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Articulos originales. Investigacién bdsica

Gestaciones en ovejas autotrasplantadas con tejido ovérico
criopreservado: evidencia de viabilidad ovocitaria posterior
al proceso de congelacion y trasplante

Antonio Gutiérrez Gutiérrez, Marco Antonio Vargas Aguirre,
Angélica Corona, Martha Echeverri Becerra, Claudia Gonzdlez Ortega,
Sergio Mendoza Hurtado, Edith Monroy Avendano, Cuillermo
Tovar Caballero

Los objetivos de este estudio experimental y prospectivo fueron evaluar la
viabilidad del tejido ovérico después de congelacién y autotrasplante
en ocho ovejas. Se consigui6 retorno de actividad ovulatoria en siete
de ocho ovejas autotrasplantadas (87.5%) en un tiempo promedio de
62.8 = 9.1 dias evidenciado por niveles séricos de progesterona. Se
concluyé que el presente estudio nos demuestra una adecuada
restauracién de la funcién ovérica en ovejas ooforectomizadas con
autotrasplante de tejido ovdrico y las primeras gestaciones logradas
por esta técnica en Latinoamérica. Es posible suponer que estos resul-
tados son reproducibles en mujeres.

Factores de riesgo para cancer cervicouterino por IVPH:
polimorfismo del codon 72 del gen oncosupresor p53 en
mujeres que acuden a atencion hospitalaria

Dr. A. Sifuentes Alvarez, Dr. Miguel Reyes Romero

El objetivo de este trabajo fue determinar en una muestra de mujeres
la frecuencia de alelos y genotipos prolina-arginina del codén 72 del
gen p53. El estudio se realizé en mujeres que ingresaron a atencién
médica hospitalaria. Se concluye que la determinacién de este tipo de
polimorfismos es importante como medida preventiva dentro de la
identificacién de factores de riesgo para CaCu asociado a infeccién
por VPH.

Articulos originales. Investigacion clinica

16 Anilisis de la proporcién en la tasa de fertilizacion como una

variable predictiva del éxito en un programa de fertilizacién
i vitro

Dr. Alberto Kably Ambe, Dr. Julidn Ruiz Anguas, Dr. José Antonio
Garzén Ndhez, Dr. Everardo Anta Jaen, Dra. Esperanza Carballo
Mondragén

Este estudio retrospectivo, observacional y descriptivo se realizé para
determinar si las tasas de fertilizacion pueden ser utilizadas como un
factor predictivo para la consecucién de embarazo en programas de
FIVTE-ICSI. Los resultados permiten concluir que el porcentaje de fer-
tilizacién mayor a 50% puede ser utilizado como un factor prondstico
para predecir embarazo en programas de fertilizacion in vitro.
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Identificacién de microdeleciones en el cromosoma Y en
pacientes con infertilidad masculina

Itzel Eevelyn Calleja Macias, Sandra Guadalupe Martinez Garza,
Mayra Celina Gallegos Rivas, Rocio Ortiz L6pez, Lauro Gémez
Guerra, Hugo A. Barrera Saldania, Antonio M. Gutiérrez Cutiérrez
El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de microdeleciones
en el cromosoma Y en un grupo de pacientes mexicanos que presentan
azoospermia y oligozoospermia, atendidos en Clinicas de Infertilidad.
La frecuencia de microdeleciones encontrada en este estudio es muy
similar a la informada’ para otras poblaciones. Este trabajo ademas de
informar la frecuencia de microdeleciones en el cromosoma Y en
nuestra poblacién contribuy6 a integrar un banco de DNA de pacientes
con infertilidad masculina idiopética que sera de utilidad para la
basqueda de las causas de esta afecci6n.

Lesiones escamosas intraepiteliaes en pacientes VIH
seropositivas. Su frecuencia y asociacién con factores de
riesgo para neoplasia cervi

Angel Emilio Sudrez Rincén, Eduardo Vizquez Valls, Manuel
Ramirez Rodriguez, Héctor Montoya Fuentes, Maria de la Paz
Covarrubias Rodriguez, José Sanchez Corona

El objetivo del estudio fue determinar la prevalencia de lesiones
escamosas intraepiteliales (LEl), y su asociacién con factores de riesgo
conocidos para neoplasia cervical, en pacientes VIH seropositivas. Se
concluye que existe una prevalencia alta de positividad para ADN-
VPH y de LEI en pacientes VIH seropositivas, que las identifica con un
mayor riesgo de desarrollar cancer cervical invasor, por lo que es
importante desarrollar estrategias adecuadas para su deteccion, diag-
néstico, manejo y seguimiento

Correlacién estadistica entre una prueba de transferencia
y la transferencia embrionaria en un programa de reproduccion
asistida: andlisis de los resultados

Dr. Alberto Kably Ambe, Dr. Julidn Ruiz Anguas, Dra. Andrea Baptista
Pérez- Avelld, Dra. Esperanza Carballo Mondragén, Dr. Samuel
Karchmer Krivitzky

Este estudio dlinico tuvo como objetivo determinar si existe correlacion
estadistica entre las variables observadas en la prueba de transferencia
que se realiza previa a la estimulacién ovérica con aquellas durante la
transferencia real de embriones. Se concluye que la transferencia
embrionaria es un paso fundamental para el éxito en los programas de
FIV-TE. Sin embargo, se ve influenciado por una gran variedad de factores
que en gran parte son médicos y otros mecanicos. Con estos resultados,
se puede concluir que estadisticamente existe correlacién entre las
variables observadas durante la transferencia embrionaria real y la
prueba, por lo que esta dltima es un elemento de gran utilidad dentro
del proceso integral de fertilizacién in vitro, que ayuda a que la
transferencia real no se convierta en un procedimiento ciego.

51 Instructivo para los autores

|

ISSN-0300-9041 VOLUMEN 71 ENERO 2003 |




Contents

1

12

January 2003

Editorial

Original articles. Basic investigation

Gestation in sheep after autotransplantation with cry-
opreserved ovarian tissue: evidence for oocyte viability
aﬁer the freezing and transplantation procedures

Antonio Gutiérrez Gutiérrez, Marco Antonio Vargas Aguirre,
Angélica Corona, Martha Echeverri Becerra, Claudia Conzdlez
Ortega, Sergio Mendoza Hurtado, Edith Monroy Avendaiio,
Guillermo Tovar Caballero

Freezing ovarian lissue is acquiring a greater significance due to the
increase in oocyte long term survival rates, which provides young women
with malignancies an altemative to preserve their fertility. The present
study shows that ovarian function is adequately restored in cophorec-
tomized sheep using ovarian tissue autotransplantation, and produced the
first pregnancies obtained through this technique in Latin America. It is
possible to assume that these results can be reproduced in women.

Risk factor for development of cervicouterine cancer asso-
ciated to HVP: p53 Codon 72 polimorphism in women
attending Hospital care

Dr. A. Sifuentes Alvarez, Dr. Miguel Reyes Romero

In codon 72 of the p53 antioncogene there are two alleles, arginine and
proline; the arg/arg genotype has recently been identified as a risk factor
for developing of cervicouterine cancer (CuCa) associaled to human
papillomavirus (HVP) infection. The aim of this work was to determine in
a sample of women hospital the frequency of proline-arginine alleles and
genotypes of p53 codon 72. The detection of a high percentage of argj-
nine homocygotes suggests that this genotype, considered as a risk factor
for cancer associated to oncogenic HPV, has a high prevalence in the
north of Mexico. The determination of this kind of polymorphisms is
important as preventive action with regard to identification of risk factors
for CaCu associated to HPV infection.

Original articles. Clinic investigation

redilization rate ratio analysis as a predictive variable for
tte- success of an in vitro fertilization program
* amzrto Kably Ambe, Dr. Julidn Ruiz Anguas, Dr. José Antonio Garzon
unes Dr. Everardo Anta Jaen, Dra. Esperanza Carballo Mondragén
n erto determinate if fertilization rates can be used as a predictive factor
* wegnancy induction in ETIVF-ICSI programs, we made a retrospective,
wnenvational and descriptive study. Mean fertilization rates averaged 54%
w4 20,7% pregnancy rates using the transference method. After ana-
vemy the fertilization rate in each group, a statistically significant linear
ureation was observed (P = 0.547, €I 95%) with the pregnancy rate. A
* "lzation percentage greater than 50% can be used as a pregnancy pre-
neung factor in in vitro fertilization programs.
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Y Chromosome microdeletion identification in patients with
male infertility

ltzel Fevelyn Calleja Macias, Sandra Cuadalupe Martinez Carz,,
Mayra Celina Gallegos Rivas, Rocio Ortiz Lépez, Lauro Géme;
Guerra, Hugo A. Barrera Saldana, Antonio M. Gutiérrez Gutiérre,
Tris study was made to determinate the prevalence of microdeletions i
the Y chromosome in a group of Mexican patients presenting azoosper-
mia and oligospermia, under treatment in the Infertility Clinics. No chro-
mosomal alterations were detected in the patients, and no Y chromosome
microdeletions were detected in control cases. This research not only
reports the frequency of microdeletions in the Y chromosome in our pop-
ulation, but also contributes to the integration of a DNA bank for patierts
with idiopathic male infertility, which will be of great use in the search for
the causes of this affection.

Squamous intraepithelial lesions in seropositive HIV female
patients. Their frequency and association with cervical
neoplasia risk factors

Angel Emilio Sudrez Rincén, Eduardo Vizquez Valls, Manuel Ramirez
Rodriguez, Héctor Montoya Fuentes, Maria de la Paz Covarrubias
Rodriguez, José Sanchez Corona

In order to determinate the prevalence of squamous intraepithelial lesions
(SIL), and their association with known cervical neoplasia risk factors in
seropositive HIV female patients was made a transversal study including
50 seropositive HIV female patients was carried out. We found that there
is a high prevalence of positive DNA-HPV and SIL in seropositive HIV
patients, which pose them in a higher risk of developing invasive cervical
cancer. Thus, creating adequate strategies for the detection, diagnosis,
management, and follow-up of these patients is of the utmost importance.

Statistical correlation between a transference test and
embryonic transference in an assisted reproduction program:
result analysis

Dr. Alberto Kably Ambe, Dr. Julian Ruiz Anguas, Dra. Andrea Baptista
Pérez- Avelld, Dra. Esperanza Carballo Mondrag6n, Dr. Samuel Karchmer
Krivitzky

Embrionic transference is a fundamental phase for IVF-ET programs
However, a variety of factors can influence this procedure, some are med-
ical and others are mechanical. Our results allow us to conclude that there
is a statistical correlation between those variables observed during the redl
embryonic transference and the test, so the latter can be considered as 2
very useful element in the integral in vitro fertilization process, which pre-
vents the real transference from becoming a blind procedure.
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Los hombres y los nombres
en los premios anuales de la FEMEGO

Premio es el galardén, reconocimiento, remuneracién o aumento
del valor intrinseco de un proceso.

dapilleta, hizo suya la propuesta de uno de sus miembros, el Dr. José Antonio Ruiz Mo-

reno, de nominar a los premios anuales de la FEMEGO, que se otorgan anualmente en
el Congreso Nacional de Ginecologia y Obstetricia, con el patrocinio de la Industria Quimi-
co-Farmacéutica.

L a Mesa Directiva de la Federacién 1999-2001 encabezada por el Dr. Jorge Delgado Ur-

Se decidi6 sustentar en el reglamento esa decisién y adoptar los nombres, de quienes se pue-
den y deben considerar la vanguardia de la Ginecoobstetricia mexicana, y cuya trayectoria y
hechos constituyen la formacion de la escuela ginecoobstétrica mexicana.

Asi se unian el galardén a los médicos especialistas de hoy con el reconocimiento a los médi-
cos vanguardistas de ayer.

Pedro del Villar (1794-1851)

Naci6 en Actopan, hoy estado de Hidalgo. Ingres a la Real Escuela de Cirugia, de donde
egresé como Cirujano Romancista. Fue el primer catedratico de Obstetricia dentro de los fun-
dadores del Establecimiento de Ciencias Médicas, organismo cuna de la Medicina Mexicana
Moderna en 1833. La citedra de Medicina Operatoria y Obstetricia se inauguré el 4 de di-
ciembre de 1833, por el Coronel Médico Cirujano Pedro del Villar.

Pertenecié al selecto grupo de Cirujanos Romancistas, cuyo espiritu, decision y esfuerzo per-
mitié a la Medicina mexicana surgir, desprendiéndose de la estructura escolastica, sustentan-
dose en la ciencia de su tiempo, integrando la medicina y la cirugia, para formar y obtener al
médico cirujano moderno de hoy, con una visién de gran apertura para el conocimiento, pe-
ro buscando soluciones nacionales a nuestro problemas.

Habiendo sido designado director del recién creado Cuerpo de Salud Militar, fue un promo-
tor decidido de la educacién del cuerpo médico militar, favorecié la formacién de un hospi-
tal militar para la atencion y la instruccién. Nombrado Primer Cirujano del Servicio Médico
Militar. Orientado a la realizacion de la cirugia temprana, favorecio la ensenanza de la anato-
mia, de la cirugia y fue partidario decidido del ejercicio de la medicina y la cirugia como un
todo.

Tradujo del francés El arte de los partos de M. Chevreull, cartilla para parteras y escribi6 “Con-
sejos al pueblo mexicano sobre los medios mas sencillos y féciles de precaver y curar el Cle-
ra Morbus epidémico”.

Fallecié en la ciudad de México y fue enterrado en el convento del Carmen, en San Angel.

| 1
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Juan Maria Rodriguez (1828 - 1894)

Naci6 en la ciudad de México. Estudi6 en San Gregorio en el Seminario Conciliar y luego pa-
sa a la Escuela de Medicina. Se gradida en 1855 con la tesis “La practica de la Obstetricia en
México”. Inicialmente discipulo y luego profesor adjunto de Aniceto Ortega, fue profesor de
la clinica obstétrica, la cual aplicé con una base médica. Se considera revolucioné la practica
de la obstetricia, fue de los que aplicé métodos antisépticos antes que los europeos.

Médico del Departamento de Partos Clandestinos del Hospital de Pobres y Casa de Matemi-
dad. Intelectual y filésofo aplic6 a la clinica de Obstetricia los conceptos de modernidad, uti-
lizando el conocimiento, el sentido coman y la disciplina. Escribié el Manual del Arte de los
Partos premiado por la Academia Nacional de Medicina, que tuvo mdltiples reimpresiones y
se convirti6 en texto de Medicina; publicé mas de 100 trabajos de experiencia clinica, reali-
z6 los Cuadros Sindpticos de Obstetricia y su famosa Guia Clinica del Arte de los Partos.

Hizo la primera operacién de Porro en México. Fue Presidente de la Academia Nacional de
Medicina en 1884. Se le considera el creador de la Escuela Gineco-Obstétrica Mexicana. Au-
tor de “Breves Consideraciones sobre la Condiciones Higiénicas de las Maternidades”. Domi-
naba cinco idiomas, autoridad en griego y latin, asi como de Quimica, de la que fue profesor
en la Escuela Nacional Preparatoria. Combati6 la charlataneria y la homeopata.

Fallecié en la ciudad de México en 1894.
Nicolds San Juan (1847 - 1919)

Naci6 en Toluca, estado de México. Ingresé al Seminario Conciliar y en 1866 decidi6 estudiar
Medicina. Brillante como estudiante, fue preparador de Anatomia, interno en el Hospital de
San Juan de Dios en el servicio del Dr. Agustin Andrade en el afio de 1870, hizo su tesis so-
bre “Inyecciones Intrauterinas”, se gradué en 1872. Particip6 en la elaboracién de diversas te-
sis recepcionales. Fue médico del Hospital Morelos.

Logré ser Prosector de Anatomia por oposicin, ganandole a Ricardo Vértiz en 1878, al si-
guiente afo salié al extranjero en el viaje de formacién acostumbrado entonces; realizé estan-
cias en Nueva York y en Francia en las clinicas de Pean, Guyon y Cheron; en Viena con el
Prof. Von Ferwald, en Alemania con Schroeder y Martin y en Inglaterra con Lister y Robert
Tait. A su regreso en 1886 a México, ocupa la cétedra de Anatomia Descriptiva en la Escuela
Nacional de Medicina por la muerte de don Francisco Ortega y del Villar y que permuta con
el Dr. Porfirio Parra por la de Clinica Ginecolégica, desarrollando una escuela en su servicio
del Hospital Morelos. Se retira de la ensefianza en 1894 y del ejercicio médico quirdrgico en
1906.

Fue designado Profesor Honorario de la Escuela Nacional de Medicina en 1913. Se le consi-
dera el Padre de la Ginecologia mexicana.

Realiz6 la primera histerectomfa vaginal el 13 de febrero de 1878. Miembro de la Academia
Nacional de Medicina desde 1873; también pertenecié a la Sociedad Filoiatrica. Legé parte
de sus bienes a la fundacién del “Sanatorio Infantil Nicolas San Juan”. Autor de més de 20 tra-
bajos cientificos y creador de instrumental y estrategias de diagnéstico y tratamiento gineco-
l6gico.

Fallecié en el pueblo de San Angel, México, en 1919.
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Eliseo Ramirez (1888-1940)

Naci6 en Guadalajara, Jalisco. Estudié la preparatoria en el Instituto Cientifico y Literario de
Pachuca, Hidalgo. Inici6 sus estudios de Medicina en la Escuela Nacional de Medicina de la
Universidad Nacional de México, en 1907. Fue preparador de Fisica y ensayador en una com-
paiifa minera siendo adn estudiante. Practicante y luego médico interno en el Hospital Jua-
rez. Se gradu6 en 1914 con la tesis “La fisiologia de la Neurona”. Fue jefe de Clinica Médica
en la Escuela de Medicina, después en 1916, jefe de Clinica Quirdrgica, también en la Escue-
la Nacional. En plena Revolucién fue invitado como Profesor de Patologia General a la Escue-
la Médico Militar, donde le otorgaron el grado de Teniente Coronel.

Fue Profesor de Anatomia y Fisiologia en la Escuela Nacional Preparatoria, en esa época par-
ticip6 en un grupo selecto de brillantes mentes, encabezados por Dn. Isaac Ochoterena, jun-
to con Helia Bravo, Clemente Robles y otros, forman la base de lo que mas tarde serd el Ins-
tituto de Biologia y fundan la Revista Mexicana de Biologfa. Médico del Instituto de Higiene
en la Seccién de Biologfa.

Fue profesor de Patologfa Quirdrgica en la Escuela Nacional de Medicina y de Anatomia Patol6-
gica en la Escuela Médico Militar. Director de Sanidad en el entonces Departamento de Salubri-
dad Puablica (1924-1926) y después Presidente de la Comisién Dictaminadora de Medicamen-
tos. Nombrado Director del Instituto de Higiene en 1930, en 1935 Jefe del Laboratorio Central,
participé en la Campafia Antivenérea, también particip6 activamente en la transformacién de la
prostitucion reglamentada.

Director del Hospital de Enfermedades Tropicales de 1939 hasta su muerte.

Su obra magna la constituye El Ritmo Sexual Vaginal en la Mujer publicado 1928 con antece-
dentes de trabajo desde 1920 con el Dr. Ochoterena y en 1922 con la Nota Preliminar Acer-
ca de la Citologia del Flujo Menstrual. Publicé mas de 30 trabajos cientificos de diversa indo-
le. Autor de dos libros El Aparato Genital Femenino y Patologia General.

La descripcién de la citologia vaginal en la mujer es obra de Eliseo Ramirez, en descargo de
Papanicolaou, esta la referencia al trabajo del cientifico mexicano en su comunicacién.

Verdadero intelectual, hablaba nueve idiomas, precursor de la genética, matematico, filésofo,
artista, inquieto fisico, hombre disciplinado siempre se mantuvo estudiando e investigando
hasta el final, presidi6 la Sociedad de Eugenesia. Ingresé a la Academia Nacional de Medici-
na en 1922, fue su Secretario en 1924.

Fallecié en la ciudad de México.

Se presentan en orden cronolégico, las vifietas biograficas de los personajes que la FEMEGO
pretende honrar con la nominacién de los Premios Anuales, reconociendo su aportacion a la
Medicina mexicana, su valor como miembros de la vanguardia de la ciencia moderna y co-
mo iniciadores de la Ginecologia y Obstetricia mexicanas, y sobre todo, de su escuela.

