 883 ovocitos, de los cuales 43.8% tenian cuerpo polar morfolégicamente normal, 54.9% espacio perivitelino
normal y 6.9% zona pellcida normal. El 57% de los ovocitos con cuerpo polar normal tuvo adecuada fertilizacion. Hubo fertilizacion en
menos del 20% con cuerpo polar irregular o fragmentado. De manera similar, la segmentacion embrionaria fue adecuada en 56.9% de los
ovocitos con cuerpo polar normal, mientras que en los anormales fue menor del 20%. El 79% de los ovocitos con cuerpo polar
fragmentado no desarroll6 embrién. No se observaron diferencias significativas entre la fertilizacién, segmentacion o calidad embrionaria
y la zona pelicida o el espacio perivitelino.

Conclusiones: la calidad ovocitaria influye de manera importante en la fertilizacion y desarrollo embrionario; sin embargo, el cuerpo
polar es el pardmetro que mas se relaciona con la fertilizacion y segmentacién entre de las variables que se determinan en un ovocito
antes de la inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides.

Palabras clave: cuerpo polar, desarrollo embrionario.

ABSTRACT

Objective: To determine the relation between polar body quality and perivitelline space with fertilization and segmentation rates and
embryo quality.

Study: Prospective and descriptive.

Material and methods: Sixty-one patients underwent the in vitro fertilization and embryo transfer program (IVF-ET). The intra-
cytoplasmatic sperm-injection (ICSI) was applied for insemination. Controlled ovarian hyperstimulation was made with recombinant FSH.
Oocytes were evaluated 4-6 hours after retrieval and polar body, perivitelline space, and pellucid zone were assessed too. Fertilization
was evaluated 17 hours after ICSI, and segmentation rates were analyzed at 48 and 72 hours. The number of blastomeres and quality
of each embryo was assessed prior transference. Statistical analysis was done with 2 test.

Results: We evaluated 883 oocytes, of which 43.8% had a normal polar body, 54.9% had a normal perivitelline space, and 69% a normal
pellucid zone; 57% of retrieved oocytes with normal polar body developed an adequate fertilization rate, and oocytes with abnormal
polar body had fertilization in less than 20%. Embryo cleavage was adequate in oocytes with normal polar body, in the abnormal oocytes
was less than 20%, and 79% of the oocytes with fragmented polar body did not developed in embryo. There were not significant
differences in fertilization rates and segmentation when compared with the pellucid zone and perivitelline space.

Conclusions: Oocyte quality has a great influence on fertilization and embryo development. One of the most important variables is the
polar body quality, which correlates adequately with fertilization and embryo cleavage.

Key words: polar body, embryo development.

SOMMAIRE

Objectif : déterminer la relation de qualité du globule polaire et de I'espace péri-vitellin avec les taux de fertilisation, segmentation et
qualité embryonnaire. =
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Type d’'étude : prospective et descriptive.

Matériel et méthodes : on a inclus 61 patientes qui sont entrées au programme de fertilisation in vitro et on leur a appliqué I'injection
intra-cytoplasmique de spermatozoides (ICSI) comme méthode d’insémination. On a réalisé hyper-stimulation ovarienne contr6lée avec
hormone folliculo-stimulante recombinante. De quatre a six heures apres la capture on a évalué les ovocytes avec un microscope
inversé et on a pris note des caractéristiques du globule polaire, de I'espace péri-vitellin et de la zone pellucide. Dix-sept heures apres
I'injection intra-cytoplasmique de spermatozoides on a vérifié la fertilisation. La segmentation s’est évaluée aux 48 et 72 heures. On a
analysé le nombre de blastoméres et la qualité des embryons avant leur transfert. L'analyse statistique s’est effectuée moyennant le test
du chi carré.

Résultats : on a évalué 883 ovocytes, dont 43.8% avaient globule polaire morphologiquement normal, 54.9% espace péri-vitellin normal
et 6.9% zone pellucide normale. Le 57% des ovocytes avec globule polaire normal a eu une fertilisation adéquate. Il y a eu fertilisation
dans moins du 20% avec globule polaire irrégulier ou fragmenté. Pareillement, la segmentation embryonnaire a été adéquate dans 56.9%
des ovocytes avec globule polaire normal, tandis que dans les anormaux elle a été mineure a 20%. Le 79% des ovocytes avec globule
polaire fragmenté n’a pas développé d’embryon. On n’a pas observé des différences significatives entre la fertilisation, segmentation ou
qualité embryonnaire et la zone pellucide ou I'espace péri-vitellin.

Conclusions : la qualité ovocytaire influe de maniere importante sur la fertilisation et le développement embryonnaire ; cependant, le
globule polaire est le paramétre qui le plus se rattache avec la fertilisation et segmentation parmi les variables qui sont déterminées dans
un ovocyte avant l'injection intra-cytoplasmique de spermatozoides.

Mots-clé : globule polaire, développement embryonnaire.

ntre los programas de reproduccidn asistida hay

diversas variables implicadas en las tasas de

éxito, las cuales deben controlarse de manera
adecuada. Al parecer, la calidad ovocitariat es uno de
los factores que influyen directamente en las tasas
de fertilizacion para lograr embriones adecuados.

Se demostro que durante el protocolo de estimu-
lacion ovarica en programas de fertilizacion in vitro
debe monitorizarse el desarrollo folicular a fin de
obtener una cohorte ovocitaria lo mas homogénea
posible, asi como ovocitos maduros y de buena calidad.?

Con la introduccién y el establecimiento de la
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides en
reproduccion asistida se observa mejoria en las tasas
de fertilizacion e implantaciéon en parejas con
infertilidad inexplicable, incluso en casos con factor
masculino gravemente afectado.®

Sin embargo, aun dentro de los procedimientos de
micromanipulacion de gametos que aumentan las
posibilidades de éxito en estos programas, la calidad y
madurez del ovocito son variables que influyen en los

¥  Este trabajo obtuvo el tercer lugar de investigacion clinica en
el 55 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia.

*  Centro Especializado para la Atencion de la Mujer, Hospital
Angeles de las Lomas.

Correspondencia: Dr. Alberto Kably Ambe. Centro Especializado
para la Atencion de la Mujer, Hospital Angeles de las Lomas.
Vialidad de la Barranca s/n, col. Valle de las Palmas, CP 57763.

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

resultados. Hay controversias en este aspecto, ya que
algunos autores como Xia y colaboradores reportaron
gue existe una correlacion directamente proporcional
entre la calidad ovocitaria (caracteristicas del cuerpo
polar) y el espacio perivitelino (tasas de fertilizacién y
calidad embrionaria).* Algunos autores, como De Sutter
o Balaban, no encontraron relacion entre la morfologia
de los ovocitosy las tasas de fertilizacion o de embarazo.5¢

Algunos estudios demostraron que durante la
estimulacién ovérica los embriones de buena calidad
dan lugar al desarrollo folicular y ovocitario
adecuados; sin embargo, éste puede verse influido de
manera negativa por episodios apoptéticos en las
células de los cumulos que son independientes del
protocolo de estimulacién.

Host y colaboradores’ sefialaron que existe mayor
incidencia de apoptosis en los ovocitos inmaduros en
estadio de vesicula germinal o con falla en la fertili-
zacion.

Pompemayer y su equipo reportaron que la buena
calidad de los ovocitos al momento de la captura se
vincula con el buen desarrollo embrionario que se
evalUa en el dia tres postcaptura.?

Se menciona que incluso 9% de los ovocitos sufren
dafio mecanico importante durante la micromanipu-
lacién de gametos. Si se aplica la inyeccién
intracitoplasmica de espermatozoides en 6vulos de
mala calidad, el resultado serd embriones alterados con
bajas posibilidades de implantacion. Por ende, en la
evaluacién del ovocito se propone incluir el cuerpo
polar y sus caracteristicas, asi como el espacio perivite-
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lino o la demostracion de granulos citoplasmaticos. Se
plantea, por ejemplo, que la simetria del cuerpo polar
es uno de los principales parametros de evaluacion
morfoldgica del ovocito.

En el analisis de la evolucion del cuerpo polar deben
tomarse en cuenta los siguientes factores: el primer
cuerpo polar aparece entre 36 y 44 horas posteriores a
la aplicacién de la gonadotropina coriénica humana,
la cual simulael pico de la hormona luteinizante. Dicho
cuerpo polar se desintegra alrededor de 20 horas
después. La deteccién de extrusion tardia, la
fragmentacion temprana, el tamafio o la simetria
anormal indican la mala calidad ovocitaria y, en
consecuencia, el mal pronéstico del desarrollo
embrionario.?®

Los estudios recientes tratan de catalogar al cuerpo
polar como un parametro pronostico para tasas de
fertilizacion y embarazo. Ebner y colaboradores
observaron que los ovocitos calidad 1 (buena calidad),
en relacion con el cuerpo polar, tenian fertilizacién de
89.1y 89% de embriones buenos; en comparacion con
50 y 4% observados en los ovocitos de mala calidad.
Un estudio realizado por el mismo autor en 1999 report6
que los évulos con cuerpo polar de buena calidad
registraban tasas de embarazo del 47.4%, comparado
con 14.3% de los de mala calidad.® Con el fin de conocer
la relacién de calidad del cuerpo polar y del espacio
perivitelino con las tasas de fertilizacion, tasas de
segmentacién y calidad embrionaria se decidi6 realizar
un estudio retrospectivo en la unidad de reproduccion
asistida del Centro Especializado para la Atencion de
la Mujer.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron 61 pacientes que ingresaron al programa
de fertilizacion in vitro y se les aplico inyeccién
intracitoplasmica de espermatozoides entre enero y
diciembre del 2003. Los criterios de no inclusién fueron
los siguientes: pacientes en las que se cancel6 el ciclo
por falta de desarrollo folicular o en las que no se
realizd captura de ovocitos. Se inicié con hiperesti-
mulacion ovérica controlada con FSH recombinante
(Gonal F®, Serono, México) al tercer dia del ciclo
menstrual. Se realiz6 monitoreo con ultrasonido
endovaginal, transductor de 5 Mhz (Aloka SSD 1100.

