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Editorial

Articulos originales

Propiedades de la zona del corioamnios que inducen la
rotura prematura de membranas

M. en C. Noemi Meraz Cruz, Dr. Jorge Beltrdn Montoya, Dr. Hugo
Bustos Lépez, Biol. Arturo Flores Pliego,Biol. Aurora Espejel, Dr.
Gerardo Buendia Diaz, Dr. Felipe Vadillo-Ortega.

Se analiza la posibilidad de documentar diferencias funcionales en el
corioamnios humano, comparando la zona donde la rotura ocurre con mas
frecuencia con rotura prematura de membranas, en comparacion con otras
zonas distantes del corioamnios y con zonas equivalentes de membranas
fetales obtenidas de embarazos a término sin trabajo de parto.

Este trabajo obtuvo el Primer lugar de Investigacion Bdsica en el 54 Congreso
Mexicano de Ginecologia y Obstetricia.

Endometriosis y abatimiento de las caracteristicas de la
respuesta inmunoldgica citot6xica

Dr. César Angel Herndndez Guerrero, Dr. Rubén Tlapanco Barba,
Dr. Carlos Ramos Pérez, Dra. Norma Veldzquez Ramirez,Nutr.
Denisse Castro Eguiluz,Dr. Arturo Cérbulo Vazquez

Las mujeres con endometriosis tienen un ambiente peritoneal con menor
capacidad efectora citotéxica, en comparacién con las mujeres fértiles. El
abatimiento de la capacidad efectora citotéxica aumenta conforme pro-
gresa la intensidad de la endometriosis.

Este trabajo obtuvo el segundo lugar de Investigacion Bdsica en el 54 Congreso
Mexicano de Ginecologia y Obstetricia.

Activacion en el complejo de metaloproteinasas en la
capacidad generativa foliculo-embrionaria

Dr. Gerardo Barroso,Dra. Clara Corona de Lau,Dr. Julio
Gonzélez,QFB Lorena Loera,MVZ, Belén Aguilar,MVZ, Yadira
Rosado, Dr. Humberto Reyes

El estudio del complejo de metaloproteinasas de matriz ha permitido
observar no sélo la calidad ovular, sino también los procesos de ferti-
lizacién y desarrollo embrionario.

Este trabajo obtuvo el tercer lugar de Investigacion Bdsica en el 54 Congreso
Mexicano de Ginecologia y Obstetricia.

Altas concentraciones de estradiol sérico en reproduc-
ci6n asistida

Dr. Eric Saucedo de la Llata, Dra. Maria Rosa Moraga Sénchez,
Dr. Jorge Pezino Rodriguez, Dr. Armando Trevifio, Dr. Manuel
Leal Almeida, Dr. José Septlveda, Dra. Lidia Arenas Montezco,
Dr. Genaro Garcia Villafaiia, Dr. Victor Alfonso Batiza Resendiz,
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Dr. Roberto Santos Haliscak, Dr. Pedro Galache Vega, Dr.
Samuel Herndndez Ayup.

La aplicacion diaria de altas cifras de estradiol y GCH afecta los indices
de gestacion en pacientes en proceso de ICSI. Los mejores resultados se
obtuvieron con concentraciones de estradiol entre 1,000 y 3,000 pg/mL.
En ovodonacion las altas concentraciones de estradiol no afectan los
indices de gestacion de las receptoras.

Este trabajo obtuvo €l primer lugar de Investigacion Clinica en el 54 Congre-
so Mexicano de Ginecologia y Obstetricia

Valores iniciales de la gonadotropina coriénica humana
como pronéstico de la evolucion del embarazo en repro-
duccion asistida

Dr. Alberto Kably Ambe, Dr. Julidn Ruiz Anguas, Dra. Esperanza
Carballo Mondragén, Dr. Ernesto Castelazo Morales, Dr. Samuel
Karchmer Krivitsky

La determinacion de las concentraciones de hCG mayores de 113 Ul/L
en el dia 14 y de 403 UI/L en el dia 16 ofrece adecuadas sensibilidad y
especificidad como valores predictivos de la evolucién del embarazo
mds alld de las 26 SDG, mientras que concentraciones de hCG de
270.42 y de 837.16 en los dias 14 y 16, respectivamente, ofrecen una
sensibilidad muy alta (91%) para embarazo midiltiple.

Este trabajo obtuvo el sequndo lugar de Investigacion Clinica en el 54 Congreso
Mexicano de Ginecologia y Obstetricia.

Pronéstico del indice estradiol-6vulo en la inyeccién
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

Dr. Pedro Galache Viega, Dr. Eric Saucedo de la Llata , Dr. Armando
Trevifio Rodriguez ,Dr. Roberto Santos Haliscak, Dr. Victor Alfonso
Batiza Reséndliz, Dra. Lidia Arenas Montezco, Dra. Maria Rosa Moraga
Sdnchez, Dr. José Sepilveda Gonzélez, Dr. Manuel Leal Almeida,Dr.
Jorge Rodriguez Pezino, Dr. Genaro Garcia Villafara, Dr. Samuel
Herndndez Ayup S.

Es conveniente vigilar las concentraciones séricas de estradiol con esque-
mas de hiperestimulacién ovarica menos agresivos para mejorar la calidad
ovular.

Este trabajo obtuvo el tercer lugar de Investigacion Clinica en el 54 Con-
greso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia

Hace 54 anos

La sinfisiotomia de Zarate

Dr. José Rabago

Articulo publicado en el Volumen 1V, ndmero 18-19, noviembre-diciem-
bre de 1948, paginas 149-153.

Instrucciones para los autores

ISSN-0300-9041 VoLUMEN 71 NOVIEMBRE 2003|



549

551

559

575

585

Editorial

Original articles

The zone where rupture occurs has different morpho-
functional properties in comparison to chorioamnios in
premature membranes rupture cases

M. en C. Noemi Meraz Cruz, Dr. Jorge Beltrdn Montoya,
Dr. Hugo Bustos Lépez, Biol. Arturo Flores Pliego, Biol. Aurora
Espejel, Dr. Gerardo Buendia Diaz, Dr. Felipe Vadillo-Ortega.
This work analyzes the possibility of documenting functional differences
in human chorio-amnios, comparing the zone where rupture most fre-
quently occurs in PMR with some other distant chorio-amnionic zones
and with equivalent zones of fetal membranes obtained from nine
month pregnancies which have not undergone labor.

We conclude that there is a chorio-amnionic zone in which connective
tissue degradation is specifically induced and which coincides with the
membrane zone in contact with the cervical os.

Women whit endometriosis show a discouragement of
immunology cytotoxic characteristics associated to the
intensity of the pathology

Dr. César Angel Herndndez Cuerrero, Dr. Rubén Tlapanco
Barba, Dr. Carlos Ramos Pérez, Dra. Norma Veldzquez Ramirez,
Nutr. Denisse Castro Eguiluz, Dr. Arturo Cérbulo Vazquez

To determine the immunology kind of response Th1 (cytotoxic) or Th2
(humoral) prevailing at peripheral and peritoneal environment at
endometriosis women (ENW) an observational, transverse, analytical, ret-
rospective, cases and controls study was carried out. Authors conclude that
ENW show a peritoneal environment with a smaller immunology cytotox-
ic capacity, versus fertile women. The discouragement of the immunology
cytotoxic capacity increases associate to the pathology intensity.

A correlation model in the activation components in the
[TIMP/(MMP-3/stromelisine-1)] metaloproteinases com-
plex in the follicle/embryonic generative capability in
response to the exogenous administration of stimulating
follicle hormone

Dr. Gerardo Barroso, Dra. Clara Corona de lau, Dr. Julio
Gonzélez, QFB Lorena Loera, MVZ, Belén Aguilar, MVZ, Yadira
Rosado, Dr. Humberto Reyes

To evaluate the impact of the enzymatic inhibition complex of metalo-
proteinases [TIMP(MMP-3 stromelisine-1)] in follicle/genesis processes
and their ovule/embryonic subsequent development in stimulated cy-
cles, a prospective longitudinal study was carried out. Authors conclude
that the matrix metaloproteinases complex study has allowed observing
a status not only in the ovular quality but in the embryonic development
and fertilization processes too.

Influence of high concentrations of serum estradiol in the
reproductive outcome of an assisted reproduction program
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Dr. Eric Saucedo de la Llata, Dra. Maria Rosa Moraga Sdnchez,
Dr. Jorge Pezino Rodriguez, Dr. Armando Trevifio, Dr. Manuel
Leal Almeida, Dr. José Septlveda, Dra. Lidia Arenas Montezco,
Dr. Genaro Garcia Villafaria, Dr. Victor Alfonso Batiza Resendiz,
Dr. Roberto Santos Haliscak, Dr. Pedro Galache Vega, Dr.
Samuel Herndndez Ayup.

A retrospective, comparative study was carried out to analyze the influ-
ence of the levels of estradiol on the day of HCG in the pregnancy rate
(PR) of ICSI and oocyte donation. The conclusion is that high estradiol
levels at the day of HCG application affect the PR in patients submitted
to ICSI. The best results were obtained with estradiol levels between
1,000 and 3,000 pg/mL. In oocyte donation the high concentrations of
estradiol do not affect the PR of the receptors.

Evaluation of human chorionic gonadotropin initial val-
ues as a predictive variable in the prognosis of pregnan-
cy evolution in an assisted reproduction program

Dr. Alberto Kably Ambe, Dr. Julidn Ruiz Anguas, Dra. Esperanza
Carballo Mondragdn, Dr. Ernesto Castelazo Morales, Dr. Samuel
Karchmer Krivitsky

The objective of this study was to determine those predictive values of
hCG which establish a prognosis concerning the evolution of pregnancy
through the analysis of the values of this hormone on post-transference
days 14 and 16, as well as to determine hCG values for multiple preg-
nancies. The authors conclude that the determination of hCG levels
greater than 113 IU/L on day 14 and greater than 403 IU/L on day 16
offer adequate sensitivity and specificity as predictive factors for preg-
nancy evolution beyond the 26 GW, while hCG levels of 270.42 and
837.14, respectively, on days 14 and 16 offer a very high sensitivity
(91%) for multiple pregnancy.

Prognostic values of oestradiol/oocyte rate in ICSI patients
Dr. Pedro Galache Vega, Dr. Eric Saucedo de la Llata, Dr. Armando
Trevifio Rodriguez, Dr. Roberto Santos Haliscak, Dr. Victor
Alfonso Batiza Reséndiz, Dra. Lidia Arenas Montezco, Dra. Maria
Rosa Moraga Sénchez, Dr. José Septlveda Gonzélez, Dr. Manuel
Leal Almeida, Dr. Jorge Rodriguez Pezino, Dr. Genaro Garcia
Villafaia, Dr. Samuel Herndndez Ayup S.

A retrospective, comparative study was carried out in order to analyze
the pregnancy rate in women who underwent Intracytoplasmic Sperm
Injection (ICSI) program depending of the oestradiol/oocyte index. The
authors conclude that it is convenient to monitor the oestradiol blood
levels to offer schemes of COH less aggressive to improve the oocyte
quality. The oestradiol/oocyte index is a parameter adapted as a predic-
tive value of pregnancy.

54 years ago

Symphisiotomy of Zarate
Dr. José Rabago

Instructions for authors
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Editorial

a revista GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO es el érgano impreso oficial de la Federacién
Mexicana de Ginecologia y Obstetricia que con casi sesenta afios de publicacién ininterrumpida goza de
una reputacién nacional e internacional reconocida en los medios cientificos relacionados con esta rama
de la medicina.

Los indices y regdistros internacionales mds rigurosos la incluyen y eso es motivo de satisfaccion para todos los
miembros federados. Es fuente de consulta y referencia frecuente y sus miles de articulos publicados en sus paginas
han contribuido sin duda alguna a la educacién continua de incontables médicos y estudiantes de medicina.
Durante los tltimos veinte afios, GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO conté con la califi-
cada colaboracién de la empresa Intersistemas que atinadamente dirige el Sr. Ing. Pedro Vera y sus experimen-
tados colaboradores, destacando brillantemente la Dra. Maria del Carmen Ruiz. La relacion de la Revista con esta
importante empresa editorial ha llegado a su fin de manera cordial, amistosa y en los mejores términos. La gratitud que tiene la
Federacion Mexicana de Ginecologia y Obstetricia hacia estos queridos amigos editores serd perdurable y ambas
partes buscardn siempre la manera de incrementar los sélidos lazos de amistad establecidos en ambos sentidos a
lo largo de tantos afos de trabajo. A Intersistemas se les expresa por este conducto la gratitud y reconocimiento
por su valiosa y destacada colaboracién y por su enseflanza en los aspectos editoriales.

A partir de este nimero de noviembre del 2003, GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO ser4 edita-
da por una fuerte y certificada empresa editorial, NIETO EDITORES. La FEDERACION MEXICANA DE
GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA, a través de su Cuerpo Directivo presidido por el sefior doctor Javier Santos
Gonzadlez y los sefiores doctores Roberto Uribe Elias, Secretario y René Bailén Uriza, Tesorero, han concretado
ya los compromisos morales y legales con esta compania editorial que sobre seguro continuara acrecentando la
buena fama de esta revista médica.

Asi mismo, el Consejo Editorial de GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO expresa la mds amigable
bienvenida a NIETO EDITORES asegurando que todos continuaremos procurando lo mejor de nuestros esfuer-
zos para que el 6rgano oficial de la FEDERACION MEXICANA DE GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA llegue a
ser la mejor revista de la especialidad que se publique en lengua castellana.

Dr. Carlos Ferndndez del Castillo S
Editor
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Propiedades de la zona del corioamnios que inducen

la rotura prematura de membranas

M. en C. Noemi Meraz Cruz, Dr. Jorge Beltrdn Montoya, Dr. Hugo Bustos Lépez, Biol. Arturo Flores Pliego,

Resumen

Biol. Aurora Espejel, Dr. Gerardo Buendia Diaz, Dr. Felipe Vadillo-Ortega.

Antecedentes. La ruptura prematura de membranas (RPM) es uno de los més serios problemas de
salud publica a nivel mundial y su frecuencia es del 10% en todos los embarazos. La RPM tiene im-
portantes efectos adversos en la morbimortalidad materno-fetal, pues se ha estimado que explica,
en conjunto, 70% de la morbilidad y 40% de la mortalidad neonatal. El tratamiento de la RPM es
empirico, dado que la causa es desconocida y apenas se inicia la descripcion de su fisiopatogenia.
Material y métodos. |dentificar, marcar y analizar la posibilidad de documentar diferencias funcio-
nales en el corioamnios humano, comparando la zona en donde ocurre de modo més frecuente la
rotura en casos con RPM, en contraste con otras zonas distantes del corioamnios y con zonas equi-
valentes de membranas fetales obtenidas de casos de embarazos a término sin trabajo de parto.
Se analizé la actividad de metaloproteasas de matriz extracelular (MMP), histologfa y topografia de
distribucién de MMP. La expresion de las MMP se cuantificé en medios de cultivo de explantes de
fragmentos de membranas mediante ensayos inmunoenzimaticos especificos (ELISA) y por zimo-
grafia. Ademads, se realizé inmunohistoquimica para revelar la expresion de MMP en los diferentes
tejidos. Se demuestra que el gradiente de actividad de MMP fue de mayor a menor, partiendo de
la zona cercana a la os cervical en los tejidos obtenidos de casos con RPM. En las membranas con
cesdrea no se document6 un patrén particular y siempre fue menor que el observado en los teji-
dos con RPM.Conclusién. Existe una zona del corioamnios en la que se induce de manera espe-
cifica la degradacion de tejido conectivo y que coincide con la zona de las membranas en contac-
to con la os cervical.

Palabras clave: Corioamnios, ruptura prematura de membranas, morbilidad y mortalidad materno-fe-
tal. (Meraz, et al. Propiedades de la zona del corioamnios que inducen la rotura prematura de mem-
branas. Ginec Obst Mex 2003;71:551-558).
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Rotura prematura de membranas

Premature membrane rupture (PMR) is one of the most serious public health problems in the world, Abstract
ocurring in 10% of all pregnancies. PMR has important adverse effects on maternofetal morbidity-
mortality, as it has been estimated that it accounts on the whole for 70% and 40% of neonatal mor-
bidity and mortality, respectively. PMR treatment is empirical, as its aetiology is unknown and its
physiopathogenic description has just been initiated. This work analyzes the possibility of documen-
ting functional differences in human chorio-amnios, comparing the zone where rupture most fre-
quently occurs in PMR with some other distant chorio-amnionic zones and with equivalent zones
of fetal membranes obtained from nine month pregnancies which have not undergone labor. The
membrane zone which was nearest to the cervical os was identified and marked to be analyzed la-
ter for extracellular matrix metalloprotease (MMP) activity, histology and topographical MMP distri-
bution. The MMP expression was quantitatively determined in explant culture media from mem-
brane fragments using specific immuno-enzymatic essays (ELISA) and zymography. In addition,
immuno-histochemistry methods were used to reveal MMP expression in the different tissues. This
methods allowed us to show the existence of a decreasing MMP activity gradient, with the greatest
value corresponding to the zone nearest to the cervical os in the membranes obtained from PMR
cases. In membranes obtained from cesarean operations no characterisc pattern was documented
and values were always lower than those obtained for PMR tissues.

We conclude that there is a chorio-amnionic zone in which connective tissue degradation is speci-
fically induced and which coincides with the membrane zone in contact with the cervical os. [

Key words: Chorioamnios, premature membranes rupture, maternal morbidity-mortality. (Meraz Cruz,

et al., Properties of the chorioamnios zone inducing premature membranes rupture. Ginec Obst Mex

2003;71: 551-558).

| Antecedentes

fine como la salida de liquido amniético, previa a

la iniciacién del parto, en embarazos mayores de
20 semanas o por lo menos dos horas antes del inicio
del trabajo de parto.' Afecta 250,000 partos en Estados
Unidos, siendo 40,000 de estos nacimientos antes de
término.” La RPM origina diversas complicaciones: au-
mento de partos disfuncionales, corioamnioitis, parto
por cesdrea, hemorragia posparto, endomiometritis e
infeccion neonatal.” Ademads, la RPM se asocia con el
nacimiento de productos pretérmino. En Estados
Unidos se observé incremento del 9.4% en 1981 a
10.6% en 1991.* El parto pretérmino tiene un impor-
tante costo psicoldgico y financiero para distintos paises. Las
complicaciones relacionadas con el parto pretérmino
son impresionantes y explican 70 % de la morbilidad
neonatal y 40 % de las muertes neonatales.” En el ana-
lisis econémico de estas cifras se estimado que los cos-
tos relacionados con el cuidado de la salud, educacién

L a ruptura prematura de membranas (RPM) se de-
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y cuidado de una cohorte de nifios nacidos antes de
tiempo (alrededor de 4,000,000) entre los 0 y 15 afios
de edad, fue de seis mil millones de délares mas que
una cohorte comparativa de productos nacidos a tér-
mino. En un andlisis global de todos los gastos relacio-
nados con salud en Estados Unidos, se estima que 10 %
de los costos relacionados con el cuidado de la salud se
efectian en nifios con el antecedente de parto pretér-
mino o bajo peso al nacer. Los infantes pretérmino tie-
nen riesgo de muerte incrementado y la morbilidad y
mortalidad relacionada con la “inmadurez” de distin-
tos organos, lo que incluye problemas especificos, co-
mo sindrome de dificultad respiratoria, displasia bron-
copulmonar, ducto arterioso persistente, enterocolitis
necrotizante, problemas de alimentacion, apnea, reti-
nopatia y sepsis.’

Hace poco se propuso un mecanismo fisiopatogéni-
co para explicar la rotura prematura de membranas
que involucra la activaciéon anormal en el corioamnios
de una familia de enzimas denominadas metaloprotea-
sas de matriz extracelular (MMP). Esta induccién en-
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zimatica resulta en la degradacién activa de la matriz
extracelular, lo que se manifestard como disminucién
del soporte mecanico del corioamnios.” En especifico,
se ha demostrado que la RPM, en condiciones norma-
les o patoldgicas, se vincula estrechamente con la ex-
presiéon de un miembro especifico de esta familia de
enzimas, denominada gelatinasa de 92 kDa o MMP-9.*
Estos hallazgos, al margen del cardcter explicativo del
mecanismo bioquimico de la ruptura de membranas,
permiten proponer el uso de esta enzima como un
marcador del evento.’

La evidencia clinica sefiala que la mayor parte de
las RPM sucede en dreas muy circunscritas del co-
rioamnios, que generalmente parecen corresponder a
la zona que se encuentra en contacto con la os interna
y que circunstancialmente corresponde a la zona de
mayor contacto con el exterior. Lo anterior podria re-
forzar la posibilidad de que un disparador del mecanis-
mo de ruptura prematura sea la infeccién ascendente
del tracto genital, el mismo estiramiento de la membra-
na durante el trabajo de parto pretérmino, o el estrés
fisico. Cualquiera que sea el mecanismo de estimulo
inicial, el episodio se manifestard por la misma casca-
da de eventos fisiopatogénicos, a través de la degrada-
cién de coldgena, aumento de MMP-9 y MMP-1, que
son las tinicas metaloproteinasas encontradas en célu-
las trofoblasticas y epiteliales de las membranas co-
rioamnidticas.

La identificacion de dreas con susceptibilidad dife-
rencial a la ruptura podria tener relevancia en el en-
tendimiento de los mecanismos que condicionan la
RPM y sentar las bases para intervenir en estas zonas
de “alto riesgo”. Hace poco, Quintero y sus colabora-
dores iniciaron el tratamiento de la RPM a través de
fetoscopia, documentando por primera vez la zona de
ruptura in vivo. El propésito de este estudio fue “se-
llar” la zona de ruptura con un concentrado de plaque-
tas y un crioprecipitado. El sello restauré la integridad
del amnios s6lo durante 72 h.” Independientemente de
este éxito parcial, la fetoscopia abre la posibilidad de
identificar e intervenir en la zona de ruptura in vivo y
asi ensayar terapias dirigidas a la inhibicién de los me-
canismos de ruptura in situ.

Material y métodos

En este proyecto se estudiaron muestras de membra-
nas corioamnidticas obtenidas de un grupo de mujeres
con diagndstico de ruptura prematura de membranas
y de otro con embarazos a término, sin trabajo de par-
to y con indicacién de intervencion cesdrea, vistas en
el servicio de urgencias y tococirugia del Instituto Na-

cional de Perinatologia. Se seleccionaron muestras de

membranas de pacientes con los siguientes criterios de

inclusién:

1. Mujeres entre 18 y 35 afios de edad.

2. Pacientes con embarazos de 25 a 40 semanas de
gestacion, con ruptura prematura de membranas
definida de acuerdo con los criterios del INPer.

3. Pacientes con embarazos de 37 a 40 semanas de
gestacion, sin evidencia clinica de trabajo de parto
y con indicacién de operacion cesdrea.

Se excluyé a las pacientes con cualquiera de las si-

guientes condiciones:

1. Datos clinicos de corioamnioitis: hipertermia, deshi-
dratacién, mal estado general, taquicardia materna o
fetal, secrecién purulenta por la vagina, liquido am-
niético fétido, vagina con hipertermia o una combi-
nacion de los exdmenes previamente sefialados. Dos
de los siguientes signos: temperatura > 38°C, leuco-
citosis > 15,000/mm?, aumento rdpido en la cuenta
de leucocitos, incremento repentino de formas inma-
duras de leucocitos, ttero irritable, liquido amnidti-
co fétido, taquicardia fetal de 160 latidos/min, al me-
nos en dos ocasiones consecutivas.

2. Oligohidramnios severo

3. Sufrimiento fetal agudo o crénico

Dada la estrecha relacién de la RPM con cualquier
proceso bacteriano, se controld la existencia de las si-
guientes bacterias en los compartimientos intramnioti-
co, cervicovaginal y en cultivo directo de membranas y
placenta:

Grampositivas, gramnegativas aerobias y anerobias
y bacterias del tipo Mycoplasma. Se incluyen estrepto-
coco del grupo B, Ureaplasma urealyticum, Gardenere-
lla vaginalis, Chlamydia trachomatis, Bacteroides spp y
Mobiluncus spp.

Muestras biologicas. Antes de proceder a las ma-
niobras que se describirdn y durante su estancia en el
consultorio de urgencias, se recabd el consentimiento
informado de cada paciente.

A lallegada de las pacientes a la unidad tocoquirtir-
gica, se procedi6 a introducir por el canal cervical un
espejo vaginal, y con ayuda de un hisopo empapado en
violeta de genciana se marco la zona de las membra-
nas en contacto con la os cervical. Las membranas co-
rioamnidticas se obtuvieron después de su expulsién o
extraccion en partos vaginales u operaciones cesdreas
y se procesaron dentro de los siguientes 30 minutos
posteriores a su extraccién. En el laboratorio se iden-
tificé la zona tefiida y se marcé como la zona 1; con
ayuda de una regla milimétrica se midi6 una distancia
de 10.0 cm desde el centro de la zona 1 y se marcé la
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zona 2, lo mismo se hizo para la zona 3, que se locali-
z6 a 20 cm de la zona 1. Se limpiaron de debries y se
cortaron circulos de 10 mm de cada zona, con ayuda de
un sacabocado (“punch” dermatolégico) bajo condicio-
nes de esterilidad.