Premio en investigacién bésica “Eliseo Ramirez”

Premio en investigacién clinica “Juan Ma. Rodriguez”

Premio en materiales audiovisuales (videos) “Nicolas San Juan”
Premio en carteles “Pedro del Villar”

Dr. Roberto Uribe Elias
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Gestaciones en ovejas autotrasplantadas con tejido

ovarico criopreservado: evidencia de viabilidad

ovocitaria posterior al proceso
de congelacion y trasplante

Antonio Gutiérrez Gutiérrez, Marco Antonio Vargas Aguirre, Angélica Corona Martha, Echeverri Becerra, Claudia

Resumen

Gonzélez Ortega, Sergio Mendoza Hurtado, Edith Monroy Avendario, Cuillermo Tovar Caballero

La congelacion de tejido ovarico esta adquiriendo gran importancia por un incremen-
to en las tasas de supervivencia a largo plazo de mujeres jovenes con enfermedad ma-
ligna, que necesitan tener alternativas para preservar su fertilidad. Objetivos. 1. Eva-
luar la viabilidad fisiolégica del tejido ovérico autotrasplantado. 2. Determinar si existe
diferencia entre dos crioprotectores utilizados, dimetilsulféxido (DMSO) y propanodiol
(PROH). Disedio. Estudio experimental y prospectivo para evaluar la viabilidad del te-
jido ovarico después de congelacién y autotrasplante en ocho ovejas. Material y mé-
todo. Se realiz6 ooforectomia bilateral en ovejas bajo anestesia general. La corteza
ovarica se disecé y se congelo ya sea en DMSO (1.5M) o PROH (1.5M) con sacarosa.
Se realizé autotrasplante del tejido descongelado entre uno y seis meses posteriores y
determinaciones semanales de progesterona para evidenciar la funcionalidad del teji-
do ovérico. Una vez que se obtienen niveles ovulatorios, las ovejas fueron expuestas al
macho de forma continua en blsqueda de gestaciones. Resultados. Se consiguio retor-
no de actividad ovulatoria en siete de ocho ovejas autotrasplantadas (87.5%) en un
tiempo promedio de 62.8 = 9.1 dias evidenciado por niveles séricos de progesterona.
Estos hallazgos fueron independientes del crioprotector utilizado. Se lograron dos ges-
taciones, las cuales hasta el momento son evolutivas evaluadas por ultrasonido. Con-
clusiones. El presente estudio nos demuestra una adecuada restauracion de la funcién
ovérica en ovejas ooforectomizadas con autotrasplante de tejido ovdrico y las primeras
gestaciones logradas por esta técnica en Latinoamérica. Es posible suponer que estos
resultados son reproducibles en mujeres. $

Palabras clave: Gestacion, autotrasplante, tejido ovérico criopreservado, viabilidad ovocitaria
(Gutiémrez Gutiérrez A, et al. Gestaciones en ovejas autotrasplantadas con tejido ovdrico criopreservado:
evidencia de viabilidad ovocitaria posterior al proceso de congelacion y trasplante. Ginec Obstet Mex
2003; 714 5).

Instituto de Ciencias en Reproduccion Humana (VIDA), Leon, Guanajuato y Biotecnologia y Reproduccion
Especializada, Rancho Santa Marfa de Bolafos, Ciudad Manuel Doblado, Guanajuato.

53 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia
Primer Lugar de Investigacién Bdsica
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Freezing ovarian tissue is acquiring a greater significance due to the increase in oocy-
te long term survival rates, which provides young women with malignancies an alter-
native to preserve their fertility. Objectives. 1. Assessing the physiological viability of
ovarian tissue auto-transplants. 2. Determining possible differences between the two
cryoprotectors that were used: dimethyl sulfoxide (DMSO) and propanediol (PROH).
Design. Experimental and prospective study assessing ovarian tissue viability after
freezing and auto-transplantation in eight female sheep. Materials and methods. A
bilateral oophorectomy was performed on the sheep under general anesthesia. The
ovarian cortex was dissected and frozen using either DMSO (1.5 M) or PROH (1.5)
with saccharose. The thawed tissue was auto-transplanted within the following one
to six months, and weekly progesterone measurements were carried out in order to
assess ovarian tissue functionality. Once ovulation levels were obtained, the female
sheep were continuously exposed to the male in order to obtain the gestation pro-
cess. Results. Ovulation activity was recovered in seven of the eight female sheep
(87.5%) submitted to auto-transplants within an average period of time of 62.8 + 9.1
days, as evidenced by serum progesterone levels. These findings were obtained re-
gardless of the cryoprotector used. Two gestations were obtained, and these are evol-
ving normally, as assessed by ultrasonic methods. Conclusions. The present study
shows that ovarian function is adequately restored in oophorectomized sheep using
ovarian tissue auto-transplantation, and produced the first pregnancies obtained th-
rough this technique in Latin America. It is possible to assume that these results can
be reproduced in women. <

Key words: gestation, auto-transplant, cryopreserved ovarian tissue.

(Gutiérrez Gutiérrez A et al. Gestation in sheep after autotransplantation with cryopreserved ovarian
tissue, evidence for oocyte viability affter the freezing and transplantation procedures. Ginec Obstet
Mex 2003; 71: 5).

,Es—traci '

Introduccion

go plazo de mujeres jévenes con una enfermedad

maligna, ha hecho necesario el disponer de algu-
na alternativa para preservar su fertilidad. La congela-
cién de 6vulos, tejido ovdrico y embriones han sido
propuestas para lograr esta finalidad, de ellas, la conge-
lacién del tejido ovdrico es la que esta adquiriendo ma-
yor importancia en este campo.

El primer intento de criopreservar y trasplantar te-
jido ovdrico se realizo en 1953 en Londres." El tejido
ovirico de ratén fue congelado a -79°C en glicerol y so-
lucién salina, descongelado y trasplantado en animales
ooforectomizados subcutaneamente. Existio actividad
hormonal suficiente para cornificar el epitelio vaginal.
En 1960 se logré restaurar la fertilidad de ratones me-
diante el autotrasplante de tejido ovarico descongelado
en la bursa.*

E | incremento en las tasas de supervivencia a lar-
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A pesar de estos importantes hallazgos, la investi-
gacion en este campo fue abandonada durante muchos
afios. Los avances en reproduccion asistida y criobiolo-
gia, tanto en humanos como en animales, lograron
brindar un mejor entendimiento de los principios de
congelacion celular, mejorar los agentes crioprotecto-
res y los instrumentos disponibles. Esto generé un re-
novado interés en la criopreservacién ovarica, aunado
al aumento de la supervivencia de mujeres y nifas so-
metidas a procedimientos de radioterapia y quimiote-
rapia,’ a quienes se les debia buscar una alternativa pa-
ra preservar su funcién reproductiva.

En 1994 Gosden y colaboradores* logran restaurar
la fertilidad en una oveja por medio de autotrasplan-
te de tejido ovarico previamente congelado. La simili-
tud del tejido ovdrico de oveja con el humano en
cuanto a tamano y densidad de foliculos se refiere, ge-
neré un interés creciente por la criopreservacién de
tejido ovdrico, inclusive, en 1996, se publican los pri-
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meros informes de criopreservacion ovidrica en pa-
cientes oncoldgicas.®

Se ha intentado la congelacién de ovocitos, embrio-
nes y la congelacién de tejido ovdrico para posterior
maduracién in vitro de ovocitos o trasplante. La prime-
ra congelacién de ovocitos con éxito fue informada por
Chen y colaboradores en 1984,” sin embargo, varias
dificultades han evitado que esta técnica se difunda
en los grupos de reproduccién, por tener bajas tasas
de supervivencia y fertilizacién y un incremento en
alteraciones cromosémicas.® Con el advenimiento de
la inyeccién intracitoplasmadtica de espermatozoides
(ICSI),* se mejora sustancialmente la fertilizacién de
los ovocitos descongelados, mejorando las perspectivas
de esta técnica.” Sin embargo, la congelacién de ovoci-
tos para preservar la funcion reproductiva en mujeres
después de algiin procedimiento de quimioterapia o ra-
dioterapia es de poca valia por necesitar de hiperesti-
mulacién ovidrica y captura folicular, procedimiento
que no puede llevarse a cabo en nifias prepuberes. En
las mujeres adultas, no es por el momento la técnica
idénea, por tener pocas posibilidades de éxito, y reque-
rir de varias capturas foliculares para asegurar una po-
blacién de ovocitos suficiente, hecho que no es reco-
mendable por retrasar el tratamiento oncoldgico.
Ademds, las condiciones animicas en ese momento
suelen no ser buenas para someterse a estos tratamien-
tos largos e invasivos.

La congelacién embrionaria es una técnica que tiene
posibilidades de gestacién adecuada,” sin embargo, se
enfrenta a las mismas dificultades para la captura de
6vulos enunciada anteriormente, aunado a que en mu-
chas ocasiones la paciente no cuenta con pareja. La evo-
lucién incierta que estas pacientes pueden tener en su
padecimiento oncoldgico hace que el congelar embrio-
nes no sea recomendable. Muchos problemas éticos y le-
gales pueden surgir en los casos que no sea posible
transferir estos embriones, ya sea por fallecimiento o
por malas condiciones fisicas de la paciente. Actualmen-
te la congelacién del tejido ovérico para almacenarlo y
posteriormente trasplantarlo o realizar maduracién in
vitro de los 6vulos es la técnica que ofrece un mejor pa-
norama para preservar la fertilidad de mujeres jévenes
con cancer. Nosotros informamos previamente un estu-
dio preliminar de criopreservacién de tejido ovérico en
ovejas, en donde demostramos una adecuada conserva-
cién histoldgica de su estructura utilizando dos tipos de
criopreservadores, el dimetilsulféxido (DMSO) y el pro-
panodiol (PROH), sugiriendo la posibilidad de trasplan-
tarlo para comprobar su viabilidad fisiolégica.® Ahora
presentamos los resultados obtenidos en cuanto a ciclos
ovulatorios y el logro de las primeras gestaciones logra-
das por esta técnica en Latinoamérica.

Objetivos

Los objetivos de este estudio fueron: 1, Evaluar la viabili-
dad fisiolGgica del tejido ovarico criopreservado auto-
trasplantado mediante determinaciones hormonales
y/u obtencién de gestaciones. 2. Determinar si existe
diferencia entre dos crioprotectores utilizados, dimetil-
sulféxido y propanodiol.

Material y método |

Estudio prospectivo realizado en el Laboratorio de Bio-
tecnologia y Reproduccion. Se realizé laparotomia me-
dia y ooforectomia bilateral bajo anestesia general endo-
venosa, en 15 ovejas de la raza Kathadin de entre 7 y 12
meses de edad y con un peso mayor de 30 kg. El tejido
ovarico fue colocado en medio o-minimum essential (o-
MEM) y transportado a una campana de flujo laminar
para disecar la corteza ovdrica utilizando una hoja de
bisturi para obtener piezas no mas gruesas de 2 mm. La
corteza fue entonces dividida en tres partes: una fijada
en solucién de Buin durante dos horas y posteriormen-
te en formaldehido para evaluacion histolégica en fresco
y dos partes congeladas ya sea en DMSO 1.5M (Sigma,
St Louis MO) o propanodiol 1.5M (Sigma, St. Louis
MO) con 0.1 g de sacarosa (Sigma, St. Louis MO). Las
muestras fueron agitadas para promover una equilibra-
cién rdpida durante 30 minutos a 4°C en viales criogé-
nicos de 1 mL. Posteriormente las muestras fueron con-
geladas en un protocolo de congelacién lenta en el
sistema de criopreservacion CL 2000 (Standard System,
Kansas, City, USA) iniciando a -6°C a una tasa de -
0.5°C/min. Se realizé seeding manual a -6°C y se con-
servo la misma temperatura durante un periodo de esta-
bilizacién de 5 minutos. Cuando la temperatura alcanzé
-32°C los viales fueron sumergidos en nitrégeno liquido
y depositados en un tanque de nitrégeno liquido.

El tejido ovarico se descongeld colocdndolo a tem-
peratura ambiente durante dos minutos y en bafio de
agua a 20°C por 5 minutos. Se realizaron cuatro lava-
dos del tejido con medio o-MEM a 37°C para eliminar
el criopreservador y manteniéndolo en estas condicio-
nes hasta su trasplante. EL proceso de descongelacion
se realiz6 simultdneo al inicio de la laparotomia para el
trasplante y descongelando aleatoriamente de uno de
los dos criopreservadores que habian sido utilizados
durante el proceso de congelamiento. Transcurrié un
periodo de entre uno y seis meses para realizar el auto-
trasplante de tejido ovdrico. Durante este tiempo y
posterior al trasplante se realizaron tomas sanguineas
semanalmente para evaluar la funcién ovulatoria de
las ovejas. Se realizaron determinaciones séricas de

| 7
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progesterona, considerando niveles ovulatorios por
arriba de 2 pg/mL. Las muestras fueron analizadas me-
diante inmunoensayo enzimdtico (TOSOH). Se realiz6
laparotomia media bajo anestesia general inhalatoria,
se realizé diseccién del peritoneo de ambas fosas ova-
ricas para realizar el trasplante. Se coloco la porcion de
la corteza ovarica en el lugar seleccionado y fue fijado
con prolene 6-ceros, manteniendo una adecuada he-
mostasia y manejo de los tejidos.

Una vez obtenidos los niveles ovulatorios de pro-
gesterona sérica, las hembras fueron expuestas a ma-
cho de forma continua en espera de gestaciones, diag-
nosticadas mediante el estudio de fraccion P de la
hormona gonadotropina coriénica en sangre y corro-
borada por ultrasonido rectal.

Andlisis estadistico

Los datos son expresados como la media + DE. Parala
comparacion estadistica entre grupos se utilizé la Chi
cuadrada. Un valor de P < 0.05 fue considerado como
estadisticamente significativo. El andlisis estadistico
fue realizado utilizando el paquete estadistico para
ciencias sociales (SPSS).

' Resultados

Realizamos ocho autotrasplantes de tejido ovdrico, cua-
tro en los que se utilizé DMSO y cuatro con propanodiol
como crioprotectores. En el cuadro I se muestran las ca-
racteristicas individuales de cada animal trasplantado.

Del total de las ocho ovejas trasplantadas, siete
retornaron a actividad ovulatoria evidenciada por
pruebas hormonales de progesterona sérica
(87.5%). El tiempo medio de retorno a funcién ovu-
latoria fue de 62.8 + 9.1 dias (rango de 60-82 dias).
La oveja que no retorné a ciclos ovulatorios presen-
t6 multiples adherencias en peritoneo en la cirugia
del autotrasplante.

Cuapro | Caracteristicas individuales de ovejas trasplantadas

8 |

Dias de trasplante

Dias para ovulacion

Ya se han logrado dos gestaciones en las ovejag
trasplantadas En la primera oveja gestante se utilizg
DMSO y actualmente tiene tres meses de gestacion. En
la segunda oveja gestante se utiliz6 PROH y cuenta
con dos meses de gestacion.

En la figura 1 se muestran los valores de progeste-
rona de las ovejas previos a ooforectomia (controles),
después de realizar ésta y posterior al trasplante, en
donde se puede evidenciar que los valores de progeste-
rona en el periodo de ooforectomia disminuyen con
respecto a los controles y ovejas autotrasplantadas.

La figura 2 muestra graficamente el comportamien-
to individual de una de las ovejas gestantes (oveja 1).
Se obtienen niveles ovulatorios de progesterona en su
etapa de control, los cuales descienden por debajo de 2
ng/mL al realizar la ooforectomia y retornan a cifras
ovulatorias después de 60 dias de haber realizado el
trasplante. Actualmente esta oveja es la que tiene mads
dias de realizado el trasplante (467), todo el tiempo
con adecuada funcién ovérica y finalmente la primera
en lograr gestacion.

Discusion

El presente estudio nos demuestra una adecuada
restauracion de la funcién ovdrica en ovejas ooforecto-
mizadas con autotrasplante de tejido ovarico. Ya pre-
viamente habiamos demostrado la conservacién de Iz
estructura histoldgica del tejido ovdrico, habiendo des-
congelado una pequefia porcién para evaluacién histo-
logica® y ahora logramos evidenciar la funcionalidad
del mismo tejido al ser trasplantado.

Nuestros hallazgos de viabilidad del tejido ovarico
posterior al proceso de congelacién y descongelacion
son consistentes con otros estudios que han realizado
criopreservacion en ovejas,"” ratas®® y en humanos.”
Distintos protocolos de congelacién han sido utilizados
para este propésito, asi mismo, diversos crioprotecto-
res han sido utilizados, siendo el DMSO y el propanodiol

Criopreservador

Complicaciones
Oveja 1 467 60 DMSO Ninguna
Oveja 2 453 51 PROH Adherencias leves
Oveja 3 415 72 DMSO Ninguna
Oveja 4 380 58 PROH Ninguna
Oveja 5 324 60 DMSO Ninguna
Oveja 6 322 - PROH Adherencias severas
Oveja 7 270 78 DMSO Adherencias leves
Oveja 8 270 61 PROH

Ninguna

‘ GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO
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Conlrol Qoloreclomia Trasplante

Progesterona (ng/mlL)

Semanas Media + DE

Valores semanales de progesterona expresados como la media + DE previos a ooforectomia, antes de trasplante y posterior
a autotrasplante. -

'FIGURA2

Control Ooforectomia Trasplantada

Progesterona (ng/mL)

Semanas

Valores de progesterona en la oveja nimero 1, mostrando actividad ovulatoria en los periodos de control y trasplante. Los va-
lores en el periodo de ooforectomia fueron menores de 2 ng/mL.
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los que han tenido mejor aceptaciéon. Hovatta y colabo-
radores™ evaluaron los efectos histolégicos de la crio-
preservacion en biopsias corticales de ovarios huma-
nos comparando ambos crioprotectores y no
encontraron diferencias entre ambos en cuanto a nii-
mero y morfologia de foliculos. Newton y colaborado-
res'* utilizaron biopsias detejido ovarico criopreserva-
das en DMSO, etilenglicol, glicerol y propilenglicol.
Posterior a la descongelacidn, el tejido ovdrico fue tras-
plantado a las cdpsulas renales de ratones inmunode-
primidos y 18 dias después recuperados para su anali-
sis histoldgico. Se encontrd un porcentaje desupervivencia
folicular de 74% con DMSQ, 84% con etilenglicol,
44 % con propanodiol y 10% con glicerol. Salle y cola-
boradores™ utilizaron DMSO en corteza ovdrica de
ovejas. No encontraron diferencias entre tejido fresco
y criopreservado. Ademads, realizaron trasplante de te-
jido ovirico sin criopreservar al lado contralateral y
seis meses posteriores recuperaron el tejido trasplanta-
do sin encontrar cambios histolégicos.

Nosotros no encontramos diferencias entre los dos
criopreservadores utilizados, DMSO y propanodiol, en
la estructura histolégica® ni en la viabilidad del tejido
al ser trasplantado, por lo que consideramos que pue-
den ser utilizados indistintamente. Esta aseveracion la
deberemos confirmar hasta ver si la funcionalidad a
mediano o largo plazo es similar.

No solamente se han realizado estudios en donde se
demuestra una recuperacion del tejido ovirico histolé-
gicamente, sino que ya se ha logrado verificar la ade-
cuada actividad del mismo posterior a la criopreserva-
cién desde el punto de vista hormonal'"" y funcional,
al lograr el nacimiento de ovejas' y ratas.”® Gosden y
colaboradores trasplantaron ovejas y lograron recupe-
racién de la funcién ovdrica en un tiempo de entre 12
y 16 semanas y lograron dos gestaciones de seis anima-
les trasplantados.* Salle y colaboradores™ lograron res-
tauracién de la secrecién ovdrica de esteroides a las
cuatro semanas de autotrasplante sin lograr gestacio-
nes en su estudio. En el presente estudio pueda brin-
dar, ya que solamente muy pocos intentos de trasplan-
te en humanos han sido llevados a cabo,” inclusive ya
se han realizado los trasplantes de forma exitosa me-
diante laparoscopia.” Sabemos que existen varias posi-
bilidades para preservar fertilidad posterior, como el
autotrasplante, la maduracion in vitro o inclusive el xe-
notrasplante, es decir, el trasplante de tejido ovdrico en
animales inmunodeprimidos de experimentacion para
lograr la viabilidad y maduracién de los foliculos.**

Dentro de las complicaciones que estas técnicas
puede tener y que se prevén desde ahora, es que cier-
tos padecimientos oncolégicos, especialmente las en-
fermedades mieloproliferativas como el linfoma, pue-
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den transmitirse después de la criopreservacion y tras.
plante de tejido ovdrico. Shaw y colaboradores™ tras.
plantaron un fragmento de tejido ovdrico de ratén con
linfoma a receptoras sanas. La enfermedad se desarro.
116 y mat6 a siete ratones de siete trasplantados en fres.
co y a seis de siete trasplantados a receptoras de tejido
ovirico congelado. Estas evidencias han creado ciertos
cuestionamientos sobre el uso de esta técnica, sin em-
bargo, siguen recomendéndose atin en pacientes con
enfermedades mieloproliferativas, ya que el autotras.
plante no es la tinica opcién de retornar a la fertilidad,
sino que se puede realizar la maduracién in vitro o in
vivo en animales inmunodeprimidos.”