Aloka, Japdn) y determinaciones de hormona luteinizante.
Al observar tres o mas foliculos de 18 mm, se aplic6 hCG
recombinante a 250 mcg (Ovidrel®, Serono, México) para
inducir lamaduracién final de los ovocitos. Se programé
la captura ovocitaria 36 horas después, la cual se efectud
con guia ultrasonografica y sedacién intravenosa con
propofol arazén de 100 mg/kg.

Las muestras seminales se obtuvieron por mastur-
bacién y se dejaron licuar de 15 a 30 minutos. Estas se
analizaron para densidad y movilidad con la camara
de Mackler. Para la morfologia se utilizé el criterio
estricto de Kruger.

La preparacién seminal se realizé con la técnica de
swim-up en medio HTF-M (adicionado con 7.5% de
suero sintético).

Entre 4y 6 horas después de la captura ovocitaria se
eliminaron las células del cumulus con hialuronidasa
(CooK, Sydney) durante 10 segundos y se enjuagaron
en medio de lavado (HTF-M adicionado con 10% de
suero sintético).

Los ovaocitos se evaluaron en microscopio invertido
y se separaron los Ml para aplicar la inyeccion. Luego,
se colocaron en gotas individuales para la inyeccion
intracitoplasmatica del espermatozoide y se anotaron
sus caracteristicas: zona pellcida, espacio perivitelino,
citoplasma (vacuolas, granulacion) y cuerpo polar.

Para la evaluacion del cuerpo polar se tomé en
cuenta el nimero de cuerpos, el tamafio, laformay la
fragmentacién. Se evalué si el aspecto del espacio
perivitelino eranormal o irregular. Asimismo, se valoro
el grosor y la morfologia de la zona peltcida.

Después de la inyeccidn, los ovocitos se colocaron
en medio de crecimiento (P1 adicionado con 10% de
suero sintético). A las 17 horas posteriores a la inyeccion
se verifico la fertilizacion. Los embriones se analizaron
en funcion de la presencia de 1, 2 6 més pronucleos, o
si los ovocitos se encontraban degenerados sin fertilizar.
La segmentacion se valord a las 48 y 72 horas
posteriores a la inyeccidn de espermatozoides.

En relacion con el nUmero de blastémeras del
embrion, al dia tres se les dividio en: preembriones con
menos de cuatro blastomeras; preembrionesentre 4y 8
y de 9 a 12 blastémeras y embriones que llegaron a la
etapa de blastocisto.

Lacalidad de los embriones se basé en el nUmeroy
simetria de las blastomeras, asi como en el porcentaje
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de fragmentos en su interior. Se catalogaron como
excelentes, buenos, regulares y degenerados.

Se realizé andlisis estadistico con el programa SPSS
10.0 para Windows (Microsoft Co., USA) y se utilizo la
prueba de la ji al cuadrado.

RESULTADOS

Se evaluaron 883 ovocitos obtenidos por aspiracion
folicular con guia ultrasonografica, en 61 pacientes que
ingresaron a un programa de fertilizacion in vitro.
Después de retirar las células del cumulus con
hialuronidasa se evalu6 el aspecto morfolégico del
Ovulo, en relacion con las caracteristicas del cuerpo
polar, espacio perivitelinoy zona pellcida.

Al realizar el analisis descriptivo de los datos, se
observé que 43.8% de los ovocitos tenian cuerpo polar
morfolégicarnente normal, 54.9% espacio perivitelino
normal y 69% con zona peltcida normal (figuras 1,2y
3).

Al comparar las caracteristicas del cuerpo polar con
la tasa de fertilizacion, se observo que 57% de los
ovocitos con cuerpo polar normal tuvo una adecuada
fertilizacion. Hubo fertilizacion en menos del 20% con
cuerpo polar irregular o fragmentado (p = 0.0001). Por
lo que se refiere al cuerpo polar fragmentado, 37% de
los ovocitos se observaron degenerados después de
revisar la fertilizacion (cuadro 1).
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Figura 1. Caracteristicas del cuerpo polar.
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Figura 2. Caracteristicas de la zona pelicida.
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Figura 3. Caracteristicas del espacio perivitelino.

Al comparar los resultados de la segmentacién en
relacién con las caracteristicas del cuerpo polar, se
observé que ésta era adecuada en 56.9% de los ovocitos
gue tenian cuerpo polar normal, en comparacion con
20y 10% de los que lo tenian irregular o fragmentado.
Los datos fueron estadisticamente significativos
(cuadro 2).

Conrespecto a la calidad de los ovocitos analizados
en funcién de la morfologia del cuerpo polar, se
observaron diferencias estadisticamente significativas
en los embriones provenientes de 6vulos con cuerpo
polar fragmentado, de los cuales 79% no se desarrollo.
Se observaron embriones de excelente calidad cuando
el cuerpo polar era morfolégicamente normal (cuadro
3).
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Cuadro 1. Fertilizacion de acuerdo con caracteristicas del cuerpo polar

Cuerpo polar Cuerpo polar Cuerpo polar Cuerpo polar con Valor p
normal irregular fragmentado tamafio anormal
Sin fertilizacion 48 (32.7%) 33 (22.4%) 53 (36.1%) 11 (7.5%)
1 prondcleo 11 (45.8%) 0 9 (37.5%) 4 (16.7%)
Buena fertilizacion 225 (57.1%) 79 (19.3%) 42 (10.7%) 47 (11.9%) p =0.001
3 0 més prontcleos 5 (35.7%) 3 (21.4%) 6 (42.9%) 0
Degenerados 76 (29.9%) 60 (23.6%) 95 (37.4%) 21 (8.3%) p =0.001

Cuadro 2. Segmentacion de acuerdo con caracteristicas del cuerpo polar

Normal Irregular Fragmentado  Dos cuerpos polares Tamafio anormal Valor p
Nam. (%) Nam. (%) Nam. (%) Nam. (%) Nam. (%)
Sin segmentacion 141 (32.2) 97 (22.1) 160 (36.5) 5(1.1) 35 (8)
Blogueado 79 (56.4) 24 (17.1) 18 (12.9) 0 19 (13.6)
Buena segmentacion 145 (56.9) 51 (20) 27 (10.6) 3 (1.2) 29 (11.4) p =0.001
Cuadro 3. Calidad ovocitaria en relaciéon con el cuerpo polar
Normal Irregular Fragmentado  Dos cuerpos polares  Tamafio anormal Valor p
Nam. (%) Nam. (%) Nam. (%) Nam. (%) Nam. (%)
No desarrollo de embrién 144 (39.5) 98 (57.0) 162 (79.0) 5 (62.5) 35 (42.2) p =0.001
Excelente 98 (26.8) 38 (22.1) 16 (7.8) 1 (12.5) 25 (30.1)
Bueno 91 (24.9) 26 (15.1) 18 (8.8) 2 (25.0) 16 (19.3)
Regular 24 (6.6) 6 (3.5) 6 (2.9) 0 5 (6.0)
Degenerado 7 (1.9) 4 (2.3) 3 (1.5) 0 2 (2.4)
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Figura 4. Nimero de blastomeras del embrién en funcion del cuerpo polar.
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Figura 5. Tasas de fertilizacion de acuerdo con las caracteristicas de la zona pellcida.

Cuadro 4. Segmentacion embrionaria en funcién de la zona
peltcida

Sin Bloqueado Buena
segmentacion Num. (%) segmentacién
Nam. (%) Nam. (%)
Normal 300 (52.2) 95 (16.5) 180 (31.3)
Gruesa 55 (53.9) 14 (13.7) 33 (32.4)
Delgada 73 (56.2) 24 (18.5) 33 (25.4)
Irregular 8 (34.8) 7 (30.4) 8 (34.8)

En cuanto a la correlacién entre el nUmero de
blastomeras del embrién, no existieron diferencias
significativas, solo cierta tendencia a observar embriones
de 5 a 8 blastémeras al dia tres, en ovocitos con cuerpo
polar normal (figura 4). Al analizar las tasas de
fertilizacion en relacidn con las caracteristicas de la zona
peltcida, se observod que cuando ésta fue morfologica-
mente normal, 69.7% de los ovocitos tuvieron
fertilizacion adecuada; comparado con 11, 15y 3%
cuando la zona fue gruesa, delgada o irregular. Hubo
una diferencia estadisticamente significativa (figura5).

Al evaluar las tasas de segmentaciéon, no hubo
diferencias significativas cuando se compararon los

ovocitos en la calidad de su zona pellcida (cuadro
4).

Al considerar el nUmero de blastdmerasy la calidad
del embridn, no se detectaron diferencias significativas
en la calidad de la zona peldcida.

No se encontraron diferencias significativas entre
las tasas de fertilizacién, segmentacién y calidad
embrionariasy lazona pellcida o el espacio perivitelino
(figuras 6,7y 8).

COMENTARIO

En los programas de reproduccién y micro-
manipulaciéon de gametos es importante obtener
ovocitos de buena calidad para evitar un posible dafio
mecanico durante la inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides que pudiera afectar de manera
sustancial la fertilizacion, segmentacion e implantacion
del embrién.

La calidad ovocitaria se evalu6 de manera integral,
puesto que se consideraron el cuerpo polar, el espacio
perivitelino o la zona peldcida vy el citoplasma. Con
base en esto se pudo calificar al ovocito.
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Figura 6. Fertilizacién ovocitaria en funcién de la morfologia del espacio perivitelino.
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Figura 8. Calidad embrionaria de acuerdo con la morfologia del
espacio perivitelino.