Cultivos de explantes de membranas corioamnid-
ticas. Los fragmentos de membranas se sembraron en
cajas de cultivo de 12 pozos y se mantuvieron en medio
Eagle modificado por Dulbecco suplementado con piru-
vato, suero fetal de ternera al 10 % y solucién de antibié-
tico/antimicético (GibcoBRL, Gaithersburg, USA). Los
tejidos se mantuvieron en estufa de cultivo a 37°C, con
atmdsfera de 5% de COg y 95% aire, con humedad re-
lativa del 80 % . Los fragmentos se estabilizaron durante
12 h y luego se evalu6 su viabilidad con la técnica de re-
duccién de XTT. Los explantes estabilizados se pusie-
ron en un proceso de eliminacién de suero fetal; se rea-
lizaron tres cambios con medio fresco sin suero, en un
lapso de 12 h, y después se sigui6 la incubacion por otras
24 h. Se colect6 el medio condicionado por cada explan-
te para cuantificar la actividad de metaloproteinasas.

Cuantificacion de metaloproteasas de matriz
extracelular. Los cambios en la actividad enzimatica
en los medios de cultivo de los explantes de membra-
nas, se evaluaron utilizando un sistema de zimografia
con geles sustrato con gelatina. El sistema se hace
cuantitativo utilizando concentraciones de MMP-9 re-
combinante que caen dentro de un rango de actividad
linear en una curva estandar. El cédlculo de actividad

FIGURA 1
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enzimadtica se realizé por densitometria de las bandas
de actividad, con ayuda de un sistema de analisis de
imdgenes EagleEye (Stratagene, San Diego, CA).

De manera simultdnea se cuantificé la actividad en-
zimdtica utilizando un sistema cuantitativo tipo ELI-
SA, que incorpora un sistema de captura con anticuer-
pos monoclonales y uso de un sustrato especifico para
MMP-9 (Amersham, UK). La concentracién de la en-
zima se expresa en ng/mL.

Western Blot. Los medios de cultivo de las diferen-
tes zonas y membranas se sometieron a electroforesis
en un sistema con SDS y luego se transfirieron a mem-
branas de nitrocelulosa en un sistema humedo." Las
proteinas transferidas se analizaron con un anticuer-
po monoclonal antiMMP-9 humana y revelados con
un sistema de quimioluminiscencia (Amersham, UK).

Inmunohistoquimica. Algunos fragmentos de los
distintos segmentos de las membranas fetales de ambos
grupos se fijaron en formaldehido pH 7.4 en PBS y se
procesaron para inclusién en parafina y se cortaron pa-
ra su andlisis con técnicas de inmunohistoquimica es-
tandar,” con un anticuerpo monoclonal especifico para
MMP-9 (Oncogene, Calbiochem, USA) y un sistema de
deteccién con anticuerpo biotinilado y complejos avidi-
na-peroxidasa (Vector, Burlingam, USA).

Andlisis estadistico. Las concentraciones de MMP
en los dos grupos se analizaron con estadistica descrip-
tiva y se compararon entre zonas y entre grupos con
andlisis de varianza.
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FIGURA 2
92 kiDa -
72 kDa .
DEMSITOMETRIA CESAREA
s
[
o |
5 [ EE8] | _| 3 O Qi 1 =
=< | S DT ] —
E — W Tisia 3
[=]
[
g
T e
=]
ram L
Resultados tes de la zona 1 de las membranas obtenidas de casos

La actividad enzimdtica medida por zimografia mostré
mayor actividad de MMP-9 en las muestras provenien-

FIGURA 3

con RPM. Esta actividad disminuyé progresivamente
en las dreas 2 y 3 de este grupo y permanecié en can-
tidad constante en las tres zonas de las membranas del
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‘ FIGURA 4

RPM

Western Blot

grupo de cesarea (figuras 1 y 2). Una diferencia impor-
tante en la actividad detectada con este método fue la
apreciacion de existencia de la formas activas de
MMP-9 en las muestras de RPM, pero no en las de ce-
sarea (figura 1).

Al analizar la actividad enzimdtica con el método
cuantitativo (figura 2) también se documenté la ma-
yor actividad en la zona 1 de las membranas con RPM;
la mayor proporcién fue la cantidad de enzima activa
sobre la latente para estos tejidos. En cambio, las mem-
branas provenientes de casos de cesdrea mostraron ac-
tividades totales de la MMP-9 equivalentes a las obser-
vadas en las de RPM, pero la mayor proporcién de la
enzima se encontraba en forma latente, tal y como ocu-
rre con la zona 3 del grupo con RPM (figura 3). El en-
sayo fue lineal en el rango de 100 a 500 ng/mL.

La cantidad de proteina inmunorreactiva, revelada
por Western Blot, confirmé los mismos resultados ob-
servados con los métodos de actividad y asi la mayor
cantidad de enzima se localizé en la zona 1 de las mem-
branas con RPM y la cantidad disminuyé progresiva-
mente hasta la zona 3 (figura 4). En los medios de las
membranas de casos con cesdrea, la cantidad de la en-
zima fue menor y no mostré un patrén de gradiente.
La inmunohistoquimica confirmé los hallazgos bioqui-
micos y los tejidos con menor reactividad a MMP-9
fueron los derivados de los casos de cesdrea. En ellos se
aprecian estructuras de amnios y corion conservadas,
con células del corion, correspondientes a la zona tro-
fobléstica, con tincién positiva para MMP-9. También
fueron positivas algunas células del corion que se en-
cuentran en la zona de contacto con el titero y que por
su morfologia podrian corresponder a células decidua-
les. No se observaron diferencias estructurales o de to-
pografia de inmunorreactividad de MMP-9 entre las
tres zonas analizadas (figura 5).

GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO

Cesérea

La morfologia de las membranas obtenidas de casos
con RPM mostré diferencias muy evidentes, en espe-
cial en las zonas 1 y 2. En tanto que la tercera zona,
mads cercana a la placenta, mostré una morfologia nor-
mal; las otras dos dreas tuvieron manifestaciones de
degradacién de tejido conectivo, con hinchamiento de
la zona del amnios y disgregacién del material colagé-
nico. Ademds de lo anterior, la reactividad de la MMP-
9 fue claramente mayor en la zona 1, seguida de la 2 y
casi nula reactividad en la zona 3, en coincidencia con
los datos bioquimicos (figura 6).

Discusion

En afios recientes se ha incrementado el conocimiento
de los mecanismos que condicionan el desarrollo de la
RPM vy, como resultado de ello, se acepta que el meca-
nismo central de dafio es la degradacién patolégica del
tejido conectivo de las membranas corioamnidticas,
que ocurre desfasado de otros eventos del trabajo de
parto, trayendo por consecuencia el debilitamiento
progresivo de estas estructuras y su eventual rotura.
La identificacién de las sefiales que participan en la ac-
tivacion del sistema enzimdtico de metaloproteinasas
de matriz extracelular es ahora otra frontera del cono-
cimiento que debe ser entendida para poder intervenir
en el desarrollo de la RPM. En este trabajo nos fue po-
sible demostrar que la activacién de la degradacion del
tejido conectivo que distingue a la RPM, es un fenéme-
no focalizado a la zona de la ruptura ya que, como se
muestra en este trabajo, es en la zona mads cercana a la
os cervical donde se puede apreciar la activacién com-
pleta de incremento de la cantidad de la enzima marca-
dora, la MMP-9, asi como la activacion de su forma la-
tente y las manifestaciones morfolégicas asociadas,
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‘ FIGURA 5
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que muestran las consecuencias de la activacion del
sistema enzimdtico. Lo anterior permite postular la
existencia de mecanismos locales de control del inicio
del proceso y, de acuerdo con lo que hasta ahora sabe-
mos, deberia residir en la region del cérvix, al menos
en el caso de la RPM. Los tejidos utilizados como con-
troles en este estudio y que provenian de casos de ce-
sdreas con embarazos a término, pero sin trabajo de
parto, muestran que los sistemas enzimadticos involu-
crados coexisten hacia el término del embarazo, pero
aun falta un elemento de activacién que deberia acom-
pafiar al desarrollo de la propia ruptura. Es este meca-
nismo de activaciéon lo que debe ser caracterizado, y
que se manifiesta por la existencia de enzimas activas,
pues a la fecha no se conocen los pormenores molecu-
lares de este proceso® y asi poder entender las diferen-
tes fases que operan en el desarrollo de la degradacién
del tejido conectivo del corioamnios durante su rotura
patoldgica. Quiza del conocimiento de estos mecanis-
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mos se desprendera una serie de blancos posibles de
intervencién, que permitan detener o impedir la RPM.
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trofoblasticas.

Este trabajo aporta pruebas de que la zona que se
rompe durante la RPM es diferente en su capacidad
funcional de degradacion del tejido conectivo a otras
areas del corioamnios de la misma membrana. O

9.Vadillo-Ortega F, Herndndez MA, Gonzalez-Avila G, Bermejo L, lwa-
ta K, Strauss J. Increased matrix metalloproteinase activity and re-
duced tissue inhibitor of metalloproteinases-1 levels in amniotic
fluids from pregnancies complicated by premature rupture of
membranes. Am J Obstet Gynecol 1996;174:1371-6.

10. Quintero RA, Abuhamad A, Hobbins JC, Mahoney MJ. Transab-
dominal thin gauge embryofetoscopy: A technique for early pre-
natal diagnosis and its use in the diagnosis of a case of Meckel
Gruber Syndrome. Am J Obstet Gynecol 1993;168:1552-7.

11. Towbin H, Stahelin T, Gordon J. Electrophoretic transfer of pro-
teins from polyacrylamide gel to nitrocellulose sheets: procedu-
res and some applications. Proc Natl Acad Sci USA 1999; 76:
4350-4.

12. Paavola LG, Furth EE, Delgado V, Boyd CO, Jacobs CC, Lei H, Strauss
Il JF. Striking changes in the structure and organization of rat fetal
membranes precede parturition. Biol Reprod 1995; 53: 321-38.

13. Murphy G, Stanton H, Cowell S, Butler G, Knauper V, Atkinson
S, Gavrilovic J. Mechanisms for pro matrix metalloproteinase ac-
tivation. APMIS 1999;107:38-44.

14. Meraz-Cruz N, Molina DG, Vadillo-Ortega F. Cambios secuencia-
les de metaloproteinasas de matriz extracelular durante la gesta-
cién y el trabajo de parto en el corioalantoides de la rata. Rev In-
vest Clin 2002;54:342-8.

15. Rowe TF, King LA, MacDonald PC, Casey ML. Tissue inhibitor of
metalloproteinase-1 and tissue inhibitor of metalloproteinase-2
expression in human amnion mesenchymal and epithelial cells.
Am ] Obstet Gynecol 1997;176:915-21.



Endometriosis y abatimiento de las caracteristicas de

la respuesta inmunoldgica citotoxica

Dr. César Angel Hernandez Guerrero,” Dr. Rubén Tlapanco Barba,” Dr. Carlos Ramos Pérez,” Dra. Norma Veldzquez

Resumen

Ramirez,” Nutr. Denisse Castro Eguiluz,’ Dr. Arturo Cérbulo Vézquez’

Objetivo. Determinar el tipo de respuesta inmunoldgica Th1 (citotéxica) o Th2 (humoral) impe-
rante en el ambiente periférico y peritoneal de mujeres con endometriosis (MEN). Tipo de estu-
dio. Observacional, transversal, analitico, retrospectivo, de casos y controles. Material y méto-
dos. A partir de linfocitos T cooperadores y citotéxicos obtenidos de liquido peritoneal (LP) y
sangre periférica (SP) se determiné intracelularmente la produccién de IFN-ge IL-2 en MEN. Se de-
terminé la concentracién de IFN-g IL-2, IL-4 e IL-10 en LP y SP de MEN y mujeres fértiles (MFER).
Los resultados obtenidos se analizaron por ANOVA paramétrica, t de Student y U de Mann-Whit-
ney, con una p < 0.05 como diferencia estadistica. Resultados. El ambiente peritoneal de las MEN
muestra menor concentracion de IL-2 e IFN-gen los linfocitos T, como en el LP de MEN. La dismi-
nucién se vincula con menor porcentaje de linfocitos T cooperadores y NK (p < 0.05 en todos los
casos), comparado con MFER. Este fenémeno se observa mas acentuado en los estadios Ill 'y IV de
la enfermedad. Conclusiones. Las mujeres con endometriosis tienen un ambiente peritoneal con
menor capacidad efectora citotdxica, en comparacién con MFER. El abatimiento de la capacidad
efectora citot6xica aumenta conforme progresa la intensidad de la endometriosis. g

Palabras clave: Endometriosis, respuesta inmunoldgica, citotoxicidad.
(Hernandez Guerrero CA. Endometriosis y abatimiento de las caracteristicas de la respuesta inmuno-
I6gica citotoxica. Ginec Obst Mex 2003;71:559-574).

Instituto Nacional de Perinatologia.
'Departamento de Ultramicroscopia. *Subdireccién de Ginecoobstetricia. *Departamento de Planificacién Familiar.

*Departamento de Infectologia e Inmunologia Perinatal.

54 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia
Segundo lugar de Investigacion Bdsica

559

ISSN-0300-9041 VoLumeN 71 Noviemsre 2003



Abstract

Endometriosis

Objective. To determine the immunology kind of response Th1 (cytotoxic) or Th2 (humoral) pre-
vailing at peripheral and peritoneal environment at endometriosis women (ENW). Study design.
Observational, transverse, analytical, retrospective, cases and controls. Material and methods.
Cooperative and cytotoxic lymphocytes obtained from peritoneal fluid (PF) and peripheral blood
(PB) were used to determine IFN-gand IL-2 intracellular synthesis at ENW. IFN-g, IL-2, IL-4 and IL-
10 concentration were determined at PF, PB at ENW and fertile women (FERW). Results were analy-
zed by ANOVA, t student and Mann-Whitney tests, accepting p < 0.05, as a statistic difference. Re-
sults. Peritoneal environment of ENW shows a smaller intracellular synthesis of IFN-g and IL-2 at
cooperative and cytotoxic T lymphocytes, as in the PF at ENW. The decrease is associated to a sma-
ller percentage of activated, cooperative T lymphocytes and NK cells (p < 0.05, at all the variable),
versus FERW. This phenomenon is observed more stressed at the Ill and IV pathology degree. Con-
clusions. ENW show a peritoneal environment with a smaller immunology cytotoxic capacity, ver-
sus FERW. The discouragement of the immunology cytotoxic capacity increases associated to the pa-

thology intensity.

O

Key words: Endometriosis, immunology response, cytotoxicity.

(Herndndez Guerrero CA. Endometriosis and discouragement of immunology cytotoxic characteris-
tics. Ginec Obst Mex 2003;71:559-574).

Introduccion

glandulas endometriales y estroma fuera de la ca-
vidad uterina.' Es uno de las alteraciones gineco-
l6gicas benignas mas comunes que afecta aproximada-
mente al 5% de la poblaciéon general. En mujeres
infértiles la prevalencia reportada es entre 25y 50%.

El crecimiento del tejido endometrial fuera de la ca-
vidad uterina ocurre frecuentemente sobre los ovarios,
las trompas de Falopio, la vejiga, el intestino, el perito-
neo y en la musculatura uterina. Al igual que el tejido
endometrial eutépico, los implantes ectépicos reaccio-
nan a los cambios hormonales que controlan la mens-
truacion. Proliferan, se descaman y sangran sin que es-
te tejido sea expulsado del organismo, por lo que es
muy probable que las células y tejido descamado in-
duzcan irritacién local, un estado proinflamatorio que
puede dar lugar a la aparicién de tejido fibrético, cica-
trices y adherencias.”

Puesto que durante la etapa exfoliativa del endome-
trio un porcentaje muy alto de mujeres presentan
menstruacion retrégrada hacia el peritoneo,** las célu-
las y el tejido endometrial recuperado de esta cavidad
expresan la capacidad de implantarse y proliferar; al
parecer, se trata de una situacién normal durante la vi-
da reproductiva de la mujer. Diversos grupos de inves-

l a endometriosis se define como la presencia de
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tigacion en el mundo®™ han planteado y reportado
pruebas que indican la existencia de alteraciones in-
munoldgicas de tipo celular y soluble, en el microam-
biente peritoneal de mujeres con endometriosis, las
cuales parecen tener relacién con una deficiente capa-
cidad para eliminar células y tejido endometrial que
llega periédicamente al peritoneo.

En sistemas in vitro, las mujeres con endometriosis
muestran menor capacidad citotéxica en contra del te-
jido endometrial por parte de células asesinas natura-
les (NK), obtenidas de sangre periférica en compara-
ciéon con el mismo grupo celular proveniente de
mujeres fértiles.”’ Las células NK desempefian un pa-
pel muy importante en la eliminacién de células dafia-
das y potencialmente cancerosas," por lo que se espe-
cula que su participacién en la eliminacidon de células
y tejido endometrial de la cavidad peritoneal es pre-
ponderante, pues emplea mecanismos citotéxicos no
restringidos al complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC).

El abatimiento de la actividad citot6xica también se
ha observado en linfocitos T cooperadores
(CD3+/CD4+) y T citotéxicos (CD3 +/CD8+) obte-
nidos de mujeres con endometriosis a partir de sangre
periférica, mismos que ejercen menor citotoxicidad so-
bre células endometriales autdlogas y heterdlogas en
cultivo, en comparacion con los valores de citotoxici-
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dad mostrados por las mismas estirpes celulares obte-
nidas de mujeres sin endometriosis."***

El potencial citotéxico disminuido de los linfocitos
T cooperadores y citotéxicos, observado en las mujeres
con endometriosis, parece estar condicionado por la al-
teracion de citocinas y moléculas, que en forma local
se encargan de regular la respuesta inmunoldgica,
puesto que es posible restaurar la capacidad litica en
contra de células endometriales, al estimu-larlas con
interleucina-2 recombinante humana (rhIL-2) cuando
se realizan los experimentos de citotoxicidad.”

A este respecto se ha examinado la composicién
bioquimica del liquido peritoneal (LP) en mujeres con
endometriosis, y se han identificado diferencias en la
concentracién de diversas citocinas, como interleucina
(IL)-1, IL-4, 1L-6, IL-8, IL-10, IL-12, factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a), prostaglandinas, hormonas, etc.
Estas citocinas son producidas por macroéfagos, linfoci-
tos T, células NK y por células locales de érganos y es-
tructuras del peritoneo, las cuales juegan un papel pre-
ponderante en los mecanismos de regulacién de la
respuesta inmunoldgica local y posiblemente sistémi-
ca'lﬂrl?)

En este rubro se ha demostrado que los macréfagos
y las células involucradas en el reconocimiento y elimi-
nacién de células muertas, dafiadas y restos de ellas, se
encuentran en mayor porcentaje y grado de activacion
en el ambiente peritoneal de mujeres con endometrio-
sis, en comparacién con el ntimero y activacién celular
de mujeres fértiles.*** La activacion de este grupo ce-
lular conduce a una mayor sintesis de diversas molécu-
las (citocinas, interferones, radicales libres, prosta-
glandinas, etc.) que se cree estdn relacionadas con el
padecimiento, sin tenerse del todo comprendido el me-
canismo involucrado. Cuando los macréfagos se acti-
van aumenta la expresiéon de una enzima citocromo
que cataliza la generacion de formas reactivas de nitro-
geno, especificamente ON; los macréfagos son la prin-
cipal célula inmunolégica productora de ON.*> E1 TNF-
a induce a los macréfagos a activar la transcripcion de
los genes de la sintasa de 6xido nitrico (iNOS), enzima
encargada de producir dicho nitrégeno activo.”

Esta caracteristica cobra especial atencién, puesto
que el estado proinflamatorio identificado en el am-
biente peritoneal de mujeres con endometriosis se pue-
de relacionar con la activacién de los macréfagos loca-
les, que cuando se activan entran en el proceso de
estallido respiratorio, donde sintetizan y liberan gran-
des cantidades de especies reactivas de nitrégeno y oxi-
geno. Esta caracteristica puede tener relacién con la
regulacion de la respuesta inmunoldgica, ya que se ha
observado que el ON es un potente inductor de la pro-
duccién de IL-4 por parte de los linfocitos T coopera-

dores, citocina tipica y respuesta Th2.**** Asimismo, el
6xido nitrico es un potente inhibidor de la respuesta
citotéxica o TH1, pues abate la sintesis de IFN-gen las
células NK y linfocitos T cooperadores.

Estas pruebas han permitido proponer la existencia
de un ambiente peritoneal de las mujeres con endome-
triosis, que condicione un abatimiento o disminucién de
los mecanismos efectores citotdxicos de la respuesta in-
munolégica. Este planteamiento se basa en las caracte-
risticas efectoras de la respuesta inmunoldgica, ya que
ejerce su actividad a través de dos grandes brazos. El
brazo celular estd modulado por la subpoblacién de lin-
focitos T cooperadores denominados tipo Th1, que pro-
mueven, principalmente, actividad citotéxica y reciben
esta clasificacion debido a la sintesis aparentemente res-
tringida de las citocinas IL-2, interfer6n-gamma (INF-g)
y linfotoxina (L'T). El brazo humoral es modulado por la
subpoblacién de linfocitos denominados Th2, quienes a
partir de la sintesis de 11.-4, IL-5, IL-10 e IL-13, estimu-
lan la produccién de anticuerpos por células plasmati-
cas. Sobresale el mecanismo utilizado para regular am-
bos tipos de respuesta, ya que ésta se lleva en forma
cruzada, pues las citocinas del tipo Th1 abaten la activi-
dad efectora humoral o Th2, y las citocinas IL-4, I1-10 e
IL-13, son potentes inhibidores de la respuesta citotoxi-
ca o Th1.»*

Es posible que una sintesis diferente de citocinas y
moléculas involucradas en la regulacion de la respues-
ta inmunoldgica determine mayor concentracion de ci-
tocinas tipo Th2 y/o menor concentracién de citocinas
Th1, lo que condiciona menor capacidad citotéxica
efectora local por parte de las células involucradas en
esta funcién. Los datos reportados en la literatura
muestran valores aislados sobre la presencia de algu-
nas citocinas o moléculas relacionadas; sin embargo,
hasta donde sabemos no existe un analisis completo
que evalde la presencia de caracteristicas celulares, ci-
tocinas del tipo Th1l y Th2 presentes en LP y SP, con
la intencién de definir con precision si las mujeres con
endometriosis muestran una caracteristica inmunolé-
gica determinada en el ambiente peritoneal y/o perifé-
rico.

Objetivo general |

Identificar el tipo de respuesta inmunolédgica imperan-
te (Th1/Th2) en el ambiente peritoneal y periférico de
mujeres estériles con endometriosis y su relacién con
derivados del 6xido nitrico.
Los objetivos especificos son:
1. Identificar la produccién de citocinas intracelulares
IL-2 e INF-g (respuesta Thl) e IL-4 (respuesta
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Th2) en linfocitos T cooperadores y T citotéxicos,
obtenidos de liquido peritoneal y sangre periférica
de mujeres con y sin endometriosis.

2. Determinar por técnica de ELISA la concentracion
de IL-2 e INF-g (respuesta Th1), asi como de IL-4 e
IL-10 (respuesta Th2) en la sangre periférica y el 1i-
quido peritoneal de mujeres con y sin endometrio-
sis.

3. Determinar la concentracioén del derivado de éxido
nitrico (nitrito) en plasma y liquido peritoneal de
mujeres con y sin endometriosis.

4. Correlacionar la concentracién de 6xido nitrico con
el tipo de respuesta inmunoldgica (Thl o Th2)
observada en mujeres con y sin endometriosis.

| Material y métodos

Tipo de estudio. Investigacién observacional con disefio
transversal, con caracteristicas de estudio en relacién
con el método de observacion transversal. En cuanto al
tipo de andlisis fue analitico y por lo que toca a la tem-
poralidad, retrospectivo.

Poblacion de estudio. A partir de la Clinica de Este-
rilidad del Instituto, donde se efectud el trabajo, se ge-
nerd el grupo de estudio que comprende mujeres esté-
riles con endometriosis diagnosticada con
videolaparoscopia y estadio clinico de la enfermedad,
de acuerdo con la clasificaciéon de la AFS.*” La obten-
cién de productos bioldgicos se realizé en la fase proli-
ferativa del ciclo menstrual (dias 12 a 16) mediante
aspiracion de liquido peritoneal del fondo del saco an-
tes de efectuar algun procedimiento local. La muestra
de sangre periférica se tomé a partir de una puncién
venosa del antebrazo al momento de efectuar el proce-
dimiento quirdrgico.

Tamafio de la muestra. Con una férmula para dos
medias se calcularon las de dos grupos independientes:
mujeres estériles con endometriosis y mujeres sanas
fértiles. En el supuesto de que las desviaciones estan-
dar en las dos poblaciones sean semejantes, al igual
que el tamafio de las muestras en los dos grupos, to-
mando como la magnitud de la diferencia en el porcen-
taje de linfocitos T CD4 + que sintetizan IFN-gen LP,
entre mujeres sanas fértiles y mujeres con endometrio-
sis, se obtuvo un tamafio de muestra de 22 mujeres por
grupo.