Actualmente los esfuerzos realizados para conser-
var la fertilidad estdn centrados en pacientes jovenes
con cdncer, ya que las tasas de supervivencia se han ve-
nido mejorando paulatinamente. Sin embargo, debe-
mos pensar que esta técnica también puede ser util pa-
ra aquellas mujeres que, en edades reproductivas
avanzadas y por motivos personales, desean posponer
por un periodo prolongado la consecucién de un emba-
razo. De no realizar la criopreservacion de tejido ova-
rico, estas mujeres retornardn tardiamente a los cen-
tros de reproduccion para busqueda de embarazo y en
muchas ocasiones la mejor alternativa para ellas serin
los évulos donados.

Los resultados de este estudio demuestran la viabi-
lidad fisiolégica que puede mantener el tejido ovdrico
posterior a la criopreservacién. Serd de suma impor-
tancia el seguimiento a largo plazo de los animales que
tengan respuesta hormonal para ver el tiempo que pue-
de ser funcional el tejido, igualmente si existe alguna
diferencia en este con respecto al crioprotector utiliza-
do. Informamos por vez primera en Latinoamérica la
consecucién de gestaciones con el autotrasplante de te-
jido ovirico criopreservado. Cabe mencionar que muy
pocos grupos a nivel mundial trabajan esta linea de in-
vestigacion en animales, pero cada vez mads centros de
reproduccién ofrecen esta técnica para realizarse en
mujeres, sin contar con la experiencia en el manejo de
tejidos. Consideramos de mucha importancia tener
una adecuada capacitacién y experiencia en la técnica
antes de ofrecerla con fines terapéuticos a mujeres. A¢
tualmente continuamos con el seguimiento de los ani-
males trasplantados para evaluar el trasplante a larg0
plazo, asi mismo, ya estamos trabajando en la madur#-
cién in vitro de 6vulos, procedente de este tejido crio-
preservado, con la finalidad de poder ofrecer en el fi-
turo la posibilidad de descendencia sin necesidad dé
trasplantar el tejido, specialmente para mujeres co?
enfermedades mieloproliferativas.

Es posible suponer que estos resultados son ¢
producibles en mujeres, debido a que las caracteris
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ticas de los ovarios de ovejas son muy similares a las
de humanos, aunque es importante realizar una ex-
perimentacion adecuada con el tejido humano y po-
der evaluar el dano que el proceso de criopreserva-
cion pueda tener en los ovocitos. Con los avances en

Referencias bibliograficas

1. Parkes AS, Smith AU. Regeneration of rat ovarian tissue grafted
after exposure to low temperatures. Proc Roy Soc 1953; 140:
455-67.

2. Parrot DMY. The fertility of mice with orthotopic ovarian grafts
derived from frozen tissue. ] Reprod Fert 1960; 1: 230-41.

3. Boring CC. Cancer statistics. CA 1994; 44: 7-26.

4. Gosden RG, Baird DT, Wade |C, Webb R. Restoration of fertility
to oophorectomized sheep by ovarian autografts stored at -196
degree C. Hum Reprod 1994; 9: 597-603.

5. Bahadur G, Steele S). Ovarian Tissue cryopreservation for pa-
tients. Human Reprod 1996; 11: 2215-6.

6. Gutiérrez A, Corona MA, Vargas MA, Méndez-Sachida F, Flores
MS, Gallardo E. Effect of cryopreservation on sheep ovarian tis-
sue comparing two cryoprotectants: Dimethylsulfoxide (DMSO)
and 1,2 Propanodiol. Fertil Steril 2000; 74: 5214-5215.

. Chen C. Pregnancy after human oocyte cryopreservation. Lancet
1986; ii: 384-886.

8. Bernard A, Fuller B). Cryopreservation of human oocytes: a re-

view of current problems and perspectives. Hum Reprod Upda-

te 1996; 2: 193-207.

9. Palermo G, Joris H, Devroey F, Steirteghem V. Pregnancies after
intracytoplasmic injection of single spermatozoo into an oocyte.
Lancet 340; 17-18

10. Kazem R, Thompson LA, Srikanthrajah A, Laing MA, Hamilton
MPR, Templeton A. Cryopreservation of human oocytes and fer-
tilization by two techniques: in vitro fertilization and intracyto-
plasmic sperm injection. Hum Reprod 1995; 10: 2650-4.

11. Ludwig M, Al-Hasani A, Felberbaum R, Diedrich K. New aspects of
cryopreservation of oocytes and embryos in assisted reproduction
and futures perspectives. Hum Reprod 1999; 14 (suppl 1): 162-85.

12. Salle B, Lomage ), Franck M, Isoard L, Rudigoz RC, Guerin JF.
Freezing, thawing, and autograft of ovarian fragments in sheep:

preliminary experiments and histologic assesment. Fertil Steril
1998; 70: 124-8.

13. Corleta HE, Corleta O, Capp E, Edelweiss M. Subcutaneous au-
tologous ovarian transplantation in Wistar rats maintains hormo-
ne secretion, Fertil Steril 1998: 70: 16-19.

~

el diagndstico temprano y tratamiento oportuno del
cancer, muchas pacientes jovenes podran recurrir a
este tipo de técnicas, conservando su capacidad re-
productiva y la informacion genética propia de sus
gametos. <

14. Newton Jl, Aubard Y, Rutherford A, Sharma V, Gosden R. Low
temperature storage and grafting of human ovarian tissue. Hum
Reprod 1996; 11: 1487-91.

15. Hovatta O, Silye R, Krausz T, Abir R, Margara R, Trew G, Lass A,
Winston RML. Cryopreservation of human ovarian tissue using
dimethylsulphoxide and propanediol-sucrose as cryoprotectans.
Human Reprod 1966; 11: 1268-72.

16. Corleta HVE, Corleta O, Capp E, Edelweiss MI. Subcutaneous au-
tologous ovarian transplantation in Wistar rats maintain hormone
secretion. Fertil Steril 1998; 70: 16-19.

17. Salle B, Lornage ), Demirci B, Vaudoyer F, Poirel MT, Franck M,
Rudigoz RC, Guerin JF. Restoration of ovarian steroid secretion
and histologic assessment after freezing, thawing, and autograft
of a hemi-ovary in sheep. Fertil steril 1999; 72: 366-70.

18. Gunasena K, Villines PM, Critser E, Critser JK. Live births afler au-
tologous transplant of cryopreserved mouse ovaries. Hum Re-
prod 1997; 12: 101-6.

19. Donnez ), Bassil S. Indications for cryopreservation of ovarian tis-
sue. Hum Reprod update 1998; 4: 248-59.

20. Oktay K, Karlikaya R, Gosden R, Schwarz R. Ovarian function
afler autologous transplantation of frozen-banked human ovarian
tissue. Fertil Steril 1999; 72(suppl 1): 521.

21. Oktay K, Aydin BA, Karlikaya G. A technique for laparoscopic
transplantation of frozen-banked ovarian tissue. Fertile Steril
2001; 75: 1212-6.

22. Oktay K, Newton H, Gosden RG. Transplantation of cryopreser-
ved human ovarian tissue results in follicle growth initiation in
SICD mice. Fertil Steril 2000; 73: 599-603.

23. Oktay K, Newton JI, Mullan |, Gosden RG. Development of hu-
man primordial follicles to antral stages in SCID/hpg mice stimu-
lated with follicle stimulating hormone. Hum Reprod 1998; 13:
1133-8.

24. Shaw JM, Bowles J, Koopman P. et al. Fresh and cryopreserved
ovarian tissue from donors with lymphoma, transmit the cancer
to graft recipients. Human Reprod 1996; 11: 1668-1673.

25. Debate. Ovarian banking for cancer patients. Hum Reprod 1997;
12: 403-5.

T 1SSN-0300-9041 VOLUMEN 71 ENERO 2003 |




JINLCLUULUULIA

Y OBSTETRICIA
DE MEXICO

Factores de riesgo para cancer cervicouterino
por IVPH: polimorfismo del codén 72 del gen
oncosupresor p53 en mujeres que acuden

a atencion hospitalaria

Dr. A. Sifuentes Alvarez, Dr. Miguel Reyes Romero

| Resumen En el codén 72 del antioncogén p53 hay dos alelos, arginina y prolina; el genotipo arg/arg ha
sido identificado recientemente como factor de riesgo para el desarrollo de cancer cervicou-
terino (CaCu) asociado con infeccién por virus de papiloma humano (VPH). El objetivo de es-
te trabajo fue determinar en una muestra de mujeres la frecuencia de alelos y genotipos pro-
lina-arginina del codén 72 del gen p53. El estudio se realizé en mujeres que ingresaron a
atencién médica hospitalaria. Los alelos del codén 72 del gen p53 se determinaron en ADN
genémico por amplificacion de secuencias especificas por reaccién en cadena de polimerasa
y andlisis de los productos por electroforesis en agarosa. El equilibrio de Hardy-Weinberg pa-
ra los genotipos se analiz6 por prueba de *. De 102 pacientes analizadas, el alelo p53-arg-
nina correspondi6 a 67.64% y el alelo p53-prolina correspondié a 32.36%; 47 mujeres
(46.10%) fueron homocigotos arg/arg, 11 mujeres (10.77%) fueron homocigotos pro/pro, 44
muijeres (43.13% ) fueron heterocigotos arg/pro; la distribucién de genotipos estuvo dentro del
equilibrio de Hardy-Weinberg. La deteccién de un alto porcentaje de homocigotos de argini-
na sugiere que este genotipo, considerado como factor de riesgo para cancer por VPH onco-
génicos, tiene alta prevalencia en el norte de México. La determinacién de este tipo de poli-
morfismos es importante como medida preventiva dentro de la identificacion de factores de
riesgo para CaCu asociado a infeccién por VPH. <4

Palabras clave: céncer cervicoutenno, p53, virus de papiloma humano.

(Sifuentes Alvarez A y Reyes Romero M. Factores de riesgo para cancer cervicouterino por IVPH: po-
limorfismo del cod6n 72 del gen oncosupresor p53 en mujeres que acuden a atencién hospitalaria
Ginec Obstet Mex 2003; 71: 12),

' Abstract In codon 72 of the p53 antioncogene there are two alleles, arginine and proline; the arg/arg
genotype has recently been identified as a risk factor for developing of CONCOUETING Ganices
(CuCa) associated to human papillomavirus (HVP) infection. The aim of this work was to de-
termine in a sample of women the frequency of proline-arginine alleles and genotypes of p53
codon 72. The study was conducted in a sample of inpatient women at the hospital. p53 co-
don 72 alleles were determined in genomic ADN by amplification of specific sequénces by
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x* test. From 102 analyzed samples, p53-arginine allele corresponded to 67.64% and
p53-proline allele corresponded to 32.36%; 47 women (46.10%) were arg/arg homocy-
gotes, 11 women (10.77%) were pro/pro homocygotes, 44 women (43.13% ) were
arg/pro heterocigotes; the genotype distribution was within the Hardy-Weinberg equili-
brium. The detection of a high percentage of arginine homocygotes suggests that this ge-
notype, considered as a risk factor for cancer associated to oncogenic HPV, has a high
prevalence in the north of Mexico. The determination of this kind of polymorphisms is
important as preventive action with regard to identification of risk factors for CaCu asso-

ciated to HPV infection.

Key words: Cervicouterine cancer, p53, human papiloma virus.

¢.

(Sifuentes Alvarez A y Reyes Romero M. Risk factor for development of cervicouterine cancer asso-
ciated to HVP: p53 codon 72 polimorphism in women attending Hospital care. Ginec Obstet Mex

2003; 71: 12).

|

Introducciéon

mente declarado por la Organizacién Mundial

de la Salud en 1995 como carcindgeno para el
humano,' no obstante lo anterior, de las mujeres in-
fectadas con VPH sdlo un pequeno grupo desarrolla-
rd cancer, de ahi que se piense que ademds de las in-
fecciones deben coincidir diversos factores de riesgo
para la transformacion neopldsica del epitelio cervi-
cal infectado por VPH. Uno de estos factores involu-
cra variantes del VPH, las infecciones con los llama-
dos virus de alto riesgo predominantemente VPH-16
y VPH-18 han sido asi reconocidos como la principal
causa de cdncer cervical y sus lesiones precursoras. El
polimorfismo del codén 72 del antioncogén p53 se
han vinculado recientemente al riesgo de desarrollar
cancer cervicouterino (CaCu); Storey y colaboradores
demostraron que la variante de p53-arginina es mds
susceptible a la degradacién mediada por la proteina
E6 del VPH que la variante p53-prolina.”* La accidn
viral depende de la expresion de los oncogenes E6 y
E7 del virus del papiloma humano, al parecer, la on-
coproteina E6 forma un complejo con el supresor de
tumores p53, lo que facilita la ubiquitinacion de p53,
senal necesaria para que p53 pueda ser degradado por
proteasomas, lo que tiene como consecuencia la pér-
dida del papel regulador de p53 en la estabilidad ge-
némica. Strorey y colaboradores encontraron que el
riesgo relativo para el genotipo arg-arg es de 7.? Estu-
dios posteriores en diversas partes del mundo, princi-
palmente en paises desarrollados han arrojado resul-
tados controvertidos, sin embargo, el alelo de arginina

E 1 virus del papiloma humano (VPH) fue oficial-

ha sido detectado en aproximadamente 77 % de pa-
cientes con CaCu asociado a VPH y en uno de los es-
tudios mds recientemente publicados al respecto en
relacion con mujeres suecas, se confirma lo sugerido
por Storey y colaboradores.*

Segun las estadisticas internacionales el CaCu ocu-
pa el primer lugar en mortalidad, situacién que no pue-
de ser aceptada debido a que es factible su prevencion.
En México, la tendencia que se presenta ha sido ascen-
dente, alcanzando una tasa de 50 por 100,000 habitan-
tes. Es una enfermedad que se ha convertido en un
problema de salud publica en México y a nivel mundial
por la morbimortalidad que se presenta.

La frecuencia de los alelos p53-arginina y p53-
prolina varia entre distintas poblaciones y entre di-
versas latitudes.” En los paises en vias de desarrollo,
particularmente en Latinoamérica, existen pocos es-
tudios en cuanto a las variantes mds frecuentes. Da-
da la importancia epidemioldégica del CaCu en nues-
tro pais, el objetivo de este trabajo fue analizar en
una poblacién de mujeres que acuden a atencién
hospitalaria la frecuencia del genotipo homocigético
pS3-arg/arg como una primera aproximacion a estu-
dios epidemiolégicos moleculares que ayuden en la
identificacién de este factor de riesgo y que pueden
ser de utilidad en la prevencién y manejo de este ti-
po de padecimientos.

~ Material y método

Se realizé un estudio observacional, prospectivo, trans-
versal, descriptivo, tipo encuesta epidemioldgica molecu-

| 1
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lar, en el tiempo comprendido de agosto del 2000 a ju-
lio de 2001 integrando al azar en forma sistematizada
a 102 pacientes que ingresaron a atencién médica hos-
pitalaria. Se determing el polimorfismo del codén 72
del gen p53 a las 102 pacientes en ADN genémico ob-
tenido de sangre venosa utilizando el reactivo DNAzol
(Molecular Laboratories, Inc., Cincinnati, Oh). Un mi-
crogramo de ADN se utilizo para amplificacién por
PCR de regiones especificas del gen p53 que incluyen
al codon 72; los iniciadores utilizados fueron: sentido,
S'TCCCCCTTGCCGTCCCAZ’; antisentido, 5’CTGGTG
CAGGGGCCACGC3’ para el alelo arginina y sentido,
5’'GCCAGAGGCTGCTCCCCC3’; antisentido, 5'CGTG
CAAGTCACAGACTTS’ para el alelo prolina.? Se utili-
zaron 40 ciclos de amplificacion consistentes en 30 se-
gundos de desnaturalizacién a 94°C, 30 segundos de
alineamiento a 55°C y 30 segundos de extensién a
72°C en un termociclador Perkin-Elmer 2400. La inte-
gridad del ADN y los productos de amplificacién se
analizaron por electroforesis en agarosa y visualiza-
cion con luz ultravioleta previo tefiido del ADN con
bromuro de etidio.

Resultados y discusion

De las 102 muestras analizadas, el alelo p53-arginina
correspondié a 67.64 %, el alelo p53-prolina correspon-
dio a 32.36 % (Cuadro I); 47 mujeres (46.10 % ) fueron
homocigotos arg/arg, 11 mujeres (10.77 % ) fueron ho-
mocigotos pro/pro, 44 mujeres (43.13 %) fueron hete-
rocigotos arg/pro (Cuadro II); con una distribucién
de genotipos y resultado de x* dentro del equilibrio de
Hardy-Weinberg.

| Cuapro 1

En la figura 1 se ilustra la electroforesis en ge| (e
agarosa de la muestra de sangre correspondiente a |3
mujeres del estudio, mostrando los genotipos arginj.
na y prolina; las muestras 1,3,7,8 y 11 corresponden
a heterocigotos de arginina prolina y 2,4,6,9,10,12 y
13 homocigotos de arginina-arginina; procedimientq
que se realizé igual para el resto de las 89 muestras
del estudio.