En la actualidad, algunos autores, como Ebner y
colaboradores, postulan la evaluacién del cuerpo polar
como un parametro importante para predecir tasas de
desarrollo embrionario adecuado, asi como el
embarazo.! En este estudio se observé que el cuerpo
polar guardd relacién con las tasas de fertilizacion y
segmentaciéon embrionarias, ya que 57.1% de los
ovocitos morfolégicamente normales tuvieron buena
fertilizacion, en comparacion con los que tenian
morfologia anormal (forma, tamafio o fragmentacion).
S6lo 20% logro fertilizarse a través de inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides. Lo mismo
sucedié con la segmentacion, se observo que 56.9% de
los ovocitos con cuerpo polar normal se desarrollaron
de manera adecuada. Por lo que se refiere a la calidad
embrionaria y al nimero de células del embrion
valorado en el dia tres, se observé mejor calidad y un
numero de blastbmeras adecuadas (entre cinco y ocho)
en los ovocitos con cuerpo polar normal, aunque sin
haber diferencia significativa. Estos datos coinciden
con los pocos estudios reportados en la bibliografia
por Ebner o Pompermayer.1®

Al comparar las tasas de fertilizacion con las
caracteristicas de la zona pelUcida, se observo que los
ovocitos con zona pellcida normal eran proclives a
una adecuada fertilizacidon (dos pronucleos), en
comparacion con los que tenian alteraciones en dicha
zona. Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas. Sin embargo, no hubo diferencias
importantes en los parametros de segmentacion,
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calidad del embrion y nimero de blastomeras. No se
encontré ninguna desigualdad o relacion estadistica
en el espacio perivitelino con las variables ya
mencionadas.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio,
se concluye que la calidad ovocitaria influye de manera
importante en la fertilizacion y desarrollo embrionario;
sin embargo, el cuerpo polar es el parametro que mas
se relaciona con la fertilizacion y segmentacion en las
variables que se determinan en un ovocito antes de la
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides. El
simple hecho de evaluar el cuerpo polar en los ovocitos
puede ayudar a la seleccion de los mismos y a reconocer
a los que son mas aptos o adecuados para realizar la
inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides.
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Salvo indicaciones particulares, el destete lento y progresivo seré preferido al destete brusco. En todos
los casos, la leche materna serd reemplazada, no inmediatamente, como se hace con demasiada
frecuencia, por sopas, sino por biberones de leche de vaca que substituirdn poco a poco cada una de

las tetadas.

Solamente después de la substitucién completa de la leche materna por leche de vaca se reemplazara
primero uno, después dos de los biberones por una pequefia sopa muy clara de harina con leche, y
después cada vez mas espesa. Las harinas deben ser variadas y sin cacao y se emplearan a este fin
la crema de arroz, la crema de cebada, la crema de avena, la harina amarilla, la harina blanca, la harina

de bananas, etc.

Reproducido de: Fabre. Manual de obstetricia. Barcelona: Salvat Editores,1941;p:332.
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Articulooriginal

Papel de los estrogenos en el soporte de la fase latea en ciclos de
fertilizacion in vitro con transferencia de embriones*

Fernando Cecilio Paredes Chavez,* Juan Carlos Barros Delgadillo,** Senia Suyapa Ochoa Rueda,* Gerardo
Barroso Villa,*** Sergio Villalobos Acosta,** Victor SGnchez Solis,** Mauricio Osorio Caballero,** Fernando
Gavifio Gavifio****

RESUMEN

Objetivo: evaluar la efectividad del uso de estradiol en la fase litea y describir el comportamiento de éste y la progesterona en la fase
lutea en ciclos de reproduccion asistida.

Material y método: se incluyeron pacientes a las que se les realizé fertilizacion in vitro y transferencia de embriones (FIV-TE) con
estimulacion ovérica controlada y se empleé el protocolo largo de analogo de la hormona liberadora de gonadotropinas. Estas se
dividieron en dos grupos al azar, uno de progesterona y otro de estrogeno y progesterona. Se realizaron tomas de estrégeno y
progesterona séricas a los 7 y 14 dias postransferencia.

Resultados: se examinaron 52 pacientes, 24 recibieron progesterona sola y 28 progesterona y estrégenos. Las concentraciones de
estradiol y progesterona al dia 14 fueron significativamente mas altas en las embarazadas. No hubo diferencia significativa en el dia
siete. El incremento de estradiol del dia 7 al 14 fue significativamente mayor en las pacientes tratadas con estrogenos mas progesterona;
el incremento de progesterona no fue significativo. El nimero de embarazos fue el mismo en ambos grupos de estudio.
Conclusiones: no hubo ventaja con la administracion de estradiol como soporte de la fase lutea en pacientes bajo fertilizacion in vitro
con transferencia de embriones. El estradiol y la progesterona en el dia siete no fueron factores de predicciéon adecuados de embarazo.
Palabras clave: soporte, fase lutea, estradiol, progesterona.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effectiveness of estradiol administration for luteal phase support and to describe the progesterone and
estradiol behavior in vitro fertilization-embryo transfer luteal phase.

Material and methods: Patients undergoing in vitro fertilization-embryo transfer with controlled ovarian hyperstimulation and using
gonadotropin releasing hormone agonist. They were divided at random into two groups: group 1 would receive progesterone alone, and
group 2 would take estrogen and progesterone. Serum concentrations of estradiol and progesterone were measured on days 7 and 14
post-embryo transfer.

Results: We examined 52 patients; 24 received progesterone alone and 28 took estrogen and progesterone. Significantly higher
estradiol and progesterone concentrations on day 14 were found in pregnant women. It was not on day 7. A significant increment of
estrogen was found in the estrogen and progesterone group. Progesterone did not increase significantly. Pregnancy rate was the same
in both groups.

Conclusions: For patients undergoing in vitro fertilization-embryo transfer, the addition of estradiol to the progesterone support regimen
does not have beneficial effects in terms of pregnancy rate. On day 7 neither progesterone nor estradiol are good predictors of
pregnancy.

Key words: luteal phase support, estrogen, progesterone.

SOMMAIRE

Objectif : évaluer I'effectivité de I'usage d’cestradiol dans la phase lutéale et décrire le comportement de celui-ci et de la progestérone

dans la phase lutéale dans des cycles de reproduction assistée.

Matériel et méthode : on a inclus des patientes dans lesquelles on a réalisé fertilisation in vitro et transfert d’embryons (FIV-TE) avec

stimulation ovarienne controlée et I'on a utilisé le protocole long d’analogue de 'hormone libératrice de gonadotrophines. Celles-la se sont

divisées au hasard dans deux groupes, I'un de progestérone et I'autre d’cestrogene et progestérone. On a fait des prises d’cestrogene

et progestérone sériques aux 7 et 14 jours post-transfert.

Résultats : on a examiné 52 patientes, 24 ont regu progestérone seule et 28 progestérone et cestrogénes. Les concentrations

d’'cestradiol et progestérone au jour 14 ont été significativement plus hautes chez les femmes enceintes. Il n’y a pas eu de différence
[ <3
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importante au jour 7. L'incrément d’cestradiol du jour 7 au 14 a été significativement majeur chez les patientes traitées avec oestrogenes
plus progestérone, I'incrément de progestérone n’a pas été significatif. Le nombre de grossesses a été le méme dans les deux groupes

d’étude.

Conclusions : il n'y a pas eu d’avantage avec I'administration d’cestradiol comme support de la phase lutéale dans des patientes sous
fertilisation in vitro avec transfert d’embryons. Au jour 7, I'cestradiol et la progestérone n'ont pas été des facteurs de prédiction adéquats

de grossesse.
Mots-clé : support, phase lutéale, oestradiol, progestérone.

mediados de 1980, con la incorporacion de

los agonistas de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRHa) a los protocolos

para hiperestimulacién ovarica controlada en
fertilizacion in vitro con transferencia de embriones (FIV-
TE), ademas de otras técnicas de reproduccion asistida,
los resultados mejoraron significativamente. Si bien
estos medicamentos son Utiles, también tienen efectos
no deseables, principalmente en la fase luteinica por
una luteolisis prematura con rescate inadecuado del
cuerpo lateo.! Este deterioro puede deberse al efecto
del agonista y a otros factores. Las causas probables
son: 1) el agonista ocasiona supresion de la secrecion
hipofisiaria de la hormona luteinizante (LH) durante
10 dias aproximadamente, e incluso se menciona de 2
a 3 semanas después de su Ultima dosis. Sin la sefial
de la hormona luteinizante, el cuerpo lGteo es
disfuncional y, por ende, la secrecion de estrogeno y
progesterona se altera.2) La remocién de grandes
cantidades de células de la granulosa al momento de
la captura de ovocitos, que son la fuente méas importante
de sintesis de progesterona por el cuerpo luteo, ademas
de un probable dafio en la vascularizacién del cuerpo
IGteo alteran la accién de la gonadotropina coriénica
humana en su érgano blanco. 3) Las concentraciones
suprafisioldgicas de esteroides durante la fase lGtea

¥  Este trabajo obtuvo el tercer lugar de investigacion clinica en
el 55 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia.