Grupo testigo. Las muestras bioldgicas del grupo tes-
tigo se obtuvieron a partir de mujeres sanas fértiles
con paridad satisfecha, que asistieron a la clinica de
planificacién familiar del Instituto donde se realiz6 el
estudio, a quienes como método anticonceptivo se
practicé obstruccion tubaria bilateral. La obtencién de
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productos bioldgicos se realizé en la fase proliferativa
del ciclo menstrual (dias 12 a 16), aspirando el liquido
peritoneal del fondo de saco antes de efectuar la obtu-
racion de las trompas. La toma de la sangre venosa se
realizé al momento de la cirugia.

Criterios de inclusion al grupo con endometriosis. Mu-
jeres estériles que hayan asistido a la clinica de esteri-
lidad, a quienes se realizé una videolaparoscopia ex-
ploratoria y en donde el factor masculino de esterilidad
se haya excluido. En quienes se obtuvo liquido perito-
neal sin contaminacién aparente de sangre periférica,
al momento de la laparoscopia. En las que se determi-
né endometriosis peritoneal por laparoscopia, y el gra-
do del padecimiento fue clasificado por el grupo de es-
pecialistas.

Criterios de exclusion al grupo con endometriosis.
Mujeres en quienes se identificé enfermedad pélvica
inflamatoria aguda al momento de realizar la videola-
paroscopia. Mujeres con algtin antecedente autoinmu-
ne en su historia clinica. En las que al momento de la
videolaparoscopia no fue posible colectar liquido peri-
toneal. En las muestras en quienes fue posible obtener
liquido peritoneal, pero la viabilidad celular fue menor
al 80%, y/o el nimero de células fue menor a
3,000,000/mL.

Criterios de inclusion para el grupo testigo. Obtencién
de liquido peritoneal sin contaminacién aparente de san-
gre periférica, al momento de la laparoscopia. Ausencia
de pruebas laparoscépicas de endometriosis al momento
de realizar la cirugia.

Criterios de exclusion al grupo testigo. Mujeres con
manifestacion de algiin antecedente autoinmune en su
historia clinica. Aquellas en quienes al momento de la
videolaparoscopia no fue posible colectar liquido peri-
toneal. Pacientes en quienes no fue posible obtener li-
quido peritoneal, pero la viabilidad celular fue menor
al 80% o el numero de células fue menor a
3,000,000/mL.

Determinacion de subpoblaciones de linfocitos e iden-
tificacion de citocinas intracelulares mediante citometria
de flujo. La identificacién de las subpoblaciones de lin-
focitos se llevé a cabo mediante citometria de flujo, con
anticuerpos monoclonales dirigidos contra moléculas
de superficie (CD), conjugados con fluorocromos. El
Cuadro 1 describe la mezcla de anticuerpos monoclo-
nales usados, asi como el tipo celular que detectaron.

Después de colectar el liquido peritoneal en el qui-
réfano, se transport6 al laboratorio e inmediatamente
se proces6. El volumen obtenido se centrifugé a 300 x
¢ durante 10 minutos, se recuperé el sobrenadante y se
fraccioné en alicuotas de 500 nl y se almacené a 20°C.
Al mismo tiempo se agregé medio RPMI-1640 (Gibco
BRL) sin indicador de pH, adicionado con albtimina
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| Cuapro I.  Anticuerpos monoclonales conjugados con flurocromos, empleados en la tincién de superficie de células

para citometria de flujo

Anticuerpo (anti CD) Fluorocromo Subpoblacién identificada
CD3 PE-Cy5 Linfocitos T totales

CD4 FITC Linfocitos T inductores
CD8 FITC Linfocitos T citotdxicos
CD3

CD19/CD45 FITC

PE/PE-Cy5 Linfocitos B

CD3/HLA-DR FITC/PE Linfocitos T activados
CD3/CD16+CD56 FITC/PE Células NK

CD45/CD14 FITC/PE Macréfagos

FITC: Isotiocinato de fluoresceina.PE: Ficoeritrina. PE-Cy5: Ficoeritrina Cy5.

sérica bovina al 2%, a la pastilla celular del LP para al-
canzar un volumen de 700 uL, con la intencién de la-
var y mantener en condiciones de maxima viabilidad a
las células peritoneales colectadas. Se determing el nu-
mero y viabilidad de las células peritoneales obtenidas,
mediante exclusién de un colorante vital (azul triptdn
al 0.5). Las muestras que contenian como minimo un
millén de células por mililitro, y una viabilidad mayor
al 90%, se emplearon para realizar la identificacion
por citometria de flujo.

Para identificar subpoblaciones de linfocitos en el
compartimiento materno y peritoneal, se colocaron al-
rededor de 100,000 células provenientes de liquido pe-
ritoneal o 20 1L de sangre periférica, las cuales se pu-
sieron en contacto con 4 pL de los anticuerpos
monoclonales especificos para cada subpoblacion celu-
lar, durante 15 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad. Al término de la incubacién se adicionaron
250 1L de solucién de lisis (FACS Lysing Solution),
con la intencién de eliminar las células hematicas pre-
sentes, y permitir actuar a la solucién durante 15 mi-
nutos. Posteriormente se hizo la adquisicién y andlisis
de las muestras, utilizando un citémetro de flujo Coul-
ter Epics Altra en un lapso no mayor de 48 horas.

Para identificar el fenotipo de actividad inmunolégica
que expresan los linfocitos T cooperadores (CD4 + /CD3 +)
y linfocitos T citotéxicos (CD8 +/CD3 +), obtenidos del
compartimiento peritoneal y periférico, se emplearon
anticuerpos monoclonales conjugados con ficoeritrina,
dirigidos contra las citocinas: INF-g, IL-2 e IL-4. Se si-
gui la siguiente metodologia: se incubaron 100,000
células provenientes de liquido peritoneal o 20 nL de
sangre periférica, durante 15 minutos a temperatura
ambiente con los anticuerpos de superficie: anti-CD3
+ anti-CD4, y/o anti- CD3 + anti- CD8. Posterior-
mente se agregaron 40 ul de solucién fijadora Intra-
Prep 1, durante 15 minutos a temperatura ambiente en
la oscuridad. Después se agregaron 40 1l de solucién

permeabilizadora IntraPrep 2, durante cinco minutos
a temperatura ambiente en la oscuridad. Finalmente la
presencia de las citocinas intracelulares, se determiné
mediante citometria de flujo con el equipo antes des-
crito.

Cuantificacion de citocinas por ELISA. La determi-
nacién de citocinas solubles (IFN-g, IL-2, IL-4 e IL- 10)
en liquido peritoneal y sangre periférica, se realiz6 me-
diante ensayos inmunoenzimaticos cuantitativos (ELI-
SA tipo “sandwich”), desarrollados en el laboratorio,
con reactivos comerciales (estdndar de la citocina, an-
ticuerpo monoclonal de captura y anticuerpo biotinila-
do de deteccién Pharmingen). Se usé la siguiente me-
todologia:

Con el uso de placas de 96 pozos con superficie ab-
sorbente, se colocaron 50 11l por pozo del anticuerpo de
captura, que reconoce especificamente a la citocina de
interés, éste se diluy6 a una concentracién de 2 ng/mL
en la solucién de unién. La placa se sell6 y se dejé in-
cubando toda la noche a 4°C. Se retiré la solucién de
unién y se lavé la placa tres veces con PBS/Tween.
Con la intencién de bloquear las uniones inespecificas
se agregaron 200 nL por pozo de solucién de bloqueo.
Posteriormente se colocaron 100 pL por pozo de estan-
dares, controles y muestras desconocidas, permitiendo
su interaccién durante 12 horas a 4°C. Se adicionaron
100 pL del segundo anticuerpo (anticuerpo de detec-
cién) conjugado con biotina en cada pozo de las placas
a una concentraciéon de 2 ng de proteina/mL de solu-
cion, los cuales se dejaron en incubaciéon durante una
hora a temperatura ambiente. Al término de la incuba-
cién, la placa de ELISA se lavé exhaustivamente con
solucién de lavado, agregandose el conjugado de es-
treptavidina/fosfatasa alcalina diluida 1:1000, mismo
que se dejo incubar durante 30 minutos a temperatura
ambiente. El desarrollo de color se hizo mediante la
utilizacién del cromégeno para-nitrofenilfosfato, de-
terminando la absorbancia de las muestras y curva es-
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tandar en un lector de ELISA marca Dynatech a 450
nanémetros de longitud de onda. La concentracion de
las citocinas en las muestras problema se determiné
mediante interpolacién de la absorbancia obtenida, en
la curva de calibraciéon de absorbancia contra la con-
centracion de la citocina estdndar, realizada en cada
ensayo para ambas citocinas. En todos los casos se
analizé el coeficiente de correlacién de la curva de ca-
libracién obtenida, asi como el coeficiente de variacion
interensayo observado en los estandares bajo, medio y
alto empleados en cada experimento.

Andlisis de derivados de oxido nitrico. Los productos
finales del metabolismo del ON son los nitritos. Para
cuantificar la concentracion de nitritos, se colocaron
150 pl del estandar conocido o muestra a analizar (LP
o SP), en una placa de 96 pozos. Posteriormente se
agregaron 20 pL por pozo del reactivo de Griess (que
convierte el nitrito en un compuesto morado intenso)
mas 130 pL de agua desionizada en cada pozo. La caja
se cubrié6 de la luz y se incubé a temperatura ambien-
te durante 30 minutos, leyéndose posteriormente la
absorbancia a 492 nanémetros (nm) de longitud de
onda, de los estandares y muestras desconocidas. La
concentracion de nitritos se determiné en las muestras
de interés, mediante la interpolacién de la absorbancia
obtenida en la recta de calibracién, tipo de estandares
y absorbancia realizada.

FIGURA 1
IFN-y en Células T CD4+
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Porcentaje de linfocitos T cooperadores (CD3+/CD4+)
productores de IFN-g en el grupo de mujeres fértiles (n =
15) y con endometriosis (n = 25). *p < 0.05 con respec-
to al mismo comportamiento del grupo testigo (t de Stu-
dent; 95% confianza).
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Andlisis estadistico. Las variables independientes
del grupo problema (mujeres estériles con endometrio-
sis) se compararon con el grupo de mujeres sanas fér-
tiles sin endometriosis, mediante prueba t de Student
o andlisis de varianza (ANOVA), con intervalos de
confianza del 95 % para distribucién normal de las va-
riables. En caso contrario, la evaluacion entre grupos
se hizo mediante la prueba no paramétrica de U de
Mann Witney, o ANOVA de Kruskal-Wallis. Se consi-
deré significado estadistico con una p < 0.05.

Resultados

Andlisis de citocinas intracelulares en linfocitos. Para
conocer el tipo de respuesta inmunoldgica imperante
en las subpoblaciones de linfocitos més importantes en
cuanto a regulacion de la respuesta inmunoldgica, los
linfocitos T cooperadores (CD3 +/CD4+) y T citotd-
xicos (CD3+/CDS8+), se tifieron intracelularmente
con anticuerpos marcados con fluorocromos especifi-
cos anti IFN-gy anti IL-2, como citocinas asociadas a
una respuesta inmunoldgica citotéxica o Thl.

Los resultados mostraron que el porcentaje de lin-
focitos T cooperadores CD3 +/CD4 + que sintetizan
IFN-g es menor en el grupo de mujeres con endome-
triosis, con respecto a las células provenientes del gru-
po de mujeres sanas, tanto en LP como en SP (p <
0.05, t de Student), al comparar a las mujeres con
endometriosis en un mismo grupo (figura 1). Asimis-
mo, el porcentaje de linfocitos T citotéxicos que sinte-
tizan IFN-g mostro el mismo patrén de menor sintesis
de la citocina (p < 0.05, t de Student), en las mujeres
con endometriosis (figura 2). La misma citocina es el
doble en el grupo testigo con respecto al grupo de estu-
dio, para ambos compartimentos.

El andlisis de sintesis de produccién de IL-2 por
parte de los linfocitos T cooperadores y citotéxicos,
mostré un patrén similar al observado para la produc-
cién de IFN-g ya que el porcentaje de linfocitos que
sintetizan I1.-2, en LP y SP de las mujeres con endome-
triosis, es estadisticamente menor (p < 0.05; t de Stu-
dent) en comparacién con el valor obtenido en las mu-
jeres fértiles (figura 3).

Para el caso de linfocitos T citotéxicos, los resulta-
dos obtenidos repitieron el patrén de menor produc-
cién de IL-2 (p < 0.05; t de Student) en células obte-
nidas de SP y LP de las mujeres con endometriosis, en
comparacién con mujeres fértiles (figura 4).

Con la intencién de observar si la intensidad de la
endometriosis tenia algun efecto sobre la capacidad de
produccién de las citocinas IFN-g e IL-2, el grupo de
mujeres con endometriosis se estratificé en estadios de
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la enfermedad (I a IV), y se comparé con el grupo de
mujeres fértiles.

Cuando se analizé en LP por grados de endometrio-
sis, el porcentaje de linfocitos T cooperadores
(CD3 +/CD4 +) que sintetizan IFN-g (Cuadro II) se
observo que las células productoras de esta citocina
tienden a aumentar en el grado II con respecto al gra-
do I, seguida de disminucién estadistica significativa
en el grado III (p < 0.05 con respecto al grado II) y fi-
nalmente se observa abatimiento casi total en el esta-
dio IV (p < 0.05 con respecto al grado II). Ademds, la
comparacion de los estadios I, IIT y IV, con respecto al
valor de mujeres fértiles, muestra disminucién estadis-
tica significativa (p < 0.05; ANOVA).

Para el caso de linfocitos T citotéxicos
(CD3 +/CD8+) productores de IFN-g obtenidos del
ambiente peritoneal (Cuadro II), se observa el mismo
patrén de los linfocitos T cooperadores, pues hay una
tendencia a aumentar de grado I a II; posteriormente
disminuye de grado Il a III (p < 0.05, con respecto al
grado IT) y en el grado IV se abate el porcentaje de célu-
las (p < 0.05 con respecto al grado II). También el por-
centaje de estas células en los grados I, IIl y IV es menor
que en el grupo testigo (p < 0.05).

Al aplicar el andlisis antes descrito en las subpobla-
ciones celulares, obtenidas del ambiente periférico, se
observo que los linfocitos T cooperadores productores
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Porcentaje de linfocitos T cooperadores (C3+/CD4+) pro-
ductores de IL-2, en el grupo de mujeres fértiles (n = 15)
y con endometriosis (n = 25). *p < 0.05 con respecto al
mismo comportamiento del grupo testigo (t de Student;
95% de confianza).
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Porcentaje de linfocitos T citotéxicos (CD3+/CD8+) pro-
ductores de IL-2 en el grupo de mujeres fértiles (n = 15) y
con endometriosis (n = 25). *p < 0.05 con respecto al
mismo comportamiento del grupo testigo (t de Student;
95% de confianza).

de IFN-g se encuentran disminuidos en los grados I, I
y IV al compararlos con el grupo testigo (p < 0.05). Se
observé una tendencia al aumento entre el estadio Il y

FIGURrA 4
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Porcentaje de linfocitos T cooperadores (C3+/CD4+) pro-
ductores de IL-2, en el grupo de mujeres fértiles (n = 15)
y con endometriosis (n = 25). *p < 0.05 con respecto al
mismo comportamiento del grupo testigo (t de Student;
95% de confianza).
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CuAbro .

Porcentaje de linfocitos T cooperadores (CD3+/CD4+) y citotéxicos (CD3/CD8+) productores de IFN-g e IL-2, obtenidos

de liquido peritoneal (LP), en los estadios de endometriosis y grupo testigo

Citocinas intracelulares (%) Endometriosis Testigo
I (n=10) Il (n=7) Il (n=5) IV (n=3), (n=15)
IFN-gen CD4+/CD3+, 13.06* 16.04 1.77* 0.10* 25.52
+10.71 +11.95 +0.55 +0.14 +11.07
IFN-gen CD8+/CD3+ 24.05* 39.16 6.80* 0.40* 52.62
+21.45 +28.26 +6.34 +0.14 +18.06
IL-2 en CD4+/CD3+ 8.93* 12.54 1.20* 1.50* 21.06
+8.20 +10.56 +0.90 +0.71 +13.62
IL-2 en CD8+/CD3+ 7.80* 20.00 2.67* 0.10 23.12
+5.02 +20.41 +2.51 +0.14 +16.72

*p < 0.05 con respecto al grupo testigo. (t de Student; 95% de confianza).

111, disminuyendo casi hasta el abatimiento en el esta-
dio IV de la enfermedad (Cuadro III).

El porcentaje de linfocitos T citotéxicos producto-
res de IFN-gen SP, tiende a aumentar entre el grado I
y II, después disminuye en el grado III, y entre el gra-
do III y IV se abate casi totalmente la produccién de la
citocina, observandose diferencia significativa estadis-
tica (p < 0.05) en todos los casos antes referidos (Cua-
dro III).

Para el caso de los linfocitos T cooperadores que
producen IL-2 en SP (Cuadro III), estos tienden a au-
mentar en los grados III y IV de la enfermedad; sin em-
bargo, en los grados I y II hay una diferencia significa-
tiva con respecto al grupo testigo (p < 0.05). Los
linfocitos T CD8+ que sintetizan la misma citocina
tienden a aumentar conforme avanzan los grados de la
enfermedad, y en los grados I y II el porcentaje de cé-

lulas es menor que en el grupo testigo (p < 0.05).

Determinacién de citocinas solubles. Con el fin de
describir el patrén de respuesta inmunoldgica Thl o
Th2 en el ambiente peritoneal, se cuantificaron cuatro
citocinas en forma soluble mediante la técnica de ELI-
SA. Como representantes de una respuesta tipo Th1 se
cuantificaron IFN-g e IL-2, y para respuesta tipo Th2
se determinaron IL-4 e IL-10.

Los resultados obtenidos de las citocinas (pg/mL)
se corrigieron en cada caso por la concentracién de
proteina presente en el liquido peritoneal o plasma
sanguineo, determinando la cantidad de proteina por
el método de Bradford.

La concentracién de IFN-gen el liquido peritoneal
no mostré diferencia entre las mujeres con endome-
triosis (6.2 +- 3.9 pg/mg de proteina) y fértiles (9.3
+/- 4.5 pg/mg de proteina). Sin embargo, al comparar

Cuapro lll.  Porcentaje de linfocitos T cooperadores (CD3+/CD4+) y citotéxicos (CD3/CD8+) que sintetizan IFN-ge IL-2, en sangre
periférica (SP), en los cuatro estadios de endometriosis y en el grupo testigo

Citocinas intracelulares Endometriosis Testigo
I Il ] v (n=15)

IFN-gen CD4+/CD3+ 8.8* 5.64* 10.63 1.15* 18.20
+5.61 +4.35 +5.30 +0.21 +8.52

IFN-gen CD8+/CD3+ 4.70* 7.92 6.23* 1.20* 16.94
+3.53 +7.35 +1.27 +0.28 +8.48

IL-2 en CD4+/CD3+ 11.33* 5.5% 14.10 12.00 21.76
+7.69 +7.24 +7.09 +1.41 *11.11

IL-2 en CD8+/CD3+ 1.39* 1.68* 2.7 6.85 5.44
+1.12 +2.66 +0.44 +1.20 +3.64

*p < 0.05 con respecto al grupo testigo (t de Student; 95% de confianza).
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CuADRO IV.  CONCENTRACION DE IFN-y, IL-2, IL-4 E IL-10 EN LiQUIDO PERITONEAL (LP), EN LOS CUATRO ESTADIOS DE ENDOMETRIOSIS Y

EN EL GRUPO TESTIGO

Citocinas pg/mg de proteina Endometriosis Fértiles
I 1 ] I\ lalVv
(n=12) (n=8) (n=6) (n=4) (n=30) (n=15)
IFN-g 69 5.9 7.4 3.6% 6.2 9.3
*1.9 +4.2 +59 *2.2 +3.9 *4.5
IL-2 6.2 2.5' 1.2 2.1 3.5 14.62
IL-4 9.38 16.5 11.9 9.7 11.9 15.8
+5.7 +11.5 +8.4 +6.5 +8.4 +8.1
IL-10 71.1 32.2 79.2 17.49 68.2 79.6
+56.1 +39.9 *117.4 +194.4 +92.4 +47.2

*p < 0.05 versus grupo testigo (t de Student; 95% de confianza). (p < 0.05 versus grupo testigo (ANOVA de Kruskal-Wallis, 95% de confianza).

por estadios de la enfermedad, se observé diferencia
estadistica (p < 0.05; t de Student) en el estadio IV
con respecto al grupo testigo (Cuadro IV).

La concentraciéon de IL-2 mostré diferencia esta-
distica significativa (p < 0.05; ANOVA de Kruskal-
Wallis) al comparar el valor de las mujeres con endo-
metriosis en un grupo, y entre los estadios II, Il y IV
en comparacién con las mujeres fértiles (Cuadro IV).

Para el caso de la IL.-4 no se observé diferencia es-
tadistica, al comparar los valores de las mujeres con
endometriosis y fértiles, en forma estratificada y en
grupo. Asimismo, la concentracién de I11.-10, no mos-
tr6 diferencia estadistica al comparar los valores de las
mujeres con endometriosis y fértiles, en forma estrati-

ficada y en grupo (Cuadro IV). El andlisis de IFN-g, IL-
2,114 e I1-10 en el compartimiento periférico de las mu-
jeres con endometriosis y sanas fértiles, no mostré dife-
rencia estadistica significativa alguna, al comparar los
valores obtenidos por estadios de la enfermedad o en gru-
po (Cuadro V).

Subpoblacion de linfocitos en ligquido el peritoneal. E1
andlisis de subpoblaciones de linfocitos en las mujeres
fértiles y con endometriosis mostré diferencias esta-
disticas significativas entre el compartimiento periféri-
co y peritoneal. Se observé disminucion de linfocitos T
cooperadores (CD3 +/CD4 + ) en el LP con respecto a
SP, asociada con aumento de linfocitos T citotéxicos
(CD3 +/CD8 +) en LP con respecto a SP (Cuadro VI).

CuADRO V.  Concentracion de IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 en sangre periférica, de mujeres con endometriosis y sanas fértiles

Citocinas pg/mg de proteina Endometriosis Fértiles
I 1 1 v lalVv
(n=12) (n=8) (n=6) (n=4) (n=30) (n=10)
IFN-y 19.6 10.4 33.6 9.8 18.5 8.8
+28.1 +12.1 +38.1 +6.9 +25.6 +3.9
IL-2 23.4 7.4 10.6 8.2 12.4 14.62
+16.8 +4.8 +3.1 *2.5 *7.4 *7.4
IL-4 67.4 15.6 102.7 23.3 56.4 37.1
+79.3 +7.2 +121.1 +55 +77.4 +27.9
IL-10 210.4 131.5 162.1 134.6 178.1 175.3
*172.1 +167.1 +55.7 +218.1 +155.2 +179.5
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CuADRrO VL. Subpoblaciones celulares cuantificadas por medio de citometria de flujo. Se muestra el porcentaje de células SP y LP

Subpoblacién celular

Testigo (n=15)

Endometriosis (n=25)

sP LP sp LP

T cooperadores 57.00 30.38 57.7 31.12
+6.37 +7.38 +9.74 +11.65

T citotéxicos 40.36 68.48 31.76 55.31
+6.41 +7.07 +7.97 +18.46

Relacion CD4+/CD8+ 1.46 0.46 1.95 0.62
+0.36 +0.15 +0.66 +0.34

T activados 5.94 12.62 4.20 2.26*
+5.97 +8.98 +3.39 +2.66

Células NK 14.94 12.98 19.26 6.52
+2.82 *+5.71 +6.67 +5.03

Macréfagos 14.78 44.66 33.09 51.35
+16.79 +34.30 +29.59 +20.60

*p < 0.05 con respecto al mismo compartimiento del grupo testigo (t de Student; 95% de confianza). p < 0.05 con respecto al LP del mismo

grupo (t de Student; 95% de confianza).

Se observo diferencia estadistica en la poblacién de lin-
focitos T citotéxicos, en el compartimiento periférico
de las mujeres con y sin endometriosis.

Se observé menor porcentaje de linfocitos T activa-
dos (CD3+/HLA-DR+), células NK (CD3-
/CD16 + 56 +) en el compartimiento peritoneal de las
mujeres con endometrios, en comparacion con el valor
de sangre periférica; caracteristica no identificada en
las mujeres fértiles (Cuadro VI). Asimismo, fue posible
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observar menor concentracién de linfocitos T activa-
dos y células NK estadisticamente significativas, en el
compartimiento peritoneal de las mujeres con endo-
metriosis, en comparaciéon con el valor de mujeres fér-
tiles (Cuadro VI).