En varios estudios independientes se ha encon.
trado que el genotipo homocigético p53-arginina re-
presenta un factor de riesgo para el desarrollo de
CaCu,* ** confirmando la primera comunicacion
este respecto hecha por Storey y colaboradores acer-
ca de la susceptibilidad a la degradacion de p53 me-
diada por la proteina E6 de VPH oncogénicos; inclu-
sive la oncoproteina E6 de VPH de bajo riesgo tal
como VPH-11 puede degradar a p53-arg pero no a
pS53-pro. Asi, el genotipo p53-arg se ha detectado en
aproximadamente 77 % de pacientes con CaCu aso-
ciado con infeccion por VPH. No obstante lo ante-
rior, los resultados de varios estudios en distintos
paises como Corea, Italia y el Reino Unido*" han
arrojado resultados contradictorios, lo que ha dado
como resultado que atin no se alcance un consenso
al respecto; algunos estudios han sido enfocados a
intentar explicar estas discrepancias y uno de los
factores encontrados que explican, al menos en par-
te, la contradiccion entre distintos estudios, es la va-
riacion interlaboratorio en la determinacién de los
genotipos,* lo que puede llevar a una subestimacion
de la asociacién entre p53-arg y CaCu asociado con
VPH. Ademas de lo anterior, algunos de los estudios
mds recientes apoyan el concepto de que p53-arg
confiere mayor riesgo para el desarrollo de CaCu

Frecuencia de alelos de arginina y prolina en pacientes que acuden a atencién médica hospitalaria

Alelo Ndmero Porcentaje
arg 138 67.64
pro 66 32.36
Total 204 100%

|

' Cuabro Il Distribucidn de genotipos del coddn 72 del gen oncosupresor p53, en pacientes que acuden a atencién hospitalaria

Ndmero de pacientes Porcentaje Total

arg/arg 47 46.10 47(46.10%)
arg/pro 44 43.13 44(43.13%)
pro/pro "1 10.77 11(10.77%)
Total 102 100 102 (100%)

14
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FIGURA 1
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Genotipos arg-pro de 13 mujeres. 1, 3, 7, 8 y 11 heterocigotos arg-pro; 2, 4, 5, 6, 9, 10, 12 y 13, homocigotos arg-arg; MW,

marcadores de peso molecular.

asociado con VPH.' Puesto que en México y en ge-
neral en toda Latinoamérica la infeccion cervical
por VPH y la prevalencia de CaCu representan uno
de los problemas mads importantes de salud, se hace
imperativa la realizaciéon de mds estudios de riesgo
genético como el presente en aras de que, de confir-
marse las relaciones causales aqui comentadas, se
puedan ofrecer medidas preventivas con mayor co-
bertura y mejor enfocadas a las poblaciones de alto
riesgo para este tipo de padecimientos.
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Analisis de la proporcion en la tasa de fertilizacion

' Resumen

como una variable predictiva del éxito en
un programa de fertilizacion in vitro

Dr. Alberto Kably Ambe, Dr. Julidn Ruiz Anguas, Dr. José Antonio Garzén Nunez,
Dr. Everardo Anta Jaen, Dra. Esperanza Carballo Mondragén

Objetivo. El objetivo del presente estudio fue determinar si las tasas de fertilizacion pueden
ser utilizadas como un factor predictivo para la consecucion de embarazo en programas de
FIVTE-ICSI. Tipo de estudio. Retrospectivo, observacional y descriptivo. Material y método.
Se incluyeron 679 ciclos del programa de fertilizacién in vitro, en los que se utilizaron esque-
mas de supresion hipofisiaria con protocolo largo, stop, o el uso de antagonistas. La estimula-
cién ovdrica se realizé con menotropinas o FSH recombinante. Se excluyeron del estudio
aquellas pacientes en las que se cancel6 el ciclo por falta de desarrollo folicular. Las variables
estudiadas fueron edad, porcentaje de fertilizacién, tasa de embarazo, niveles de estradiol
preovulatorio, ndmero y calidad de ovocitos capturados, embriones transferidos y grosor en-
dometrial el dia de la transferencia y la presencia de embarazo. La prueba estadistica para de-
terminar correlacion fue la P de Pearson con un intervalo de confianza de 95%, y la T de Stu-
dent para establecer diferencias utilizando un intervalo de confianza de 95%. Resultados. Se
analizaron 679 ciclos de los cuales, en 487 se realiz6 fertilizacion convencional y en 192 se
realiz6 ICSI. La edad promedio de las pacientes fue de 34 = 1.1 afos, con niveles de estra-
diol preovulatorio 4,023 + 1,134 pg/mL, la cantidad de ovocitos capturados fue de 11.7 =
3.2 con una tasa de captura de 69.6%. La tasa de fertilizacién en promedio fue de 54% con
una tasa de embarazo de 20.7% por transferencia. Al analizar la tasa de fertilizacion por gru-
pos, se observé una correlacion lineal estadisticamente significativa (P = 0.574 IC 95%) con
tasa de embarazo. Al dividir a las pacientes en los dos grupos: FIV convencional e ICSI, se ob-
servé una correlacién positiva mayor (P = 0.827 con IC 99%) en el primer grupo. No se ob-
servaron diferencias significativas entre los dos grupos en los otros parametros estudiados, tni-
camente en relacion con madurez de ovocitos, se observé un mayor porcentaje de profase 1
y metafase Il en el grupo con ICSI. Al tomar como punto de corte 50% de fertilizacién, se de-
termind que éste tiene un valor predictivo negativo de 78.19%, con valor predictivo positivo
de 25%, sensibilidad de 77.5% y especificidad de 25.6%. Conclusiones. El porcentaje de fer-
tilizacion mayor a 50% puede ser utilizado como un factor pronéstico para predecir embara-
zo en programas de fertilizacion in vitro. <

Palabras clave: Fertilizacién in vitro, embarazo, ovocito

(Kably Ambe A, et al. Anlisis de la proporcién en la tasa de fertilizacién como una variable predicti-
va del éxito en un programa de fertilizacion in vitro. Ginec Obstet Mex 2003; 71: 16).
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Objective. Determining if fertilization rates can be used as a predictive factor for
pregnancy induction in ETIVF-ICSI programs. Type of study. Retrospective, observa-
tional and descriptive. Materials and methods. Six hundred and seventy nine cycles
of the in vitro fertilization program, using long protocol hypophyseal supression, stop,
or antagonsits, were included. Ovarian stimulation was carried out with menotropi-
nes or recombinant FSH. Those patients whose cycle was stopped due to the lack of
follicular development were excluded. Variables under study were: age, fertilization
percentage, pregnancy rate, pre-ovulatory estradiol levels, number and quality of
captured oocytes, transferred embrios and endometrial thickness on the day of trans-
ference and the presence of pregnancy. The Pearson P Test with a 95% confidence
interval and the Student T Test used to establish differences with a 95% confidence inter-
val statistical analyses were applied. Results. Six hundred and seventy nine cycles we-
re studied, 487 of which used the conventional fertilization method, and 192 used
the ICSI method. Mean age among patients was 34 * 1.1 years old, with pre-ovula-
tory estradiol levels of 4,023 + 1,134 pg/mL, the average quantity of captured oocy-
tes was 11.7 = 3.2 with a capture rate of 69.6%. Mean fertilization rates averaged
54% with a 20.7% pregnancy rates using the transference method. After analyzing
the fertilization rate in each group, a statistically significant linear correlation was ob-
served (P = 0.547, Cl 95%) with the pregnancy rate. After assigning patients to two
different groups: conventional IVF and ICSI, a higher positive correlation was obser-
ved (P = 0.827, Cl 99%) in the first group. No significant differences were observed
in the remaining parameters between both groups, excepting oocyte maturity, whe-
re greater prophase | and metaphase |l percentages were observed in the ICSI group.
When 50% fertilization was taken as the cutting point, a 78.19% negative predictive
value was determined, with a 25% positive predictive value, 77.5% sensitivity, and
25.6% specificity. Conclusions. A fertilization percentage greater than 50% can be
used as a pregnancy predicting factor in in vitro fertilization programs. <>

Palabras clave: Fertilizaci6n in vitro, embarazo, ovocito
(Kably Ambe A, et al. Fertilization rate ratio analysis as a protective variable for the success of an in
vitro fertilization program. Ginec Obstet Mex 2003; 71: 16).
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Abstract

| Introduccién

ocas dreas en el campo de la medicina han su-

frido una evolucién tan vertiginosa como la

que se ha observado en reproduccién asistida.
A partir del nacimiento de Louis Brown, el primer
humano concebido a través de fertilizacién in vitro,
se han desarrollado nuevas drogas que han favoreci-
do la creacién de protocolos de estimulacién ovérica
mads eficientes al facilitar un mayor desarrollo en el
numero de foliculos.' Por otro lado, con la ultrasono-
grafia vaginal se ha logrado realizar un seguimiento
mds estrecho del ciclo, ademads de permitir la captura
ovular a través de ésta via en el momento en que las
caracteristicas foliculares indican madurez en el desa-
rrollo y donde se ha evidenciado la presencia de un

endometrio bien desarrollado que serd receptivo para
la implantacién del cigoto.’

Aunado a estos avances, las técnicas y manipula-
cion de gametos en el laboratorio han mejorado signi-
ficativamente, lo cual ha permitido obtener mejores ta-
sas de fertilizacion y embarazo. Hace una década el
porcentaje rara vez excedia 15 %, actualmente algunos cen-
tros de reproduccién han informado tasas de embarazo
por arriba de 50%.!

A pesar de estos avances, el éxito de las técnicas de
reproduccién asistida no se manifiesta en todos los
grupos; por ejemplo, las mujeres mayores de 39 anos
contintian presentando tasas bajas de éxito.** Por lo
anterior existe un interés permanente en desarrollar
pardmetros evaluatorios que permitan predecir la res-
puesta ovarica y las posibilidades de éxito en una pare-
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ja que se somete a cualquier téenica de reproduccion

asistida. Dentro de estos factores prondsticos se en-
cuentran la ya comentada edad materna, los niveles ba-
sales de FSH, las concentraciones de inhibina sérica y
estradiol sérico preovulatorio, desarrollo endometrial,
numero de foliculos desarrollados y embriones transfe-
ridos entre otros."!

Es probable que la tasa de fertilizacién en los pro-
gramas de reproduccion asistida también pueda ser uti-
lizada como factor pronéstico, ya que se ha correlacio-
nado directamente con la posibilidad de lograr un
embarazo.'

En cuanto a la edad materna ésta ha demostrado
ser la variable 1inica mds importante que afecta los re-
sultados en reproduccion asistida. El efecto de la edad
avanzada en los programas de fertilizacion in vitro
(FIV) se manifiesta no unicamente en el patrén de res-
puesta ovirica a la estimulacion hormonal, sino que
también influye negativamente en la eficiencia de im-
plantacion, evidenciado por un incremento en las tasas
de abortos espontdneos.’

En algunos centros se ha demostrado que la tasa de
embarazo es de 12% o menor y la tasa de aborto es
de hasta 60% en mujeres mayores de 39 afios compa-
rado con mujeres jovenes.’ Por su parte en el programa
de FIV de la Universidad de Cornell EUA se demostré
que la tasa de embarazo disminuia de 46.3% en muje-
res menores de 30 afios hasta 5.2% para el grupo de
mujeres de 42 afios o mayores a pesar de que todos los
grupos tuvieron un numero similar de embriones
transferidos.’

El antecedente de haber logrado embarazos previos
ofrece un mejor prondstico y este se implementa cuan-
do esta gestacién se logro con FIV y donde dicho ciclo
culminé con el nacimiento de un recién nacido vivo.

En un estudio realizado en 5,073 ciclos’ se observo que
las parejas que habian logrado un embarazo por FIV te-
nian 33 % de posibilidades de lograr un segundo even-
to exitoso, comparado con 24 % de aquellas parejas que
no habian concebido con esta técnica.

De igual manera, los niveles basales de FSH no tini-
camente predicen la tasa de embarazo, sino que ade-
mads son un factor prondstico muy importante en cuan-
to a cancelacion de ciclos por mala respuesta a la
estimulacién ovarica.*” En un estudio realizado por
Shariff® donde se analizaron 344 mujeres de un progra-
ma de FIV se observo una tasa de cancelacion de 5%
en aquellas mujeres con FSH < a 10.8 mUI/mL, y que
se incrementaba hasta 30% en aquellas mujeres con
FSH > 10.8 mUl/mL. De las misma forma los niveles
elevados de FSH se relacionaron con mayor dosis de
gonadotropinas para la estimulacion y un menor nu-
mero de ovocitos recuperados.”

L GINECOLOCIA ¥ OBSTETRICIA DE MEXICO

El nivel de estradiol sérico al inicio del ciclo tam.
hién se ha considerado como factor prondstico y cobry
mayor trascendencia cuando se asocia con la FSH ha.
sal. Buyalos” encontré que cuando los niveles de FSH ey
dia 3 del ciclo eran < 13 mUI/mLy el estradiol < 80 pg/mL
se obtenian las mejores tasas de embarazo; por arribs
de estos niveles no se presenté ninguna concepcion en
el grupo estudiado. Estos hallazgos han sido encontra.
dos en otros estudios en los que se ha establecido el
punto de corte de 80 pg/mL de estradiol sérico como
factor prondstico en FIV.*

Se ha considerado que la produccién de estradiol
sérico por foliculo maduro debe situarse entre 250-300
pg/mL; sin embargo, ha sido tema de controversia los
niveles de estradiol séricos que pueden ser deletéreos
para la implantacién del embrion.” Debido a las obser-
vaciones de los posibles efectos nocivos de los niveles
elevados de estradiol sobre el endometrio ha sido nece-
sario identificar a las pacientes que presentan una res-
puesta excesiva a la estimulacion ovarica. Estas se ca-
racterizan por presentar estradiol preovulatorio mayor
a 3,000 pg/mL y mads de 15 ovocitos recuperados du-
rante la aspiracion folicular. A pesar de que algunos
autores”*" no han encontrado efecto alguno de los ni-
veles de estradiol sobre la calidad ovocitaria y embrio-
naria, ni en tasas de implantacién o embarazo, otros
autores han observado alteraciones en la receptividad
endometrial."* "

Sin duda, la calidad embrionaria y el nimero de
embriones son dos variables intimamente relacionadas
con las posibilidades de lograr el embarazo. Especial-
mente cuando se utilizan puntajes acumulados donde
se evalian aspectos morfolégicos del embrion™" como
presencia o ausencia de fragmentacién, irregularidades
en blastomeras y cantidad de células.

El niimero de embriones transferidos es una variable
independiente que influye sobre las tasas de embarazo.
Cuando se transfiere un embrion se pueden esperar ta-
sas de embarazo alrededor de 15%, se incrementa a
17% al transferir dos embriones y hasta 40 % con tres
o mas.”™" Sin embargo, el costo de incrementar el nu-
mero de embriones lo constituye el aumento significa-
tivo en las tasas de embarazo de alto orden fetal.

Recientemente se ha observado que las tasas de en
barazo probablemente se vean afectadas por el porcen
taje de fertilizacion que se obtenga durante el ciclo de
fertilizacion in vitro, observandose una relacion lineas
entre el porcentaje de fertilizacion y las tasas de emba
razo, sobre todo cuando se encuentran tasas mayoresd
80%." Es un hecho que la maduracién ovocitaria es un
evento fundamental para que se lleve a cabo una fert
lizacion exitosa; los ovocitos maduros son capaces @€
ser inmediatamente fertilizados mientras que aquello*
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en profase 1, requieren maduracién in vitro antes de
adquirir el potencial de fertilizacion." Por otro lado,
aquellos inmaduros que atin poseen una vesicula ger-
minal intacta a pesar de que maduren in vitro serdn in-
capaces de resultar en un embarazo normal. Otros es-
tudios han demostrado que la inmadurez ovocitaria es
la principal causa que favorece la falla en la fertiliza-
cion.”” Ademas de la inmadurez nuclear existen otras
caracteristicas en el ovocito que parecen reducir su ca-
pacidad de fertilizacion, dentro de éstas se encuentran
las condiciones de la zona pelicida que difiere de la
madura en su capacidad de protedlisis y unién esper-
madtica.” De igual forman se ha observado que los es-
permatozoides no llevan a cabo la descondensacion de
su cromatina en ovocitos inmaduros.***'

Con base en las observaciones anteriores se decidié
realizar un andlisis retrospectivo sobre el impacto que
pueden tener las tasas de fertilizacion sobre la conse-
cucion de embarazo en un programa de FIV, teniendo
como hipoétesis que una fertilizacion cuantitativa y
cualitativamente mejor por paciente es un factor pre-
dictivo para el logro de un embarazo.

Material y método

Se realizé un estudio retrospectivo, observacional, y
descriptivo en el que se incluyeron 679 ciclos, en pa-
cientes candidatas al programa de fertilizacién in vitro
del Centro Especializado para la Atencion de la Mujer
(CEPAM) a las cuales se realizé hiperestimulacion
ovirica controlada con captura ovular, fertilizacion in
vitro convencional (FIV) o inyeccién intracitopldsmica
de espermas (ICSI) y transferencia de embriones. Los
criterios de exclusién fueron aquellas pacientes en las
que no se llegé a realizar transferencia de embriones, o
las que presentaron falla en la respuesta folicular.

En todas las pacientes antes de iniciar el ciclo de esti-
mulacién ovdrica se corroboraron los siguientes parame-
tros: cavidad uterina normal por histerosalpingografia o
histeroscopia, cultivos para Chlamydia y Mycoplasma ne-
gativos, antigeno superficie para hepatitis B y VIH nega-
tivos, VDRL, perfil TORCH, biometria hematica, quimi-
ca sanguinea, tiempos de coagulacion, perfil tiroideo,
valores hormonales de LH, FSH y estradiol en dia 2-4 del
ciclo y progesterona, prolactina en dia 21 del ciclo.

Para la supresion hipofisiaria se utilizé el protocolo
largo de fase hitea con acetato de leuprolide 0.5 mg/dia
sc (Relisser, Serono, México) iniciando el dia 21 del ci-
clo previo, y disminuyendo dosis a 0.25 mg/dia sc en el
momento de iniciar estimulacion ovirica. En otras pa-
cientes se realizo esquema de “Stop”, inciando el dia
21 del ciclo a dosis de 0.5 mg/dia sc y se suspendio el

dia de inicio de estimulacién. En otro subgrupo se uti-
lizaron antagonistas de GnRH de tercera generacion
con esquema de dosis muiltiples (Cetrotide, Serono,
México) 0.25 mg/dia sc iniciando el dia 6-7 del ciclo de
estimulacion, hasta el dia de aplicacion de hGC.

La estimulacién ovdrica se realizé con menotropi-
nas o FSH recombinante (Pergonal o Gonal F Serono
Lab. México) y la dosis se individualizé en cada pa-
ciente, el dia de inicio se realizé USG endovaginal asi
como niveles de FSH, LH y estradiol para corroborar
adecuada supresion hipofisiaria.

El ciclo de estimulacién se monitorizé con ultrasono-
grafia endovaginal utilizando equipo Aloka SSD- 1100
con transductor endocavitario 5 Mhz (Aloka Co. LTD),
y niveles de LH y estradiol, aplicindose hGC 10,000
(Profasi. Serono Lab México) una vez que se observaron
tres o mas foliculos de 18 mm de didmetro con niveles
de estradiol entre 200-250 pg/mL por foliculo maduro,
36 horas después de la aplicacion de hGC se programo la
captura ovular, bajo guia ultrasonografica.

La transferencia embrionaria se realizo en dia 3 pos-
terior a la captura en la mayoria de los casos, sin embar-
go, en ocasiones fue en dia 2 o 5 dependiendo del nime-
ro y calidad embrionaria. El numero de embriones
transferidos fue entre 1-5 dependiendo de la edad de la
paciente, calidad y disponibilidad embrionarias.

El soporte de fase litea se inici6 24 horas después
de la captura ovular, con progesterona 100 mg cada 12
horas IM. Se realiz6 determinacion de hGC en suero
14 dias después de la transferencia, para corroborar
embarazo, en caso de ser positiva, se realizé nueva de-
terminacion 48 horas después. Finalmente se verifico
la presencia y numero de sacos gestacionales por USG
endovaginal tres semanas después de la transferencia.

Fueron excluidas del estudio aquellas pacientes en
las que el ciclo de estimulacién ovarica fue cancelado
por mala respuesta folicular.

La fertilizacion fue valorada 18 horas después de
haber inseminado los ovocitos, o realizado el ICSI, ob-
servando la presencia de preembriones en dos pronu-
cleos. Para determinar el porcentaje de fertilizacion se
dividié el nimero de embriones en dos prontucleos
multiplicado por 100, dividido entre el niimero de ovo-
citos inseminados:

No. embriones X 100
No. 6vulos inseminados

El niimero de foliculos obtenidos, la tasa de fertili-
zacion, la calidad ovocitaria y la tasa de embarazo por
transferencia fueron analizados con la prueba estadis-
tica de T de student para establecer diferencias, y la
prueba de Pearson para establecer correlacion.
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o Resultados

Se incluyeron en el estudio 679 pacientes a las que se
les realizé hiperestimulacién ovdrica controlada con
fertilizacion in vitro convencional o ICSI, y posterior-
mente transferencia embrionaria.

La edad promedio de las pacientes fue de 34.0 +
1.1 afios. En cuanto a los niveles basales de LH, FSH y
estradiol en dia 2-3 del ciclo, se observaron dentro de
limites normales con FSH en promedio de 6.4 UI/L,
LH 5.07 UI/L y estradiol de 61.7 pg/mL.

l FIGURA 1
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Relacion entre tasa de embarazo y porcentaje de fertilizacion.
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Al final del ciclo de estimulacién los niveles de es.
tradiol previos a la administracién de LH fueron 4,023
+ 1,134 pg/mL en promedio por paciente, y la canti-
dad de foliculos aspirados fueron una media de 16.8 4
3.7, observando niveles de estradiol sérico de 239
pg/mL por foliculo aspirado. En cuanto a los ovocitos
capturados fueron de 11.7 + 3.2 por paciente, lo cual
da una tasa de captura de 69.6 % . De los ovocitos cap-
turados, se observaron 9.2 maduros (Metafase I-11) en
promedio.

La tasa de fertilizacién en general fue de 54 %, yla
de embarazo de 20.7% por transferencia.

En relacién con las tasas de embarazo en funcion
de los porcentajes de fertilizacion, se observo que exis-
te una relacion directamente proporcional entre am-
bos (Figura 1), al realizar andlisis estadistico con prue-
ba de Pearson, se detecté una asociacion positiva con
un valor de p = 0.574 a 95% de intervalo de confian-
za sin observar una diferencia significativa en cuanto
a edad de paciente, grosor endometrial u ovocitos cap-
turados, con excepciéon del grupo de pacientes con
90% de fertilizacion en los que fue mayor estadistica-
mente significativo (Cuadro I).