* Residente de segundo afio de biologia de la reproduccion
humana.
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temprana, secundarios a la estimulacién ovarica,
pueden inhibir la liberacion de la hormona luteinizante
debido a una retroalimentacién negativa en el eje
hipotadlamo hipofisiario. 4) Es posible que el agonista
de la hormona liberadora de gonadotropinas actue
directamente en el ovario y afecte la actividad de la
aromatasa en las células de la granulosa estimulada
por la hormona foliculostimulante (FSH), o por la
modulacién de otras hormonas esteroidogénicas. 5)
Falta de rescate del cuerpo lGteo, ya que la supervivencia
de éste depende de lahGC del trofoblasto, si se tomaen
cuenta que la funcién hipofisiaria esta suprimida toda
la fase lUtea, y que los embriones se implantan de
manera tardia sin lograr rescatar el cuerpo ltteo.* Con
la intencion de compensar esta alteracién, se emplean
complementos para la fase lGtea como la hGC
intramuscular y progesterona en sus diversas vias de
administracion (intramuscular, oral, vaginal, topica®).
Su administracién es de gran importancia en ciclos
con hiperestimulacién ovarica controlada, asi como la
utilizacion de GnRHa pues el RR para el porcentaje de
embarazo clinico y para embarazo en curso, en
comparacion con el placebo, es de 2.38 y 3.8, respecti-
vamente. Esto demuestra, de manera contundente, que
la administracién de progesterona en ciclos con
hiperestimulacion ovarica controlada bajo supresién
con GnRHa es necesaria para la luteolisis prematuray
la disminucién importante de la esteroidogénesis del
cuerpo liteo concomitante.? Las vias de administracion
mas utilizadas son la via vaginal y la intramuscular,
éstas son igualmente efectivas;! sin embargo, la via
intramuscular es la que mas se prefiere.?2 Existe
controversia de si realmente es necesaria la adminis-
tracion de estrégeno exégeno afiadido a la progesterona
y si esta combinacion es més efectiva que la utilizacion
de progesteronasola, ya que se demostré que el estradiol
es necesario en la fase folicular como preparacion para
la maduracion por parte de la progesterona en la fase
IGtea. Sin embargo, no esta establecido que dicha
hormona sea Util en la fase IGtea, motivo por el cual se
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han realizado varios estudios con resultados diversos.
Lewiny colaboradores,® junto con Smitz y su equipo,*
no mostraron mejoria con la utilizacion de estrégeno
concomitante; en cambio Farhi, colaboradores’ y
Causio® si encontraron mejoria en los resultados. Dada
la falta de uniformidad en los criterios e indicaciones
para la prescripcion de estrégenos en soporte de fase
Iateay la falta de bibliografia al respecto, en este estudio
se compararan los resultados del protocolo de
progesterona sola en contra de estradiol mas proges-
terona, ademas del comportamiento bioquimico que
tienen ambas intervenciones.

OBJETIVO

Demostrar la efectividad de los estrégenos en el soporte
de la fase latea y describir el comportamiento de las
concentraciones de éstos y de la progesterona durante
la fase lUtea en los ciclos de reproduccién asistida.

MATERIAL Y METODO
Seleccion de pacientes y ciclos

Se incluyeron de manera prospectiva 52 pacientes que
realizaron igual namero de ciclos de fertilizacion in

vitro con transferencia de embriones durante un periodo
de cinco meses (enero a mayo del 2004). Las indica-
ciones para FIV- TE incluyeron los siguientes
diagnosticos: factor tuboperitoneal, endocrino-ovarico,
masculino, de causa no determinada y mixto cuando
la pareja tenia méas de un factor alterado. También se
analizé la presencia o no de endometriosis, aunado a
los factores antes mencionados. Su diagndstico se
dividié enclase I-11 o clase HI-1V (cuadro 1).

Las pacientes se dividieron al azar en dos grupos para
el soporte de la fase latea. El grupo | solo recibio
progesteronay el grupo |l progesteronamas 17-f estradiol,
como se describe en la seccion de soporte de fase lUtea.

Protocolo de estimulacién ovarica

Debido a que los procedimientos de fertilizacién in vitro
con transferencia de embriones se realizan por ciclos,
y con el fin de ciclar a las pacientes para conseguir una
fecha de menstruacion similar en ellas, se les recet6 un
anovulatorio oral de norgestrel de 0.50 mg y
etinilestradiol de 0.05 mg por tableta (Ovral, Wyeth,
Canada). A todas las pacientes se les indico el protocolo
largo de agonista de GnRH, acetato de leuprolide (AL)
(Lucrin Solucion Kit, Abbott, EUA). Se inici6 con la
administracién subcutanea de 1 mg/dia por un minimo

Cuadro 1. Caracteristicas de los ciclos de los dos grupos de tratamiento

Variable Grupo 1 Grupo 2 p
NUm. de pacientes 24 28
NUm. de ciclos 24 28
Edad (X p DE) 33.6p3.7 343p34 0.469
Factor alterado (%)
Tuboperitoneal 9 (17) 20 (39) 0.0417*
Endocrino-ovarico 3 (6) 1(2)
Masculino 7 (13) 7 (13)
No establecido 3 (6) 0
Mixto 2 (4) 0
Endometriosis 0.7543
Sin endometriosis 16 (30.76) 19 (36.53)
Grado I-II 5 (9.61) 4 (7.69)
Grado lI-IV 3 (5.76) 5 (9.61)
Tipo de infertilidad (%) 0.1707
Primaria 16 (31) 13 (25)
Secundaria 8 (15) 15 (29)
Duracion de la infertilidad (X p DE) 0.1532
< 2 afios (%) 3 (6) 10 (19)
2-5 afios (%) 4 (8) 3 (6)
> 5 afios (%) 17 (32) 15 (29)

*p <0.05.
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de siete dias o hasta lograr la desensibilizacién
hipofisiaria. Después se proseguia a disminuir la dosis
del agonista a 0.5 mg/dia y se iniciaba la adminis-
tracion de la hormona foliculo estimulante (FSH)
recombinante (FSHr) en forma de folitropina alfa o beta
(Gonal F, Serono, Italia, o Puregén, Organon, Holanda)
adosis de acuerdo con la edad: 35 afios, 300 Ul/dia; de
35a38afios, 375 Ul/diay mas de 38 afios, 450 Ul/dia
en aplicacion subcutanea. Se realiz6 un ultrasonido
transvaginal basal con transductor multifrecuencia de
5 a 7.5 mHz con el modelo SI Sonoline 400 (Aloka,
Japon) y medicion de las concentraciones séricas de la
hormona foliculo estimulante y estradiol después de
un minimo de siete dias de administracion de acetato
de leuprolide. En casos en los que las concentraciones
séricas de la hormona foliculo estimulante y estradiol
eran de 5 Ul/mL y < 80 pg/mL respectivamente, el
acetato de leuprolide se continuaba a la misma dosis
por 48 horas masy se repetian los estudios hasta lograr
la desensibilizacion. Posteriormente, se iniciaba la
administracién de la hormona foliculo estimulante
recombinante. Se efectlio un ultrasonido cada 24 6 48
horas, a partir del octavo dia del ciclo o sexto de
estimulacion ovarica. Al encontrarse tres o mas
foliculos de 18 mm de didmetro y determinacion sérica
de 500 pg/mL, se ordend la aplicacién de la hormona
gonadotropina coriénica humana urinaria (hCG) a
razén de 10,000 Ul 0 250 mcg de hCGr (Profasi, Serono,
Italia u Ovidrel, Serono, Italia). La recuperacion de los
ovocitos se realizo via transvaginal guiada por
ultrasonido, 34 a 36 horas después de la aplicacion de
lahCG.

Los ovocitos se incubaron en medio de fluido tubario
humano (HTF), suplementado con suero sintético
sustituto al 10% (Irving Scientific, Santa Ana, CA) bajo
aceite mineral (Squibb, California), en cajas de cuatro
pozos (Falcon, Becton Dickinson, NJ),a37°Cy en 5%
de CO,. Se inseminaron con aproximadamente 50,000
espermatozoides moéviles por ovocito y 16 a 20 horas
después se corroboro la fertilizacion mediante la
identificacion de dos pronucleos. Una vez corroborada
lafertilizacion, se realizd el cultivo de los preembriones
en cajas de Petri (Falcon, Benton Dickinson, NJ), en
gotas de 40 microlitros del mismo medio bajo aceite
mineral. Se valord la segmentacion cada 24 horas hasta
la transferencia de los mismos.

La preparacién del semen para la inseminacién de
los ovocitos se efectu6 mediante la técnica de dos
gradientes de concentracion Isolate upper-lower (Irving
Scientific, Santa Ana, CA) (gradientes de 40 y 90%,
respectivamente). La muestra seminal se coloco
volumen avolumen con el fluido tubario humanoy se
suplementd con suero sintético sustituto al 8.5% sobre
los gradientes de Isolate. Se centrifug6 a 1,600
revoluciones por minuto (rpm) durante diez minutos y
se retiro el sobrenadante. Se prosiguio6 a efectuar el
lavado mediante centrifugado a 1,800 rpm durante
cinco minutos; se elimind el sobrenadante y la muestra
se ajustd a 1 mL para obtener los espermatozoides del
sobrenadante mediante la técnica de swim-up.

La transferencia embrionaria se realiz6 72 horas
después de la recuperacion ovocitaria; se utilizo el
catéter de Frydman (CCD, Francia) o catéter de Asch
(Cook Ireland, Inglaterra).

Protocolo de soporte de fase lGtea
El soporte de la fase lUtea se hizo a partir del dia de la
recuperacion de los ovocitos, mediante la adminis-
tracion de progesterona (P4) parenteral (IM) (Cuerpo
Amarillo Fuerte, Hormona, México) a razon de 50 mg/
dia.

A partir del dia siete postransferencia embrionaria
y luego de realizarse la determinacion sérica de estradiol
y progesterona, las pacientes se dividieron al azar en
dos grupos: el grupo | so6lo recibi6 progesteronay el
grupo Il progesterona mas 17-f estradiol (Primogyn,
Schering) a razéon de 2, 4 6 6 mg/dia cuando las
concentraciones de estradiol al dia siete
postransferencia fueron > 100 pg/mL, entre 50 y 100
pg/mLy <50 pg/mL.

Monitorizacion de la fase lUtea

Se realiz6 mediante la determinacion sérica de estradiol
y progesterona al dia siete postransferencia, y de
estradiol, progesterona y subunidad beta de hCG (b-
hCG) al dia 14 postransferencia.

Anélisis hormonal

Las concentraciones de la hormona foliculostimulante
(FSH), hormona luteinizante (LH), estradiol (E2) y
progesterona (P4) se determinaron mediante el ensayo
de inmunoquimioluminiscencia (ACS: 180, automate-
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chemiluminescence system, Bayer, Nueva York), con
coeficientes de variacion intra e interensayo de 1.81 a
0.78%, de 0.37 2 0.30%, de 1.78 a 6.59%, de 4.27 a 0.62%
y de 2.33 a 4.21% para la FSH, LH, E2, P4 y B-hCG,
respectivamente.

Analisis estadistico

Las variables nominales (tipo de infertilidad, evolu-
cion, factor alterado y endometriosis) se analizaron
mediante la prueba exacta de Fisher para las tablas de
2x2,y lapruebade laji al cuadrado de independencia
para las tablas con mas celdas.