Al analizar la subpoblacién de linfocitos T coopera-
dores en las mujeres con endometriosis, estratificada
por estadios de la enfermedad, fue posible observar
menor porcentaje celular en el estadio III contra el va-
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(a) Porcentaje de linfocitos T cooperadores (CD3+/CD4+) de LP de mujeres con endometriosis y en el grupo testigo. (b) Por-
centaje de linfocitos T citotoxicos (CD3+/CD8+) de LP de mujeres con endometriosis y en el grupo testigo. Estadios de la
enfermedad: I (n = 10), Il (n = 7), lll (n = 5) y IV (n = 3). Grupo testigo (n = 15). *p < 0.05 con respecto al grupo testigo

(t de Student; 95% de confianza).
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lor de las mujeres fértiles (Figura 5a). Para el caso de
los linfocitos T citotéxicos, analizados de la forma an-
tes mencionada, fue posible observar diferencia esta-
distica en los grados I y IV de la enfermedad contra el
valor de las mujeres fértiles (figura 5b).

En el andlisis de los linfocitos T activados, obtenidos
de LP por estadios de la enfermedad, se observé menor
porcentaje en los estadios I, IIl y IV contra el porcentaje
celular obtenido en el mismo ambiente de las mujeres fér-
tiles (figura 6a). Asimismo, el andlisis realizado en la for-
ma antes descrita para las células NK mostré menor con-
centracion de estas células en los estadios I, Il y IV de la
enfermedad en comparacién con los valores obtenidos de
las mujeres fértiles (figura 6b).

El andlisis de las poblaciones celulares en SP de las
mujeres con endometriosis mostré menor concentra-
cién, estadisticamente significativa, de linfocitos T
cooperadores en el estadio III; de linfocitos T citotoxi-
cos en el estadio IV; de células NK en el estadio III de
la enfermedad contra los valores correspondientes de
las mujeres sanas fértiles (Cuadro VII).

Determinacion de nitritos. Con la intencién de identi-
ficar la presencia de 6xido nitrico en LP y SP de los gru-
pos de estudio, se determind la existencia de nitritos en
ambos fluidos, como molécula derivada del 6xido nitrico,
mediante la técnica de Griess. Se comparé el grupo de
mujeres sanas fértiles (n=15), con el grupo de mujeres
con endometriosis (n = 30). El an4lisis realizado entre las
mujeres fértiles y las que padecian endometriosis, no

FIGURA 6
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mostré diferencia estadistica alguna, al analizar las que
tenian la afecciéon en un solo grupo.

Al separar por grados de la enfermedad la concen-
tracion de nitritos y compararlos con el valor de las
mujeres fértiles, se observé que en en el liquido peri-
toneal hay diferencia estadistica significativa (p <
0.05; Mann-Whitney Rank Sum) entre el estadio IV de
la enfermedad y el grupo testigo (Cuadro VIII).

Asimismo, el andlisis realizado de la concentracién de
nitritos presentes en SP, entre las mujeres fértiles y las
mujeres con la enfermedad en un grupo, no mostré dife-
rencia estadistica alguna. Sin embargo, cuando se analiz6
por estadios de la enfermedad, se observé que la concen-
tracién de nitritos fue mayor que en el grupo testigo (p <
0.05; Mann-Whitney Rank Sum) en los estadios Il y IV.

Discusion |

La endometriosis representa el problema mds impor-
tante asociado con la esterilidad, del cual atin se desco-
noce su causa. Las pruebas sefialan que el sistema in-
munoldgico tiene que ver con la supervivencia e
implantacién de las células endometriales fuera de la
cavidad uterina, ya que se reporta abatimiento en la
capacidad efectora citotéxica, por parte de células in-
munoldgicas periféricas y peritoneales; aunque a la fe-
cha no estd establecido con claridad, el tipo de altera-
cién inmunolégica en estas mujeres.
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(a) Porcentaje de linfocitos T activados (CD3+/HLA-DR+) de LP de mujeres con endometriosis, en comparacion con el gru-
po testigo. (b) Porcentaje de linfocitos NK (CD3-/CD16+ CD56+) de LP de mujeres con endometriosis y en el grupo testigo.
Estadios de la enfermedad: | (n = 10), Il (n = 7), lll (n = 5) y IV (n = 3). Grupo testigo (n = 15). *p < 0,05 con respecto al

grupo testigo (t Student; 95% confianza).
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| CuADRroO VII. Porcentaje de diversas subpoblaciones celulares de mujeres con endometriosis, en SP en los cuatro estadios de la enfer-

medad y en el grupo testigo

Subpoblacién celular Endometriosis Testigo
I (n=10) Il (n=5) Il (n=3) IV (n=2) (n=5)

CD4+/CD3+ 59.15 59.78 48.30* 59.30 57.00
+11.61 +3.61 +5.10 +13.15 +6.37

CD8+/CD3+ 27.91* 35.52 41.67 26.75* 40.36
+5.81 +3.45 +11.93 +2.47 +6.41

CD3+HLA-DR+ 3.09 6.28 5.53 2.50 5.94
+4.08 +1.87 +3.01 +0.99 +5.97

CD3-CD16+56+ 15.77 20.38 24.55* 22.25 14.94
+7.35 +6.56 +4.03 +3.18 +2.82

CD45+14+ 25.64 36.03 13.3 65.65* 14.78
+27.73 +36.79 +9.48 +7.99 +16.79

*p < 0.05 con respecto al grupo testigo (t Student; 95% confianza).

El presente trabajo abordé de manera integral el ti-
po de respuesta inmunoldgica coexistente en el am-
biente periférico y peritoneal de mujeres con y sin en-
dometriosis, determinando citocinas solubles e
intracelularmente, asi como subpoblaciones de linfoci-
tos involucrados en la regulacion de la respuesta inmu-
nolégica Thl y Th2.

Las pruebas obtenidas en este trabajo en cuanto al
porcentaje de linfocitos T cooperadotes y citotéxicos,
no sefalaron diferencias en el LP entre el grupo testi-
go y el grupo de estudio, tomando en cuenta los cuatro
grados de endometriosis en un mismo grupo; pero que
al separar en estadios de la enfermedad se observ me-
nor porcentaje en los estadios avanzados de la endo-
metriosis. Se carece de explicacion experimental al res-
pecto; sin embargo, la existencia de un ambiente
proinflamatorio en el ambiente peritoneal de las muje-
res con endometriosis promueve, en general, aumento
en la expresion de diversas moléculas de adhesién, in-
volucradas en la proliferacién, sefializaciéon y apopto-
sis. El aumento en la expresion del ligando de Fas® en
linfocitos T cooperadores y citotéxicos, podria inducir
muerte celular y disminuir el nimero de ellos. El mis-

mo ambiente proinflamatorio puede inducir en las cé-
lulas endometriales la apariciéon de péptidos distintos,
expresados en las moléculas clase I del MHC (comple-
jo mayor de histocompatibilidad), que al hacer contac-
to con el TCR de los linfocitos T citotéxicos, induzca
un efecto anérgico o apoptdtico.”

Cuando se determiné la capacidad de los linfocitos
T cooperadores y citotdxicos para sintetizar IFN-g
hubo una disminucién importante en el porcentaje de
estas células, en el ambiente periférico y peritoneal de
mujeres con endometriosis, con respecto al grupo tes-
tigo, dato que correlaciona con los valores observados
de menor niimero de células en los estadios avanzados
de la enfermedad. Se observé disminucién constante
en el porcentaje de linfocitos T cooperadores y citotéxi-
cos productores de IFN-g coexistentes en el liquido
peritoneal de las mujeres con endometriosis, en quie-
nes los valores avanzados de la enfermedad, la canti-
dad de células capaces de producir IFN-ges casi nula,
lo que senala una incapacidad casi total para una res-
puesta citotdxica, ya que la presencia de esta molécula
es indispensable para promover la diferenciacién y ac-
tivacién celular hacia el brazo efector Th1.

| Cuapro VIIL. Concentracién de nitritos en LP y SP de mujeres con endometriosis en los cuatro estadios de la enfermedad y en

el grupo testigo

Nitritos mMol/mL Endometriosis Testigo
I (n=12) I (n=8) Il (n=6) IV (n=4) (n=15)

LP 8.71 11.76 11.09 15.68* 9.32
+2.70 +4.54 +4.94 +3.16 +3.00

SP 16.64 39.96* 37.81 25.50* 11.87
+6.41 +15.96 +26.53 +1.08 +3.25

*p < 0.05 en comparacién con el grupo testigo (Mann-Whitmey Rank Sum; 95% de confianza).
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Asimismo, el patrén de sintesis de IL-2, observado
por linfocitos T cooperadores y T citotéxicos por gra-
dos de la enfermedad, fue igual al identificado en IFN-g,
ya que existe disminucién constante en el ntimero ce-
lular conforme avanza la enfermedad, hasta obtener
valores casi nulos del porcentaje celular presente en
los estadios avanzados de la enfermedad, lo que se su-
ma a la incapacidad casi absoluta para que se monten
respuestas del tipo Th1, pues la IL-2 también partici-
pa de manera importante en la direcciéon del brazo
efector Thl.

Cuando se analiza la existencia de linfocitos T acti-
vados (HLA-DR) por estadios de la enfermedad, obser-
vamos que se abaten en los grados III y IV, lo que guar-
da relacién con la sintesis de IFN-g e IL-2, mostrada
por las células T cooperadoras y citotoxicas, ya que se
ha descrito la capacidad que expresan dichas citocinas
para activar a los linfocitos T y promover la expresiéon
de HLA-DR.***

Como los linfocitos T no son las tinicas células que
sintetizan y liberan citocinas en el ambiente perito-
neal, parecié conveniente conocer si la concentracion
de estas citocinas en forma soluble era diferente en
comparacién con el grupo testigo, y si variaba en los di-
ferentes grados de la enfermedad. Los resultados en-
contrados concuerdan con los de citocinas intracelula-
res, ya que la concentracion de IFN-ge IL-2 solubles en
LP del grupo de mujeres con endometriosis es menor
que en el grupo testigo.

En el caso de la IL-2 se observa una tendencia a la
disminucién conforme avanzan los grados de la enfer-
medad, obteniéndose asi una deplecidn significativa al
final. Como ya se menciond, estas citocinas son repre-
sentativas de una respuesta tipo Th1, por lo cual pode-
mos decir que esta respuesta se encuentra abatida en el
LP de mujeres con endometriosis en el ambito soluble
y guarda estrecha relacion con la produccién observa-
da en el dmbito celular, ya que IFN-g y la IL-2 partici-
pan en la proliferacién de células T y en la activaciéon
de células NK.

Se esperaba observar un aumento en las citocinas
de tipo Th2, presuponiendo una contrarregulacién por
parte de estas citocinas al observar una disminucién
del IFN-gy de la IL-2, pero no encontramos diferencia
estadistica alguna al analizar IL-4 e IL-10 por grupo o
estratificando por estadios de la enfermedad. La inter-
pretacion de los patrones de estas citocinas indica que
aunque no hay aumento en la respuesta tipo Th2,
existe un desequilibrio debido a la disminucién de las
citocinas involucradas en la respuesta Thl.

Esta disminucién en la respuesta Thl guarda rela-
cién directa con las pruebas encontradas en la dismi-
nucién de la capacidad litica de las células NK (CD3-

CD16 +/CD56 +), en contra de las células endome-
triales de mujeres con endometriosis.'”” Aunque algu-
nos autores'>* no han encontrado diferencias en endo-
metriosis en la cantidad de células NK en comparacion
con mujeres sanas, nuestros resultados muestran que
en el LP de mujeres con endometriosis estd disminui-
da la cantidad de células con respecto al LP del grupo
testigo. En los grados IIT y IV de la enfermedad se iden-
tifica una disminucién abrupta del nimero de células
NK, lo cual indica que hay relacién con los datos de la
actividad efectora,”” donde se sefalan los estadios
avanzados de la enfermedad con abatimiento de la ac-
tividad citotdxica por parte de estas células.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo sefia-
lan que el ambiente peritoneal de las mujeres con en-
dometriosis (porcentaje de células NK) es la mitad con
respecto al grupo testigo, lo que representa una des-
ventaja en términos de su capacidad para eliminar a
las células endometriales con capacidad de implantar-
se ectépicamente, aunado a la baja estimulacién que
reciben dichas células para ejercer actividad citotoxica,
al existir menor concentracion de citocinas INF-ge IL-
2, citocinas de respuesta Thl.

Es posible que los macréfagos sean uno de los prin-
cipales grupos de células encargadas de eliminar a los
componentes celulares que llegan a la cavidad perito-
neal.**” Nuestros datos mostraron que no hay diferen-
cia con respecto al grupo testigo; sin embargo, la ten-
dencia de estas células en el LP de mujeres con
endometriosis es que disminuyan en los tltimos gra-
dos de la enfermedad. Este resultado, sumando al me-
nor numero de células NK, en relacién con la menor
concentracion de citocinas Th1l, nos permite proponer
la existencia de un abatimiento de la respuesta inmu-
nolégica de las mujeres con endometriosis, asociado
con el desarrollo de la enfermedad.

Desconocemos las causas que condicionan tal ca-
racteristica, pero una de las moléculas que pensamos
puede participar de manera importante es el 6xido ni-
trico, ya que se ha descrito como un mecanismo que
abate la respuesta Thl, y elimina la sintesis de INF-g
por parte de las células NK y los linfocitos T coopera-
dores.

Cuando los macroéfagos se activan aumenta la gene-
racién de formas reactivas de nitrégeno, especifica-
mente ON, siendo estas células las principales produc-
toras de ON de estirpe inmunoldgica.”® Estd descrito
que el ON inhibe la secrecién de IL-2 e IFN-gen célu-
las Th1, mientras que también se afirma que induce la
produccién de la citocina IL-4 del tipo Th2** por lo
que se asocia al ON, involucrado en los mecanismos de
regulacién inmunoldégica Th/Th2. También se ha mos-
trado que la via iNOS puede mediar la citotoxicidad de
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las células NK. Salvucci®” demostré que el NO genera-
do en las células NK en respuesta a la estimulacién por
citocinas, inhibe el potencial litico de estas células, ya
que al inactivar a la enzima productora de ON (iNOS)
en dichas células, la actividad citotdxica se restaura, de
aqui que la disminucién de la actividad citotéxica de
las células NK puede explicarse por la existencia de
6xido nitrico.

Algunos estudios recientes”™ demuestran que la
iNOS esta distribuida a través del endometrio, identi-
ficandose cierta variacion de su expresion durante el
ciclo menstrual. Asimismo, se ha reportado que dicha
enzima se expresa en exceso en el tejido endometrial
eutépico de mujeres con endometriosis, durante el ci-
clo menstrual, desconociéndose los factores que pro-
mueven tal caracteristica. Otros autores** han encon-
trado que la estimulacién crénica de macréfagos en la
cavidad peritoneal, provoca la liberacién constitutiva
de grandes cantidades de productos de oxigeno reacti-
vo en mujeres con endometriosis, lo que puede expli-
car la mayor concentracién en forma constitutiva de
6xido nitrico en las mujeres con la enfermedad.

Asi, la disminucién de las citocinas Th1l en forma
soluble en el ambiente peritoneal de las mujeres con
endometriosis, se relaciona directamente con el patrén
de disminucién observado en la produccién de citoci-
nas Th1, por parte de los linfocitos T cooperadores y
citotéxicos, asi como en el porcentaje de células NK.
Quiza la disminucién en el ntimero celular y la con-
centracion de citocinas Th1 afecte la capacidad citotd-
xica total del ambiente peritoneal de las mujeres con
endometriosis, permitiendo a las células endometriales
que llegan al peritoneo mayor supervivencia e, incluso,
evasion de los mecanismos de eliminacion, lo que po-
dria conducir a la implantacién ectépica del tejido.

Los resultados reportados en este trabajo ofrecen
pruebas irrefutables que sefialan una disminucién en
la capacidad efectora citot6xica en el ambiente perito-
neal de las mujeres con endometriosis. Si bien se pro-
pone un mecanismo plausible para explicar dicha alte-
racion, a través del 6xido nitrico, es seguro que existen
diversos factores asociados con el evento, por lo que es
necesario abordar los mecanismos finos de regulacién
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inmunoldgica para conocer si los datos observados en
el presente trabajo representan la causa o consecuen-
cia de la endometriosis.

Conclusiones |

1. Las mujeres con endometriosis muestran, en el am-
biente peritoneal, disminucién del porcentaje de
linfocitos T cooperadores, T activados y de células
NK, en los dltimos grados de la enfermedad, con
respecto al grupo de mujeres sanas fértiles.

2. Las mujeres con endometriosis sufren, en el am-
biente peritoneal, menor porcentaje de linfocitos T
cooperadores y T citotoxicos que sintetizan IFN-ge
IL-2, con respecto al grupo de mujeres sanas férti-
les.

3. En el ambiente peritoneal de los estadios més avan-
zados de la enfermedad se abate, casi en su totali-
dad, el porcentaje linfocitos T cooperadores y cito-
téxicos que sintetizan IFN-ge IL-2.

4. Las mujeres con endometriosis tienen, en el am-
biente peritoneal, disminucion de la concentraciéon
de IFN-g en el estado mds avanzado de la enfer-
medad, con respecto al mismo ambiente del grupo
de mujeres sanas fértiles.

5. Las mujeres con endometriosis tienen, en el am-
biente peritoneal, disminucion de la concentraciéon
de IL-2, en los estados leve, moderado y severo, con
respecto al mismo ambiente del grupo de mujeres
sanas fértiles.

6. Las mujeres con endometriosis muestran, en el am-
biente peritoneal, aumento de la concentracién del
derivado de 6xido nitrico, en el estadio mds avanza-
do de la enfermedad, con respecto al mismo am-
biente del grupo de mujeres sanas fértiles.

7. El analisis de citocinas en el liquido peritoneal
de linfocitos T cooperadores y citotéxicos, asi co-
mo el porcentaje de células NK y linfocitos T ac-
tivados, son indicio de abatimiento de la respues-
ta inmunoldgica citotéxica o Thl en las mujeres
con endometriosis. O
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Resumen

Activacion en el complejo de
metaloproteinasas en la capacidad
generativa foliculo-embrionaria

Dr. Gerardo Barroso,” Dra. Clara Corona de Lau,? Dr. Julio Gonzdlez,” QFB Lorena Loera,*
MVZ, Belén Aguilar,” MVZ, Yadira Rosado,’ Dr. Humberto Reyes

Objetivo. Evaluar el impacto del complejo de inhibicién enzimatica de metaloproteinasas
[TIMP/(MMP-3/stromelisina-1)] en los procesos de foliculogénesis y su posterior desarrollo 6vulo/em-
brionario en ciclos estimulados. Tipo de estudio: Longitudinal prospectivo efectuado en un centro de
investigacién. Material y métodos. Se evaluaron 20 pacientes en ciclos de fertilizacién in vitro en
quienes se determinaron las concentraciones de metaloproteinasas de matriz en los dias 3y 12 de la
estimulacion, asi como en el liquido folicular al momento de la captura ovular. La determinacién de
[TIMP/(MMP-3/estromelisina-1)] se realizé6 con métodos de inmunoensayo tipo ELISA y anticuerpos
monoclonales. En la evaluacion estadistica se utilizaron modelos de regresion lineal ( 1/r2 ) y pruebas
de diferenciacién por grupos, por el método de Kolmogorov-Smirov, en la que los valores se expre-
saron segin su media, desviacion estandar y significado de p<0.05. Resultados. Con el uso de mo-
delos de regresion se encontré una correlacion positiva entre las cifras basales de FSH y edad de la
paciente [(*=0.026)(p=0.003)]. Las pacientes se dividieron, para el estudio, en grupos de mayores y
menores de 35 anos de edad; se observé diferencia significativa en la concentracién de metalopro-
teinasas en las concentraciones séricas (dia 3 y 12 de estimulacién) y en el liquido folicular. La dismi-
nucién del 14% en la concentracién del complejo [TIMP/(MMP-3/estromelisina-1)] se fue incremen-
tando conforme més edad tenfan las pacientes. Conclusiones. El estudio del complejo de
metaloproteinasas de matriz ha permitido observar la situacién no sélo en la calidad ovular sino tam-
bién en los procesos de fertilizacion y desarrollo embrionario. g

Palabras clave: Metaloproteinasas, capacidad foliculo-embrionaria, hormona foliculo estimulante
recombinante.

(Barroso G, et al. Activacion en el complejo de metaloproteinasas en la capacidad generativa folicu-
lo-embrionaria . Ginec Obst Mex 2003;71:575-584)
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| Abstract

Activacién en el complejo de metaloproteinasas

Objective. To evaluate the impact of the enzymatic inhibition complex of metaloproteinases
[TIMP(MMP-3 stromelisine-1)] in follicle/genesis processes and their ovule/embryonic subsequent deve-
lopment in stimulated cycles. Type of study: Prospective longitudinal in research center. Materials and
methods. A total of 20 patients were evaluated in vitro fertilization cycles measuring matrix metalopro-
teinases concentrations in days 3 and 12 of ovarian stimulation, as well as in the follicular liquid at the
moment of ovarian retrieval. The determination of [TIMP/(MMP-3 stromelisine-1)] was done by ELISA
and monoclonal antibodies type of immunoassay methods. For its statistical evaluation were applied li-
near regression models ( 1/r2 ) and Kolmogorov-Smirov test comparing the two groups where values we-
re expressed in agreement at its mean, standard deviation and a significance of p<0.05. Results. For
regression models was found a positive correlation between basal FSH and the age of patients [(r* =
0.26)(p=0.003)], dividing groups in older and younger patients than 35 years; it was observed signifi-
cant difference in metaloproteinases concentration as in serum concentration (days 3 and 12 of stimu-
lation) as in the follicular liquid. A decrease in the 14% [(TIMP/(MMP-3/stromelisine-1)] complex con-
centration was increasing in accordance at the female patients age. Conclusions. The matrix
metaloproteinases complex study has allowed observing a status not only in the ovular quality but in the

embryonic development and fertilization processes too. g

Key words: Metaloproteinases, follicle-embryonic capability, recombinant follicle stimulant hormone.

(Barroso G, et al. Activation in the metaloproteinases complex in the follicle-embryonic generative

capability. Ginec Obst Mex 2003;71:575-584)

Introduccion

cién y los procesos de biorregulacion folicular

para la formacién de évulos altamente compe-
tentes, es uno de los mecanismos basicos en ciclos ex-
puestos a la respuesta enddégena-exégena de gonado-
tropinas. La obtencién de embriones de alta
competitividad para proveer mejores posibilidades de
concepcion se ha convertido en uno de los objetivos
principales en los programas de reproduccién huma-
na. El fenémeno de la concepcién humana esta deter-
minado por la variacién en diversos biomarcadores
de la expresién évulo-embrionaria, que permita una
mejor seleccién y posibilidades de implantaciéon ma-
yor en mujeres objeto de este tipo de tecnologia de al-
ta complejidad.' La foliculogénesis ovdrica estd deter-
minada por cambios endocrino-paracrinos que
requieren la interaccién dindmica entre la madura-
cion ovular, la complementacién por parte de las cé-
lulas de la granulosa, y la presencia de diversos facto-
res dentro del liquido intrafolicular. El inicio del
crecimiento folicular implica cambios fisioldgicos, ge-
néticos y metabdlicos para complementar adecuada-
mente el proceso de meiosis, la prevencién de polis-

l a adecuada interrelacién entre las vias de activa-
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permia, y el proceso inicial de embriogénesis después
de la fertilizacion.

En los procesos de fertilizacién in vitro son nece-
sarias la adecuada calidad y la adecuada cantidad fo-
licular. El nimero reclutado de foliculos en desarro-
llo depende, en forma proporcional e inherente, de la
reserva ovdrica relacionada no sélo con la edad cro-
nolégica de la paciente, sino con la concentracién ba-
sal de FSH (hormona foliculo estimulante), LH (hor-
mona luteinizante), E, (estradiol) e inhibina-B
séricos, asi como de las caracteristicas morfométricas
del volumen ovdrico. La calidad ovdrica es una conse-
cuencia directa de los procesos metabdlicos y sincro-
nizacién cromosémica que permiten la fertilizacién
adecuada; ademads de la expresion génica en el desa-
rrollo embrionario en forma temprana, asi como su
diferenciacién. Cada uno de estos procesos estd rela-
cionado estrechamente con los fenémenos de atresia
e inhibicién en los mecanismos de muerte celular
programada (apoptosis).

Cada embrién posee un potencial tinico de desarro-
llo, y s6lo una pequefia y relativa proporcion de ellos en
el momento de la division celular es competente para la
implantacién después del proceso de fertilizacién en
condiciones in vitro, y su desarrollo a través de la gesta-



Gerardo Barroso et al.

cién.** En el gameto femenino ocurren defectos letales
en el desarrollo, antes de la inseminacién. Los 6vulos
maduros pueden contener alteraciones cromosémicas
de tipo numérico (aneuploidismo) y defectos estructura-
les en el citoplasma que de alguna manera predisponen
a la fertilizacién ovular y su posterior falla en el desarro-
llo embrionario.** El potencial de implantacién embrio-
naria puede ser correlacionarse con el grado y etapa de
division; sin embargo, el valor predictivo, en forma ge-
neral, es relativamente bajo. El grado de fragmentacion
embrionaria u otros defectos morfoldgicos, asi como el
retardo en el desarrollo, pueden indicar en forma indi-
recta una incidencia mayor de anomalias cromosémi-
cas.’