Al dividir a las pacientes en dos grupos, comparan-
do a aquellas en las que se realizé ICSI con las pacien-
tes de fertilizacion in vitro convencional, se observa-
ron diferencias importantes, ya que el primer grupo
presentaban una correlacién positiva (p = 0.384) en-
tre porcentaje de fertilizacion y tasa de embarazo, en
cambio las pacientes del segundo grupo presentaban
una mayor asociacion con p = 0.827, estadisticamen-
te significativa aun a 99% de intervalo de confianza
(Figura 2).

Al comparar los dos grupos de pacientes se ob-
servo que el nivel de estradiol preovulatorio, el nu-

CuApro | Caracteristicas de pacientes
Porcentaje Tasa Edad Ovocitos Embriones Endometrio
de fertilizacion embarazo* (afos) capturados transferidos (mm)
0 0 35.5 8.05 0 10.47
10 26.5 32.9 10.62 1.07 10.38
20 13.45 33.18 13.30 1.83 12.28
30 15.48 34.62 11.63 2.71 10.57
40 16.67 35.19 13.53 3.55 10.66
50 24.26 33.62 12.54 3.34 10.91
60 25.40 33.61 13.07 3.9 10.65
70 27.36 33.33 11.48 4.12 10.49
80 28.58 33.55 11.48 4.48 10.83
90 26.75 34.29 17.20° 4.48 11.02
100 23.75 34.83 6.91 318 10.41

(a) Correlacién estadisticamente significativa con fertilizacion p = 0.574 (b) p = 0.05

0
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FIVTE ICSI
Media Rango Media Rango
Edad (afios) 3405 = 1.15 31415 3377 1.2 31.8-35.3
Estradiol preovulatorio (pg/mL) 4,023 = 1,134 21,965-6,683 4,380 = 1,222 2,571-6,686
Foliculos aspirados 16.8 = 3.76 10-24 18.2 = 4.03 10-24
Ovocitos capturados 11.07 = 3.23 5-17 12.69 + 3,52 5-17
Owocitos inseminados o2 1 B o i 2-13 9.06 = 3.13 2-13
Ovaocitos fertilizados 5.05 + 3.4 0-12 4.85 = 3.39 0-12
Embriones transferidos 29+14 0-5 2.82 +1.49 0-5
Endometrio dia transferencia (mm) 10.78 = 0.41 10.2-11.7 10.78 = 0.98 9.7-13.5

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los parametros.

mero de foliculos aspirados y los ovocitos captura-
dos fueron mayores en las pacientes con ICSI (Cua-
dro II).

No se observaron diferencias estadisticas en estos
parametros. Las tasas de embarazo por transferencia
fueron similares en ambos grupos: 20.76 % y 20.49%.

Por otro lado al analizar la calidad ovocitaria, se pu-
do apreciar en el grupo con ICSI una mayor cantidad
de ovocitos en profase [ y metafase II estadisticamente
significativas a un intervalo de confianza de 95% en
relacién al grupo con FIV convencional (13.5% y
59.3% contra 19.1% y 65.8 % respectivamente), en re-
lacién a ovocitos en metafase I se observé que en el
grupo de FIV convencional era mayor estadisticamen-
te (Figura 3).

Con base en los resultados anteriores, se observo
que al tomar 50% de porcentaje de fertilizacion como
punto de corte, este tiene un valor predictivo positivo
de 25.0 % y un valor predictivo negativo de 78.19 % pa-
ra lograr el embarazo, con una sensibilidad de 77.5% y
especificidad de 25.6%.

Discusion |

Dentro de los programas de reproduccién asistida ha
existido una evolucién importante en cuanto a técni-
cas y tecnologia, con la finalidad de lograr mejorar las
posibilidades de conseguir un embarazo, de tal manera
que a principios de los afios noventa las tasas oscilaban
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alrededor de 15 %, actualmente muchos centros-infor-
man tasas de 50% o mads, sin embargo, estos'porcenta-
jes no se aplican a todas las pacientes, como es el caso
de mujeres con edad materna avanzada, reserva ovdri-
ca disminuida, etc.

Por tal motivo, se han tratado de identificar facto-
res pronosticos que orienten a predecir buenos resulta-
dos, especificamente durante el proceso de estimula-
cién vy captura folicular; existen controversias en
cuanto a los niveles de estradiol preovulatorio, ya que
algunos investigadores proponen que no tiene ningin
efecto sobre la calidad embrionaria y las tasas de im-
plantaciéon y embarazo,™*" asi mismo otros autores co-
mo Pellicer y colaboradores™ han informado que nive-
les elevados de estradiol (mayores a 5,000 pg/mL)
después de la captura folicular tienen un efecto deleté-
reo en cuanto a tasas de implantacion y de embarazo,
debido a una falla en la sincronia de la expresion de
moléculas de adhesion endometrial durante la ventana
de implantacion,” sin embargo, la calidad ovocitaria no
se ve marcadamente afectada en relacion con los nive-
les de estradiol. Simon y colaboradores al comparar es-
quemas de estimulacion con Step Down contra dosis con-
tinuas de FSH, observaron que los niveles de estradiol
eran menores en el primer grupo (1,919 + 477 pg/mL),
en comparacion al segundo (5,770 + 650 pg/mL) y a
su vez las tasas de implantacion y embarazo mejoraron

GINECOLOGIA ¥ OBSTETRICIA DE MEXICO
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notablemente (29.3% contra 8.5% y 64.2% conm
24.2%).” Sin embargo, otros autores como Chenette
no han observado dichos efectos.

En el presente estudio los niveles de estradiol preo-
vulatorio en promedio fueron de 4,023 + 1,134 pg mL
por paciente, con tasas de embarazo de 20.7% por
transferencia.

Otro factor pronodstico en el que se ha hecho énfa-
sis es el tamano folicular y la calidad ovocitaria. En c-
clos naturales se ha correlacionado un diametro de 20
mm del foliculo con la madurez ovocitaria. En un estu-
dio realizado por Wittmaack™ observo que la mayor ta
sa de recuperacién ovocitaria se tenia en foliculos con
volumen entre 3 y 4 mL, que corresponden a diametros
entre 18-20 mm, sin embargo, cuando el volumen folicu-
lar es mayor a 7 mL las tasas de recuperacion dism-
nuian, haciendo hincapié en que las tasas de fertiliza-
cién se mantenian constantes cuando dicho volumen
era mayor a 2 mL. Otros autores como Dubey colabo-
radores,” al comparar ovocitos obtenidos de foliculos
con didmetros entre 10-14 mm, 16 a 22 mm y 22 a 26
mm observaron tasas de fertilizacion mayores en foliculos
con mayor didmetro (57.9%, 69.8% y 73.9% respectr
vamente).

La calidad ovocitaria es un evento fundamental pr
ra que se lleve a cabo una fertilizacion exitosa. los oV
citos maduros son capaces de ser fertilizados inmedi
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tamente, mientras que aquellos en profase I requieren
maduracion in vitre antes de adquirir el potencial de
fertilizacion.” Por otro lado, aquellos ovocitos inmadu-
ros que aun poseen una vesicula germinal intacta a pe-
sar de que maduren in vitro serdn incapaces de resul-
tar en un embarazo normal. Otros estudios® han
demostrado que la inmadurez ovocitaria es la principal
causa que favorece falla en la fertilizacion.

En el presente trabajo al tratar de comparar el por-
centaje de fertilizacion con tasas de embarazo se obser-
v6 una correlacion directamente proporcional entre
ambos, con una asociacion estadisticamente significa-
tiva, sin embargo, cabe mencionar que al dividir a las
pacientes en las que se realizo ICSI o FIV convencio-
nal, se observo que existia una correlacion estadistica-
mente mds importante en el segundo grupo; esto pue-
de ser explicado porque en el primer grupo se obtuvo
una mayor cantidad de ovocitos en profase 1 en los que
se intentd la maduracion in vitro, y esto modificd su ca-
lidad, sin embargo, la cantidad de ovocitos en metafase
II también fue mayor en estas pacientes. Otro aspecto
que puede relacionarse es el hecho que al realizar el
proceso de fertilizacién in vitre convencional la fertili-
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Identificacion de microdeleciones en el cromosoma Y
en pacientes con infertilidad masculina

Itzel Eevelyn Calleja Macias,* Sandra Guadalupe Martinez Garza,' Mayra Celina Gallegos Rivas,” Rocio Ortiz Lépez,*
Lauro Gémez Guerra,” Hugo A. Barrera Saldana,” Antonio M. Cutiérrez Gutiérrez'

| Resumen La identificacién de las causas genéticas de la infertilidad masculina tiene mucha relevan-
cia, si se considera que ésta es responsable de 30-50% de los problemas de creacién en
las parejas. Anormalidades genéticas, entre las cuales se encuentran las microdeleciones
del cromosoma Y son cominmente detectadas en pacientes con azoospermia no obs-
tructiva (7.8-21%) y con oligozoospermia (0-4.3%). La mayoria de estos pacientes es can-
didata para la realizacién de la inyeccion intracitoplasmética de espermas (ICSI) y se co-
noce la capacidad heredable de este defecto genético a los hijos varones. El objetivo de
este estudio fue determinar la prevalencia de microdeleciones en el cromosoma Y en un
grupo de pacientes mexicanos que presentan azoospermia y oligozoospermia, atendidos
en Clinicas de Infertilidad. En este trabajo se analizaron 52 hombres infértiles (casos): 36
con azoospermia no obstructivos y 16 con oligozoospermia y 50 varones (controles) con
fertilidad validada. A partir de sangre anticoagulada con EDTA y con heparina de cada in-
dividuo se extrajo el DNA genémico y se realizé el cariotipo, respectivamente. Este (ilti-
mo fue analizado por técnicas de bandas G. Con cada muestra de DNA, mediante PCR
se amplificaron 18 marcadores (STS) a lo largo del brazo largo del cromosoma Y (zonas
AZF a, b, c y d) en pacientes azoospérmicos, oligozoospérmicos y controles. No se de-
tectaron alteraciones cromosémicas en los pacientes, ni tampoco microdeleciones del
cromosoma Y en los controles. En cinco pacientes azoospérmicos (13.9%) se encontraron
microdeleciones correspondientes a las zonas AZFb, ¢ y d, mientras que en los pacientes
con oligozoospermia no se encontraron microdeleciones. La frecuencia de microdelecio-
nes encontrada en este estudio es muy similar a la informada para otras poblaciones. Es-
te trabajo ademas de informar la frecuencia de microdeleciones en el cromosoma Y en
nuestra poblacién contribuy6 a integrar un banco de DNA de pacientes con infertilidad

masculina idiopatica que sera de utilidad para la bisqueda de las causas de esta afeccién.
<>.

Palabras clave: microdeleciones, cromosoma Y, infertilidad
(Calleja Macfas IE, et al. Identificacién de microdeleciones en el cromosoma Y en pacientes con in-
fertilidad masculina. Ginec Obstet Mex 2003; 71: 25).

R —

| Abstract Identifying the genetic causes of male infertility is very important, considering they ac-
count for 30-50% of reproductive problems among couples. Genetic anormalities, among
which Y chromosome microdeletions are found, are commonly detected in patients with

'Instituto de Ciencias en Reproduccién Humana (Vida). Leén Cuanajuato. “Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

53 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia
Primer Lugar de Investigacion Clinica

|25

ISSN-0300-9041 VoLumen 71 ENero 2003 ‘




Identificacion de microdeleciones en el cromosoma Y en pacientes con infertilidad masculina

non-obstructive azoospermia (0-4.3%). Most of these patients are eligible for intracyto-
plasmic sperm injection (ICSI) and this genetic defect can be inherited by male children.
Objective. Determining the prevalence of microdeletions in the Y chromosome in a
group of Mexican patients presenting azoospermia and oligospermia, under treatment in
the Infertility Clinics. Materials and methods. This study included 52 infertile men (ca-
ses): 36 with non-obstructive azoospermia, and 16 with oligospermia; and 50 men (con-
trols) whose fertility had been validated. The genomic DNA of each individual was obtai-
ned from his EDTA and heparin treated blood, and the corresponding karyotype
determined. The karyotype was analyzed using G banding techniques. Eighteen markers
(STS) corresponding to the chromosome Y long arm (AZFa, b, ¢, and d zones) were am-
plified in each DNA sample in all cases —azoospermic, oligospermic and controls— using
the PCR method. Results. No chromosomal alterations were detected in the patients,
and no Y chromosome microdeletions were detected in control cases. Five azoospermic
patients (13.9%) presented microdeletions corresponding to the AZFb, c, and d zones,
while no microdeletions were found in oligospermic patients. The frequency of microde-
letions found in this study is very similar to that reported for other populations. Conclu-
sions. This research not only reports the frequency of microdeletions in the Y chromoso-
me in our population, but also contributes to the integration of a DNA bank for patients
with idiopathic male infertility, which will be of great use in the search for the causes of

this affection.

Key words: mocrodeletions, Y chromosome, infertility.

<&

{Calleja Macias IE et al. Y chromosome microdeletion identification in patients with male infertility.

Ginec Obstet Mex 2003; 71: 25).
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Introduccion

a infertilidad de la pareja es atribuible a la mujer
L aproximadamente en 40 % de los casos,' y en otro
40% al vardn, el restante 20 % se atribuye a pro-
blemas de ambos.? La infertilidad masculina ha sido
asociada con diferentes causas: anatomicas, endocri-
nas, infecciosas, nutricionales y genéticas.’ Sin embar-
g0, todas estas causas van a producir el mismo efecto
sobre la cantidad y la calidad de espermas.

Entre los factores genéticos mds comunmente aso-
ciados con la infertilidad masculina estédn:

1. Anormalidades en el cariotipo y 2. microdele-
ciones en el cromosoma Y. El cariotipo puede desen-
mascarar anormalidades genéticas potencialmente
transmisibles en el hombre infértil, incluyendo de-
sérdenes numéricos y estructurales de los cromoso-
mas. Promediando la incidencia general de anoma-
lias cromosémicas en cinco estudios de hombres
oligozoospérmicos y en seis estudios de hombres
azoospérmicos, se obtuvieron frecuencias de cromo-
somopatias de 4.6 y 13.7 %, respectivamente.*” Debe
notarse que en el grupo de azoospérmicos, predomi-
naron las anormalidades en el cromosoma sexual
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(12.6 % ), mientras que en el grupo de oligozoospér-
micos las anomalias autosomicas fueron las mas fre-
cuentes (3.0% ). Estos estudios concuerdan en que a
medida que disminuye la concentracién de esperma-
tozoides, aumenta el nimero de anormalidades cro-
mosomicas. Ademds de la importancia clinica de es-
tas anormalidades cromosémicas, su caracterizacion
también puede conducir a identificar y localizar ge-
nes involucrados en la infertilidad masculina.*®

El cromosoma Y es necesario para la fertilidad
masculina.’ La infertilidad masculina se ha asociado
con alteraciones estructurales del cromosoma Y en
hombres azoospérmicos y seriamente oligozoospér-
micos.”El intervalo 5-6 de la banda Yg11 de este cro-
mosoma contiene un “factor de infertilidad” o “fac-
tor azoospérmico” (AZF).* Esta regién consta de por
lo menos cuatro zonas (a, b, ¢ y d) que controlan la
espermatogénesis. Diferentes deleciones de esta re-
gion pueden causar defectos importantes que van
desde azoospermia no obstructiva hasta oligozoos-
permia.” Por ejemplo, el gen SCO (células de Sertoli
exclusivamente, en inglés) ubicado en la zona AZFa,
estd relacionado con testiculos poblados tinicamente
con células de Sertoli y azoospermia. El gen RBM
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(motivo de unién al RNA) localizado en la zona
AZFb, estd relacionado con azoospermia. El gen
DAZ (deletado en azoospermia) localizado en AZFc
es responsable de hipoespermatogénesis. La zona
AZFd se asocia con ligera oligozoospermia o cuenta
normal, pero con anormalidad de la morfologia del
espermatozoide. Hasta la fecha no se ha determina-
do ninguna correlacién clara entre el tamaiio y/o la
localizacion de la mutacién con la severidad del de-
fecto espermatogénico.”” Cuando se observa una fa-
lla testicular por azoospermia o por oligozoosper-
mia, las microdeleciones en el cromosoma Y pueden
estar presentes entre 7.8-21% y 0-4.3 %, respectiva-
mente. La variacién entre estos estudios puede ser
atribuida a los criterios de inclusién tomados para
cada uno de ellos, asi como a las técnicas utilizadas
y la poblacién analizada.""

Antes se pensaba que era imposible tratar a los
hombres que presentaban una cuenta muy baja de es-
permatozoides; actualmente, la ICSI permite la fertili-
zacién con un solo espermatozoide.” En la actualidad
aun las causas mds dificiles de esterilidad masculina
han podido tratarse con éxito mediante las técnicas de
microinyeccion de esperma.’® Aunque la ICSI aparen-
temente no representa ningun riesgo para los produc-
tos, en estos se ha observado un ligero incremento en
el nimero de anormalidades cromosémicas,' ademds
de que implica la transmisién artificial de una anorma-
lidad genética ligada al cromosoma Y a la descendencia
masculina.”

El objetivo de este estudio es determinar la preva-
lencia de microdeleciones en el cromosoma Y en un
grupo de pacientes mexicanos que presentan azoos-
permia y oligozoospermia, los cuales son atendidos
en Clinicas de Reproduccién Asistida por infertilidad
masculina.

' Material y método
Pacientes

Se incluyeron en el estudio 52 pacientes infértiles de
origen idiopdtico que tuvieran azoospermia no obs-
tructiva, y oligozoospermia (< 5X10°%/mL) de entre 20 y
40 anos, 16 varones con oligozoospermia, 36 con
azoospermia no obstructiva. Se recolectaron muestras
de sangre periférica con EDTA y heparina como anti-
coagulante. De cada una de las muestras con EDTA se
extrajo DNA gendmico mediante la técnica de TSNT
(2% Tritén, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI
pH 8.0, 1 mM EDTA) y se constituy6 un banco. Se es-
timé la calidad y cantidad de cada DNA en geles de

agarosa. Las muestras con heparina sirvieron para rea-
lizar un cultivo de linfocitos y posteriormente realizar
el cariotipo con bandas G.

El grupo control lo conformaron los DNA de 50
hombres fértiles (comprobado con pruebas de paterni-
dad empleando los marcadores Apo B y D1580). Este
grupo fue tomado del banco de DNA de la Unidad de
Diagnéstico Molecular del Departamento de Bioquimi-
ca de la Facultad de Medicina, Universidad Auténoma
de Nuevo Ledn, por lo que no se le realizé cariotipo.

Cariotipo

Se realiz6 un cultivo celular a partir de 10 gotas de san-
gre periférica (anticoagulada con heparina). Transcu-
rrido el tiempo, las células se detuvieron en mitosis
mediante la adicién de colchicina. Se realiz6 la ruptu-
ra de las membranas celulares y se fijaron con solucién
fijadora. Se realizaron las laminillas (metafases) y pos-
teriormente se tineron con el colorante Giemsa y se ob-
servaron al microscopio con el objetivo de inmersién y
se realiz6 el andlisis del cariotipo.

Microdeleciones del cromosoma Y

La deteccion de las microdeleciones en sujetos afec-
tados se realizé mediante la amplificacion de STS
(los cuales son secuencias de copia tinica que se en-
cuentran a lo largo del genoma y sirven como mar-
cadores de posicién cromosémica), la deteccién de la
delecion depende de la carencia de amplificacién
por PCR de uno o mds de estos STS en un segmento
cromosomico.

La tipificacion de los STS se realizé con el estuche
comercial The Y Chromosome Deletion Detection Sys-
tem, versién 1.1 de Promega, amplificando 18 STS que
se encuentran en el brazo corto del cromosoma Y (Fi-
gura 1). Siguiendo las instrucciones de la casa comer-
cial para la realizacién de la PCR e incluyendo los con-
troles positivos y negativos en cada una de las
reacciones. Se detectaron las microdeleciones del cro-
mosoma Y por la presencia o ausencia de la banda al
realizar una electroforesis en geles de agarosa al 3%.

Resultados |

La deteccion de alteraciones cromosémicas se realizo tini-
camente en el grupo de casos. De los 52 cariotipos proce-
sados, ninguno presento alteraciones cromosémicas.