Las variables continuas (edad, hormona foliculo esti-
mulante y luteinizante basal, nUmero de foliculos 18
mm, concentraciones de estradiol, progesterona, dosis
de progesteronay estrogenos y el nimero de embriones
implantados) se analizaron con la prueba de la t de
Student no pareada en los casos de comparaciones entre
grupos: con y sin complemento de estradiol (grupos
experimentales), embarazadas y fallidas. Se utilizé la
prueba de ANOVA factorial para el analisis combinado
entre los grupos experimentales y de embarazadas y
fallidas.

También se calculé una curva ROC para determinar
las concentraciones éptimas de estradiol y progeste-
rona como puntos de prediccidon de embarazo y se
mostro la sensibilidad y especificidad de las mismas.

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio, 52 ciclos de pacientes se
seleccionaron al azar: el grupo 1 (s6lo progesterona)
consistio en 24 ciclos y el grupo 2 (progesterona y
estradiol) en 28. El cuadro 1 muestra las caracteristicas
de ambos grupos. No hubo diferencia entre ambos
grupos en relacion con la edad, tipo de esterilidad
(primaria o secundaria), tiempo de evolucién,
endometriosis; excepto en la variable de factor de
infertilidad, debido a que en el grupo 2 el factor
tuboperitoneal fue mas frecuente (P=0.0417). Las
caracteristicas de los ciclos de fertilizacion in vitro con
transferencia de embriones también se compararon en
ambos grupos. No hubo diferencias en el tipo de
protocolo que se empled para hiperestimulacion
ovarica controlada, namero de foliculos mayores de 18
mm, nimero de ovocitos obtenidos, tasa de fertilizacién,

numero de embriones transferidos, nimero de
embriones implantados y tasa de implantacién. Las
concentraciones de estradiol y de progesterona se
midieron a los dias 7 y 14 postransferencia embrio-
naria. El impacto del embarazo se evalu6 en las
concentraciones séricas de estradiol y progesterona,
asi como las concentraciones de las pacientes que no
resultaron embarazadas. No se encontraron diferencias
significativas en las concentraciones de estradiol ni
progesterona al dia siete entre las pacientes embaraza-
das y no embarazadas. Sin embargo, si se encontraron
diferencias importantes en dichas concentraciones al
dia 14 entre las pacientes embarazadas y no
embarazadas. Las concentraciones de estradiol fueron
de 1256.9 r 994.5 pg/mL y de 367.6 r 489.5 pg/mL,
respectivamente (p = 0.0002). La progesterona al dia
14 fue de 51.3 p 40.1 ng/mLy 118.7 p 137.8 ng/mLen
las no embarazadas y embarazadas, respectivamente
(p =0.0104).

Se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de estradiol al dia siete, entre el grupo
1y 2;noasi en las concentraciones de progesteronaen
el mismo dia, ni en las concentraciones de estradiol y
progesterona al dia 14 entre ambos grupos. Las
concentraciones por grupo fueron las siguientes: a) en
el grupo 1, las concentraciones de estradiol al dia siete
fueron de 62.6 p 48.3, b) en el grupo 2 de 324.7 p 367.7
pg/mLy pg/mL (p =0.0005).

Con el fin de investigar si la proporcion en la que se
incrementan las concentraciones de E2 y P4 entre el
dia 7 y 14 puede predecir el embarazo, se hizo un
calculo entre las pacientes que lograron el embarazo
(embarazadas) y las que no lo hicieron (fallidas) y entre
los grupos 1y 2. En el analisis se observo incremento
en pg/mL de estradiol en embarazadas de 913.5 p
681.918 pg/mL, y sin embarazo de 257.1 p 504.5 pg/
mL (p =0.0012). Asimismo, se observo incremento de
progesterona ng/mL en las embarazadas de 78.1 p
125.6 ng/mL y en las que no lo estaban de 21.8 p 43.7
ng/mL (p =0.0253) (figura 1). Se encontr6 una diferencia
estadisticamente significativa en el incremento de
estradiol entre los dos grupos (grupo 1 de 203.9 + 626.0
pg/mL y en el grupo 2 de 577.8 = 555.9 pg/mL) (p=
0.03), en comparacién con la progesterona (figura 2).

Con el propdsito de demostrar una probable relacion
del complemento con estrogenos entre embarazadas 'y

ISSN-0300-9041 Volumen 72, Nam. 12, diciembre, 2004

649



Paredes Chavez FC y col.

fallidas, se investigo la significacion del incremento de
estradiol entre el dia 7 y 14 mediante la prueba de Fisher.
No hubo diferencias significativas entre el grupo 1y 2
de embarazadas, ni en el grupo 2 de las no embara-
zadas. Solo se encontré significacién entre los tres
grupos antes mencionadosy el grupo 1 de fallidas (p <
0.005) (figura 3).

Con base en lo anterior, se demostro que el
incremento de las concentraciones de estrégenos en
las embarazadas complementadas no influy6 en la
consecucion del embarazo, puesto que dichas
concentraciones no fueron importantes en el grupo de
embarazadas no complementadas.

1000+
9007
8007
700
600
500
400
300+
200 1
1001

0-

p < 0.005

Incremento de E2 (pg/mL)

Embarazo Fallido
Incremento pg E2 7-14

En el caso de la progesterona, también se encontraron
diferencias significativas (p < 0.05) a favor de las
fallidas sin complemento, debido a que no se
encontraron entre las pacientes complementadas
embarazadas y no embarazadas, y entre éstas y las no
complementadas embarazadas (figura 3).

Asimismo, se investigo el valor predictivo de las
concentraciones de estrogenosy progesterona afin de
establecer el valor real de la realizacion de estas
determinaciones durante la fase l(tea de ciclos de
fertilizacion in vitro con transferencia embrionaria. Se
encontro lo siguiente: la concentracion de corte parael
estradiol en el dia siete fue > de 90 pg/mL, es decir, si

80
70
60
50
20 p <0.01
30
20
104

Incremento en P4 (ng/mL)

Embarazo Fallido
Incremento mUl P4 7-14

Figura 1. Incremento de estradiol y progesterona del dia 7 al 14 en embarazadas y no embarazadas.
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Figura 2. Incremento de estradiol y progesterona del dia 7 al 14 por grupo de estudio.
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ésta se sobrepasa hay embarazo. Sin embargo, la  prediccion minima (s6lo predice cerca del 20% de los
sensibilidad y especificidad para este punto de corte  casos), por lo que los valores de estradiol y progesterona
fueron de 14y 13%, respectivamente (figura4). Como  en el dia siete no pueden utilizarse como marcadores
puede observarse, el punto de corte aporta una  de prediccion de embarazo.
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-200+
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Figura 3. Incremento de estradiol y progesterona del dia 7 al 14 por grupos.
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Figura 4. Curva ROC para estrégenos (sensibilidad y especificidad).
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Figura 5. Curva ROC para progesterona (sensibilidad y especificidad).

Finalmente, la adiciéon de estr6genos como
complemento en el soporte de la fase lGtea no afectd las
tasas de embarazo. Se encontraron tasas del 50% en
ambos grupos de tratamiento (figura 6). De las 52

pacientes, 12 (23.08%) se embarazaron; de las cuales
siete se encuentran en curso y cinco embarazos
concluyeron en aborto. De las pacientes sin embarazo,
55% esta en el grupo 2y 45% en el grupo 1.
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Figura 6. Efecto de cada condicion experimental en la tasa de
fallidas (izquierda) y embarazadas (derecha). No hay diferencias
significativas.

DISCUSION

En principio, debemos orientarnos hacia la fisiologia
normal del embarazo temprano para ver el comporta-
miento normal endocrino en la fase lGtea y en las
primeras semanas de gestacion. Posterior a la
ovulacion, en la fase lGtea media, hay unaelevacion de
las concentraciones de progesteronay estradiol. Estas
disminuyen en la fase lUtea tardia en caso de no existir
embarazo, secundario a la falta de rescate del cuerpo
IGteo por laausencia de hGC, la consecuente luteolisis
en la fase lutea tardia y el inicio de la menstruacion
dias después.® Yoshimi y colaboradores® observaron
gue existe un pico de progesterona 3 a 4 semanas
después de la administracion de hGC. Posteriormente,
las concentraciones caen y alcanzan una meseta en la
semana 6 a 8, seguida de la segunda elevacién de
progesteronaalasemana 10 (la vida media aproximada
del cuerpo amarillo es de 10 semanas). Tulchinsky y su
equipo!! demostraron que existe un incremento
progresivo de las concentraciones encontradas en la
fase lutea del ciclo menstrual. Después de la quinta a
sexta semanas de gestacién, los estrégenos y la
progesterona disminuyen debido a la reduccién del
cuerpo lGteo. Las concentraciones de estradiol
contindan elevandose después de la quinta semana de
gestacion (por produccion placentaria inicial), mientras
gue las de la progesterona no vuelven a incrementarse
hasta la semana 10 de la gestacién. No se encontré
diferencia entre las concentraciones de estradiol en la

fase media lUtea entre las embarazadas y no
embarazadas. Asimismo, no se encontro diferenciaen
las concentraciones de progesterona; sin embargo, en
la fase lUtea tardia las concentraciones de estradiol y
de progesterona fueron significativamente mas altas
en las embarazadas, aunque el mas importante fue el
incremento de estradiol. Estos resultados fueron
similares a los encontrados por Laufer y colabo-
radores.’