Todas estas anomalias pueden ser el resultado de
alteraciones de las condiciones intrafoliculares duran-
te la maduracién ovular preovulatoria en la hiperesti-
mulacién ovdrica controlada. La extension por la que
la deteccion de aneuploidismo en évulos maduros se
debe a defectos cromosémicos que suceden antes de la
supresion, en el proceso final de meiosis, en estadios
de maduracién en profase I, sigue ignorandose.’ Es
bien sabido que cuando las condiciones en los medios
de cultivo no son 6ptimas, incluidos los medios de cul-
tivo de baja calidad, pueden generar o favorecer los de-
fectos preexistentes. Se ha tratado de demostrar la pre-
sencia de ciertos factores intrafoliculares secretados a
la circulacién general y que pudieran predecir el desa-
rrollo y la competencia évulo-embrionaria.

petencia en el desarrollo ovular y embrionario.”®

Los estudios referentes a la vascularidad perifolicu-
lar, relacionados con la disolucién del contenido de
oxigeno intrafolicular, sugieren la asociaciéon entre las
condiciones intrafoliculares per se y la competencia
ovular. La valoracién clinica en fertilizacién in vitro,
con monitorizacién ovdrica en ciclos estimulados con
la aplicaciéon de tecnologia ultrasonografica, provee
imdgenes estdticas en donde el didmetro folicular y los
voltimenes aproximados del liquido folicular pueden
medirse. Esta, en conjunto con las concentraciones sé-
ricas de estradiol y la apreciaciéon de los didmetros fo-
liculares, se utiliza para determinar el tiempo en el
cual se debe inducir la ovulacién.

La aparente extension del flujo vascular perifolicu-
lar se ha relacionado con el desarrollo ovular, a través
de los embriones obtenidos en forma especifica por ca-
da foliculo analizado.® Los andlisis citogenéticos de
6vulos en estadio de metafase I han mostrado diferen-
cias en la frecuencia de aneuploidismo; si los oocitos se
obtuvieron adecuadamente (< 5%) ono (> 35%) de
foliculos vascularizados.® El valor clinico en este tipo
de estudios ultrasonograficos debe verificarse con las
tasas de embarazo siguientes. Lo que es un hecho es
que los 6vulos con organizaciéon anormal citoplasmati-
ca, inclusiones atipicas, alteraciones cromosémicas de
tipo numérico, asi como la supresion en el desarrollo
embrionario, parecen ser predominantes cuando estos
derivan de foliculos pobremente vascularizados.’ ‘

Factores de contrarregulacion homeostatica
a nivel folicular

Los sistemas reguladores intrafoliculares estdn com-
puestos por una serie de sustancias, incluidos los fac-
tores de crecimiento, citocinas, neuropéptidos y molé-
culas vasorreguladoras. La homeostasia folicular
permite el desarrollo de 6vulos sanos, fertilizables con
adecuada luteinizacion, lo cual dependerd en forma es-
tricta de la relacion entre los componentes de flujo vas-
cular y las moléculas reguladoras.

En numerosos andlisis bioquimicos efectuados den-
tro del liquido folicular humano, en ciclos estimulados,
se ha demostrado que las concentraciones de esteroi-
des, hormonas gonadotrdpicas, factores de crecimien-
to, enzimas, etc., difieren en forma significativa entre
foliculos en el momento en que se aspiran durante la
captura ovular. La frecuencia de apoptosis en las célu-
las de la granulosa y los patrones de adhesién en las cé-
lulas del cumulus, con la consiguiente proliferacion in
vitro, son actividades que sugieren ser foliculo-especi-
ficos y que se relacionan, respectivamente, con la com-

Componentes intrafoliculares ‘

Los estudios recientes relacionados con la disoluciéon
del oxigeno y la composicién de los factores de creci-
miento, sugieren la existencia de una relacién directa
en la competencia ovular. La medicién del contenido
de oxigeno disuelto se realizé en méds de 1,000 folicu-
los aspirados, donde se midi6 el grado de vascularidad
perifolicular con ultrasonografia Doppler en el dia de
la ovulacién.® Los resultados indicaron que la concen-
tracién de oxigeno disuelto en el liquido folicular se
encontraba entre 1 y 5%. En condiciones de hipoxia
severa las concentraciones fueron de < 1.5% compa-
rado con > 3.5% en foliculos bien vascularizados.

La expansion en la vascularidad perifolicular pa-
rece estar relacionada con la produccién de factores
de crecimiento por parte de las células de la teca y la
granulosa. El factor de crecimiento vascular endote-
lial (FCVE) es un potente factor angiogénico que
reacciona ante la presencia de FSH, LH y hCG; asi
como en condiciones establecidas de hipoxia. Aun-
que se han sefialado concentraciones significativas
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de este factor en el liquido folicular, su papel sigue
dando lugar a la controversia. Se ha observado que
el pobre desarrollo de la capilaridad perifolicular
en mujeres de edad avanzada puede estar relacio-
nado con una expresiéon disminuida del FCVE, asi
como con otros factores concomitantes. La obser-
vacion de que las concentraciones de FCVE en el li-
quido folicular de mujeres de edad avanzada (con
foliculos que tienden a ser menos vascularizados)
son significativamente mayores, cuando se compa-
ran con las de foliculos con desarrollo completo y
patrén de vascularidad mejor observado en muje-
res jévenes, resulta paraddjico.

Otros factores que pueden modular la expresién fo-
licular de FCVE se expresan en las células de la granu-
losa, para la funcién de esteroidogénesis,’ y pueden te-
ner una expresiéon disminuida en mujeres de edad
avanzada.

En la actualidad, la leptina se reconoce como pro-
motora en la angiogénesis,” y en un reporte reciente,
se encontré tan efectiva como el FVCE en el proceso
de angiogénesis en condiciones in vitro. La leptina y
sus receptores se expresan en las células de la granulo-
sa (quizé en el cumulus), donde parecen tener signifi-
cado en la produccién de esta proteina.” Asi como en
el caso del FVCE, la produccion de leptina se relaciona
con la biosintesis de esteroides y el surgimiento de la
LH.”

En un estudio multicéntrico y longitudinal trata-
mos de examinar la relacién que existia entre el FV-
CE, el 6xido nitrico y las concentraciones de leptina,
con el flujo vascular endotelial, los indices metabdli-
cos y el desarrollo évulo-embrionario posterior. Se
encontré que todos pueden ser marcadores de hipo-
xia folicular y de desarrollo embrionario no 6ptimo,
donde las fluctuaciones microambientales en cada
uno se reflejan en el desarrollo ovular.

El entendimiento completo de la relacién entre la
competencia ovular, la vascularidad folicular y las con-
centraciones en los factores angiogénicos, no se ha de-
terminado con precisién. Sin embargo, los hallazgos
actuales demuestran que existen potentes factores de
crecimiento vascular en el liquido folicular que dan
soporte a la nocién de que el desarrollo vascular en los
foliculos preovulatorios podria tener un papel impor-
tante en la determinacién de las condiciones ambienta-
les “normales” en las que el ovocito estd expuesto.

Mecanismo bioenzimatico de metaloproteinasas de
matriz (MMP)

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) pertenecen a
una familia de enzimas responsables de la degradacion
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de componentes de matriz extracelular, como: coldge-
na, laminina y proteoglicanos.” La actividad de las me-
taloproteinasas de matriz que produce el efecto de re-
modelacién, se controla mediante: a) produccién y
secrecion de enzimas de tipo latente, b) activacién de
enzimas latentes y ¢) inhibicién de la actividad enzi-
matica por medio de inhibidores de MMP."*

Los inhibidores relacionados con MMP pueden
clasificarse como: a) derivados titulares de soporte sé-
rico y b) inhibidores de la actividad enzimédtica para
MMP (TIMP). Los inhibidores de soporte sérico, como
la a2-macroglobulina, se localizan en diversos sitios
del organismo humano. El papel principal de esta cla-
se de inhibidores, en la regulacion de la actividad de
MMP en los tejidos ha sido cuestionado, sobre todo
por sus dimensiones (> 720 kDa) y su capacidad para
cruzar la membrana basal endotelial. La segunda clase
de inhibidores de metaloproteinasas conocidos como
inhibidores titulares de metaloproteinasas (TIMP),
que son secretados en los tejidos y que se sugieren pa-
ra el control en el sitio y extension de la remodelacion ti-
sular por induccién-MMP. En la actualidad se conocen
cuatro inhibidores titulares de metaloproteinasas rela-
cionados con los procesos de angiogénesis, esteroidogé-
nesis, proliferacion celular y desarrollo glandular ma-
mario (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4)."

Relacion de la actividad de metaloproteinasas
de matriz en los procesos reproductivos

Durante el curso del ciclo reproductivo se ha tratado
de relacionar el efecto de la expresién de metaloprotei-
nasas y el de los inhibidores enzimadticos, que va direc-
tamente a los procesos de expresion endometrial, desa-
rrollo folicular, expresion esteroidogénica, complejo
ctumulo-ovular, etc. La expresion de los inhibidores de
metaloproteinasas dentro del dtero y su papel especifi-
co permanecen aun desconocidos, practicamente en
todas las especies animales. Antes se demostré que la
disrupcion génica para la produccién de TIMP-1 resul-
ta en la alteracion de los ciclos reproductivos en un fe-
notipo utero-aberrante. Estas caracteristicas fenotipi-
cas pueden estar dadas por el incremento de la
actividad in utero de las metaloproteinasas de matriz.
Asi, el incremento en la actividad y concentracion de
proteasas se ha descrito en forma secundaria a la dis-
rupcién en la expresion de TIMP-1."

El estudio de la relacién del potencial colangeoliti-
co y la transcripcion ARNm en los componentes de de-
gradacién de matriz extracelular, se ha expuesto en
modelos bovinos de estudio. La expresién de diversos
factores (factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF),
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factor beta 1 de crecimiento de transformacién [(TGF-bl)]
se ha cuantificado in vitro en el complejo cimulo-ovular
(COC) en condiciones de maduracién. Estos estudios
sugieren incremento in vitro en los procesos de proted-
lisis extracelular en condiciones de maduracién, en los
complejos COC en bovinos; relacionados directamente
con este tipo de factores de crecimiento.'”

Son pocos los estudios relacionados con los episo-
dios de maduracién y remodelacién ovular. Sin embar-
go, se ha sugerido la expresion proteolitica de las me-
taloproteinasas de matriz (MMO-1, MMP-3) en los
episodios de remodelacién a través del ciclo ovdrico.
Con la aplicaciéon de ensayos de inmunoabsorbencia
(ELISA) se ha podido demostrar la disminucién de la
actividad de MMP-1, dentro de la regiéon apical de la
pared de foliculos atrésicos. Asi mismo, se encontrd
una correlaciéon negativa entre la concentraciéon de
MMP-3 y el diametro folicular.” Estos datos sugieren
un papel preponderante en la actividad de las metalo-
proteinasas en la fase final de los procesos de atresia.

El objetivo de este trabajo es demostrar el impacto en
la expresién del complejo de inhibicién enzimadtica de me-
taloproteinasas (TIMP-1) y la concentracién de metalo-
proteinasas de matriz [MMP-3/(estromelisina)] en los
procesos de foliculogénesis y el posterior desarrollo
6vulo-embrionario luego de la administracién exégena
de gonadotropinas recombinantes. Los datos que a
continuacién se describen son una base preliminar de
un proyecto de disefio longitudinal y prospectivo.

| Material y métodos

Seleccién y evaluacién en ciclos de hiperestimulacién
controlada

Se incluyeron 20 pacientes en forma prospectiva a un
estudio de tipo longitudinal, mismo que se efectud
entre enero y marzo del 2003. Los rangos de edad se
encontraron entre 23 y 41 afios con una media de 33.9
+ 5.0. Se incluyeron al protocolo de estudio las pa-
cientes con indicacién para procedimiento de fertiliza-
cién in vitro, asi como técnicas de micromanipulacion,
como la inyeccién intracitoplasmatica de espermato-
zoide (ICSI). En el caso del factor masculino se realiza-
ron pruebas de capacitacién espermadtica con técnica
de swim-up y aplicaciéon del criterio estricto de Tygen-
berg® para la aplicacién de cada una de las técnicas de
alta complejidad.

Las pacientes con FSH Z 15 mUI/mL por estudio
de quimioluminiscencia (predictivo de pobre respues-
ta ovdrica) se excluyeron del andlisis, al igual que las
pacientes con una relacién LH/FSH de 0.85:1 o mayor

[ovario poliquistico (PCO)], y las que tenian hipogo-
nadismo hipogonadotrépico.

Todas las pacientes fueron suprimidas con agonis-
tas de la hormona liberadora de gonadotropinas
(aGnRH) [Lucrin®] siguiendo el protocolo de fase lii-
tea media. La GnRH se inicié en la fase litea media,
antes del ciclo estimulado a una dosis de 0.5 mg/dia y
reducido a 0.25 mg/dia al inicio del primer dia del ci-
clo menstrual, mismo que se continuaria hasta la ad-
ministracién de gonadotropina coriénica humana (hCG)
—protocolo largo de aGnRH—. FSH recombinante (Go-
nal-F®). Se administré el dia tres del ciclo menstrual
con dos dgmpulas (150 Ul/dmpula), en donde la dosis
se ajusté en forma individual, siguiendo el protocolo
de step-down. Cuando se observé un minimo de tres
foliculos Z 18 mm a través del ultrasonido, se admi-
nistraron 250 mcg s.c. de hCG. Los ciclos se cancela-
ron cuando se reclutaron menos de tres foliculos al dia
9 del ciclo o si el pico de estradiol se incrementaba en
forma inapropiada. La aspiracién folicular se realizé
34 a 36 horas posteriores a la administraciéon de hCG.

Cada ovario se midié en sus ejes axial y longitudi-
nal en tiempo real con un transductor de 6.5 MHz (Ge-
neral Electric, Logic® 200, Tv).

Sélo se analizé el resultado de ovocitos preovulato-
rios maduros (metafase I y II durante el tiempo de as-
piracién). Se evaluaron los ovocitos obtenidos en for-
ma independiente, por aspiracion ovular, para
correlacionarlos directamente con su desarrollo poste-
rior embrionario y las concentraciones de TIMP-
1/MMP-3.

El proceso de inseminaciéon dentro del laboratorio se
llev6 a cabo dependiendo de la indicacién establecida
para cada caso (estdndar o a través de fertilizacion asisti-
da con inyeccién intracitoplasmdtica de esperma o ICSI).

El desarrollo embrionario se realizé con medios de
cultivo (P1) hasta obtener de seis a ocho células, pre-
vio a la transferencia embrionaria. Se transfirieron, en
promedio, a la cavidad uterina de tres a cuatro em-
briones, dependiendo de la calidad embrionaria y edad
de la paciente. Todas las pacientes recibieron suple-
mento de fase liitea con progesterona intravaginal a la
dosis de 600 mg/dia.

Ensayo para determinacién de metaloproteinasas
MMP-3/TIMP-1

La determinacién de MMP-3/TIMP-1 se realizé con
inmunoensayos enzimdticos (ELISA) y aplicacién de
anticuerpos monoclonales. Las muestras recolectadas
se centrifugaron (séricas y de liquido folicular) a 400 g
X 15 mm y conservaron en refrigeracion a -20°C.
Para la evaluacion del ensayo se tomaron 100 nL de
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la muestra, que se colocaron dentro de cada pozo. A
cada pozo se le colocé una ldmina y se cubrieron para
su incubacién a temperatura ambiente por las siguien-
tes dos horas, sin que éstas fueran agitadas. Las mues-
tras se tomaron y lavaron en cuatro ocasiones con so-
lucién Buffer IX, procurando mantener a su limite
cada uno de los pozos.

Cada uno de los pozos se lavé con 400 pL de solu-
cién Buffer IX utilizando pipetas multicanal. La solu-
cién Buffer se removié completamente después de uti-
lizarse.

En cada pozo se colocaron 100 pL del conjugado
MMP-3 que luego se cubrieron con una membrana la-
minar y se sellaron para mantenerlos a temperatura
ambiente durante una hora. Enseguida de la incuba-
cion, se aspiré el reagente y se lavé en cuatro ocasio-
nes con la misma solucién Buffer. Se colocaron nue-
vamente 100 uL de tetrametilbenzidine (TMB). El
reagente fue cerrado e incubado durante 30 min a tem-
peratura ambiente y en la oscuridad.

Enseguida se agregaron 100 pL de la solucién de
detencién (2.5 N de 4cido sulfiirico), dentro de cada
pozo en el mismo orden como fue agregado previa-
mente el TMB. Se obtuvieron las medidas de absor-
bancia bajo lecturas espectrofotométricas con bivalen-
cia de lecturas 450/595 nm.

|Eva|uaci6n estadistica

Por el tipo de distribucién Gaussiana, se utilizaron
pruebas de distribucién paramétrica tipo Welch.
Los intervalos de confidencia al 95 % se expresaron
para cada uno de los grupos de estudio. Se utilizaon
pruebas de significado con la aplicacién del método
de Kolmogorov-Smirov para evaluar diferencias en-
tre cada uno de los grupos, con base en la discrepan-
cia entre la distribucién de la poblacién (en este ca-

| CuAbro 1.

Caracteristicas demogrdficas y de reserva folicuar
en el grupo de estudio

Variable Valor de incidencia

Edad 33.90+ 5.00

Peso 61.95+ 7.90

Talla 1.63+= 0.10

IMC 23.4x 3.19

FSH/D31 (mUl/mL) 5.79x 211

LH/D31 (mUl/mL) 438+ 2.00

E2/D31 (mUl/mL) 43.08= 22.40

1D3: Basales séricos en dia tres del ciclo estimulado
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so heterogénea) y el nimero de datos incluidos en el
estudio. Por disefio de estudio se evalué la tasa de
crecimiento relacionado con la determinaciéon de
TIMP/MMP en diversos tiempos de evaluacion.
Para la obtencién de coeficientes de correlacién
(r/r?) entre grupos de estudio, grados de libertad y su-
ma de cuadrados, se aplicaron modelos de regresion li-
neal, que se determinaron de la misma manera. Todos
los valores obtenidos se expresaron como media, des-
viacién estandar, y error estdndar, expresando signifi-
cado como p < 0.05.
|

Resultados |

La edad promedio de las pacientes fue de 33.9 + 5.0
afios con un rango entre 23 y 41 afios de edad. La es-
tatura y talla se correlacionaron directamente con el
indice de masa corporal (IMC) con una media de 23.4
+ 3.19, lo que implica que la mayoria de las pacientes
no eran obesas, lo cual podria tener alguna implica-
cién en la cantidad de FSH recombinante administra-
da. La evaluacién por disefio de estudio de la reserva
ovérica fue similar para cada uno de los casos. (Cuadro
Y

Por modelos de regresion lineal se encontré una co-
rrelacién positiva entre las basales en dia 3 de FSH y la
edad de la paciente [(r* = 0.26) (p = 0.03)] (Figura 1).

La relativa baja dosis promedio de medicamento
se relaciona con las caracteristicas demograficas de
la poblacién en estudio. La tasa promedio de 6vulos
maduros en metafase II (M,) fue de 10.78 + 6.8
6vulos, el nimero de 6vulos fertilizados en dos pro-
ntcleos fue de 5.21 + 3.1, transfiriéndose un pro-
medio de 3.21 + 1.0 embriones. (Cuadro II)

De acuerdo con la respuesta folicular, los grupos se
separaron segin su la edad; el grupo I (< 35 afios) y
grupo II (> 35 afios), en los cuales las caracteristicas
de distribucién presentaron una media de 1.21 + 1.30
para el primer grupo y 0.12 + 0.12 para el segundo se-
gun se muestra el el cuadro III.

Se encontraron diferencias significativas al compa-
rar la concentracién del complejo TIMP-1/MMP-3 por
grupos de edad, en donde las concentraciones fueron
mucho mayores en pacientes menores de 35 afios de
edad, en comparacién con el grupo alterno (p = 0.05)
(cuadro IV).

Se correlaciond, aunque no significativamente, la
concentracion de metaloproteinasas y las basales de
reserva folicular evaluadas a partir de la concentra-
cién sérica de FSH el dia tres del ciclo no-estimulado (1* =
0.14) (Figura 2).

Del mismo modo, la obtencién de 6vulos maduros
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CuaDpro Il.  Desarrollo foliculo/embrionario en la poblacion general del estudio
Variable Valor de incidencia
Ndmero de ampolletas 17.29 + 5.23
Pico de estradiol (pg/mL) 3011 * 1653
Dia de hCG 11.72 + 0.89

Ndmero de 6vulos en metafase Il (M2) 10.78 = 6.81

Ndmero de 6vulos en metafase | (M1) 1.67 = 1.64

Ndmero de évulos en profase | (P1) 1.28 = 1.52

Ndmero de 6vulos fertilizados (2PN) 5.21 = 3.15

Nimero de embriones transferidos 3.21 = 1.03
Tasa de embarazo clinico/transferencia 50%

Cuapro lll.  Distribucién Gaussiana por grupos en el complejo del factor de inhibicién/estromelisina-1

Pardmetro TIMP-I/IMMP-3 (< 35 afos) TIMP-I/MMP-3 (> 35 afos)
Media 1.21 0.12
Desviacién estandar 1.30 0.12
Error estandar 0.39 0.06
'IC 95% Inferior 0.33 -0.07
'IC 95% Superior 2.08 0.32

'IC 95% Inferior: Intervalo de confianza inferior. °IC 95% Superior: Intervalo de confianza superior

CuaDpro V.  Evaluacién diferencial en la concentracién del complejo de metaloproteiasas por homogeneidad de grupos

Pardmetro TIMP-I/MMP-3 (< 35 anos) TIMP-I/MMP-3 (> 35 afnos) p

Dia 3/'Ce (ng/mL) 2.55+2.34 1.36=0.81 0.05
Dia 12/'C¢ (ng/mL) 1.26%1.42 0.23+0.19 0.05
?[Lf] (ng/mL) 0.83+0.86 0.43+0.40 0.05

C: Ciclo estimulado
Y[Lfl: Concentracion en liquido folicular

en estadio de metafase II se correlacioné negativamen-
te con la concentracién basal del complejo de metalo-
proteinasas, valorado en el tercer dia de la estimula-
|cic’>n (r* = 0.67) (Figura 3).

| Discusion

Existen muchas pruebas de la actividad de los procesos
regulados a partir de la concentracién de moléculas de
soporte y degradacion regulada a través de metalopro-
teinasas y sus complejos de inhibicién, no sélo en el
drea reproductiva, sino también en diversos procesos
fisiopatoldgicos del organismo humano. Durante los
procesos de ovulacion, la matriz extracelular se degra-
da dentro del dpex folicular, facilitando la liberacion
del ovocito.”® El liquido intrafolicular contiene, al me-

nos, dos tipos de inhibidores de proteinasas cuya acti-
vidad se correlaciona directamente con la actividad
hormonal. Durante la fase periovulatoria y posterior al
surgimiento de LH, el incremento de los fenémenos de
esteroidogénesis se incrementa.”’ El surgimiento del
pico de LH o la administraciéon de hCG incrementan
del mismo modo la actividad de colageno-metaloprotei-
nasas, enzimas que se consideran responsables de la
degradacion apical de tejido conectivo de matriz.”* A
pesar de que la estimulacién en la actividad de la cola-
genasa, por parte de la LH, estd bien documentada, el
control posterior de la colagendlisis folicular sigue sin
conocerse. En los estadios de maduracion folicular
también se ha observado aumento de la cantidad de in-
hibidores relacionados directamente con la concentra-
cién de estradiol y de progesterona.
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en donde puede estar directamente relacionado con las
condiciones microambientales foliculares. Antes se
demostré la disminucién en las concentraciones de
MMP-1 en los foliculos atrésicos, lo cual es congruen-
te con los hallazgos encontrados en este estudio.
Ademads, existe una correlacion negativa entre la can-
tidad de MMP-3 y el didmetro folicular.™

A pesar de observar diferencias ligeramente signi-
ficativas en la poblacién (quizd por la heterogeneidad
y ntimero limitado de datos para su evaluacién) en
cuanto a las concentraciones de los complejos TIMP-
1/MMP-3, se hace evidente la disminucién paulatina
de estos a lo largo del ciclo menstrual. Cuando se com-
paran dos poblaciones diferentes por grupo de edad se
encuentran diferencias muy significativas en donde las
pacientes menores de 35 afios de edad mantienen con-
centraciones séricas de metaloproteinasas mayores
que las pacientes de mayor edad. El valor predictivo de
estos resultados puede, eventualmente, mostrar una
correlacion de la calidad ovular asociada con los proce-
sos de atresia folicular e interrelaciéon con los procesos
de muerte celular programada.