Se realizé la deteccién de las microdeleciones del
cromosoma Y con el estuche comercial. De los 50
DNA utilizados como controles, ninguno presento
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Mapa de los STS a lo largo del cormosoma Y indicando su posicién. El estuche comercial distribuido por la compania pro-
mega permite la amplificacion de regiones que flanquean AZFa y cubren AZFb, AZFc, AZFd incluyendo DAZ, Kal-Y, SMCY y
loci que flanquean otros genes clave relacionados con espermatogénesis (RBM1, DFFRY y DBY).

microdeleciones (Figura 2). En cuanto a los 52 DNA
de los pacientes con azoospermia y oligozoospermia
analizados, se encontraron cinco pacientes con mi-
crodeleciones del cromosoma Y (Figura 3). En el
cuadro I se muestran los resultados de estos pacien-
tes con sus respectivos STS que no amplificaron y la
zona AZF a la que corresponden. La prevalencia de

28
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microdeleciones encontrada en pacientes con azoos-
permia fue de 13.9% (5/36), mientras que en los oli-
£0z00spérmicos no se encontraron microdeleciones.
La presencia de microdeleciones fue muy variable
en cada paciente, se encontaron desde una hasta cin-

co. Las zonas AZE mayormente afectadas fueron la
¢ y d, seguidas de la zona b.
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FIGURA 2
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Prueba del estuche para detectar microdeleciones del cromosoma Y en un control fértil. Se pueden observar los diferentes
STS amplificados a lo largo del brezo del cromosoma Y, en un control fértil (c) comparado con el positivo del estuche comer-
cial (+) donde tampoco hay microdelecién alguna (-) control negativo a la reaccién.

FIGURA 3
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Mapa representativo de algunos de los pacientes y sus correspondientes STS deletados. Se pueden observar las bandas
faltantes en los geles que representan los STS deletados. A la izquierda se encuentra un mapa de las zonas AZFa, by d
y la posicion de los STS analizados en este trabajo. Lo que se encuentra en negritas representa los STS que no se en-
contraron. A la derecha se encuentran unas barras en negro representando la parte del cromosoma Y que falta para ca-
da uno de los pacientes.
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| Cuapro |

Pacientes con STS deletados
Paciente STS deletado Zona AZF
26 sYPR3 b
sY124 b
28 sY133 d
sY153 d
sY152 d
32 sY255 c
sY157 c
40 sY128 b
45 sY254 C
sY157 i
sY255 C
sY152 d
sY153 d

Discusion

Los recientes estudios moleculares en varones inférti-
les realizados en distintas poblaciones han demostrado
la importancia del componente genético en esta afec-
cién y principalmente las microdeleciones del cromo-
soma Y. Al no existir informes de analisis molecular
en pacientes con infertilidad masculina en poblacion
mexicana, consideramos de gran importancia el anali-
sis de microdeleciones en el cromosoma Y, para cono-
cer la prevalencia de estas en nuestra poblacién y par-
ticularmente en pacientes que acuden a Clinicas de
Reproduccion Asistida.

En este estudio no se encontraron alteraciones en
cuanto al nimero y estructura de los cromosomas me-
diante el estudio de cariotipo en ninguno de los pa-
cientes analizados. La frecuencia de anormalidades
cromosomicas encontrada en otras poblaciones, en pa-
cientes azoospérmicos va hasta 15% y 4% en los oli-
gozoospérmicos. En hombres fértiles es posible encon-
trar alteraciones hasta en 1.6 % ."* Este hallazgo no lo
pudimos comprobar en nuestra poblacién debido a que
usamos DNA de un banco previamente formado de
pacientes fértiles y no se contaba con muestras para
realizarles un cariotipo.
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Desde que se conoce la presencia del factor azoos.
pérmico (AZF) se ha realizado una variedad de estu-
dios en diferentes poblaciones para tratar de dilucidar
el papel que juega en los pacientes infértiles. El anili-
sis de esta zona se realiza mediante la presencia de
STS los cuales nos permiten analizar la presencia de
microdeleciones en el cromosoma Y. La prevalencia de
microdeleciones del cromosoma Y en pacientes con
oligozospermia varia desde 0 a 4.3 %, dependiendo del
estudio.”” Los resultados obtenidos de los pacientes
con oligozoospermia en este estudio (0% de microde-
leciones) son similares a lo informado con anteriori-
dad para otras poblaciones.

En los pacientes con azoospermia analizados en es-
te estudio la prevalencia de microdeleciones encontra-
da fue de 13.9% (5/36). Esta es similar a lo informa-
do, ya que la variabilidad de los estudios es amplia
(7.8-21% ). Sin embargo, es importarte recalcar que no
tenemos una prevalencia anteriormente informada en
nuestra poblacién con la cual comparar. Esta amplia
variabilidad se debe a la diferencia en la seleccion de
los grupos estudiados, principalmente en lo referente a los
criterios de exclusion, y de los STS utilizados en cada
estudio.

En los pacientes con azoospermia se ha observado
que las zonas AZFa-c afectadas son variables depen-
diendo del estudio.” En este estudio se encontraron mi-
crodeleciones en las zonas AZFb y ¢, y no en la zona a.
Pocos estudios han analizado la zona d, mientras que
nosotros encontramos microdeleciones en esta zona.

La implementacion de este estudio nos permite
contribuir con datos epidemiolégicos moleculares en
nuestra poblacion. Sin embargo, al no encontrar alte-
raciones cromosomicas y con la baja prevalencia de
microdeleciones en el cromosoma Y encontrada en
nuestra poblacion de pacientes que asisten por inferti-
lidad masculina y los cuales han sido estudiados ex-
haustivamente. Es importante aclarar que es necesario
continuar con estudios que nos permitan el analisis €
identificacion de otros genes que estén involucrados
con la espermatogénesis y la funcién reproductiva en
general en la poblacién mexicana. ¢
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Lesiones escamosas intraepiteliaes en pacientes VIH
seropositivas. Su frecuencia y asociacion con factores

de riesgo para neoplasia cervical

Angel Emilio Sudrez Rincén," Eduardo Vizquez Valls,” Manuel Ramirez Rodriguez,’ Héctor Montoya Fuentes,’

Resumen

Maria de la Paz Covarrubias Rodriguez,” José Sdnchez Corona*

Objetivo. Determinar la prevalencia de lesiones escamosas intraepiteliales (LEI), y su asocia-
cién con factores de riesgo conocidos para neoplasia cervical, en pacientes VIH seropositivas.
Material y método. Se realiz6 un estudio transversal que incluy6 50 pacientes VIH seroposi-
tivas conocidas quienes fueron sometidas a un interrogatorio dirigido a factores de riesgo co-
nocidos para neoplasia cervical. Se llevé a cabo toma de citologia cervical y evaluacion col-
poscépica del tracto genital inferior con toma de biopsia(s) dirigida(s). Se investig6 la presencia
de ADN-VPH por medio de reaccién en cadena de la polimerasa y se cuantificaron los titu-
los de linfocitos T CD4 y CD8. Se formaron dos grupos para su comparacion de acuerdo con
la presencia o ausencia de lesién cervical. Resultados. La edad promedio fue de 36 + 9.3
anos con rango de 20 a 61 aios, 26% no se habian realizado nunca citologia cervical y en las
que si tenian, el promedio de tiempo desde la dltima fue de 33 meses (1-130 meses). La trans-
misién sexual del VIH fue la via de adquisicion en 72% de los casos y el tiempo transcurrido
desde el diagnéstico de la infeccién hasta el momento de la evaluacion para el presente estu-
dio fue de 40.6 + 33.5 meses. En 64% de los casos (n = 32) se detecté6 ADN-VPH y en 42%
se identificé coinfeccion con més de un tipo de VPH, y los tipos més frecuentes fueron 16 y
31. Se diagnosticé lesion cervical en 52% de los casos, 18% fueron de alto grado y 34% de
bajo grado. Al comparar los factores de riesgo para neoplasia cervical y el recuento de linfoci-
tos entre el grupo | (con LEI, n = 26) y el grupo |l (sin LEl, n = 24), en los Gnicos que se en-
contré diferencia significativa fue la presencia de AND-VPH vy la coinfeccion con mas de un
tipo de VPH, que fueron mas frecuentes en el grupo 1. La transmision sexual del VIH también
fue mas frecuente en el grupo 1. Se diagnosticé la presencia de lesiones sincronicas en vagi-
na y vulva en 20% y 12% de los casos, respectivamente. Conclusiones. Existe una prevalen-
cia alta de positividad para ADN-VPH y de LEI en pacientes VIH seropositivas, que las identi-
fica con un mayor riesgo de desarrollar cncer cervical invasor, por lo que es importante
desarrollar estrategias adecuadas para su deteccion, diagndstico, manejo y seguimiento. %

Palabras clave: lesiones escamosas intraepiteliales, VIH, neoplasia cervical
(Suérez Rincon AE, et al. Lesiones escamosas intraepiteliaes en pacientes VIH seropositivas. Su fre-
cuencia y asociacién con factores de riesgo para neoplasia cervical. Ginec Obstet Mex 2003; 71: 32).
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Objective. Determining the prevalence of squamous intraepithelial lesions (SIL), and

Abstract |

their association with known cervical neoplasia risk factors in seropositive HIV female pa-
tients. Materials and methods. A transversal study including 50 seropositive HIV fema-
le patients was carried out. The patients were interrogated concerning known cervical
neoplasia risk factors. Cervical cytology tests and colposcopic evaluations of the lower ge-
nital tract, with directed biopsies, were carried out. The presence of HPV-DNA was in-
vestigated using the polymerase chain reaction and CD4 and CD8 T lymphocyte titers
were determined. Two comparison groups were formed, in accordance to the presence
or abscence of cervical lesions. Results. Average age was 36 + 9.3 years, ranging from
20 to 61 years, 26% had never submitted to a cervical cytology test, and an average of
33 months (1-130 months) had elapsed after the last test of those who had. HIV transmis-
sion had been sexual in 72% of the cases, and the period of time elapsed since the infec-
tion was diagnosed and until the patients were evaluated for this study was of 40.6 =+
33.5 months. HPV-DNA was detected in 64% (n = 32) of the patients, and co-infection
with more than one HPV was detected in 42% of them, with the 16 and 31 types being
the most frequent. A cervical lesion was diagnosed in 52% of the cases, 18% being of high
degree and 34% of low degree. When risk factors for cervical neoplasia and lymphocyte
titers were compared between group | (with SIL, n = 26), and group Il (without SIL, n =
24), the only significant differences found were the presence of HPV-DNA and the co-in-
fection with more than one type of HPV, which were more frequent in group I. Sexual
transmission of HIV was also more frequent in group I. The presence of vaginal and vul-
var synchronous lesions was determined in 20% and 12% of the cases, respectively. Con-
clusions. There is a high prevalence of positive DNA-HPV and SIL in seropositive HIV
patients, which pose them in a higher risk of developing invasive cervical cancer. Thus,
creating adequate strategies for the detection, diagnosis, management, and follow-up of

these patients is of the utmost importance.

Key words: squamous intraepithelial lesions, HIV, cervical neoplasia.

(Sudrez Rinc6n AE, et al. Squamous intraepithelial lesions in seropositive HIV female patients. Their
frecuency and association with cervical neoplasia risk factors. Ginec Obstet Mex 2003; 71: 32).

Introduccién

(VPH) esti etiolégicamente asociada con el cdncer
cervicouterino (CaCu) y su precursor, la lesién es-
camosa intraepitelial (LEI)'* En lesiones asociadas a
VPH, el estado inmunolégico juega un papel importan-
te en la evolucion de estas lesiones, puesto que se ha de-
mostrado que durante estados de inmunidad alterada
hay altos indices de infeccién por VPH y neoplasia cer-
vical.** Halpert en 1986 informa infeccién por VPH en
17.5% y neoplasia genital en 9.5% de pacientes tras-
plantadas inmunosuprimidas lo cual representa un au-
mento de 17 y 9 veces, respectivamente, a la encontrada
en poblacién apareada inmunocompetente.*
La inmunodeficiencia celular, congénita o adquiri-
da, predispone al desarrollo de neoplasias malignas
principalmente las asociadas a virus oncogénicos tales

L a infeccién por el virus del papiloma humano

como linfoma no Hodgkin-virus Epstein Barr, sarcoma
de Kaposi-citomegalovirus, y cancer anogenital-VPH.*
La infeccién por virus del papiloma humano (VPH) es la
enfermedad de transmisién sexual mds frecuente a ni-
vel mundial y comparte factores de riesgo con otros
agentes transmitidos por via sexual, principalmente el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).*™*

Varios estudios han demostrado una asociacion en-
tre la infeccién por VIH e infeccion por VPH.** En
mujeres VIH seropositivas, la frecuencia de deteccion
de ADN-VPH se ha informado consistentemente mds
alta que en VIH seronegativas, como se esquematiza en
el cuadro L.

También la frecuencia de LEI (confirmada histolégica-
mente) se ha informado con mayor frecuencia en mujeres
VIH seropositivas contra seronegativas, por ejemplo:
Wright (1994) informa 20% contra 4.2%, Sun (1995)
31.7% contra 9.4 %, Volkow (2001) 42 % contra 26 %.
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Im Prevalencia de infeccién por virus del papiloma humano

Autor (ano)

Pacientes VIH positivos (%)

Pacientes VIH negativos (%)

Vermund 1991
Wright 1994
Sun 1995
Massad 1999
Palefsky 1999
Moscicki 2000
Ellerbrock 2000
Volkow 2001

53
61
60
63
63
77
54
69

22
36
36
30
30
54
32
28

Debido al aumento en la incidencia de infeccién por
VIH en mujeres, varios estudios se han enfocado en las
manifestaciones ginecolégicas de la enfermedad, inclui-
do el CaCu, en el estado de inmunocompromiso.'*'” Un
estudio acerca de la prevalencia e incidencia de proble-
mas ginecologicos en mujeres VIH seropositivas reveld
que las alteraciones mds frecuentes fueron las relaciona-
das con el VPH (verrugas genitales, citologia cervical
anormal e infeccién con VPH oncogénicos)."”

A nivel mundial estd bien documentada una preva-
lencia elevada (17-50% ) de LEI en mujeres infectadas
con VIH," asi como frecuencias elevadas tanto de
persistencia como de recurrencia después de trata-
mientos estdndar (55-62% en VIH seropositivas con-
tra 10-18 % en seronegativas),*** como frecuencia ele-
vada (13-37%) de lesiones asociadas en vagina y
vulva,**# y progresién mds frecuente y rdpida a lesio-
nes mds avanzadas.***#*

El grado de inmunosupresién cuantificado por el
recuento y porcentaje de células T parece estar relacio-
nado con la presencia, seriedad y evolucién de la infec-
cién por VPH y LEL Esta asociacién ha sido descrita
por algunos,”*'*** pero no todos los investigadores.”®

Es por estos hallazgos que en 1993 el Centro para el
Control de Enfermedades de Atlanta introdujo la LEI
de alto grado (displasia moderada, displasia severa y
cancer in situ) y el CaCu como enfermedades asociadas
a SIDA en pacientes VIH seropositivas, dentro de las
categorias B y C respectivamente.”

En paises desarrollados existen muchos informes en
relacién con la asociacién entre VIH y neoplasia cervi-
cal, paises donde el VIH-SIDA es una enfermedad im-
portante pero el CaCu no es un problema de salud ptibli-
ca; pero en paises subdesarrollados, con alta morbilidad
y mortalidad por CaCu, no hay mucha informacién al
respecto. En México, el CaCu es la neoplasia maligna
mas frecuente en la mujer” y la infeccién por VIH estd
creciendo rdpidamente entre las mujeres.”

Una revisién sobre VIH-SIDA en mujeres mexica-
nas describe un incremento tanto en el porcentaje de
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casos nuevos (desde 3% en 1985 hasta 14% en 1991)
como en la frecuencia de transmisién heterosexual
(desde 0% en 1986 hasta 64 % en 1994), siendo el gru-
po de edad mds afectado el comprendido entre los 20-
49 afios con 60% de casos.”

La tendencia mundial es hacia el aumento de los casos
de infeccién con VIH, por lo que habrd cada vez mas mu-
jeres VIH seropositivas, aumentando a su vez las pacien-
tes con infeccién por VPH, LEI y CaCu que requerirdn
ser detectadas, diagnosticadas y manejadas. Esto se vuel-
ve més importante debido a la mejoria en la superviven-
cia observada por adelantos en la terapia antirretroviral.

Por el impacto en la Salud Ptiblica que representan
estas dos enfermedades (VPH-CaCu y VIH-SIDA) en
nuestro medio en forma independiente, y debido a que
el CaCu es un problema serio en la mujer mexicana
con aparente buen estado inmunitario se vuelve im-
portante estudiar el papel del inmunocompromiso se-
cundario a la infeccién por VIH en la presencia y desa-
rrollo de las lesiones asociadas a VPH.

Es por esto que se realizo el presente estudio con el
objetivo de determinar la prevalencia de LEI y su aso-
ciacion con factores de riesgo conocidos para neoplasia
cervical, en pacientes VIH seropositivas.

Objetivos

General

Determinar la prevalencia de LEI, y su asociacién con
factores de riesgo conocidos para neoplasia cervical, en
pacientes VIH seropositivas.

Particulares

1. Conocer la prevalencia de LEI en pacientes VIH sé-
ropositivas.

Determinar, por medio de reaccién en cadena de 12
polimerada (RCP), la frecuencia de positividad p&-
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ra ADN-VPH y los tipos virales mds frecuentes, en
el cuello uterino de estas pacientes.

3. Comparar la presencia o ausencia de LEI, en rela-
cién con la presencia de factores de riesgo conoci-
dos para neoplasia cervical.

4. Comparar la presencia o ausencia de LEI en rela-
ci6én con la presencia y tipo de ADN-VPH y recuen-
to de linfocitos T CD4 y CDS.

| Material y método

Previa aprobacién por el comité de investigacién local
se realiz6 en forma prospectiva el presente estudio
transversal comparativo. Los criterios de seleccién fue-
ron los siguientes: Criterios de inclusion. 1. Ser pacien-
te VIH seropositiva conocida y bajo control periédico
por el Servicio de Infectologia del Hospital de Especia-
lidades entre marzo de 1998 y diciembre de 1999. 2.
Edad de 18 afios 0 mds. 3. Haber iniciado actividad se-
xual. Criterios de no inclusion. 1. Antecedente de diag-
néstico o manejo por LEI o CaCu. 2. Histerectomia to-
tal previa. 3. Condiciones generales que les impidan
acudir a la Clinica de Colposcopia.

A cada paciente se le realiz6 un cuestionario dirigi-
do que incluyé preguntas como edad, nivel de escolari-
dad, estado civil, edad del primer coito, niimero de em-
barazos y partos, niimero de parejas sexuales, edad al
primer embarazo, tabaquismo, transfusiones previas,
citologias cervicales previas, tiempo desde la tltima ci-
tologia cervical, tiempo desde el diagnéstico de la in-
feccién por VIH, posible mecanismo de adquisicion del
VIH, y algunas caracteristicas de la pareja sexual como
ser 0 haber sido migrante de Estados Unidos, portador
del VIH o fallecimiento por SIDA.

Se obtuvo una citologia cervical con muestreo en-
docervical (cepillo) y ectocervical (espitula de Ayre) y
después se realizé una evaluacién colposcépica del
tracto genital inferior en forma usual. Las anormalida-

Cuapro Il Condiciones para un volumen de reaccién de 20 pl

des colposcdpicas cervicales se dividieron en dos cate-
gorias, lesiones de bajo grado y lesiones de alto grado.
Se tomo biopsia de las dreas de sospecha colposcépica.
Si no se observaban dreas sospechosas, se tomé una
biopsia al azar de la zona de transformacién. Los ha-
llazgos citolégicos e histolégicos fueron clasificados de
acuerdo con la OMS. (infeccién por VPH, displasia le-
ve, moderada, y severa y cancer in situ). Los informes
fueron a su vez reclasificados de acuerdo con el siste-
ma de Bethesda como LEI de bajo grado (infeccién por
VPH y displasia leve) y LEI de alto grado (displasia
moderada, displasia severa y cdncer in situ). Los espe-
cimenes citolégicos e histoldgicos fueron interpretados
por un solo patélogo.