Al buscar un valor de estrégenos y progesterona
predictivo de embarazo, se observd que las
concentraciones de corte para el estradiol fueron > de
90 pg/mL y de 17.5 ng/mL para la progesterona en
fase lGtea media, pero con sensibilidad y especificidad
baja para detectar embarazo. Laufer® encontro
concentraciones de corte de 105 pg/mL para estradiol
y de 4.3ng/mL de progesterona para embarazo, aunque
no reporté sensibilidad y especificidad. Las concentra-
ciones de la hormona luteinizante, posterior a la
utilizacién del agonista, son demasiado bajas como
para sostener la funcion del cuerpo amarillo. Asi lo
demostraron Smitz y colaboradores,!? quienes
encontraron una reaccién anormalmente baja de
secrecion de la hormona luteinizante después de la
administracion de GnRH exdgena hasta el dia 14 6 15
después de la ultima dosis de agonista con protocolo
de desensibilizacion. Se demostro la disminuida
capacidad secretora de las gonadotropinas después
de usar el agonista, lo cual apoya la utilizacion de la
progesterona de manera invariable como soporte de la
fase lGtea, en comparacion con los estrogenos.*®
Sungurtekin y colaboradores®® demostraron que aun
cuando se utiliza el protocolo ultracorto de agonista
durante cinco dias, existe una supresion de la actividad
de la GnRH endogena. La utilizacién de GnRHa como
inductor de la ovulacién produce también una
supresion parcial hipofisiaria, 1o que disminuye el
soporte de lahormona luteinizante y provoca luteolisis
temprana.!* Posterior a la administracion de
antagonistas de la GnRH, hay una luteolisis prematura
por la accion de retroalimentacion negativa de las
concentraciones suprafisioldgicas de esteroides en la
fase latea temprana, lo que reduce la secrecién de GnRH
y hormona luteinizante.® Desde el punto de vista
fisioldgico, existe una accién sinérgica de estrégenos 'y
progesterona en el endometrio; el estrégeno estimula el
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crecimiento de glandulas y de estroma en preparacion
para su maduracion, ademas de inducir la formacién
de receptores paraestradiol y progesterona. Finalmente,
la progesterona incrementa la secrecién glandular y
provoca edema, cambios vasculares y aparicion de
células deciduales.” Younis y su equipo®® estudiaron
el endometrio en dos grupos: un grupo con la
administracion de estrégeno durante 14 dias y
progesterona durante 14, y el grupo control con
estradiol durante 28 dias y progesterona durante 14.
No se encontraron diferencias morfolégicas en el
endometrio y se demostré que el estradiol en la fase
lGtea no influyé en la capacidad de desarrollo del
endometrio. Por ende, el estradiol parecié no ser
obligatorio ni esencial para un adecuado desarrollo
del endometrio secretor en dicha fase. En otro estudio
se encontré que lamaduracién endometrial fue similar
tanto en la glandula como en el estroma, en un grupo
tratado con valeriato de estradiol mas progesteronay
en otro tratado con progesteronasola.* Se ha visto que
a pesar de haber incremento en las concentraciones de
estradiol circulante en el momento de la implantacion,
la madre y el trofoblasto actian sinérgicamente para
producir un ambiente de implantacion alto en
estrégeno. Sin embargo, desde el punto de vista del
receptor (endometrio) es diferente: se observé
disminucion en la capacidad de conversion mediada
por aromatasa de andrdgenos a estrégenos en la fase
Iatea media; la 17B-estradiol hidroxiesteroide
deshidrogenasa esta incrementada en relacién con la
disminucion de la concentracion de estradiol intracelu-
lar en el endometrio, todo lo anterior por accion de la
progesterona. Ademas, existe incremento en la activi-
dad del estrégeno sulfotransferasa bajo la influencia
de la progesterona, lo que resulta en la conversion del
estradiol a su forma inactiva sulfatada. Al parecer, esto
indica que no se necesitan concentraciones altas de
estrogenos durante la fase IGtea y que, por el contrario,
la progesterona actiia antes mediante mecanismos
compensadores intracelulares para contrarrestar las
altas concentraciones de estradiol durante la fase IUtea.
Asimismo, existe disminucion de los receptores de
estrégenos en el periodo de periimplantacién, por lo
que la estimulacién de los mecanismos que reducen o
inactivan los estrégenos puede ser un aspecto clave en
la influencia de la progesterona en la implantacion.?”

En el presente estudio, los porcentajes de embarazo
entre los grupos 1y 2 fueron iguales; no se observaron
ventajas en la adicion de estrégeno al soporte con
progesterona a partir del dia siete postransferencia
embrionaria. Farhi y colaboradores’ demostraron un
efecto benéfico con la administracion de estrogeno,
adicional a la progesterona intramuscular a partir del
diasiete postransferencia embrionaria. Encontraron un
porcentaje de embarazo de 23.4% en el grupo con
progesteronay de 33.8% en el grupo de estradiol més
progesterona. La diferencia mas significativa se
observé en el protocolo largo de GnRHa (39.6 vs 25.6%
P<0.05). El porcentaje de implantacion fue méas alto en
el grupo de estradiol mas progesterona (14 vs 9.6%) y
mas significativo en el protocolo largo de GnRHa (10.2
vs 15.2% P<0.05). Causio y Leonetti® observaron que,
en pacientes a las que se les realizo fertilizacion in vitro
con transferencia de embriones y protocolo largo de
GnRHa, el porcentaje de embarazo fue significativa-
mente mas alto en el grupo de estradiol mas
progesterona que en el grupo de progesteronasola. Por
el contrario, en un grupo Lewin y colaboradores®
utilizaron progesterona intramuscular durante 20 dias
a partir de la transferencia de embriones y en otro,
valerato de estradiol mas progesterona a partir del dia
de latransferencia de embriones y durante 20 dias. No
hubo diferencias importantes en el porcentaje de
embarazos entre ambos grupos: 26.5% para el grupo
con progesterona sola y 28% para el grupo con
estradiol mas progesterona. El porcentaje de nacidos
vivos fue de 78.6% en el grupo con progesterona sola
y de 76.1% en el grupo con estradiol mas progesterona.
Smitz y su equipo® estudiaron pacientes a quienes se
les efectud FIV-TE y previa estimulacion con hMG bajo
desensibilizacion con GnRHa. Un grupo fue tratado
con progesterona micronizada vaginal a partir de la
administracién de hGC y valerato de estradiol seis
dias después de laadministracion de hGC; al segundo
grupo solo se le administrd progesterona. Las tasas
de embarazo fueron similares en ambos grupos; para
el grupo con estradiol mas progesterona fue de 29.1%
y de 29.5% para el de progesterona sola. El porcentaje
de bebés nacidos por embriones transferidos fue de
10.7% en el grupo de estrégeno con progesteronay de
13.3% en el de progesterona sola; ninguna diferencia
fue significativa.
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Con respecto al impacto bioquimico de ambas
estrategias, el incremento global de estradiol del dia 7
al 14 en la fase latea fue significativamente mayor en el
grupo 2; el incremento de progesterona fue mayor,
aunque no de manera significativa, en el grupo 1. Esto
ya se esperaba, aunque no tuvo ningdn impacto en las
tasas de embarazo. De manera similar, Farhi y
colaboradores’ encontraron concentraciones de
estradiol mas elevadas en los dias 10 y 12 postrans-
ferencia embrionaria en el grupo de estradiol mas
progesterona. Lewin y su equipo® no encontraron
diferencias significativas en las concentraciones de
estradiol en ambos grupos (progesterona solay valerato
de estradiol méas progesterona) durante toda la fase
Iatea, en cambio, de manera similar alo encontrado en
nuestro estudio, las concentraciones de progesterona
en el dia 16 fueron mayores (aunque tampoco hubo
unadiferencia significativa) entre los grupos.

Smitz y colaboradores* observaron concentraciones
significativamente mas bajas de estradiol en el grupo
con progesterona sola que en el grupo de estradiol mas
progesterona entre los dias 11 y 18, posterior a la
administracién de hGC. Sin embargo, a diferencia de
nuestro estudio, las concentraciones de progesterona
también fueron menores en el grupo con progesterona
sola, en comparacién con el grupo de estradiol mas
progesterona. Se demostré que lacomplementacion no
incrementa la probabilidad de embarazo en las pacientes
a las que se les realiza fertilizacion in vitro con
transferencia de embriones, debido a que no se encontrd
aumento significativo en las concentraciones de estradiol
en las pacientes no embarazadas complementadas y no
complementadas. Sin embargo, las concentraciones de
estradiol fueron similares en pacientes embarazadas
complementadas y no complementadas, y se demostro
gue el incremento de las concentraciones de estradiol se
consigue por el embarazo y no por lacomplementacién.

CONCLUSIONES

En este estudio se demostré que no existe ventaja al
agregar estrogeno a laadministracion de progesterona
en la fase lGtea en ciclos de FIV-TE. Se comprobé que
las concentraciones de estradiol y de progesteronaen
el dia siete postransferencia embrionaria no fueron
buenos factores de prediccion de embarazo.
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Frigidez sexual*

aaarmante frecuencia con que los divorcios
L ocurren en nuestros dias y los pretextos in-

consistentes por los cuales muchos
matrimonios son destruidos, han llamado nuestraaten-
cion a temade lafrigidez sexual, ya que ella es con
demasiada frecuencia la raiz profunda del problema,
no importaen qué términos eufemistas puedan descri-
birselosmotivosdel divorcio.

Aungue no es posible dar cifras concretas, en ge-
neral, se estima gque un veinticinco por ciento de las
mujeressonfrigidas.

La frigidez debe ser adecuadamente definida, ya
gue €l término en su uso comin comprende muchos
significados, tales como dispareunia, falta de apetito
sexual, falta de sensacion sexual, anestesia vaginal,
etc. Lafrigidez esrealmente unaneurosisy su meca-
nismo es la inhibicién psiquica. En un sentido més
preciso, frigidez significafata de capacidad para ob-
tener el orgasmo vaginal, ya que muchas mujeres
experimentan sensaciones sexuales placenteras que
no pueden ser consideradas como orgasmos verdade-
ros.

El orgasmo en lamuijer es una compleja experien-
cia psicoginésica cuya fisiologia no ha sido alin
completamente determinada.

Variosfactoresen este comple o se encuentran bien
establecidos. Primero que nada debe haber receptividad
y responsividad por partedelamujer. El siguiente paso

* Reproducido de Ginecologia y Obstetricia de México
1949;IV(NUms. 18-19):210-2.