Bajo esta misma conformaciéon de datos observa-

mos que la edad tiene un efecto irreversible en los pro-
cesos de estimulacion, no sélo en la cuantificacién fo-
licular obtenida a través del ciclo estimulado, sino pro-
bablemente con la calidad ovocitaria relacionada con
estos factores intrafoliculares. Uno de los objetivos es-
tablecidos durante el disefio de estudio fue evaluar la
tasa de crecimiento en la concentracién de TIMP-
1/MMP-3 y relacionarlo directamente con la edad, a
través de ciclo estimulado. Entre los hallazgos mas im-
portantes estuvo la observacion de que la concentra-
cién de metaloproteinasas disminuye en 14 % por cada
afio que aumenta la edad de la paciente. La expresion
de los complejos mencionados y su relacién con los
episodios de maduracién y remodelacion folicular per-
mitira explicar ciertos fenémenos relacionados con la
dindmica biomolecular ovocitaria. La expresion de
marcadores de respuesta intrafolicular también permi-
tird evaluar las condiciones de desarrollo évulo-em-
brionario, no sélo en ciclos naturales, sino también en
los relacionados con la administracién exégena de go-
nadotropinas en los procesos de tecnologia reproducti-
va. O
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Altas concentraciones de estradiol
sérico en reproduccion asistida
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| Resumen

Objetivo. Analizar la influencia de las concentraciones de estradiol el dia de aplicacién de GCH
en ndices de gestacion (IG) de pacientes de ICSI y ovodonacion. Estudio. Retrospectivo, compa-
rativo. Material y métodos. Se incluyeron 333 pacientes de ICSIl y 66 de ovodonacién, dividién-
dolas segiin la concentracion de estradiol: a) < 1,000 pg/mL, b) 1,001-3,000 pg/mL y ¢) > 3,000
pg/mL. Protocolo terapéutico: supresion hipofisiaria con acetato de leuprolide en protocolo inter-
medio, HOC con FSHr y/o HMG, monitoreo ultrasonogréfico y estrogénico, aplicacién de GCH
con més de 3 foliculos, mayores de 18 mm, aspiracién ovular 34 horas después. Analizamos: |G,
edad (incluyendo receptoras), FSH y LH, foliculos, évulos, 6vulos metafase 11 y fertilizados, embrio-
nes transferidos, suplementacién lGtea, catéter y calidad en TE. Andlisis estadistico (SPSS 11) con
chi al cuadrado, ANOVA 'y Kruskall Wallis. Resultados. ICSI: Edad mayor en grupo A (p < 0.001),
pero sin diferencia entre grupos B y C (p = 0.08). Diferencia estadistica en nimero de foliculos,
6vulos, évulos fertilizados y embriones transferidos que fue menor en el grupo A (p < 0.001). Di-
ferencia significativa en 1G. 21.7, 35.6 y 25.7% en grupos A, B y C respectivamente (p = 0.032).
Ovodonacién: El grupo A fue de menor edad (p = 0.005), FSH y LH similares entre grupos. Ma-
yor cantidad de foliculos al incrementar cifras de estradiol, pero mayor cantidad de 6vulos metafa-
se Il 'y fertilizados en grupo B (p = 0.05). IG sin diferencias significativas: 50, 51.5 y 52.3% en gru-
pos A, By C (p = 0.977). No diferencias en edad de receptoras, embriones transferidos, catéter y
calidad de la TE en ICSI y ovodonacién. Conclusion. La aplicacién diaria de altas cifras de estra-
diol y GCH afectan los indices de gestacién en pacientes sometidas a ICSI. El mejor resultado se
obtiene con concentraciones de estradiol entre 1,000y 3,000 pg/mL. En ovodonacién las altas con-
centraciones de estradiol no afectan los indices de gestacion de las receptoras. g

Palabras clave: Estradiol sérico, reproduccién asistida, indice de gestacién, ovodonacion.
(Saucedo de la Llata E, et al. Altas concentraciones de estradiol sérico en reproduccién asistida.
Ginec Obst Mex 2003;71:585-589).
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Objectives. To analyze the influence of the levels of estradiol on the day of HCG in the pregnancy Abstract
rate (PR) of ICSI and oocyte donation. Study design. Retrospective, comparative. Material and
methods. 333 patients underwent ICSI and 66 in oocyte donation were included dividing them
according to the level of estradiol: a) < 1,000 pg/mL, b) 1,001-3,000 pg/mL and c) > 3,000 pg/mL.
Therapeutic protocol: Down regulation with acetate leuprolide in late luteal phase, COH with FSHr
and/or HMG, ultrasonographic monitoring and estradiol blood levels, HCG application with > 3
follicles > 18 mm, oocyte retrieval 34 hours later. We analyzed: PR, age (including receptors), FSH
and LH. Number, mature grade and fertilized oocytes; luteal support, transfer quality
and type of catheter. Statistical analysis (SPSS 11) with chi square, ANOVA and Kruskall-Wallis.
Results. ICSI: Older patients in group A (p < 0.001), but without difference between B and C
groups (p = 0.08). Statistical difference in number of follicles, number of oocytes, fertilized oocy-
tes and transferred embryos being less in the A group (p < 0.001). Statistical difference in PR 21.7,
35.6 and 25.7% in A, B and C groups respectively (p = 0.032). Oocyte donation: Group A has
younger patients (p = 0.005), FSH and LH were similiar among groups. Major number of follicles
were observed to increase estradiol levels, but major quantity of metaphase Il and fertilized oocy-
tes were observed in group B (p = 0.05). PR without significant differences: 50, 51.5 and 52.3% in
groups A, B and C (p = 0.977). Without statistical difference in the age of receptors; transferred
embryos, type of catheter and quality on ICSI and oocyte donation groups. Conclusion. High es-
tradiol levels at the day of HCG application affect the PR in patients submitted to ICSI. The best re-
sults were obtained with estradiol levels between 1,000 and 3,000 pg/mL. In oocyte donation the
high concentrations of estradiol do not affect the PR of the receptors. g

Key words: Seric estradiol, assisted reproduction program, pregnancy rate, oocyte donation.
(Saucedo de la Llata E, et al. High concentrations of serum estradiol in assisted reproduction. Ginec
Obst Mex 2003;71:585-589).

| Introduccién productivo sea posible tomar medidas m4ds estrictas de

control en la hiperestimulacién ovarica.

entes autores en relacién con la influencia que
pueden ejercer las concentraciones de estradiol
sérico en los resultados de pacientes que ingresan a
programas de reproduccién asistida. Algunas publica-
ciones refieren que las bajas cifras de estradiol pueden
afectar los indices de gestacion porque alteran la cali-
dad ovular y embrionaria;’ otras mencionan que su
efecto se ejerce en el endometrio"™*” y algunas maés sos-
tienen que las concentraciones de estradiol no alteran
los resultados reproductivos.*"

Para analizar més especificamente el efecto estrogé-
nico en la calidad de los 6vulos se puede investigar a
las donadoras con alta respuesta a la estimulacion ova-
rica, pues en las receptoras el endometrio no es influi-
do por las concentraciones hormonales suprafisiolégi-
cas. Es conveniente determinar el efecto del estradiol
en la calidad ovular y embrionaria para que si las con-
centraciones elevadas llegan a alterar el prondstico re-

Se han publicado estudios contradictorios de dife-
T
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Objetivo |

Determinar la influencia que ejercen las concentracio-
nes de estradiol sérico en el resultado reproductivo de
mujeres que ingresan a programas de reproduccion
asistida al comparar ciclos de ICSI con los de donacion
ovular.

Material y métodos |

Se compararon los indices de gestacion de mujeres a
quienes se realiz6 inyeccién intracitoplasmatica de es-
permatozoides (ICSI), en relacién con las concentra-
ciones de estradiol sérico determinadas el dia de la
aplicacién de la GCH, posteriormente se compararon
dichos resultados con un grupo de pacientes receptoras



Saucedo de la Llata et al.

de 6vulos. Se incluyeron en el estudio todas las muje-
res a quienes se realizé ICSI y donacién ovular de ene-
ro del 2000 a diciembre del 2001, en el Instituto para
el Estudio de la Concepcién Humana (IECH) de Mon-
terrey, Nuevo Ledn.

Las pacientes del grupo de ICSI y las donadoras de
6vulos fueron objeto del mismo protocolo de trata-
miento. Antes del ciclo de anticoncepcion oral se les
hizo supresién hipofisiaria con un andlogo de GnRH
(acetato de leuprolide [Lucrin] a la dosis de 0.1 mg en
protocolo intermedio con inicio el dia 21 del ciclo pre-
vio y suspendido el dia de la aplicacién de GCH), luego
de la hiperestimulacién ovarica con FSH recombinan-
te (Gonal F) y/o menotropinas (HMG, Pergonal) a do-
sis individualizadas para cada paciente.

A todas las pacientes se les realizé monitoreo ultra-
sonografico y determinacién de concentraciones de es-
tradiol sérico de manera seriada. Cuando se observa-
ron menos de tres foliculos mayores de 18 mm se
aplicaron 10,000 UI de gonadotropina coriénica hu-
mana (Profasi). Luego de 34 horas de la aplicacién de
la GCH y transferencia embrionaria en el dia 3 6 5, de-
pendiendo de la calidad embrionaria, se realizé la aspi-
racién ovular. Se hizo determinaciéon de BGCH en ca-
so de amenorrea 15 dias después de la transferencia
embrionaria. Las pacientes recibieron suplementacién
de la fase lutea con 50 mg IM de progesterona o 100
mg en caso de donacién ovular o, bien, progesterona
vaginal con crinone al 8%.

Se realiz6 un anélisis retrospectivo de las pacientes
(del grupo ICSI y de donacién ovular) a quienes se
separé en tres grupos seglin la concentracién de estra-
diol sérico en el momento de la aplicacion de la GCH:
grupo A) estradiol sérico menor a 1,000 pg/mL, grupo
B) estradiol sérico de 1,001 a 3,000 pg/mL y grupo C)
estradiol sérico mayor a 3,001 pg/mL.

En los grupos de ICSI se analizaron las siguientes
variables independientes: edad de las pacientes, nume-
ro de foliculos, niimero de 6vulos obtenidos, évulos

fertilizados, niimero de embriones transferidos, tipo de
catéter utilizado durante la transferencia embrionaria
y calidad de la misma, asi como tipo de complementa-
cion litea. La variable dependiente fue el indice de ges-
tacién. En los grupos de donacién ovular se compara-
ron las mismas variables, ademds de la edad de la
receptora, concentraciones séricas de FSH y LH en el
dia 3 del ciclo (en la donadora) y 6vulos metafase II.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa
SPSS version 11. Se compararon las variables cualita-
tivas con chi al cuadrado y las cuantitativas con ANO-
VA (paramétricas) y Kruskall-Wallis (no paramétri-
cas).

Se comparé la influencia que pueden ejercer las
concentraciones de estradiol sérico en los resultados
de las pacientes que ingresaron a programas de repro-
duccidén asistida tanto de ciclos en fresco con ICSI co-
mo de donacién ovular para determinar indirectamen-
te si la calidad ovular y embrionaria podria verse
afectada por los concentraciones hormonales, o si el
efecto del estradiol podria ejercer alguna accion en el
endometrio, con influencia deletérea para la implanta-
cion.

Resultados |

Se incluyeron al estudio 333 pacientes a quienes se
realiz6 ICSI y a 66 pacientes del programa de donacién
ovular del Instituto para el Estudio de la Concepcién
Humana (IECH) de Monterrey, NL. Las caracteristicas
de cada uno de los grupos, dependiendo de su concen-
tracién de estradiol sérico el dia de la aplicacién de
GCH, se muestran en los Cuadros I y II.

En relacién con las pacientes del grupo de ICSI, la
edad fue mayor en quienes tenian estradiol sérico
1,000 pg/mL (p < 0.001). No se encontré diferencia
significativa entre los grupos B y C con respecto a la
edad (p = 0.08). Los tres grupos tuvieron una diferen-

Cuapro I.  Influencia de concentraciones de estradiol sérico en mujeres que ingresaron a ICSI
Grupo A Grupo B Grupo C P
< 1000 pg/mL 1001-3000 pg/mL > 3001 pg/mL

Edad 34.07 £ 4.23 32.01 = 4.22 32.80 = 4.47 < 0.001
Foliculos 715 = 4.23 12.52 £ 5.38 10.65 + 6.24 < 0.001
Qvulos 5.56 = 3.33 10.26 += 5.30 8.82 +£6.10 < 0.001
Ovulos fertilizados 3.26 £ 1.93 5.45 + 2.87 4.72 £3.19 < 0.001
Embriones transferidos 2.46 = 0.98 3.06 = 0.86 2.78 = 0.96 < 0.001
Gestaciones 33 (21.7%) 52 (35.6%) 9 (25.7%) 0.05

| 587

ISSN-0300-9041 VoLumeN 71 Noviemsre 2003 |



Altas concentraciones de estradiol sérico

| CuADRoO Il.  Influencia de concentraciones de estradiol sérico en pacientes de un programa de donacién ovular

Grupo A Grupo B Grupo C P
< 1,000 pg/mL 1,001-3,000 pg/mL > 3,001 pg/mL

Edad donadora 30.31 = 3.88 27.45 + 3.93 25.77 + 3.94 0.006

FSH 3 donadora 5.05 = 0.87 5.08 = 1.16 5.96 = 1.76 0.318

LD d3 donadora 2.52 £ 0.84 4.61 = 2.87 2.00 = 0.41 0.028

Foliculos 8.31 = 4.03 14.18 = 4.91 15.73 = 5.85 < 0.001
Ovulos 7.62 = 4.00 13.79 = 5.65 13.18 = 4.81 < 0.001
Ovulos metafase 11 5.23 = 2.52 11.45 + 4.74 9.09 + 5.25 < 0.001
Ovulos fertilizados 4.85 + 1.95 7.33 £4.21 8.59 + 4.94 0.043

Edad receptora 35.45 = 4.11 39.17 £ 5.70 38.83 = 4.95 0.142

Embriones transferidos 3.15 £ 0.99 3.03 =£0.95 3.09 = 1.23 0.934

Gestaciones 6 (50%) 17 (51.5%) 11 (52.3%)

cia estadistica con respecto al nimero de foliculos,
6vulos y 6vulos fertilizados, que fue menor en el gru-
po con estradiol <1,000 pg/mL (p < 0.001). Por lo que
se refiere a la cantidad de embriones transferidos, en
los grupos B y C se encontré mayor numero de embrio-
nes que en el grupo A (p < 0.001), dicha diferencia no
fue significativa cuando se compararon los grupos B y
C (p = 0.870). La calidad de la transferencia, el tipo de
catéter y la forma de complementacion litea no pre-
sentaron diferencias significativas entre los tres gru-
pos (p = 0.154,p = 0.505yp = 0.761).

De las 333 pacientes a quienes se realizé ICSI, 152
tuvieron concentraciones de estradiol <1,000 pg/mL
con un indice de gestacién (IG) de 21.7%. Treinta y
cinco mujeres tenian cifras de estradiol 3,000 pg/mLy
nueve presentaron embarazo (IG del 25.7% ); por dlti-
mo, 146 pacientes tuvieron concentraciones de estra-
diol sérico entre 1,001 y 3,000 pg/mL y 52 de ellas se
embarazaron (IG de 35.6% ). Se encontré una diferen-
cia estadisticamente significativa entre las pacientes
del grupo B (1,001-3,000 pg/mL) y las de los dos gru-
pos restantes (p = 0.032).

En relacién con las pacientes donadoras de 6vulos,
al comparar la edad, podemos observar que las mujeres
con cifras menores de estradiol fueron de menor edad
(30.3 afios en el grupo A, 27.4 en el grupo By 25.7 en
el grupo C). La diferencia entre los grupos A y C fue
estadisticamente significativa (p = 0.005); sin embar-
g0, esto no ocurri6 al comparar el grupo A con el B (p
= 0.09), o el grupo B con el C (p = 0.37). Los con-
centraciones de FSH en el dia 3 no mostraron diferen-
cias significativas entre los tres grupos (p = 0.318) y
las concentraciones de LH sélo tuvieron una diferen-
cia significativa entre el grupo Ay B (p = 0.041).

La cantidad de foliculos, 6vulos y évulos metafase
II entre los tres grupos tuvieron diferencias estadistica-
mente significativas (p < 0.001). Se obtuvo mayor
cantidad de foliculos conforme se incrementaron las
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cifras séricas de estradiol; sin embargo, la diferencia
entre el grupo B y C no fue significativa (p = 0.07); el
mismo efecto ocurrié con el niimero de 6vulos y 6vu-
los metafase II en donde la diferencia se establecié al
comparar el grupo A con los grupos B y C, pero no fue
asi cuando se comparo la cantidad de 6vulos en el gru-
po By C (p = 0.755) o, bien, la cantidad de évulos me-
tafase II (p = 0.066).

Tampoco existieron diferencias significativas en la
cantidad de 6vulos fertilizados entre los grupos By C
(p = 0.276), pero al realizar comparaciones entre el
grupo A con los otros dos grupos, observamos una di-
ferencia estadistica (p = 0.043). En las donadoras de
6vulos, al comparar los tres grupos, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al analizar
los resultados en los siguientes parametros: edad de re-
ceptoras (p = 0.142), embriones transferidos (p =
0.934), calidad de la transferencia (p = 0.154), tipo de
catéter utilizado durante la transferencia embrionaria
(p = 0.505) o tipo de suplementacién litea (p =
0.761).

Al analizar los resultados en términos de embara-
70, observamos que seis pacientes lograron embara-
zarse en el grupo con estradiol menor a 1,000 pg/mL
de un total de 12 (IG de 50%). Treinta y tres mujeres
tuvieron cifras de estradiol sérico entre 1,001 y 3,000
pg/mL y de ellas 17 se embarazaron (IG del 51.5%).
Veintitin pacientes se situaron en el grupo C (estradiol
> 3,001 pg/mL) y de ellas, 11 se embarazaron (IG del
51.5%). No se demostré una diferencia estadistica-
mente significativa entre los IG al comparar los tres
grupos de pacientes (p = 0.977).

Discusion |

En la literatura mundial existen pocas publicaciones
que hayan estudiado los efectos de las concentraciones
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de estradiol en los resultados de pacientes que ingresan
a programas de reproduccién asistida. Mientras Che-
nette,® Sharara’ y Yu Ng'° defienden que las concentra-
ciones suprafisioldgicas de estradiol no tienen influen-
cia sobre el prondstico reproductivo, existen otros
pocos autores que refieren el efecto adverso de altas ci-
fras hormonales a nivel ovular y embrionario® o endo-
metrial."**” En nuestro pais, Kably ha demostrado, en
198 ciclos, el pobre prondstico que acompafia a las pa-
cientes con bajas cifras de estradiol el dia de la admini-
traciéon de GCH.’

En el presente trabajo se demuestra, en 333 ciclos
en fresco, que la existencia de cifras de estradiol mayo-
res de 3,000 pg/mL el dia de la administracién de GCH
tiene un menor indice de gestacién que pacientes con
cifras entre 1,000-3,000 pg/mL. En congruencia con el
trabajo de Kably, las mujeres con cifras menores a
1,000 pg/mL de estradiol tienen peor prondstico repro-
ductivo que quienes tienen mayores concentraciones
hormonales. Al analizar 66 ciclos de donadoras de
6vulos no encontramos diferencias significativas en
los indices de embarazo, independientemente de las
concentraciones de estradiol el dia de la aplicacién de
la GCH.

Con base en los resultados obtenidos en los dos gru-
pos de pacientes, se demuestra que las concentraciones
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de estradiol mayores de 3,000 pg/mL en las pacientes
objeto de hiperestimulacion ovarica afectan el resulta-
do reproductivo; esto no ocurrié en receptoras de 6vu-
los que no han estado expuestas a altas cifras de estra-
diol. Lo anterior apoya lo que se demuestra en
publicaciones en relacién con el hecho de que altas ci-
fras de estradiol pueden tener un efecto deletéreo en la
implantacién. Este es el trabajo mds amplio en la lite-
ratura mundial que apoya dicha hipétesis.
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Valores iniciales de la gonadotrofina coridnica
humana como prondstico de la evolucion del
embarazo en reproduccion asistida

Dr. Alberto Kably Ambe, Dr. Julidn Ruiz Anguas, Dra. Esperanza Carballo Mondragon,
Dr. Ernesto Castelazo Morales, Dr. Samuel Karchmer Krivitsky

| Resumen Introduccién. En los programas de reproduccién asistida es importante, tanto para el equipo mé-
dico como para la paciente, poder predecir la evolucién del embarazo. Se ha postulado la deter-
minacién de concentraciones de pregnandiol o proteina placentaria 14 como factores predictivos;
sin embargo, la determinacién de hCG es, al parecer, el pardmetro més adecuado para detectar al-
teraciones tempranas en el desarrollo del embarazo. Objetivo. Establecer los valores predictivos de
hCG que establecen el pronéstico de evolucion del embarazo, mediante el analisis de las cifras en
el dfa 14 y 16 postransferencia, y determinar los valores de hCG para predecir embarazo mdaltiple.
Material y métodos. Se analizaron de manera retrospectiva los datos de 88 pacientes que ingre-
saron al programa de fertilizacion in vitro en los que se logré el embarazo, y se realizé determina-
cién de hCG en el dia 14 y 16postransferencia. Para su estudio, las pacientes se dividieron en tres
grupos: 1) embarazo mayor 26 semanas, 2) embarazo menor de 26 semanas y 3) embarazo qui-
mico. El anlisis de los resultados se efectué con la prueba de ANOVA para comparar medias y cur-
vas ROC para determinar sensibilidad y especificidad. Resultados. Se observé diferencia signifi-
cativa en las concentraciones de hCG en el dia 14 y 16 postransferencia entre los grupos de
pacientes. Los concentraciones de hCG el dia 14 postransferencia de 113 UI/L, y el dfa 16 con-
centraciones de hCG de 403 UI/L mostraron una sensibilidad del 80 y 79% respectivamente, con
especificidad del 79 y 75%, mientras que el incremento de hCG entre estos dias mayor a 200.33
UI/L ofrece una sensibilidad y especificidad del 80 y 83%, respectivamente, para una evolucién del
embarazo mas alla de 26 semanas. Para detectar concentraciones de hCG como predictivas de em-
barazo de alto orden fetal se observé que las concentraciones de hCG en el dia 14 de 270.42 UI/L
tienen una sensibilidad del 91% con una especificidad del 64%, concentraciones en el dia 16 ma-
yores de 837.14 UI/L una sensibilidad y especificidad del 91 y 62% , respectivamente. Conclusio-
nes. La determinacién de concentraciones de hCG mayores a 113 en el dia 14 y de 403 en el dia
16 ofrece una sensibilidad y especificidad adecuadas como pronéstico para la evolucién del em-
barazo mas alld de las 26 SDG, mientras que las concentraciones de hCG de 270.42 y de 837.14
en los dias 14 y 16, respectivamente, ofrecen una sensibilidad muy elevada de 91% para embara-
zo miltiple. g

Palabras clave: Gonadotropina coriénica humana, embarazo, reproduccién asistida.
(Kably Ambe A, et al. Valores iniciales de la gonadotropina coriénica humana como prondstico de la
evolucién del embarazo en reproduccién asistida. Ginec Obst Mex 2003;71:590-599).
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Introduction. In assisted reproduction programs, once a pregnancy has been achieved, the power
of predicting its evolution is important for the medical team as well as for the patient. The determi-
nation of pregnanediol or of placental protein 14 levels has been postulated as a predictive factor,
however, the determination of hCG is, seemingly, the most adequate parameter for the detection
of early developmental alterations during pregnancy. Objective. To determine those predictive va-
lues of hCG which establish a prognosis concerning the evolution of pregnancy through the analy-
sis of the values of this hormone on post-transference days 14 and 16, as well as to determine hCG
values for multiple pregnancies. Material and methods. Data from 88 patients participating in the
in vitro fertilization program, in whom pregnancy was achieved, were retrospectively analyzed, and
hCG levels were determined on post-transference days 14 and 16. Results were analyzed by the
ANOVA test in order to compare mean values, & ROC were used to determine sensitivity and spe-
cificity. Results. The patients were divided in three groups: 1) pregnant for more than 26 weeks;
2) pregnant for less than 26 weeks; and 3) chemical pregnancy. Significant differences in hCG le-
vels on post-transference days were observed among these groups of patients. The levels of hCG,
on post-transference day 14, 113 1U/L, and on day 16, 403 IU/L, presented, respectively, an 80%
and 79% specificity, while the greater than 200.33 1U/L hCG increase offers a sensitivity and speci-
ficity of 80% and 83%, respectively, for a pregnancy of more than 26 weeks. In order to consider
hCG levels as predictive for a high fetal order pregnancy, it was observed that hCG levels of 270.42
Ul/L on day 14 present a sensitivity of 91% with a specificity of 64%, and levels higher than 837.14
IU/L on day 16 offer a sensitivity and specificity of 91% and 62%, respectively. Conclusions. The
determination of hCG levels greater than 113 1U/L on day 14 and greater than 403 IU/L on day 16
offer adequate sensitivity and specificity as predictive factors for pregnancy evolution beyond the
26 GW, while hCC levels of 270.42 and 837.14, respectively, on days 14 and 16 offer a very high
sensitivity (91%) for multiple pregnancy. g

Key words: Human chorionic gonadotropin, pregnancy, assisted reproduction programs.
(Kably Ambe A, et al. Initial values of human chorionic gonadotropin as a prognostic variable of preg-
nancy evolution in assisted reproduction. Ginec Obst Mex 2003;71:590-599).