Se tomaron muestras sanguineas para cuantificacién
de linfocitos T CD4/CDS8. Se realiz6 primero separa-
cién de los linfocitos mediante gradientes de con-
centracion con Ficoll y Angio-Conray para después ha-
cer marcaje con anticuerpos monoclonales anti-CD4 y
anti-CD8 (culter clone™ T4-FITC y culter clone™ T8-
FITC). Incubacién a 37°C por 30 minutos, lavado y fi-
jacién en una mezcla de glicerol/etilenglicol 50/50, ob-
servacion en microscopio de fluorescencia y finalmente
cuantificacion de los linfocitos T CD4 y CD8.*

Para la deteccién de ADN-VPH, la fuente del ADN
fueron células exfoliadas del cuello uterino obtenidas
por cepillado endocervical. La extraccion del ADN fue
hecha por método de proteinasa K modificado de uno
descrito por Wright y Manos.” La cantidad y pureza
del ADN extraido se estiman mediante un método es-
pectrofotométrico. Con el uso de los iniciadores Cpl y
CPIIG se realizo amplificacion de una secuencia con-
senso localizada en el marco de lectura abierto E1 de
diferentes VPH, que incluye a los tipos 5, 6, 8, 11, 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, y 58, entre otros. Las con-
diciones para un volumen de reaccion de 20 pL se
muestran en el cuadro IL

Para los controles y muestras se utilizaron 8.3 uL
de coctel de amplificacién + 9.7 nL de H:O + 20 uL

Reactivo Concentracién inicial Concentracién final Volumen de reactivo (uL)
Buffer RCP 10X X 2

MgCl. 50 nM 1.5 mM 0.6

Iniciador CplIG 10 pmol/ul 1 pmoljuL 2

Iniciador Cpl 10 pmol/uL 1 pmol/uL 2

DATP 10 mM 0.2 nmol/ul 0.4

DCTP 10 mM 0.2 nmol/ul 0.4

DGTP 10 mM 0.2 nmol/uL 0.4

DTTP 10 mM 0.2 nmol/ul 0.4

Taq-pol 5 UjuL 2.5 UNM00 pL 0.1
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de ADN; para el blanco se utilizaron 8.3 pL de coc-
tel + 11.7 nL de H:0. La amplificacion se realizé
con el programa PVHUNI que comprende 32 ciclos
como sigue:

Paso 1 94°C 5 min Desnaturalizacién inicial
Paso2 94°C 30 seg Desnaturalizacién

Paso3 51°C 30 seg Alineamiento

Paso 4 Y & 1 min Extensidi.

Paso 5 Ir al paso 2, por 32 veces
Paso 6 72°C 10 min Extensién final prolongada
Paso7 4°C Indefinido  Preservacién

Paso 8 Fin del programa

El fragmento resultante de 188 pares de bases
(pb) fue evidenciado mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida al 6%. Se recuperaron los frag-
mentos de 188 pb mediante su escision del gel. Sub-
secuentemente, el producto amplificado y recupera-
do se mezcld e incubd con la enzima de restriccién
Rsa I que reconoce la secuencia 5’ GT/AC 3’, la cual
estd en al menos un sitio de los VPH mas comunes.
Después de la incubacién se realizé electroforesis en
gel de poliacrilamida al 12% para observar las ban-
das resultantes de la digestion del fragmento origi-
nal de 188 pb y comparar con los mapas de restric-
cion esperados por cada tipo viral:

VPH 6 Fragmentos esperados 57,21y 110 pb
VPH 11 Fragmentos esperados 35, 43 v 110 pb
VPH 16 Fragmentos esperados 30, 117,23 y 18 pb
VPH 18 Fragmentos esperados 170 y 18 ph

VPH 31 Fragmentos esperados 52,118 y 18 pb
VPH 33 Fragmentos esperados 83, 7,80y 18 pb
VPH 35 Fragmentos esperados 30,140y 18 pb
VPH 51 Fragmentos esperados 30,117 y 41 pb

Se utilizaron controles negativos y positivos en ca-
da amplificacién para asegurar la no contaminacion de
las muestras en los diferentes pasos del procedimiento.

La frecuencia de LEI e infeccién por VPH y tipos
especificos fue expresada como porcentajes. Para su
comparacion se formaron dos grupos de acuerdo con la
presencia de LEI (grupo I con LEI, grupo II sin LEI).
Se usaron Chi cuadrada y prueba exacta de Fisher pa-
ra comparar proporciones y ANOVA para comparar
promedios, cuando estaba indicado. La significancia
estadistica de las pruebas fue considerada a un nivel de
p < 0.05.

GINECOLOGIA ¥ OBSTETRICIA DE MEXICO

Resultados

En el periodo de estudio el censo nominal de p,
cientes VIH seropositivos era de 422 casos, 348 hom
bres y 74 mujeres, para una razon hombre/mujer g
4.7/1. Se logré entrevistar a 62 de las 74 pacientes
del censo nominal de casos, se les explicé el objetivo de|
estudio y se obtuvo consentimiento informado. No g
incluyeron cinco por tener antecedente de histerecto.
mia total, cuatro por no ser posible su traslado a la Cl;
nica de Colposcopia para su valoracién debido a sus
condiciones generales, dos mds por LEI conocida y ba.
jo control por la Clinica de Colposcopia y una por an-
tecedente de cancer cervicouterino radiado, por lo que
se presentan y analizan los datos de 50 casos.

La edad promedio fue 36.3 + 9.3 afios (20-61 afios)
y el nivel de escolaridad 9.06 + 3.5 afos (0-16). El es
tado civil fue casada en 20 casos (40%) y viuda en 19
pacientes (38%). En total, 26 % de pacientes eran fu-
madoras, el tiempo desde la ultima citologia cervica
fue de 33.2 + 1-130 meses y 26% no tenia citologia
cervical previa. La edad del primer coito fue a los 195
+ 4.7 afios (12-35 afios), el niimero de embarazos (-
17, el niimero de partos vaginales 0-13, la edad del pri-
mer embarazo fue en promedio a los 21.2 + 4.4 anos
(13-35 afios), el niimero de parejas sexuales tuvo un
rango de 1-10 (2.2 + 1.6). El tiempo transcurrido des
de el diagndstico de la infeccién por VIH fue 40.6 +
33.5 meses; pareja VIH seropositiva se informé en 37
casos (74 %), 11 habian sido migrantes a Estados Un:-
dos y 20 habian fallecido de SIDA.

La transmision sexual fue la via mas frecuente de
adquisicién del VIH (72%), en 22% de los casos estu-
vo asociada a transfusiones y en tres mujeres la fuente
de la infeccién fue desconocida.,

La prevalencia de LEI fue 52% (26 casos), 18%
fueron LEI de alto grado y 34 % de bajo grado (Figw
ra 1). Al comparar los factores de riesgo para neo
plasia cervical entre el grupo I (Con LEI, n = 26) ¥
el grupo II (sin LEI, n = 24), los tinicos factores si¢
nificativos fueron la presencia de ADN-VPH y l¢
coinfeccién con mds de un tipo de VPH, que fuero?
mds frecuentes en el grupo I. La transmisién sexud!
del VIH también fue mds frecuente en el grupo I. N¢
se encontraron diferencias significativas entre I
presencia de LEI y el tiempo desde el diagnéstico d¢
la infeccién por VIH, la pareja infectada con VIH
pareja fallecida por SIDA, ni pareja migrante a Est¥
dos Unidos (Cuadro I1I).

Treinta y dos pacientes (64 % ) fueron positivas p*
ra ADN-VPH, en 42% (n = 21) se detecté mas de v
tipo de VPH (Figura 2). Los tipos de VPH 16 y 31 fue
ron los mas frecuentes (Figura 3).




I FIGURA 1
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Infeccion
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8%
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|
. e
| Cuapro Il Factores de riesgo para neoplasia cervical
Grupo 1 Grupo Il p
Con lesion cervical n = 26 Sin lesién cervical n = 24
Edad 354 =90 372 £ 9.7 NS
(anos) (22-61) (20-60)
Escolaridad 9.0 = 3.6 9.1 +35 NS
{anos) (2-16) (0-15)
Tabquismo 6 (23%) 7 (29%) NS
No citologia cervical previa 7 (14%) 6 (12%) NS
Tiempo de la dltima citologia cervical 31.9 £ 37.3 345 %293 NS
(meses) (1-120) (10-130)
Edad del primer coito 19 =36 203 £5.7 NS
(afos) (14-32) (12-35)
Namero de embarazos 34+33 29+ 22 NS
(0-17) (0-9)
Namero de partos 24 2.7 1.9+24 NS
(0-13) (0-8)
Edad del primer embarazo 20.7 = 4.0 21.7 £ 48 NS
(anos) (14-34) (13-35)
Namero de companeros sexuales 23:% 19 20%7.3
(1-10) (1-5)
Pareja migrante a EUA 6 (25%) 5 (22.7%) NS
Pareja VIH seropositivo 22 (84%) 15 (65.2%) NS
Pareja fallecida por SIDA 10 (38.5%) 10 (43.5%) NS
Adquisicion sexual del VIH 22 (84.6%) 14 (58.3%) 0.04
Tiempo del diagnéstico del VIH 35.2= 393 46.5 £ 25.3 NS
(10-138) (3-92)
Presencia de ADN-VPH 22 (85%) 10 (42%) 0.001
Coinfeccion con mas de un tipo de VPH 15 (57.7%) 7 (29.2%} 0.04
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FIGURA 2
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6%

Frecuencia de positividad para ADN-VPH y de coinfecciones.

FIGURA 3
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26%

VPH indef
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VPH 33
VPH 31
VPH 18
VPH 16
VPH 11
VPH 6

Tipos de VPH detectados.
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Cuapro IV Recuento de leucocitos

Total n = 43

Sudrez Rincén et al.

Grupo I n = 23 Grupo Il n = 20 p
Leucocitos totales 5,286 * 2,572 6,026 + 3,059 4,433 + 1,534 NS
(1,525-13,500) (2,475-13,500) (1,525-6,950)
Linfocitos totales 2,073 = 1,055 2,369 = 1,095 1,931 £ 918 NS
(630-4,774) (742-4,774) (630-3,835)
o linfocitos 40.15 = 12.96 40.7 = 1.1 39.5 + 15.1 NS
(10-65) (23-61) (10-65)
Linfocitos CD4 510 = 318 554 = 313 460 = 323 NS
(38-1,641) (128-1357) (38-1,641)
% linfos CD4 25.3 = 8.47 24178 26.8 + 9.1 NS
(11.5-50) (12.5-43.6) (11.5-50)
Linfocitos CD8 734 =417 834 = 436 619 = 370 NS
(133-1,667) (260-1,667) (133-1617)
9% linfocitos CD8 3706 £ 11.44 373 +123 37.0 106 NS
(11.76-60.7) (11.8-60.7) (12.6-53)
Relacion CD4/CD8 0.757 = 0.36 0.715 + 0.303 0.805 = 0.42 NS
(0.28-2.01) (0.28-1.4) (0.3-2.01)

Se realiz6 recuento de linfocitos en 43 casos, 23 del
grupo I y 20 del grupo II. El cuadro IV muestra el re-
cuento de leucocitos, linfocitos totales y linfocitos CD4
y CD8 en todos los casos y por grupos, en la que se ob-
serva que no se encontré diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. El tiempo transcurrido
entre la evaluacion ginecoldgica y el recuento de linfo-
citos fue de 1.86 + 2.11 meses.

En relacion con la presencia de lesiones asociadas
en vagina y/o vulva, éstas se encontraron en 10 (20%)
y 6 (12%) de los casos respectivamente, las cuales in-
cluyen tres lesiones de alto grado en vagina y tres en
vulva (Cuadro V).

Discusion
La infeccién por VIH es probablemente la causa més

importante de inmunosupresion en el mundo y la dise-
minacion del virus estd en aumento. En todo el mun-

do se informa un incremento en el niimero de casos en
mujeres debido a diversos factores que determinan ma-
yor vulnerabilidad a esta infeccién, con respecto a los
varones. La seroprevalencia es variable y depende del
grupo social estudiado.

El mecanismo de adquisicién de la infeccién por
VIH més frecuente en la mujer en nuestro medio en
los dltimos afios es la via sexual, que se refiere en 64 %
de los casos nuevos.”” En nuestro estudio esto aconte-
ci6 en 72% (n = 36) de los casos, y 64% (n = 32) te-
nian sélo 1-2 parejas sexuales, lo cual enfoca la aten-
cién al papel del varén, mds atin si se considera que
74 % eran seropositivos.

Cuando la infeccién del VIH en mujeres ha sido ge-
neralizada, se han diagnosticado mds casos de infec-
cién por VIH y se han vuelto mds evidentes algunos
problemas ginecolGgicos especificos. Las enfermedades
ginecol6gicas mds frecuentes son las relacionadas con
VPH (verrugas genitales, citologia cervical anormal e
infeccién con VPH oncogénicos)."

CuabrO V  lesiones sincrénicas en vagina y vulva
Vagina Vulva
Inf. VPH 5 (10%) Inf. VPH 2 (4%)
NIva | 2 (4%) NIV | 1 2%)
NIva Il 3 (6%) NIV I 2 (4%)
NIva lll 0 NIV I 1 (2%)
Total 10 (20%) Total 6 (12%)

NIVa = Neoplasia intraepitelial vaginal. NIV = Neoplasia intraepitelial vulvar
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Como ya se menciond, las mujeres infectadas con
VIH tienen una prevalencia mayor de infeccién por
VPH que las mujeres sin VIH y, dado que la infeccién
por VPH estd fuertemente asociada con LEI y CaCu,
un alto porcentaje de mujeres VIH seropositivas estin
en riesgo de desarrollar estas enfermedades, lo cual po-
ne de manifiesto un estudio al calcular la probabilidad
de LEI de 0.49 cuando ambos virus estdn presentes, de
0.15 cuando un solo virus esta presente y de 0.03 cuan-
do ambos virus estan ausentes.™

Tanto el VIH como el VPH son virus transmitidos
sexualmente con factores de riesgo en comun, por lo
tanto en sitios donde las dos infecciones estdn presen-
tes, una mujer estard en riesgo para ambas, por lo que
se les debe tener en mente para su deteccion. Esto en
relacion a que, a pesar de haber transcurrido en prome-
dio 40 meses desde el diagnéstico de la infeccion por
VIH, 78 % en nuestros casos no tenian citologia cervi-
cal previa o habian transcurrido mds de 12 meses des-
de de la ultima citologia.

En nuestro estudio el ADN-VPH fue detectado en
64 % de los casos, y los tipos virales 16 y 31 fueron los
mads frecuentes. A menudo ocurren infecciones con ti-
pos muiltples de VPH en mujeres VIH seropositivas,
que van desde 29 % hasta 51 % de los casos.”*"**** En
este estudio documentamos una alta prevalencia
(42 %) de coinfeccion con mas de un tipo de VPH.

La deteccién del VPH puede variar con el tiempo,
aun en intervalos cortos de estudio, por lo que el sig-
nificado de la deteccién en un momento determinado
es incierto, lo anterior es debido a las fluctuaciones
:on el tiempo en la carga viral y a que muchos casos
de infeccién por VPH son transitorios.”*** En un es-
tudio de seguimiento para determinar la prevalencia
de infeccién por VPH, Sun y colaboradores detecta-
ron, al inicio del seguimiento, ADN-VPH en 56 % de
mujeres VIH positivas contra 31% en mujeres VIH
negativas; después de cuatro estudios seriados la pre-
valencia acumulada fue de 83% y 62 %, respectiva-
mente, en VIH positivas y VIH negativas; se encontré
infeccion persistente en 24 % y 4%, respectivamente
y por ultimo, se identificé infeccién persistente con
VPH de alto riesgo en 20% y 3% de los casos, respec-
tivamente.”

Por otro lado, ha sido aceptado que la infeccion per-
sistente con tipos de VPH de alto riesgo tiene un papel
clave en el desarrollo de LEI y CaCu."* Ademds, tanto
la presencia del VIH como los niveles elevados de in-
munosupresién son factores importantes de la infec-
cién persistente por VPH.'*** Entonces, el concepto de
que la infeccién por VPH es adquirida a edades tem-
pranas y después eliminada o suprimida a nivel en el
cual ya no puede ser detectada entre las mujeres en la
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poblacién general, es muy diferente entre mujeres in-
fectadas con VIH.'"*

Dado que el uso de agentes antirretrovirales poten.
tes y regimenes profildcticos efectivos contra patoge-
nos oportunistas estd teniendo un impacto en prolon-
gar la supervivencia de individuos infectados con VIH,
las LEI y el CaCu pueden emerger como una cnmplica.
cién, a menos que las mujeres seropositivas sean iden-
tificadas y se realice un adecuado tamizaje cervical,
principalmente en paises subdesarrollados donde el
CaCu es un verdadero problema de salud publica y el
tamizaje citolégico no ha sido efectivo.”

Se ha cuestionado la capacidad de la citologia cervi-
cal para deteccién de patologia cervical en mujeres in-
fectadas con VIH, debido a un elevado indice de falsos
negaﬁvos‘zl.xu‘:tﬂn

Sin embargo, la aparente sensibilidad disminuida
no ha sido observada por todos los investigadores.'*’
Debido a estos hallazgos contradictorios, el método 6p-
timo de tamizaje para LEI o CaCu en estas pacientes es
atin incierto. En 1993, el CDC recomendd para el tami-
zaje, citologia cervical anual después de dos citologias
sucesivas adecuadas y normales hechas con seis meses
de diferencia,* ademas un estudio sobre beneficio enla
esperanza de calidad de vida apoya esta conducta en
Estados Unidos.* En nuestro estudio encontramos le-
sion cervical confirmada histologicamente en 8 de 10
pacientes con citologia normal en los 12 meses previos,
lo cual llama la atencién por la elevada frecuencia de
resultados falsos negativos.

En Meéxico, el tamizaje citologico puede tener se-
rias limitaciones en mujeres infectadas con VIH, prin-
cipalmente por el indice de falsos negativos informado
en poblacién general, que se calcula de 35% en prome-
dio,* y por la alta prevalencia de LEI en general
(52%), y de LEI de alto grado en particular (18 % ), ob-
servada en nuestro estudio. Ante estas circunstancias
una citologia puede fallar en la deteccion de LEI en
18.2% y de LEI de alto grado en 6.3 % de las pacientes
tamizadas. Esto significa que dada la alta prevalencia
de LEI en estas pacientes, aun un indice de falsos ne-
gativos similar al de la poblacién general puede resul
tar en muchas LEI no detectadas, y la falla para identi
ficar tempranamente LEI de alto grado puede tener
serias consecuencias.

En nuestro estudio, pacientes con LEI no difieren
significativamente de pacientes sin LEI con relacién 4
la p.resencia de factores de riesgo tradicionalmente co-
nocidos para neoplasia cervical incluyendo tabaquis
mo, parejas sexuales muiltiples, edad del primer coito.
paridad y el no tener citologias cervicales previas, ho
llazgo acorde con lo informado por otros autores *'*'*
lo cual no permite discriminar, por factores de riesg’
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para neoplasia cervical, pacientes VIH positivas con
mayor riesgo de LEI/CaCu. Muchas de estas variables
parecen actuar como subrogados del VPH cuando se
usan métodos sensibles para la deteccion del
ADN/VPH, como en este estudio donde las tinicas va-
riables independientes asociadas con LEI fueron la
presencia de ADN-VPH y la coinfeccién con dos o mds
tipos de VPH. Tampoco se encontré asociacion entre el
recuento de linfocitos ni el nivel de CD4 contra la pre-
sencia de LEI o de ADN-VPH. Habria que considerar
estos datos en funcion del tamano de la muestra.

El hallazgo de 10 casos (20 %) de lesiones sincroni-
cas en vagina y de seis casos (12% ) en vulva enfatiza
la naturaleza regional de estas lesiones y que no sélo es
el cérvix el érgano blanco,

La presencia y severidad de las lesiones por VPH
han sido asociadas a un aumento en el dafio inmuno-
logico.*** Mujeres infectadas con VIH y niveles bajos
de linfocitos CD4 parecen portar el VPH en forma mas
frecuente y persistente que las infectadas con VIH pe-
ro con niveles normales de CD4.7*"*** Sin embargo,
no siempre se ha encontrado patologia cervical con ni-
veles crecientes de inmunosupresién,'*"** como suce-
di6 en este estudio.

Debido a la elevada frecuencia de citologias cervica-
les anormales en mujeres VIH seropositivas, con la
misma frecuencia estas pacientes requerirdn la realiza-
cion de colposcopia para afinar el diagndstico. Por otro
lado, debido a la alta prevalencia de LEI, y principal-
mente de LEI de alto grado, una citologia “normal”
tendrd un indice de falla muy elevado, por lo que una
evaluacion colposcépica rutinaria, aunada a la citolo-
gia, como método inicial de tamizaje disminuiria la po-
sibilidad de no identificar estas lesiones, lo que permi-
tiria ademas realizar una evaluacion de todo el tracto
genital inferior y no sélo del cérvix.