Ginecol Obstet Mex 2004;72:656-8

Hace 55 anos

Por Robert E. ROUGELOT, Jr.
Traducido por el Dr. Ramon dela FUENTE

es el despertar de las sensaciones sexuales a través
del contacto fisico, llamado juego amoroso. Durante
esta fase, se alcanza un estado de tumescencia. Los
genitales se ingurgitan con sangre; € clitoris se pone
erecto; las glandul as de Bartholino secretan gran can-
tidad de moco; y es posible que ocurraun aumento del
peristaltismo de lastrompas, del Utero y de lavagina.

En lafase de detumescencia, después de unaserie
de impulsos excitantes mediados a través del centro
eyaculatorio, hay unareaccion violentaque envuelve
totalmente al cuerpo y que es probablemente mas
manifiesta en € sistema nervioso simpético. La pre-
sién sanguinease eleva, larespiracién aumenta. Puede
haber ingurgitaci6n temporal delosvasos cerebrales,
desmayos, gritosy movimientosinvoluntariosy local-
mente un impulso motor intenso con aumento de la
movilidad uterina, espasmos musculares en el eleva-
dory constriccién delavaginay ocasiona menteemision
involuntaria de orinay espasmo glUteo. Simultanea-
mente hay una fase psiquica que varia en cada caso
individual, asi por ejemplo: unaenfermadescribe este
aspecto como unasensacion de que €l yo abandonael
cuerpo y queda suspendido en el espacio con un mo-
mento de intenso egoismo. Esta fase es seguida por
un sopor placentero que puede durar varias horas.

Losfactoresque producen lainhibicién del organmo
normal no se prestan facilmente aser clasificados, pero
con fines préacticos se les puede dividir en:

1°.- Causas debidas a conflictos psico-sexuales
profundos

2°.- Aquellos debidos a factores situacionales o
ambiental esfacilmente reconocibles.
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Cuando investigamos €l origen de los conflictos
psico-sexuales de lamujer encontramos que el meca-
nismo de esta neurosis esta inspirado en el complejo
conocido como “Envidiadel pene” (KNIGHT). Segin
este complejo, lanifiaa encontrarseasi mismasin el
organo masculino, adquiere por ello un sentimiento de
inferioridad, pudiendo reaccionar con sentimientos
masoqui stas 0 actitudes de odio haciael hombre como
padre o0 amante. Este es un concepto freudiano, e cual
hasido elaborado y difundido con ciertaextension por
algunospsiquiatras.

Elena DeutscH, por otro lado, sefialados principa
lesfactoresen lamujer: e narcisismoy el masoquismo
los cuales cuando van asociados con factores tales
como actitud maternal exageraday fijacion a objetos
sexuales anterioresresultan en inhibiciones del impul-
SO sexual.

Generalmente se considera a la mente integrada
por e 1D, compuesto de impulsos primitivos, € Ego
gue es el yo conscientey el Super Ego o conciencia
moral condicionadapor influencias sociales, religiosas,
morales, parentales y educativas. Cualquier conflicto
del Super Yo o del Yo con €l ID, puede dar como re-
sultado inhibiciones en la respuesta sexual normal.
Estos conflictos originan en lanifiez y temprana ado-
lescencia complejos tales como la homosexualidad,
fijaciones infantiles, narcisismo, ascetismo, y odio a
padre, complejo de Edipoy otros, que sefialan lafalta
de desarrollo emocional. Esto no debe ser interpreta-
do como carencia de libido. La libido existe pero su
gratificacion dependedel objeto sexual del individuoy
éste puede ser solamente una fantasia onirica.

Ha habido considerables discusiones sobre si €l
verdadero sitio del orgasmo estaen el clitoriso enla
vagina. Algunos, como KnigHT piensan que el clitoris
juega un papel muy importante como 6rgano sexual
en la nifiez y que en algunos casos con la madurez
sexua no se transfiere la sensacion placentera a la
vaginacon €l resultado dequeenlafrigidez lasensibi-
lidad estareduciday permaneceen €l clitoris; por esto,
el placer clitorideo es posible, pero no resulta en ver-
dadero orgasmo fisico, debido a que la zona erética
permaneceinfantil.

Habiendo considerado brevemente la génesis de
los conflictos psicogenési cos profundos, |os cuaes son

del dominio de la Psiquiatria veamos algunas de las
causas mas comunes, tal como son apreciadas en la
précticadiaria

Hay muchos enfermos cuyos problemas pueden
ser resueltos por el ginecologo si éste setomael tiem-
po necesario para obtener una historia completa y
emplea el peso de autoridad como médico, parains
truir y aconsgjar convenientemente a la paciente.
Muchas enfermas acuden a médico con aparentes
dolenciasfisicaspero quesi son cuidadosamente ana-
lizadas, se encontrara que provienen de conflictos
sexuales. Algunas de las muchas causas de lafrigidez
apreciadas en la préctica son:

A.- Condiciones usualmente desarrolladas en la
adolescenciay en lanifiez.

1°.- Faltade educacion en lafisiologiade sexoy
en latécnica sexual.

2°- Prejuicios moralesy religiosos profundamente
enraizados.

3°- Temores, disgustos, repugnancias, i nstigados por
padres, educadores u otras personas.

4°- Prejuicios socialesy temores rel acionados con
lamenstruacion, lalactanciay el embarazo.

B.- Condicionesalas cuales StexE serefiere como
traumas sexuales en el adulto.

1°- Temor aladesfloracion.

2°-Traumatismo de la primera experiencia sexual .

3° Experiencias sexua es extraordinarias como vio-
lacién, exhibicionismo, perversion, etc.

4°-Temor a enfermedades venéreas.

5°-Sentimiento de vergiienza o de culpa.

C.-Condiciones frecuentemente encontradas en €l
meatrimonio.

1°-Eleccion errénea de pareja.

2°-Proceder en la noche nupcial.

3°-Fobiaalaprefiez.

4°-Disminucion deinterés sexual en €l esposo.

5°-Infidelidad del esposo.

6°-Impotencia o eyaculacion prematura.

7°-Onanismo.

8°-Ineptitud en la técnica sexua por parte del es-
poso.

9°-Diferencias entre ambos cOnyuges en intereses
sociales eintelectuales.

E.-Condicionesdel ambiente.

ISSN-0300-9041 Volumen 72, Nam. 12, diciembre, 2004

657



VOL. IV

GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO

NUms. 18-19

1°-Vivir con familiaresy parientes politicos.

2°-Relaciones demasiado intimas con nifios, por
ejemplo: convivenciade muchas personas en un espa-
cioreducido.

3°-Ingresosinsuficientes para el sostenimiento de
lafamilia.

4°-Enfermedades detipo constitucional .

5°-Exceso detrabgo, fatiga, inquietudesecondmicas.

Algunos sintomas pueden asociarse con lafrigidez
en laforma de mecanismo de escape tales como dol or
de cabeza, dolor de espalda, fatiga, dolor pélvico, etc.

Paraestablecer el diagnostico defrigidez verdade-
ra, e ginecologo debe ser hastacierto punto psiquiatra.
Debera primeramente investigar €l papel del marido,
pues frecuentemente |os errores del hombre, su inep-
titud o suimpotenciason lacausadetodo €l problema.

Por parte de lamujer uno debe primero ganarse su
confianzay luego con tacto establecer las causas b&
sicas del desajuste. Las causas fisicas no son
demasiado importantes pero requieren su correccion
cuando se les encuentra. Estas pueden ser tales como
un himen rigido, anomalias congénitas, cardnculas
uretrales, vaginitis, infecciones pélvicas, rel gjacion del
periné, retrodesviacion y otras lesiones organicas. El
dolor ocasionado por causas orgénicas, definitivamente

provocainhibicionessexual esy el examen prenupcial
puedeindicar laincision del himenrigido, gjercicios
paraestrechez vaginal y otras medidas correctivas.
Cuando las causas fisicas son eliminadas o faltan,
la mejor terapéutica es el consejo del médico; su
autoridad y laconfianzapuestaen él por laenferma
pueden ser empleadas para dar fin a su ignorancia,
sus temores y sus tabus.

Una discusion franca de la técnica sexual, fre-
cuentemente, aclara el problema. A este respecto, la
entrevista prenupcial puede hacer mucho por evitar
lafrigidez, ya que aconsegjando y educando ala mu-
jer en la fisiologia sexual se podra prevenir el
desarrollo de este trastorno, que unavez establecido
por tiempo largo puede ser dificil de corregir; laspl&
ticas deben hacerse empleando un lenguaje simpley
digno. El empleo delaminas anatdmicas puede tener
grandes ventajas ya que mucha gente no tiene sino
conocimiento esquemético delaanatomiagenital. Se
encontrara ventajoso recomendar librosy folletosde
materia sexual que confortaran al pacientey refor-
zaran el consejo del médico.

En los casos de que estas sugestiones fracasen sera
necesario referir € enfermo a psiquiatra para su tra-
tamiento psicoandlitico.
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n el articulo Respuesta acrosomal de espermato-

zoides humanos demostrada con clorotetraciclina,

de Merino Ruiz M, Luna Aranda H, Morales
Martinez A, Saldivar Rodriguez D y Vidal Gutiérrez O,
publicado en la revista Ginecologia y Obstetricia de
México 2004;72:239-461 se evalUa la reaccién acrosomal
espontanea e inducida en dos tiempos distintos usando
la clorotetraciclina. Los autores demuestran en los
resultados que la concentracion disminuye de 31 x
105 a la hora a 19 x 10° a las cuatro horas de
capacitacion y, ademas, comentan textualmente: “...Es
interesante observar que la motilidad mejora,
postcapacitacién, a la hora y disminuye a las cuatro
horas”. Con base en los procedimientos de separacién
de espermatozoides que se utilizaron en el grupo de
estudio se propone que los resultados presentados
por Merino y colaboradores se deben al método de
separacion utilizado.