Introduccion

Abstract

produccion asistida, uno de los mayores retos a los

que se enfrenta el médico, es poder realizar una
observacion confiable de todas las variables que influ-
yen sobre los mismos. Un ejemplo de lo anterior lo cons-
tituye la evaluacién de los pardmetros que traen consigo
la consecucién de un embarazo y que van desde los cli-
nicos, como la edad de la mujer o el indice de masa cor-
poral, y de gabinete, como las determinaciones de estra-
diol, las caracteristicas econsonograficas del endometrio antes
de la transferencia o, bien, los de laboratorio, como los
que destacan la organizacion fisica del mismo, hasta la
técnica de transferencia embrionaria, pasando por
otros, como la calidad embrionaria y las tasas de ferti-
lizacién e implantacién. Cuando todas estas variables
se evaluan y se consigue un embarazo, el clinico se ve

E n el andlisis de los resultados de las técnicas de re-

ante la disyuntiva, relativamente apresurada, de esta-
blecer un prondstico temprano de la evolucién de la
gestacion. A diferencia de los embarazos obtenidos es-
pontdneamente, la pareja que ingresa a un programa
de reproduccion asistida exige un prondstico mas exac-
to y temprano de la evolucién de la gestacion. El gas-
to econémico, emocional y fisico que implica procedi-
mientos de esta indole, establece una ansiedad en la
pareja que puede ser atenuada con informacion veraz,
basada en hechos y en la experiencia de la propia clini-
ca que otorga el servicio.

Por lo anterior, se realizaron evaluaciones hormo-
nales y proteinicas para poder establecer porcentual-
mente cudl sera el pronéstico de un embarazo logrado
mediante reproduccion asistida.

Se ha propuesto que las concentraciones de hCG
en el dia 14 postransferencia pueden servir como pro-
néstico para predecir la evolucién del embarazo y ofre-
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cer una herramienta para explicar a la paciente cudl es
el panorama esperado del embarazo.

La produccién de hCG se inicia siete dias después
de la concepcion y es producida por la capa trofoblds-
tica del blastocisto, y puede detectarse en el suero ma-
terno al momento de la implantacién.' Las concentra-
ciones de hCG aumentan rapidamente duplicando su
valor entre 1.3 y 2.3 dias, esto se observa mads en eta-
pas tempranas.” Lenton y su grupo’ demostraron que
el incremento puede dividirse en dos fases: rapida, que
se atribuye al proceso de implantacién (11 dias poste-
riores al pico de LH), y una lenta en la que la hCG tro-
foblastica y la circulante muestran equilibrio.

Junto con las concentraciones de hCG se han eva-
luado otras sustancias que permitan predecir la evolu-
cién del embarazo, como el pregnandiol durante el pri-
mer trimestre; u otros productos fetoplacentarios,
como la proteina placentaria 14 (PP14) o la proteina
Schwangersschaft (SP 1);' sin embargo, la titulacién de
la subunidad beta hCG sigue siendo el pardmetro mas
adecuado para detectar tempranamente alteraciones
en el desarrollo del embarazo.

La hCG tiene funciones biolégicas importantes du-
rante etapas tempranas de la gestacidn, la principal es
estimular al cuerpo liteo (efecto luteotréfico) para fa-
vorecer su crecimiento y adecuada produccion de es-
teroides.

Heiner,’ o Guth® han observado una correlacién di-
recta entre las concentraciones de hCG en los dias 13,
14 6 16 y la evolucién del embarazo, ya que a mayores
concentraciones de hCG mejor pronéstico de éste.

Existen reportes de otros estudios, como el de Ert-
zeid” realizado en Noruega, en el que se compararon
concentraciones de hCG sérica los dias 14, 16,20y 27
después de la ovulacién en pacientes que lograron un
embarazo con embrién tinico, que llegd a término, in-
cluidas pacientes de fertilizacién in vitro (FIV) o inse-
minacién artificial homdloga (IAH), y se observé que
el pardmetro mds importante para evaluar el prondsti-
co del embarazo no eran las concentraciones de hCG,
sino el tiempo en que tardaban en duplicarse. En ese
estudio se establecié que las tasas de aborto y embara-
70 ectépico eran mayores cuando el tiempo para dupli-
car las concentraciones de esta hormona era mayor. El
estudio de Check® concuerda con estos resultados pues
reporta un tiempo de dos dias, lapso en el cual si se du-
plican los valores de hCG y el pronéstico para la evo-
lucién del embarazo es bueno. Lenton, et al.' reporta-
ron, igualmente, que el incremento lento de la hCG se
asocia con “embarazos quimicos” y mayor tasa de
abortos. En estudios recientes los investigadores se
enfocan a determinar qué valores cuantitativos de la
subunidad beta de hCG ofrecen mayor sensibilidad y
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especificidad para poder predecir la evolucién del emba-
razo: Gillian,” en un estudio de 662 pacientes, evalud las
titulaciones de hCG en el dia 16 posovulacién y observé
que concentraciones menores de 50 UI/L eran de mal
prondstico, con un riesgo de 35% de culminar en abor-
to, mientras que con titulaciones de 500 UI/L o mas el
riesgo fue de 5%. Sugantha, et al.,’® determinaron en
429 pacientes que ingresaron a programas de insemina-
cién artificial o fertilizacion in vitro, la cantidad de hCG
en los dias 14 y 21 posinseminacién o postransferencia
de embriones, y observaron que las pacientes con valo-
res de hCG menores de 50 y 200 UI/L en los dias 14 y
21, respectivamente, tenian una probabilidad de naci-
miento de 0% y de aborto de 72 %, mientras que en las
pacientes con mds de 50 UI/L en el dia 14 y de 1,000
UI/L o mayor en el dia 21, las probabilidades de tener
un hijo vivo son de 90 %, y de abortar de 8 %.

Por todo lo anterior, se decidié determinar los va-
lores predictivos de la subunidad beta de hCG para es-
tablecer un prondstico de la evolucién del embarazo
en nuestro medio, mediante el analisis de las cifras de
dicha hormona obtenidas los dias 14 y 16 postransfe-
rencia en pacientes que ingresaron al programa de fer-
tilizacion in vitro.

Material y métodos |

Se analizaron de manera retrospectiva los datos de las
pacientes que ingresaron al programa de fertilizacion
in vitro y que lograron el embarazo diagnosticado por
titulaciones de hCG mayores de 1 UI/mL en la Clinica
de Reproduccién Asistida del Centro Especializado pa-
ra la Atencién de la Mujer del Hospital Angeles de las
Lomas, entre enero del 2000 y diciembre del 2002.

Los criterios de exclusién fueron: 1) pacientes que
no contaran con titulacién de hCG en los dias 14 y 16
postransferencia ¢ 2) pacientes en las que no se logré
seguir la evolucion y resolucién del embarazo.

En todos los casos se determiné la titulacion de
hCG sérica 14 y 16 dias postransferencia a través de
quimioluminiscencia, con una sensibilidad de 1UI
/mL. Las pacientes se estimularon con FSH recombi-
nante (Gonal F*) siguiendo un protocolo largo con ace-
tato de leuprolide 0.5mg/d{a (Lucrin Kitt®), o con anta-
gonistas de GnRH Cetrorelix 0.25 mg/dia (Cetrotide®)
como ha sido publicado por nuestro grupo."

El soporte de fase litea se realiz6 con progesterona
IM 100 mg cada 12 horas (Cuerpo Amarillo Fuerte®)
dos semanas después de la titulaciéon de hCG con la fi-
nalidad de observar sacos gestacionales intrauterinos.

Para fines exclusivos del estudio, la definicién de
embarazo se dividié en:
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I) Viable: embarazos en los que uno o mds productos
nacieron (vivo o muerto) después de las 26 sema-
nas, incluidos los embarazos en los que se observa-
ron dos o mads sacos gestacionales con embrién vi-
vo, y que a lo largo del embarazo uno de ellos no
continué su desarrollo.

II) No viable: embarazos en los que se detect6 una su-
bunidad beta hCG positiva, pero no se logré obser-
var saco gestacional intrauterino; embarazos ectd-
picos, en los que se corroboré un aborto clinico y
gestaciones que culminaron antes de las 26 sema-
nas. El andlisis estadistico se realizé a través de
prueba de ANOVA para comparar medias geomé-
tricas entre los grupos. Se utilizaron curvas ROC
para poder determinar el punto de corte que ofre-
ciera mayor sensibilidad y especificidad de los valo-
res de hCG como prondstico para la evolucion del
embarazo, con el programa estadistico SPSS”™ (Mi-
crosoft Co.).

| Resultados

Se incluyeron 88 pacientes en el periodo comprendido
entre enero del 2000 a diciembre del 2002, que logra-
ron el embarazo con FIV-TE- ICSI.

La edad media de las pacientes fue de 34.16 + 4.64
afios. Las pacientes se dividieron en tres grupos de
acuerdo con la finalizacién de la gestacién: a) embara-
zo mayor de 26 semanas, b) embarazo menor de 26 se-
manas y ¢) embarazo quimico.

La media geométrica de las concentraciones de
hCG en cada uno de los grupos, en los dias 14 y 16 se

| CuAbro 1.

Finalizacién del embarazo

hGC dia 14 (UI/L)

muestra en el cuadro 1.

También se valoré la media geométrica del incre-
mento de hCG entre el dia 14 y 16 para cada uno de los
grupos, observando que éste era mayor en las pacien-
tes que finalizaban su embarazo después de las 26 se-
manas en relacién con los otros dos grupos (Cuadro
).

Se realiz6 prueba de ANOVA para detectar diferen-
cias estadisticamente significativas con una p < 0.05
entre los concentraciones de hCG para cada uno de los
grupos en ambas determinaciones de gonadotropina
coriénica humana (dias 14 y 16), e ignalmente el incre-
mento de la subunidad beta de hCG fue significativa-
mente diferente entre los grupos (figuras 1y 2).

Para determinar la sensibilidad y especificidad, se to-
moé como punto de corte la percentila 5 de la media geo-
métrica; asimismo, a través de curvas ROC se obtuvo el
valor de hCG con mayor sensibilidad y especificidad, en
funcién de la culminacién del embarazo en los dias 14 y
16 del ciclo, coincidiendo ambas determinaciones en que
un valor de 113 UI/L de hCG en el dia 14 tuvo una sen-
sibilidad del 80 % con especificidad del 71 % para un em-
barazo mayor de 26 semanas (figura 4).

En cuanto a los valores de hCG en el dia 16, un va-
lor de 403 UI/L o més establecié una sensibilidad del
79 %, con una especificidad del 75% (Figura 5), y fi-
nalmente el pardmetro que mostré mayor sensibilidad
y especificidad (80 y 83 %, respectivamente), fue el in-
cremento de la hCG. Se observé que un aumento de
200.33 UI/L en 48 horas garantiza un buen prondstico
para que el embarazo contintie mads alld de las 26 sema-
nas (Figura 6).

La incidencia de embarazo de alto orden fetal (tres

Medias geométricas de hGC en dia 14 y 16 de acuerdo a la resolucion del embarazo

hGC dia 16 (UI/L)

Embarazo mayor de 26 semanas 512.85 2,121.50
Embarazo menor de 26 semanas 249.85 1,236.45
Embarazo quimico 91.83 120.30

| Cuapro Il.  Medidas geométricas del incremento de hGC

Finalizacién del embarazo

Incremento del hGC (dia 14 a 16)

Embarazo mayor de 26 semanas
Embarazo menor de 26 semanas
Embarazo quimico

1,408.10
962.9
26.57
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| FIGURA 1
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| FIGURA 4
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| FIGURA 6
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o mds sacos) fue de 13.33%, y de gemelares dobles de
26.6 % , por lo que se correlacionaron las concentracio-
nes de hCG en el dia 14 y 16 con la existencia de em-
barazo multiple. Se compararon las medias geométri-
cas de la hCG de las pacientes en los dias 14 y 16, as{
como su incremento, al dividir a las pacientes en cua-
tro grupos: a) en quienes no se observé saco gestacio-
nal, b) en quienes se observé un saco gestacional, c)
observacién de dos sacos gestacionales y d) tres o mds
sacos gestacionales.

Al analizar la comparacion estadistica de las me-
dias geométricas se observé diferencia significativa (p
<0.05) entre los grupos en el dia 14, 16 y el incremen-
to entre ambas (figuras 7, 8 y 9).

Cuando se realizaron las curvas ROC para evaluar
sensibilidad y especificidad de los concentraciones de
hCG, en funcién de embarazos de alto orden fetal, y al
tomar como punto de corte la percentila 5 de la media
geométrica, se establecié qué valores de hCG mayores
de 270.42 UI/L el dia 14 del ciclo presentaban una es-
pecificidad de 64 %, pero una sensibilidad del 91 % pa-
ra embarazo mudltiple; en el dia 16 las concentraciones
de hCG mayores de 837.14 UI/L tenfan una sensibili-
dad del 91% con especificidad del 62 %. El incremen-
to en las concentraciones de hCG en 48 horas por arri-
ba de 555.57 UI/L ofrece una sensibilidad del 91 % con
una especificidad del 62 % (Figuras 10,11,12).

| Discusion

La utilidad de la hCG como valor prondstico para el de-
sarrollo del embarazo ha sido cada vez mads utilizada
por los grupos de reproduccién asistida.**?

En el presente trabajo, al correlacionar las concen-
traciones de hCG en los dias 14 y 16 con base en la
evolucién del embarazo, se observo que las pacientes
con embarazo quimico o con un aborto o pérdida del
embarazo antes de las 26 semanas tenian concentra-
ciones menores de hCG, en relacién con las pacientes
en las que el embarazo finaliz6 después de las 26 sema-
nas, resultados que coinciden con lo reportado por Al
Sebai** y Schmidt.”

Bjercke demostré que las concentraciones de 55
UI/L de hCG en el dia 12 postransferencia muestran
una sensibilidad de 0.73 y especificidad de 0.83 para
discriminar pérdidas tempranas de embarazos a térmi-
no. Autores como Sgantha® refieren que las concen-
traciones de 200 Ul en el dia 21 tienen una sensibili-
dad del 53% con especificidad del 99% para el
desarrollo de un embarazo viable.

Los datos obtenidos en el presente estudio ofrecen
resultados similares, observando que las concentracio-
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nes de hCG en el dia 14, mayores de 113 UI/L, tienen
una adecuada sensibilidad y especificidad (80 y 71 %,
respectivamente), que difieren por ser mayores a lo in-
formado por Bjercke, et al.” No obstante, hay que to-
mar en cuenta que estos se realizaron el dia 12 pos-
transferencia, mientras que en el presente estudio la
determinacién de hCG se efectud el dia 14.

Existen otros autores que coinciden ampliamente
con los resultados reportados en este trabajo, como
Heiner, et al.,” quienes determinaron que las concen-
traciones de 100 UI/L discriminaban perfectamente
entre embarazos viables (> 100 UI/L) de los no via-
bles (< 100 UI/L).

De acuerdo con nuestros resultados, el pardmetro
que muestra mayor sensibilidad y especificidad para el
desarrollo de un embarazo a los limites de la viabilidad
fue el incremento de la hCG por arriba de 200 UI/L en
48 horas, pardmetro que coincide con lo reportado por
Check, et al.,’ o Sgantha, et al.,"* quienes también men-
cionan que el tiempo en que se duplican las concen-
traciones de gonadotropina coriénica humana tiene
mejor valor prondstico.

Una de las complicaciones frecuentes a las que
deben enfrentarse la mayor parte de los centros de re-
produccién asistida es el embarazo multiple. La tasa
de embarazo multiple observada fue de 13.33%.

Al tratar de correlacionar las concentraciones de
hCG con el embarazo de alto orden fetal (tres o mds sa-
cos gestacionales), al igual que lo reportado por Glats-
tein'® y Legro," se observé que las concentraciones de
hCG en los dias 14 y 16 y el incremento de ésta, eran
mayores en estos casos (1012.3 UI/L, 3904.9 Ul/L y
2465.13 UI/IL respectivamente) en comparacién con
embarazos dobles o tinicos.

Sin embargo, al tratar de establecer una cifra que
ofrezca un valor predictivo, al tomar la percentila 5 co-
mo punto de corte, se observé que en el dia 14y 16, las
concentraciones mayores a 270.42 UI/L y 837.14
UI/L, respectivamente, mostraban adecuada especifici-
dad (91%); sin embargo, la sensibilidad era baja (62-
64 % ). Igualmente, el incremento de la hCG por arriba
de 555.57 UI/L es bastante especifico pero poco sensi-
ble, coincidiendo con lo informado por Sugantha, et
al.,” quienes observaron un punto de corte de 100
UI/L en el dia 14 para embarazo multiple con sensibi-
lidad del 85% y especificidad del 74 % . En conclusion,
puede mencionarse que las concentraciones de la de-
terminacion de hCG en los dias 14 y 16, asi como su
incremento en este lapso, pueden utilizarse como fac-
tor predictivo del desarrollo de embarazos logrados a
través de un programa de FIV-TEICSI. Las concentra-
ciones de hCG mayores a 113 UI/L en el dia 14 pos-
transferencia ofrecen un prondstico del 80 % de que el
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| FIGURA 10
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embarazo evolucione mads alld de las 26 semanas.
Ademds, las cantidades de hCG en el dia 16 por arriba
de 403 UI/L establecen que el embarazo culminard en
aborto o antes de las 26 semanas en s6lo 21 % de los ca-
sos. El pardmetro que mejor prondstico ofrece es el in-
cremento de la hCG, ya que si dicho incremento es ma-
yor a 200.33 UI/L en 48 horas (dia 14 a 16) la
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Prondstico del indice estradiol-6vulo
en la inyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI)

Dr. Pedro Galache Vega, Dr. Eric Saucedo de la Llata , Dr. Armando Trevino Rodriguez ,

Dr. Roberto Santos Haliscak, Dr. Victor Alfonso Batiza Reséndiz, Dra. Lidia Arenas Montezco,

Dra. Maria Rosa Moraga Sdnchez, Dr. José Septlveda Conzélez, Dr. Manuel Leal Almeida,
Dr. Jorge Rodriguez Pezino, Dr. Genaro Garcia Villafafia, Dr. Samuel Herndndez Ayup S.

Objetivo. Analizar el indice de gestacién de mujeres que ingresan a un programa de inyeccién in-
tracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), dependiendo del indice estradiol-6vulo. Estudio. Re-
trospectivo, comparativo. Material y métodos. Se incluyeron 332 pacientes que se dividieron en
tres grupos dependiendo del indice estradiol/6vulo: Grupo A: < 100 pg/mL, grupo B: 101-250
pg/mL y grupo C > 250 pg/mL. Protocolo terapéutico. Supresion hipofisiaria con acetato de leu-
prolide en protocolo intermedio, HOC con FSHr y/o HMG, aplicacién de GCH con mas de tres fo-
liculos mayores de 18 mm, aspiracién ovular 34 horas después. Anadlisis. de la edad de las pa-
cientes, nimero de évulos metafase Il obtenidos, indice estradiol-6vulo, évulos fertilizados,
embriones transferidos, calidad y catéter de la transferencia embrionaria, y tipo de suplementacion
ldtea. Analisis estadistico (SPSS 11) con chi al cuadrado, ANOVA y Kruskall-Wallis. Resultados. los
mejores resultados del andlisis de la cantidad de 6vulos metafase Il, évulos fertilizados y nimero de
embriones transferidos entre los tres grupos, fueron en el grupo B comparados con el grupo A'y
C, con diferencias significativas (p = 0.014, p = 0.005 y p = 0.00, respectivamente). Se analiz6 el
indice estradiol-6vulo y los indices de gestacion fueron muy diferentes entre los grupos (21.83,
36.62 y 17.80%) con una diferencia significativa (p = 0.003). Conclusién: Es conveniente vigilar
las concentraciones séricas de estradiol ofreciendo esquemas de hiperestimulacién ovérica menos
agresivos para mejorar la calidad ovular. El indice estradiol-6vulo es un parametro adecuado para
cuantificar dicha respuesta, estableciéndose como valor predictivo de embarazo. g

Palabras clave: Gestacion, indice estradiol-6vulo, inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides.
(Galache Vega P, et al. Pronéstico del indice estradiol-6vulo en la inyeccién intracitoplasmdtica de es-
permatozoides (ICSI). Ginec Obst Mex 2003;71:600-604).

Instituto para el Estudlio de la Concepcién Humana, Monterrey, NL.
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Objectives. To analyze the pregnancy rate in women who underwent Intracytoplasmic Sperm In-
jection (ICSI) program depending of the oestradiol/oocyte index. Study design. Retrospective,
comparative. Material and methods. 332 patients were included. There were divided in three
groups depending on the oestradiol/oocyte index: Group A:(100 pg/mL, group B: 101-250 pg/mL
and group C: > 250 pg/mL). Therapeutic protocol. Down regulation with leuprolide acetate in
late luteal phase protocol, COH with rec-FSH and / or HMG, ultrasonographic and estradiol blood
levels were monitored; hCG application when >3 follicles >18 mm, oocyte retrieval performed 34
hours later. We analyzed: patient age, male age, number of follicles, estradiol serum levels at the
day of hCG application, number of mature oocytes, oestradiol/oocyte index, fertilization rate, trans-
ferred embryos, transfer quality, catheter type and luteal support. Statistical analysis (SPSS 11) with
chi square, ANOVA and Kruskall-Wallis was used. Results. On having analyzed the number of me-
taphase Il oocytes retrieval, oocytes fertilized and number of transferred embryos among three
groups, the best results were obtained in group B. The differences among these variables were sig-
nificant. (P = 0.014, p = 0.005 and p = 0.003, respectively). When the oestradiol/oocyte index
was analyzed and the PR among groups (21.83, 36.62 and 17.80 %) we observed a significant dif-
ference (p = 0.003). Conclusion. 1t is convenient to monitor the oestradiol blood levels to offer
schemes of COH less aggressive to improve the oocyte quality. The oestradiol/oocyte index is a pa-
rameter adapted as a predictive value of pregnancy. g

Key words: Pregnancy, oestradiol/oocyte rate, intracytoplasmic sperm injection.
(Galache Vega P, et al. Prognostic values of oestradiol/oocyte rate in ICSI patients. Ginec Obst Mex
2003;71:600-604).

| Introduccion

a hiperestimulacién ovarica que se realiza en mu-
l jeres que ingresan a programas de reproduccion

Abstract |

Obijetivo |

asistida incrementa las cifras séricas de estradiol =~ Analizar el indice de gestacién de mujeres que ingre-

a concentraciones suprafisioldgicas. Distintos autores
en el mundo han ofrecido conclusiones discordantes
respecto al efecto de las altas concentraciones de estra-
diol en relacién con el prondstico reproductivo de es-
tas pacientes."”

Las altas concentraciones séricas de estradiol pue-
den ocasionar efectos deletéreos en el endometrio y
con ello alterar los indices de gestacion.*”

Una manera més estricta de cuantificar el efecto del
estradiol podria ser el indice estradiol-foliculo o estra-
diol-6vulo, como lo menciona Yang, en Taiwan; sin
embargo, existen pocos reportes que refieran dicho in-
dice.*

Es necesario realizar mas estudios que cuantifi-
quen el efecto de las altas concentraciones de estra-
diol con respecto a los indices de gestacion de pa-
cientes que acuden a programas de reproduccién
asistida.

san a un programa de inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) dependiendo del indice estra-
diol-6vulo.

Se analizaron retrospectivamente 332 pacientes a
quienes se realiz6 ICSI entre el 1 de enero del 2000 al 31
diciembre del 2001 en el Instituto para el Estudio de la
Concepcién Humana (IECH) de Monterrey, NL. Se divi-
di6 a las pacientes en tres grupos, dependiendo del indice
estradiol-6vulo, determindndose la concentracion de es-
tradiol el dia de la aplicacién de la gonadotrofina coriéni-
ca humana (GCH): grupo A: < 100 pg/mL, grupo B: 101-
250 pg/mLy grupo C > 250 pg/mL.

Todas las pacientes siguieron el mismo esquema de
tratamiento: supresion hipofisiaria con un andlogo de
GnRH (acetato de leuprolide en un protocolo interme-
dio que se inici6 el dia 21 del ciclo previo a la dosis de
0.05 mg y suspendiéndolo el dia de la aplicacién de la
GCH), hiperestimulacién ovérica con FSHr sola (Go-
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nal F) o anadiendo menotropinas (HMG, Pergonal) a
dosis individualizadas para cada paciente, se realizé
monitoreo ultrasonografico y determinaciones séricas
seriadas de estradiol hasta detectar cuando menos tres
foliculos mayores de 18 mm, momento en el que se de-
cidi6 la aplicacién de 10,000 UI de GCH (Profasi) pa-
ra realizar la aspiraciéon ovular 34 horas después. Se
efectud la transferencia en el dia 3 6 5, dependiendo de
la calidad embrionaria de cada paciente, se realizé su-
plementacién litea con progesterona intramuscular o
vaginal y en caso de amenorrea 15 dias después se de-
terminé la prueba inmunoldgica de embarazo.