Puesto que las caracteristicas principales de las
LEI en pacientes VIH seropositivas estan definidas
(frecuencia elevada de infeccién por VPH, de coin-
feccion con mds de un tipo de VPH y de infeccién
con tipos virales de alto poder oncogénico; alta pre-
valencia de LEI, de LEI de alto grado y de lesiones
sincroénicas en vagina y vulva; no asociacién entre
estas lesiones y los factores de riesgo para neoplasia
cervical tradicionalmente conocidos ni con el re-
cuento de linfocitos y recurrencias frecuentes pos-
terior a cualquier manejo conservador), actualmen-
te el problema clinico principal es el de identificar
correctamente a las pacientes con LEI y prevenir la
progresion de LEI a CaCu sin tratamientos repeti-
dos, en el mayor numero de anos que la mujer vive
hoy gracias al manejo antirretroviral. Los trata-
mientos conservadores repetidos pueden no sélo re-

sultar en estenosis y distorsién de la arquitectura
cervical haciendo mis dificil su evaluacién y ocul-
tando LEI de alto grado, sino que las complicacio-
nes del tratamiento pueden ser mas frecuentes en
estas pacientes.

Por lo anterior, el seguimiento cuidadoso es primor-
dial para la paciente con diagndstico reciente de infec-
cién por VIH, para descartar fehacientemente la pre-
sencia de LEI en todo el tracto genital inferior, y mds
atn en las que ya se diagnosticd y manejé una lesion
para identificar tempranamente una recurrencia y evi-
tar la progresion a CaCu. Por las condiciones de esta
problemitica en nuestro pais quizd no sea una buena
medida tomar las recomendaciones de tamizaje del
CDC y sea mas prudente realizar citologia y colposco-
pia inicial en todos los casos, y sélo después de colpos-
copia y citologia normales, realizar vigilancia citolégi-
ca exclusivamente.

Conclusiones

1. La via de adquisicién de la infeccién por VIH es la
sexual en tres de cada cuatro mujeres estudiadas.

2. El tamizaje cervical en estas pacientes es subép-
timo por no realizacion de citologias (78 % no te-
nian citologia cervical o habian transcurrido mas
de 12 meses desde la ultima citologia) y por la
frecuencia elevada de resultados falsos negativos
(se diagnosticé LEI en 51 % de las pacientes con
citologia previa normal).

3. La frecuencia de infeccion latente por VPH, deter-
minada por RCP, es elevada (64%) asi como la
coinfeccion con mds de un tipo de VPH (42%).

4. En pacientes VIH seropositivas la frecuencia de le-
siones escamosas intraepiteliales cervicales confir-
madas histolégicamente es muy elevada (52%) en
comparacion con lo observado en poblacién general
(< 5%), asi como también es alta la frecuencia de
lesiones sincrénicas asociadas en vagina y vulva
(20 y 12%, respectivamente).

5. Entre los factores de riesgo conocidos para neopla-
sia cervical el 1inico asociado con la presencia de
LEI fue la presencia de ADN-VPH.

6. Es importante un adecuado tamizaje para patologia
preinvasora de todo el tracto genital inferior, y no
s6lo del cérvix, por lo que la citologia como herra-
mienta tinica de deteccion tiene un valor limitado
en nuestro medio en pacientes VIH seropositivas,
debido tanto a la frecuencia elevada de resultados
falsos negativos, a la prevalencia elevada de LEl y la
no posibilidad de identificacion de lesiones vagina-
les y vulvares.

a1
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7. Por lo anterior, en nuestro medio posiblemente sea

mds adecuado realizar citologia y colposcopia ini-
cial en todas las pacientes VIH seropositivas, y sélo
después de citologia y colposcopia normales, reali-
zar vigilancia citolégica exclusivamente.
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Correlacién estadistica entre una prueba

de transferencia y la transferencia embrionaria

[ _ﬂhi'esumen

en un programa de reproduccion asistida:
analisis de los resultados

Dr. Alberto Kably Ambe, Dr. Julidn Ruiz Anguas, Dra. Andrea Baptista Pérez- Avelld,
Dra. Esperanza Carballo Mondrag6n, Dr. Samuel Karchmer Krivitzky

Objetivo. Determinar si existe correlacion estadistica entre las variables observadas en la
prueba de transferencia que se realiza previa a la estimulacién ovdrica con aquellas du-
rante la transferencia real de embriones. Tipo de estudio. Retrospectivo clinico. Mate-
rial y método: Se estudiaron 94 pacientes que ingresaron al programa de FIV-TE a las
cuales se les realiz6 prueba de transferencia previa a la estimulacion ovdrica. En ésta se
tomaron en cuenta los siguientes pardmetros: histerometria, tipo de catéter, grado de di-
ficultad y persona que la realiz6. Se practicaron un total de 117 transferencias embriona-
rias, y durante la transferencia se observaron los mismos pardmetros que en la prueba. El
analisis estadistico fue la prueba x*. Resultados. El tipo de catéter mas utilizado en la
prueba fue el Cook Soft Pass (92 pacientes), observando una correlacién estadisticamen-
te significativa con el utilizado en la transferencia real (94 pacientes). En cuanto a la difi-
cultad, se encontré una prueba de transferencia complicada en 4.2%, dificil en 31.6%, y
facil en 64.2%, lo que estadisticamente tiene correlacion con la transferencia real donde
fue complicada en 1.7%, dificil en 32.5% y facil en 65.8%. Asi mismo, con la finalidad
de descartar factor médico, se intenté que la misma persona que realizé la prueba de
transferencia, deberia realizar la transferencia real, observando una correlacién estadisti-
camente significativa. La tasa de embarazo por transferencia fue de 27.4%. Al tratar de
establecer una asociacién entre la dificultad de transferencia real y las tasas de embara-
z6 se observé que no existe una asociacién estadistica entre una transferencia facil o di-
ficil. Conclusiones. La transferencia embrionaria es un paso fundamental para el éxito
en los programas de FIV-TE. Sin embargo, se ve influenciado por una gran variedad de
factores que en gran parte son médicos y otros mecdnicos. Con estos resultados, se pue-
de concluir que estadisticamente existe correlacion entre las variables observadas duran-
te la transferencia embrionaria real y la prueba, por lo que esta Gltima es un elemento de
gran utilidad dentro del proceso integral de fertilizaci6n in vitro, que ayuda a que la trans-
ferencia real no se convierta en un procedimiento ciego. %

Palabras clave: prueba de transferencia, transferencia embrionaria, reproducci6n asistida
(Kably Ambe A, et al. Correlaci6n estadistica entre una prueba de transferencia y la transferencia em-

brionaria en un programa de reproduccién asistida: andlisis de los resultados. Ginec Obstet Mex
2003; 71: 44). {
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Objective. Determining if a statistical correlation can be established between those va-
riables observed during the transference test performed before ovarian stimulation and
those obtained during the real embryo transference. Type of study. Clinical retrospecti-
ve. Materials and methods. Ninety four female patients included in the IVF-ET were
studied and a transference test previous to ovarian stimulation was performed. The follo-
wing parameters were considered in this test: hysterometry, type of catheter, degree of
difficulty, and person performing it. A total of 117 embryonic transferences were carried
out, and the same parameters observed during the test were measured. The chi square
test was used for the statistical analysis. Results. The most commonly used kind of cathe-
ter was the Cook Soft Pass (n = 92), and a satistically significant correlation was observed
with the one used during the real transference (n = 94). Concerning the degree of diffi-
culty, the transference test resulted complicated in 4.2% of the cases, difficult in 31.6% of
them, and easy in 64.2% of them, presenting a statistical correlation with the real trans-
ference, where the procedure resulted complicated in 1.7% of the patients, difficult in
32.4% of them, and easy in 65.8%. In addition, and with the intention of ruling out the
medical factor, we tried to have the same person performing the transference test and the
real procedure, and a statistically significant correlation was also observed. Pregnancy ra-
te per transference was 27.4%. When an association between the difficulty of a real trans-
ference and pregnancy rates was tried, no statistical association between an easy or a dif-
ficult transference was observed. Conclusions. Embrionic transference is a fundamental
phase for IVF-ET programs. However, a variety of factors can influence this procedure, so-
me are medical and others are mechanical. Our results allow us to conclude that there is
a statistical correlation between those variables observed during the real embryonic trans-
ference and the test, so the latter can be considered as a very useful element in the inte-
gral in vitro fertilization process, which prevents the real transference from becoming a
blind procedure.

Key words: transference test, embryonic transference, assisted reproduction.
(Kably Ambe A, et al. Statistical correlation between a transference test and ambryonic transference
in an assisted reproduction program: result analysis. Ginec Obstet Mex 2003; 71: 44).

Introduccion

Abstract |

cion in vitro (FIV) se ve influenciado por varios

factores criticos: seleccion de pacientes, protoco-
lo de induccién de ovulacién, técnica de aspiracion
ovocitaria, calidad de 6vulos y embriones, receptividad
uterina, protocolo de laboratorio y técnica de transfe-
rencia. Mientras esta tiltima es el paso final en la FIV,
por el momento representa el procedimiento mds ine-
ficaz y menos explorado.’

Asi mismo, para lograr el éxito del ciclo de FIV en
funciéon de embarazo, es importante conjugar el traba-
jo del embridlogo para mantener la viabilidad embrio-
naria junto con el del clinico para evitar una transfe-
rencia traumatica.

E 1 embarazo clinico logrado a través de fertiliza-

Muchos factores han sido propuestos para tratar de
explicar la falla en la implantacién: factores embriona-
rios (calidad, alteraciones cromosémicas, el niimero de
embriones transferido, etc.); factores en la mujer (cau-
sa de esterilidad, edad, receptividad endometrial, etc.);
v la técnica de transferencia.**

Dentro de esta ultima se encuentran diversas varia-
bles que, sin duda, influyen de manera fundamental
sobre el resultado final. Existen controversias en rela-
cion con aquellas que se pueden considerar como pre-
dictivas para el éxito o la falla de la transferencia.

Mientras que algunas de estas han sido estudiadas
ampliamente demostrando su valor real como influencia
negativa o positiva, otras han quedado poco estandariza-
das y sujetas a la experiencia personal de cada médico o
centro, no siendo posible su evaluacion objetiva.
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Idealmente, la transferencia embrionaria exitosa
debe consistir en la colocacion atraumatica de los em-
briones en el fondo uterino, sitio en el cual la implan-
tacion ¢s mayor.”

La prucha de transferencia ha demostrado ser un
medio 1til para tratar de lograr este objetivo, ya que
nos permite scleccionar de manera anticipada el tipo
de catéter que se va a utilizar, asi como determinar la
Jlongitud uterina y la direccion en que ¢l catéter debe
ser introducido, ademds de poder detectar oportuna-
mente cualquier grado de estenosis cervical.” Con to-
das estas medidas se puede anticipar el grado de difi-
cultad que representara la transferencia real asi como
evitar un numero repetido de intentos para la intro-
duccion del catéter y el consiguiente riesgo de intro-
duccion de microorganismos hacia el ambiente estéril
de la cavidad uterina.’

Mansour et al,’” evalué 335 pacientes que aleatoria-
mente fueron asignadas a un grupo con prueba de
transferencia y a otro sin clla. Se encontré dificultad
para transferir a los embriones en 50 (29.8 %) pacien-
tes en las que no se habia realizado prueba previa com-
parado con ninguna dificultad en el grupo con prueba
de transferencia. Para este grupo, las tasas de embara-
zo e implantacién fueron de 22.8% y 7.2 %, respectiva-
mente, comparadas con 13.1% y 4.3% en el grupo sin
prueba de transferencia. El beneficio que otorga la
prueba de transferencia al permitir la medicion de la
cavidad uterina es lograr evitar tocar el fondo con el
catéter durante la transferencia real , ya que esto pu-
diera condicionar ciertos efectos negativos sobre la im-
plantacién como los informados por Yovich" y Nazari'
quienes observaron una mayor incidencia de embara-
zo ectépico al tocar el fondo uterino o al colocar los
embriones a menos de 5 mm de éste. Asi mismo, la
punta del catéter puede desencadenar liberacion de
prostaglandinas condicionando contracciones uterinas
y dafo al endometrio.* Waterstone et al," informo ta-
sas de embarazo de 24 % (33 de 137 pacientes) en quie-
nes durante la transferencia se habia avanzado el caté-
ter hasta tocar el fondo, a comparacién de una tasa de
46 % (45 de 98 pacientes) en aquellas donde el catéter
no toco el fondo.

Por otro lado, la presencia de sangre en la punta del
catéter, resultante de una transferencia traumadtica con
lesion al endocérvix y/o endometrio, provoca que las
cclulas sanguineas recubran al embrién impidiendo su
contacto con el endometrio y a su vez la implantacion.’

Existen pocos informes en la literatura que eva-
Iiien el potencial benéfico de la prueba de transferen-
cia, por lo tanto la finalidad del presente estudio es
valorar su utilidad real al correlacionarla con la trans-
ferencia real.

CINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DI MEXICO

Material y método

Se incluyeron todas las pacientes que ingresaron al
programa de fertilizacion in vitro con transferencia de
embriones (FIV-TE) entre ¢l 1 de enero y el 31 de di-
ciembre de 2001, en las cuales se habia realizado una
prueba de transferencia antes de iniciar la estimula-
¢i6n ovirica, independientemente del dia del cicl.n
menstrual. En esta prueba se tomaron en cuenta los si-
guientes parametros: histerometria, el tipo de catéter
utilizado, la dificultad de la prueba, asi como la perso-
na que la realizd.

La dificultad de la prueba y de la transferencia se
hasé en el niimero de intentos para introducir el caté-
ter, asigndndose como una transferencia facil cuando
al primer intento se introdujo el catéter, dificil cuando
se realizaron dos 0 mas intentos con la colocacion de
pinza de Pozzi en cervix; y complicada cuando se re-
quirio utilizar histerémetro.

Las pacientes se sometieron a supresion hipofi-
siaria con acetato de leuprolide (Relisser. Serono
México D.F.) iniciado en la fase litea media del ci-
clo previo a la estimulacién ovérica a dosis de 0.5
mg/dia via subcutidnea. Una vez iniciada la estimu-
lacién con gonadotropinas la dosis se disminuyé a
0.25 mg/dia y se continué hasta el dia de la aplica-
cién de la gonadotropina coriénica humana. La esti-
mulacién ovdrica consistié en la aplicacién de FSH
recombinante (Gonal F, Laboratorio Serono, México
D.F.) a partir del tercer dia del ciclo, ajustando la
dosis de acuerdo al desarrollo folicular evaluado con
ultrasonido transvaginal y tomas de estradiol sérico.
Una vez observados al menos cuatro foliculos > 18
mm, se procedié a la aplicacion de 10,000 UI de hCG
(Profasi, Laboratorios Serono, México D.F.) via in-
tramuscular, y aproximadamente 36 horas después
se efectud la captura ovular con guia ultrasonografi-
ca transvaginal.

En el momento de la transferencia embrionaria,
que se llevé a cabo en dia tres poscaptura, se coloco a
la paciente en posicion de litotomia con vejiga vacia; se
realizd lavado del canal endocervical con HTF, asi co-
mo aspirado de moco. El catéter de transferencia se
carg6 con 30-40 microlitros de medio para la transfe-
rencia, y un promedio de tres embriones. Una vez in-
troducido el catéter, se espero un tiempo de 30 segun-
dos para inyectar a los preembriones, posteriormente
se mantuvo a la paciente en reposo en decubito dorsal
durante tres horas, y finalmente fue egresada de la uni-
dad de reproduccion asistida.

Durante la transferencia se corroboraron los mis-
mos pardametros (histerometria, dificultad de la trans-
ferencia, catéter utilizado, y persona que la realizg).

\
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Asi mismo se valoro la presencia de sangre, moco 0
dolor durante el momento de la transferencia que son
variables que pudieran influir negativamente sobre las
tasas de embarazo.

El andlisis estadistico para comparar las variables
estudiadas fue a través de la prueba de y*.

e o
' Resultados

Se incluyeron 94 pacientes con edades entre 23 y 46
anos de edad con una media de 34.5 + 4.85 afios, en
las cuales se realizaron 117 transferencias de embrio-
nes. Los esquemas de supresién hipofisiaria utilizados
fueron Protocolo Luteo Largo (LL) 45 pacientes (58

) fE—

transferencias), Stop Lucrin (SL) 27 pacientes (33
transferencias), en 22 pacientes se realizé preparacion
endometrial con estradiol 8 mg/dia (Primogyn), de las
cuales cinco pacientes (siete transferencias) fueron
con embriones congelados y 17 pacientes (23 transfe-
rencias) fueron receptoras del programa de donacién
altruista de ovocitos (Figura 1).

La transferencia de embriones se realizo en dia tres
poscaptura en aquellas pacientes que se realizé estimu-
lacién ovarica.

La prueba de transferencia se realizé en el dia 13.6
+ 7.4 del ciclo. El catéter que se utiliz6 con mayor
frecuencia en ésta fue el catéter de Cook Soft Pass
(Cook, Spencer, IN, EUA) en 92 transferencias, se-
guido del Frydman en 23 transferencias. Cook con

Tipos de catéter utilizado.
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guia en una transferencia y el set de Frydman en una
transferencia.

Al valorar la dificultad durante la prueba, se obser-
vO que en cinco casos ésta fue complicada (4.2% ), re-
quiriendo utilizar histerémetro, en 37 casos dificil (3
1.6%), y en 75 casos se considerd facil (64.2%).

El intervalo de tiempo que existi entre el momen-
to de la prueba y la transferencia fue de uno a cuatro
meses en la mayoria de los casos (82 transferencias), y
en las 35 restantes hasta de 12 meses.

Al realizar la transferencia de los embriones, el ca-
téter utilizado mas frecuentemente fue el Cook Soft
Pass en 94 transferencias (80.3 % ), el Frydman se uti-

FIGURA 4
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liz6 en 16 casos (13.7%), el Cook con guia en tres
(2.6%) y el set de Frydman en cuatro (3.4%). En la
figura 2 se muestra comparativamente el tipo de caté-
ter utilizado durante la prueba y la transferencia real.

El andlisis estadistico de %* a 95% de significancia
mostré una correlacion estadistica entre el catéter uti-
lizado en la prueba y el de la transferencia.

En relacion a la dificultad durante la transferencia
real de los embriones se observo que ésta fue facil en
77 casos (65.8%), dificil en 38 casos (32.5%) y com-
plicada inicamente en dos pacientes (1.7% ). En la Fi-
gura 3 se muestran de manera comparativa los niveles
de dificultad para introducir el catéter en la prueba de
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transferencia y la transferencia real con una correla-
cién importante a través de prueba x* con 95% de sig-
nificancia entre ellas.

El niimero de embriones transferidos fue de 3.8 +
1.5 por caso, y la tasa de embarazo por transferencia
fue de 27.4%.

Asi{ mismo, con la finalidad de descartar un factor
médico que pudiera influir sobre la transferencia en si,
se intent6 que la misma persona que realiz6 la prueba
de transferencia, deberia realizar la transferencia real,
observando una correlacién estadisticamente significa-
tiva con prueba de x* a 95% de significancia.

Al tratar de establecer una asociacién entre la difi-
cultad de transferencia real y las tasas de embarazo se
observo que no existe una asociacion estadistica entre
una transferencia fécil o dificil (Figura 4).

En relacion con la presencia de sangre en el catéter
al final de la transferencia se observo en nueve casos
(7.6%) y ninguna de las pacientes logré embarazo.

Conclusiones

La transferencia embrionaria es un paso fundamental
para el éxito en los programas de FIV-TE. Sin embar-
go, se ve influenciado por una gran variedad de facto-
res que en gran parte son médicos y otros mecanicos.

La mayoria de los resultados en la literatura hacen
referencia a la transferencia traumadtica como un pro-
cedimiento que afecta de manera negativa sobre las ta-
sas de embarazo, por lo que se ha mencionado que la
prueba de transferencia puede ayudar, por ejemplo, a
predecir dificultad para introducir el catéter, o la ma-
nera y direccion en que se debe dirigir éste.

En el presente estudio se compar6 la relacién que
existe entre la prueba de transferencia y la transferen-
cia real. En primer lugar, se observé que el catéter uti-
lizado en la prueba presenté una correlacién estadisti-
camente significativa con aquel utilizado al transferir
los embriones; cabe hacer mencién que en el centro
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