Se evalud la reaccion acrosomal inducida por
oligosacaridos por las técnicas de microscopia de
fluorescencia con PSA-FITC y citometria de flujo con
anti CD46-FITC. Para esto se realiza la capacitacion
con HAM-F12 suplementado con 35 mg/mL de
albimina sérica bovina pero durante periodos mas
prolongados, de 5 y 12 horas. La separacion de los
espermatozoides se realiza por el método de separacién
migracion/sedimentacién (jumping),? en el cual los
espermatozoides se depositan en el compartimiento
interno del tubo de Jondet y se adiciona medio hasta
cubrir lamuestra de semen, se incuba durante el tiempo
requerido en la metodologia de capacitacion, en este
caso de 5 a 12 horas, y se recupera la fraccién
espermatica que queda en el fondo del compartimiento
interno. Los espermatozoides recuperados de este
compartimiento contienen la mayoria de los
espermatozoides que migraron, es decir, que tenian
buena movilidad y después se precipitaron, de ahi el
nombre de la técnica: migracién/sedimentacién. En el

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

Ginecol Obstet Mex 2004;72:659-60

Cartaa editor

método de swim-up, utilizado por Merino Ruiz M, los
espermatozoides méviles migran hacia la parte
superior del medio de donde se retiran. A mayor tiempo
de incubacion menor serd la cantidad de espermato-
zoides recuperados, debido a que se precipitan y no se
toman en cuenta durante el andlisis. Lo anterior
explicaria por qué la concentracion es menor a las cuatro
horas que a la hora de capacitacion.

Asimismo, lamovilidad es un valor espermatico que
parece no reflejar el estado de capacitacion de la
muestra, debido a que depende mas de la calidad de la
muestra inicial (Maria José Munuce y German Rosano,
comunicacion personal). Esto se ha corroborado en
algunos ensayos en los que después de las cinco horas
de incubacién se han obtenido muestras con movilidad
de mas del 80%, pero cuando se realiza el proceso de
capacitacion por 12 horas, la movilidad disminuye o
esta ausente segun la calidad de la muestra inicial. En
estos casos el pardmetro que tiene que considerarse
para iniciar la estimulacion de la reaccién acrosomal
es la viabilidad espermatica. Una posible explicacion
de la disminucion de la movilidad de los espermato-
zoides podria estar asociada con las alteraciones de
las mitocondrias, que podrian causar anormalidades
en el flagelo. Como los espermatozoides pierden
movilidad, el método de swim-up no seria el mas
indicado para capacitarlos, ya que cada vez se van a
precipitar mas espermatozoides y va a disminuir el
ndimero en la fraccion que se recupera. Lo aconsejable
cuando se utilice este método de separacién seria
realizar el procedimiento durante 90 minutos, obtener
la fraccién mévil y capacitar aparte, como lo hacen
algunos autores.®*5

Walter Cardona Maya, Angela Cadavid
Grupo Reproduccion-Biogénesis. Universidad de
Antioquia,

Medellin, Colombia. A.A. 1226
wdcmaya@yahoo.com
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El tacto debera ir precedido de una cuidadosa desinfeccién vulvar para evitar el transporte de gérmenes
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Instrucciones para los autores

inecologia y Obstetricia de México (Ginec Obstet Mex) es el drgano oficial de la Federacion Mexicana

de Ginecologia y Obstetricia, aparecen 12 nimeros al afio y un suplemento. Se publica en espafiol,

con resimenes en inglés. Ginecologia y Obstetricia de México publica trabajos originales, casosclini-
cos, cartas al editor, editoriales, comentarios de libros publicados e informacién sobre actividades académicas,
relacionados con temas relevantes de la Ginecologia y Obstetricia.

Los manuscritos deben prepararse de acuerdo con los Requisitos Uniformes para los Manuscritos Enviados
a Revistas Biomédicas, desarrollados por el Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas, cuyas versio-
nes mas recientes se publican (en espafiol) en Ginecologia y Obstetricia de México (febrero y septiembre de
2003).

El envio del manuscrito implica que es un trabajo no publicado, excepto como resumen, y que no sera en-
viado simultaneamente a ninguna otra revista. Los manuscritos aceptados para su publicacién, seran propiedad
de Ginecologia y Obstetricia de México y no podran ser publicados (ni completos ni parcialmente) en ninguna
otra parte, sin consentimiento escrito del editor y sefialando el crédito respectivo. Los manuscritos no seran de-
vueltos, por lo que se recomienda que el autor conserve una copia completa.

Ginecologia y Obstetricia de México somete los articulos recibidos al proceso de revision por pares abier-
ta, por lo que cada trabajo es revisado al menos por dos arbitros experimentados.

Para la preparacion de manuscritos, se ha integrado una lista de cotejo que el autor debera seguir puntual-
mente antes de enviar su trabajo (Pagina 546). Ginecologia y Obstetricia de México se reserva el derecho de
hacer las modificaciones que considere pertinentes de acuerdo con su linea editorial. Los manuscritos que no
se apeguen a estos lineamientos, serdn rechazados y se devolveran al autor.

El manuscrito debera ir acompafado de la cesion de derechos de autor, que se incluye en la pagina 548
(Favor de fotocopiarla y anexarla al manuscrito).

Lista de cotejo para los autores

Por favor, marque con una cruz cada apartado que vaya cubriendo
los requisitos especificados.

Preparacién general del manuscrito

Q Preparar original y tres copias completas, escritas a doble es-

pacio, en papel blanco, tamafio carta, con margenes de 2.5 cm.
Usar letra Arial, tamafio 11. Acompafiar el manuscrito de la
version electronica en disquete o en CD. Todas las hojas iran
numeradas, de preferencia en el angulo superior derecho. La
extension final del manuscrito debe ser de 10 a 20 cuartillas méas
cuadros y figuras.

Cada seccién del manuscrito ird en hoja separada: titulo, resu-
menes, articulo (estructurado segun el tipo de trabajo),
referencias, cuadros, figuras (con sus respectivos pies).

Las fotografias seran originales, acompafiadas de una copia ta-
mafio carta. En caso de enviarlas en archivo electrénico, deberan
ser en formato tif, a 300 dpi, en disquete o CD independiente
del archivo de texto general del trabajo.

Tipo de publicaciones
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Ginecologia y Obstetricia de México publica cuatro categorias
de trabajo:

. Investigacion basica
. Investigacion clinica
. Revision tematica

. Caso clinico

Secciones
Titulo

Titulo completo. Limitado a un renglén, no utilizar abreviacio-
nes (en espafiol y en inglés).

Titulo corto. Para cornisas, limitado a la tercera parte de un
renglén (o 45 caracteres).

Autores. Nombre completo y apellidos de todos los autores.
Adscripcion de los autores. Lugar donde fue realizado el traba-
jo. Se consideran autores quienes contribuyeron al disefio del
estudio, anélisis de datos y redaccién del manuscrito.
Abreviaturas. Utilizar las de aceptacion universal. En caso de
recurrir a abreviaturas no convencionales, se incluiran en una
lista, en orden alfabético.

Resumenes

Resumen en espafiol, 200 a 250 palabras. Si el trabajo se presta
al formato estructurado deberd ir en la secuencia de: objetivos,
material (o pacientes) y método, resultados y conclusiones. En
el resumen no se emplearan abreviaturas ni se citaran referen-
cias. Incluird de tres a diez palabras clave, siguiendo la
nomenclatura del MESH.

Abstract (Resumen en inglés). Con las mismas caracteristicas
del resumen en espafiol (incluyendo palabras clave en inglés).
Los trabajos que no incluyan Abstract, seran devueltos, sin
revision.



Instructivo para autores

Texto

QO Estructurado de acuerdo con las caracteristicas del trabajo: in-
troduccidn, objetivo, material y método, resultados, comenta-
rio, conclusiones, referencias bibliogréaficas.

0O Describir los métodos estadisticos utilizados.

O Los farmacos y quimicos deberan citarse por su nombre genéri-
co.

Referencias bibliogréficas

Las referencias no excederan de 10 y deberan incluir trabajos pu-
blicados en Ginecologia y Obstetricia de México.

QO Citar las referencias en la secuencia en que aparecen en el texto,
utilizando nuimeros arabigos entre paréntesis, colocados des-
pués del signo ortografico que corresponda (es decir, después de
coma, punto y coma o punto). Las comunicaciones personales
y los datos que aun no se han publicado se mencionaran en el
cuerpo del texto, pero no se incluiran como referencias.

QO Las abreviaturas de las publicaciones seran las que utiliza el
Index Medicus.

Ejemplos

Articulos en revistas

Hernéndez M, Cuéllar Estrada J, Levario Carrillo M. Corioangioma
gigante de la placenta: Informe de un caso. Ginec Obstet Mex
2001; 69: 439-42.

Libros

Velasquez Jones L. Redaccidn del escrito médico. 4a. edicion. Méxi-

co: Ediciones médicas del Hospital Infantil de México Federico
Goémez; 1999. p. 109.

Capitulos en libros

Veldsquez Jones L. Referencias. En Velasquez Jones L. Redaccion
del escrito médico. 4a. edicion. México: Ediciones médicas del
Hospital Infantil de México Federico Gémez; 1999. p. 97-116.

Cuadros y figuras

Q Cada uno en hoja separada, numerados segun el orden en que
aparecen en el texto.

Contribucién de los autores

Junto con el manuscrito, el autor principal deberé describir, en una
pagina por separado, la participacion de cada uno de los autores
(delante del nombre de cada colaborador, anotar el o los nime-
ros que describan su contribucion. Ejemplo: Dr. Alfonso Alvarez
1, 2, 6).

. Conceptualizacion y disefio

. Adquisicion de una parte importante de datos

. Andlisis e interpretacion de datos

. Redaccion del manuscrito

. Revision critica del manuscrito

. Asesoria estadistica

Dar fundamento al proyecto o estudio

. Supervisién (responsabilidad de todos los aspectos del proyecto
o estudio)

9. Otras (especifique)

Lo anterior sera publicado al final de cada articulo como Contri-
bucion de los autores.
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Envio

Datos personales del primer autor: Nombre, cargo, domicilio, telé-
fono, correo electronico y fax.

Todos los manuscritos deberan ser enviados a:

Revista Ginecologia y Obstetricia de México

Calle de Nueva York NUmero 38
Colonia Napoles. México, D.F.
C.P. 03810. MEXICO