Se analizaron retrospectivamente las siguientes va-
riables entre los tres grupos: edad de las pacientes,
edad del varén, nimero de foliculos, concentraciones
séricas de estradiol el dia de la aplicaciéon de la GCH,
nuimero de 6vulos metafase II obtenidos, indice estra-
diol-foliculo, 6vulos fertilizados, embriones transferi-
dos, calidad de la transferencia embrionaria, catéter
utilizado durante la transferencia y tipo de suplemen-
tacion lutea.

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa
SPSS version 11. Se compararon las variables cualita-
tivas con chi al cuadrado y las cuantitativas con ANO-
VA (paramétricas) y Kruskall-Wallis (no paramétri-
cas).

| Resultados

Se analizaron las caracteristicas generales de las pa-
cientes que ingresaron al estudio y se compararon en-
tre si segtin los grupos formados y previamente descri-
tos, dependiendo del indice estradiol-6vulo. La edad
media de las pacientes fue mayor en el grupo con indi-
ce menor a 100 pg/mL (33.23 + 4.4) que en el grupo
con indice mayor a 250 pg/mL (32.3 + 4.26); sin em-
bargo, la diferencia no fue estadisticamente significati-
va (p = 0.387). Tampoco existié diferencia significati-

va en las siguientes variables: edad del varén
(p=0.504), tipo de catéter utilizado durante la transfe-
rencia embrionaria (p=0.304), calidad de la transfe-
rencia (p=0.069) y tipo de suplementacién liitea (p =
0.550) (Cuadro I).

Al comparar entre los grupos la concentracién de
estradiol sérico determinada el dia de la aplicacién de
la GCH,se encontré una diferencia significativa, que
fue mayor en el grupo con indice estradiol-6vulo
mayor de 250 pg/mL (2921 + 2567) que en los gru-
pos con indices menores a 100 pg/mL y 101-250
pg/mL (537 + 455y 1560 + 1140, respectivamente)
(p < 0.001). Aunque el grupo en el que mayor canti-
dad de foliculos se encontraron fue el B (11.11 +
6.2), al compararse con los grupos Ay C (9.24 + 6.2
y 10.6 + 6.9) la diferencia no logré significado esta-
distico (p = 0.09) (Cuadro I).

En el andlisis de la cantidad de évulos metafase 11,
6vulos fertilizados y ntimero de embriones transferi-
dos entre los tres grupos, encontramos que los mejores
resultados se obtuvieron en el grupo B (9.6 + 6.2, 5.2
+ 5.3,2.99 + 0.84, respectivamente) al compararlos
con el grupo A (8.5 + 5.7,4.5 + 3.02,2.7 + 1.0),yel
grupo C (7.23 + 5.84,3.8 + 2.7,2.5 + 1.0). Las dife-
rencias de estas variables fueron estadisticamente sig-
nificativas (p = 0.014,p = 0.005 yp = 0.003, respec-
tivamente). Al comparar entre si los grupos respecto a
la cantidad de 6vulos metafase II obtenidos, la diferen-
cia observada entre el grupo A y B no fue significativa
(p = 0.153), tampoco la comparacién entre los grupos
Ay C (p = 0.178); sin embargo, la diferencia entre el
grupo E y el C fue significativa (p = 0.004), mayor pa-
ra el grupo con menor indice estradiol-6vulo (Cuadro
D).

Se compararon inicialmente los indices estradiol-
foliculo conformando tres grupos con igual designa-
cién que para los indices estradiol-6vulo (< 100
pg/mL, 101-250 pg/mLy > 250 pg/mL), encontrdndo-
se indices de gestacion de 26.9, 29.9 y 27.02 % respec-

CuaDrO I.  Caracteristicas de los grupos dependiendo del indice estradiol/évulo
Grupo A Grupo B Grupo C p
(< 100 pg/mL) (101-250 pg/mL) (> 250 pg/ml)

Edad 33244 328 4.6 323 x4.2 0.387

Edad varén 359 +5.8 36.0+6.0 34.0+7.6 0.504

Foliculos 9.24 + 6.2 1111+ 6.2 10.6 £6.9 0.090

Estradiol d10 537 + 455 1560 = 1140 2921 = 2567 < 0.001
OvulosMll 85 x5.7 9.6 £6.2 7.23 £5.8 0.014

Estradiol/foliculo 64.6 * 51.2 144.7 + 83.6 307.7 £ 346.3 < 0.001
Fertilizados 45+ 3.0 5.2+5.3 3.8x27 0.005

Embriones transferidos 27x1.0 2.9 +0.84 2.5+1.0 0.003
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| CuaDpRo Il.  indice de gestacién dependiendo del indice estradiol/6vulo

Estradiol/6vulo PacientesEmbarazos

indice de gestacion

< 100 pg/mL 87 19 21.8%
101-250 pg/mL 172 63 36.6%
> 250 pg/mL 73 13 17.8%
p = 0.003

tivamente (p = 0.831); luego se realiz6 el mismo ané-
lisis con el indice estradiol-6vulo y los indices de gesta-
cién fueron muy diferentes entre los grupos (21.83,
36.62 y 17.80% ), con diferencia estadisticamente sig-
nificativa (p = 0.003) (Cuadro II).

| Discusion

El efecto que pueden ejercer altas concentraciones de
estradiol consecutivas a los esquemas de hiperestimu-
lacién ovarica utilizados en reproduccién asistida atn
es un tema de debate en la literatura mundial. Existen
autores que defienden la idea de que las altas concen-
traciones séricas hormonales no son deletéreas para el
prondéstico reproductivo de las pacientes;” sin embar-
go, algunos otros han demostrado clinicamente el efec-
to adverso en la receptividad endometrial.”” Existe un
trabajo que apoya esta tltima hipétesis, pero tomando
en cuenta el indice estradiol-6vulo en mujeres a quie-
nes se realizé transferencia intratubdrica de gametos.*

En este estudio retrospectivo, analitico, realizado
en 332 mujeres a quienes se hizo ICSI en un periodo
de dos afios, se demuestra que un indice estradiol-6vu-
lo mayor a 250 pg/mL es deletéreo para los indices de
gestacion y que las pacientes con mejor prondstico son
aquellas con una relacién estradiol-6vulo que se situa
entre 100 y 250 pg/mL.

A pesar de las altas concentraciones de estradiol,
el grupo con mayor indice estradiol-foliculo tuvo me-
nor cantidad de 6vulos metafase II que fertilizaron en
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menor grado y que finalmente lograron menor na-
mero de embriones para transferir. Por lo tanto,
puede establecerse la hipdtesis de que las altas con-
centraciones de estradiol podrian incrementar las
concentraciones intrafoliculares de la hormona y es-
to afectaria la calidad de los 6vulos y los embriones y,
posteriormente, el prondstico reproductivo de las pa-
cientes que ingresan a programas de reproduccién
asistida. Es necesario, ademds, investigar el efecto
que puede ejercer la concentracién suprafisioldgica
de estradiol en el endometrio.

Es conveniente vigilar las concentraciones séricas
de estradiol con esquemas de hiperestimulaciéon ovari-
ca menos agresivos para mejorar la calidad ovular y,
con ello, el resultado de las pacientes; lo anterior se ha
probado previamente al utilizar un régimen step-down
en altas respondedoras en quienes han mejorado la re-
ceptividad uterina y los resultados clinicos.®

Conclusién |

En las mujeres que ingresan a programas de reproduc-
cion asistida debe ser una finalidad la utilizacién de es-
quemas de induccién de ovulacién que logren concen-
traciones séricas de estradiol adecuadas. El indice
estradiol-6vulo es un pardmetro adecuado para cuanti-
ficar dicha respuesta, estableciéndose como un valor
predictivo de embarazo. O
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La sinfisiotomia de Zarate

Dr. José RABAGO'
de Meéxico, D. F.

Articulo publicado en el Volumen 1V, nimero 18-19, noviembre-diciembre de 1948, paginas 149-153.

a pelvitomia es una operaciéon que ha tenido va-
L rias etapas de estar en uso y en abandono. En el

siglo XVIII, antes de la asepsia de la antisepsia,
cuando la operacién cesdrea era mortifera al grado de
que la mayoria de los parteros llegaron a considerarla
como criminal, la invencion de la sinfisiotomia por Si-
gault fue recibida con aplauso pues proporcionaba la
oportunidad de obtener un feto vivo sin riesgo de
muerte para la madre.

Al advenimiento de la antisepsia y de la anestesia,
mejor6 extraordinariamente el prondstico de la opera-
cién cesdrea, y la pelvitomia perdié terreno; pero sin
embargo, el indice de mortalidad de la cesdrea era ele-
vado, sobre todo si se practicaba durante el trabajo de
parto avanzado y después de maniobras vaginales. En-
tonces, a insistencias de MORISANI volvié a practicarse
la pelvitomia: PINARD y FARABEUF en Francia estudia-
ron a fondo la sinfisiotomia; GIGLI inventé su hilo sie-
rra para cortar el pubis; DODERLIN, inventé su aguja
para la pubiotomia subcutdnea a la que rebautizé con
el nombre de Hebosteotomia.

Poco tiempo duré la moda de la pelvitomia, pues
nuevos perfeccionamientos técnicos de la operacion
cesdrea permitieron operar, con gran margen de segu-
ridad, a las pacientes en trabajo de parto.

Al iniciarse el que habla en la cirugia obstétrica tan
s6lo se oia hablar en México de una que otra sinfisio-
tomia, practicada por parteros de las generaciones an-
teriores.

En los afios de 1924 y 1925 ZARATE y PALACIOS
AcosTA, de Buenos Aires, en sendas comunicaciones a
la Sociedad de Obstetricia y Ginecologia de Paris hicie-

El texto esta reproducido respetando la versién original.

ron conocer la técnica del primero de ellos, que es una
modificacion de la técnica de FRANCK; con la cual, de-
cian los argentinos, que no se presentaban los acciden-
tes y complicaciones que habian desacreditado a la sin-
fisiotomia de FARABEUF.

La sinfisiotomia de ZARATE ha sido llamada sinfi-
siotomia frenada o “Partialis”, pues conserva a la sin-
fisis sus ligamentos anterior y superior y frena la sepa-
racion de los cabos pubicos, por la distensién de las
fibras aponeurdéticas de los musculos oblicuos del ab-
domen que se entrecruzan en la linea media, suprapu-
bica y se insertan sobre el ligamento superior de la sin-
fisis.

De este modo, segtin ZARATE, la separacion de los
cabos pubicos no va mas alld de tres o cuatro centime-
tros y esta separacion no tiene influencia sobre las ar-
ticulaciones sacroiliacas y no provoca la gran disten-
cion de las partes blandas subptibicas, que determinan
los desgarros de vejiga y uretra, tan comunes en las an-
tiguas sinfisiotomias.

ZARATE y algunos otros parteros pensaron que la
sinfisiotomia habia resuelto el problema del parto en
las estenosis pélvicas relativas y aun creyeron que,
dada la sencillez de su técnica, estaba al alcance del
médico prdctico; pero, como veremos mds adelante,
es tan dificil precisar su indicacién que se necesita la
experiencia del partero especializado. Sin embargo,
se ha practicado ampliamente en las maternidades ar-
gentinas, viéndose que Peralta Ramos en el transcur-
so de dos afios, de 1931 a 1933, la ejecutd 37 veces y
existiendo estadisticas de 104 casos (Falsia) 50 casos,
Ireata, etc.

'Profesor de Obstetricia Clinica de la Universidad Nacional de México.

605

ISSN-0300-9041 VoLumeN 71 Noviemsre 2003



La sinfisiotomia de Zdrate

Pero viene de nuevo una mejoria en el prondstico
de la operacion cesarea con el uso de la sulfamidotera-
pia intraperitoneal y la penicilina y desciende la im-
portancia de la sinfisiotomfa.

En Cuba, donde fue introducida por Eusebio HER-
NANDEZ y donde se usa habitualmente la técnica sub-
cutdnea de ORTIZ PEREZ, también se van restringiendo
sus indicaciones.

Para no mencionar mds que a los exponentes mds dis-
tinguidos de ambos paises, transcribiré las mds recientes
opiniones de PERALTA RAMOS y RAMIREZ OLIVELLA.

| Dice Olivella:

“En estos ultimos afios los obstetras cubanos han restrin-
gido un tanto la prdctica de la sinfisiotomia.

Es una operacion a la cual no recurriremos delibera-
damente y el partero frente a una desproporcion céfalo-
pelviana previamente reconocida, la resuelve casi siem-
pre con miras a la operacion cesdrea.

Estimamos que la sinfisiotomia constituye un utilis-
mo recurso terapéutico, ocasionalmente en presencia de
un sindrome de insuficiencia céfalo-pelviana hasta en-
tonces ignorado en el que la hora de la operacion cesdrea
sin riesgos para la madre, ha pasado. Atin queda la sin/i-
siotomia para salvar el feto que permanece vivo”.

| Dice Peralta Ramos:

“Poca mencion se hace en los tiltimos afios de las pelvito-
mias. Cierto es que estas operaciones, fuera de Alemania
Yy América Latina, nunca tuvieron gran difusion en la
mayoria de los paises civilizados.

“La sinfisiotomia no ha satisfecho a la mayoria de los
tocologos no experimentados y médicos prdcticos, incapa-
ces de recurrir a ella, cuando deben proceder por su sola
cuenta’.

“El procedimiento “per se” no les resulta atrayente”.

“Es que las pelvitomias estdn rodeadas de escollos que
acechan peligros de complicaciones inmediatas y de gra-
ves secuelas, cuando no se precisan con rigor las indicacio-
nes, oportunidad y condiciones favorables, que sélo el es-
pecialista experimentado es capaz de valorar”.

Después de enumerar los progresos técnicos y far-
macolégicos que han mejorado el prondstico de la ce-
sdrea, contintia Peralta:

“Esto se traducird cada vez mds en beneficio de la ope-
racion cesdrea y en detrimento, por lo tanto, de la sinfisio-
tomia. Nada tendrd que hacer ya la sinfisiotomia en la
distocia compleja. Poco o nada cuando de antemano se
puede prever que después de la operacion, el parto se deba
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terminar artificialmente y aun cuando pueda terminar
espontdneamente, se le practicard con mucha prudencia y
reserva si la presentacion cefdlica estd por encima del es-
trecho superior”.

“La sinfisiotomia vesultard el mejor recurso, si las
condiciones son favorables y la presentacion cefdlica se
encuentra fuertemente apoyada y configurada, verdade-
ramente enclavada. Bastaria la seccion de la sinfisis pa-
ra que la cabeza encaje y descienda”.

Indicaciones:

Los lineamientos que hemos adoptado son los sefialados
por Manuel Luis PEREZ en su tratado de Obstetricia.

Para que pueda tener éxito la sinfisiotomia como
tratamiento de la distocia pélvica es necesario que se
cumplan los siguientes requisitos:
1° - La estenosis debe ser moderada, es decir, que el

acortamiento del didmetro promonto retroptibico

no sea mayor de 2 cms. o 2 1/2, es decir, que dicho
diametro pase de 8 centimetros en las pelvis planas

y 8 1/2 en las uniformemente estrechas.

Si la operacién se practica con didmetros pélvicos
mas cortos seria necesaria una abertura de la sinfisis
mayor de los cuatro centimetros que deben obtenerse
con el método de ZARATE; y entonces al abrirse mads la
sinfisis vendran las complicaciones de lesion de las ar-
ticulaciones sacroiliacas o de los érganos retroptibicos,
convirtiéndose la sinfisiotomia frenada en una sinfi-
siotomia desenfrenada, como dice graciosamente RAMI-
REZ OLIVELLA.
2° - Que el canal blando del parto no presente obstacu-

los a la progresion del feto. Por lo tanto, la dilata-
cion del cuello debe ser completa o fdacilmente com-
pletable. Asimismo la vagina y el perineo deben ser
eldsticos y en caso contrario se seccionan amplia-
mente con episiotomia y atun con la incisién para-
vaginal de SCHUCARDT.

Con respecto al grado de dilatacién existe discre-
pancia entre los parteros cubanos y los argentinos;
pues aquéllos consideran que la sinfisiotomia puede
hacerse antes de la dilatacién completa, pues “precisa-
mente en los casos de rotura prematura o precoz de las
membpranas, con sindrome de insuficiencia cefalopel-
viana, la dilatacién permanece estacionada cuando la
distocia se prolonga y el orificio uterino se torna grue-
so y edematoso; una vez seccionada la sinfisis, la cabe-
za desciende, el edema desaparece y el orificio uterino
se dilata” (OLIVELLA).
3° - Que la potencia del motor uterino esté conserva-

da, con objeto de lograr el parto por la accién sola

de la contracciéon y sin recurrir a maniopras.
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4° - Que el feto esté vivo; de lo contrario no cabe la
sinfisiotomia sino la basiotripsia.

Si nos ajustamos estrictamente a estas condiciones,
veremos que es dificil encontrarlas reunidas, pues
cuando en un parto la cabeza fetal no va descendiendo
hacia la excavacion pélvica, la dilatacidén del cuello es
lenta y muchas veces no pasa de 4 a 5 centimetros y de
ahi en adelante hay tendencia a la rigidez del cuello
por infiltracién serosanguinolenta.

Por otra parte, el miisculo uterino en su lucha con-
tra el obstdculo 6seo tiene tendencia a la contractura o
ala inercia.

Para comprobacién de lo asentado vemos que en los
afios de 1938 a 1940, se atendieron en la Maternidad del
Hospital General de Mexico, 11,596 partos y entre esta
cifra hubo 43 casos de desproporcion cefalopélvica que
se resolvieron quirtrgicamente: 39 por cesdrea y 4 por
sinfisiotomia; de ello resulta que se practicaron aproxi-
madamente una sinfisiotomia por cada 9 cesareas.

La estenosis pélvica ha dado motivo a la operaciéon
cesdrea en un caso sobre 294 y que, la sinfisiotomia se
ha practicado en un caso sobre 2898. Ademas de los
casos de estenosis pélvica, la sinfisiotomia encuentra
indicaciones en los casos de exceso de volumen de la
cabeza fetal consecutivo, ya sea a desarrollo excesivo
del feto, ya sea a una actitud anormal de la cabeza co-
mo en las presentaciones de frente o de sincipucio.

La han practicado algunos parteros en partos pélvi-
cos, en los que la cabeza ultima no ha podido franquear
el estrecho superior.

| Tecnica Operatoria

A continuacién damos la técnica de la sinfisiotomia de

ZARATE.

1. - Antisepsia de la region del pubis, y porcidon ante-
rior del abdomen y érganos genitales externos.

2. - Anestesia que puede ser general o local. ZARATE
prefiere la anestesia general. Nosotros no hemos
ensayado la local.

3. - Dos ayudantes mantienen a la enferma con la pel-
vis a la orilla de la mesa obstétrica y los miembros
inferiores flexionados fuertemente hacia el abdo-
men y en abduccién forzada. OLIVELLA prefiere
mantener los miembros inferiores sostenidos por
los portapiernas usuales de la mesa obstétrica.

4. - Se sondea la vejiga dejando la sonda puesta para
percibir facilmente la uretra.

5. - Se introducen los dedos de la mano izquierda en
la vagina, los cuales desviardn hacia un lado la ure-
tra y tomaran contacto con la cara posterior de la
sinfisis.

6. - Con un bisturi de hoja fija y con su porcién cor-
tante como de 5 centimetros de longitud se puncio-
nara perpendicularmente la regién puibica a 5 mili-
metros abajo del borde superior de la sinfisis, hasta
encontrar el fibro cartilago articular al cual perfora
hasta que la punta del cuchillo es percibida por los
dedos vaginales.

7. - Entonces se le imprimen al cuchillo pequefios mo-

vimientos de vaivén, al mismo tiempo que se va le-
vantando el mango del cuchillo hasta que quede ca-
si horizontal sobre el abdomen. Con esto se logra
seccionar todo el fibro cartilago y se llega al liga-
mento subpubiano, que se identifica por su mayor
resistencia al corte.
Lentamente se va seccionando a este ligamento y al
romperse sus ultimas fibras se percibe un crugido
que indica que la articulacion se ha abierto. Sino se
abre la sinfisis, es sefial de que qued6 en el borde
superior de ella un poco de fibrocartilago por sec-
cionar y entonces se extrae en parte el cuchillo, lle-
vandose la punta hacia el borde superior de la sin-
fisis para cortar la porcién de fibro-cartilago y de
ligamento superior que impide la diastasis sinfisia-
ria.

8. - Los dedos vaginales se dan cuenta de la separa-
cién, pues uno de ellos puede insinuarse entre los
cabos ptibicos. Entre ellos y el pulgar de la misma
mano que ha quedado afuera, se comprime la sinfi-
sis para expulsar la sangre que se ha colectado.

9. - Se pone un punto de sutura en la pequena herida
que ha causado el bisturi.

10. - Se aplica una inyeccién de pituitrina que restaura las
contracciones uterinas debilitadas por la anestesia y
gracias a las cuales se verificara el parto.

Casuistica

El que esto escribe ha practicado hasta la fecha 24 sin-
fisiotomias con la técnica de Zarate.

De ellas fueron 17 en multiparas y 7 en primiparas;
o sea 70 y 30 %, respectivamente.

El modo de terminacién del parto fue como sigue:

Espontaneo tras aplicacion de pitustriina...18 75%
Con maniobra de Kristeller..........ccccevverveennnnn. 4 16.6%
Con aplicacion de forceps .......ccevvevreecrervenunns 2 84%

El tiempo transcurrido entre el momento de la
seccion de la sinfisis y el de la salida del feto varié
entre 5 minutos y una hora, siendo el promedio de
20 minutos.
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Se anotaron 8 casos con secuelas febriles o sea
33 % ; entre los cuales 2 fueron de tipo septicémico. Es-
ta elevada cifra de morbilidad puerperal demuestra
que, de haberse practicado la cesdrea, se hubiera hecho
correr un riesgo grave a las pacientes.

En un caso de los que requirieron aplicacion de for-
ceps hubo diastasis de las articulaciones sacro-iliacas,
que inmovilizo a la enferma por tres meses; pero que a
la postre no dej6 secuelas permanentes.

En otros tres casos las enfermas se quejaron, al le-
vantarse, de dolores pubicos o sacro iliacos pero que
sedieron rdpidamente.

Hubo un caso, en primipara, con desgarro de la pa-
red anterior de la vagina y desprendimiento de la ure-
tra; pero, una vez desinfectado cicatrizé sin dejar tras-
tornos en la funcién de la miccién.

Debo mencionar un caso de muerte. Se traté de una
enferma que ingresé con ataques de eclampsia y que
fallecié de congestion pulmonar. Por lo tanto, no pue-
de atribuirse su muerte a la intervencion.

El tiempo de hospitalizacién de las enfermas vari6
entre 14 y 36 dias, exceptuando a la enferma de la dias-

608 |

| GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO

tasis de las articulaciones sacro-iliacas ya mencionada.
El promedio de estancias fue de 24 dias.

19 casos pertenecen al servicio de Maternidad del
Hospital General. Los tres primeros casos fueron ope-
rados en la Maternidad de las Lomas de Chapultepec.
Dos casos pertenecen a mi clientela privada.

Comentarios:

1° - La sinfisiotomia es una operacién que tiene indi-
caciones excepcionales.

2° - Cuando dichas indicaciones se cumplen es una
operacién inocua y de resultados espectaculares.

3° - Enla primipara hay que ser muy cautos para proceder
a ejecutarla, pues es en ella donde pueden presentarse
de preferencia los accidentes y complicaciones.

4° - El conocimiento de la técnica de ZARATE es til,
pues en ocasiones permite resolver satisfactoria-
mente casos de desproporcién céfalo-pélvica en que
no quedaria otro recurso que la cesdrea seguida de
histerectomia. O
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pégina por separado, la participacién de cada uno de los autores (de-

lante del nombre de cada colaborador, anotar el o los ntimeros que

describan su contribucién. Ejemplo: Dr. Alfonso Alvarez 1, 2, 6).

1. Conceptualizacién y disefio

Adquisicién de una parte importante de datos

Anélisis e interpretacién de datos

Redaccién del manuscrito

Revision critica del manuscrito

Asesoria estadistica

Dar fundamento al proyecto o estudio

Supervisién (responsabilidad de todos los aspectos del pro-

yecto o estudio)

9. Otras (especifique)
Lo anterior serd publicado al final de cada articulo como Contri-

bucion de los autores.

I R

Envio

Datos personales del primer autor: Nombre, cargo, domici-
lio, teléfono, correo electrénico y fax.

Todos los manuscritos deberdn ser enviados a:

Revista Ginecologia y Obstetricia de México

Calle de Nueva York Niimero 38
Colonia Népoles. México, D.F.
C.P. 03810. MEXICO



Instructivo para autores

CESION DE DERECHOS DE AUTOR

TITULO DEL ARTICULO:

NOMBRE COMPLETO DEL AUTOR O AUTORES:

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

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

NOMBRE Y FIRMA DE TODOS LOS AUTORES: NOMBRE Frrma

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

NOMBRE Frrma

LuGar: FrcHA:






