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Alteracién de la respuesta inmunoldgica sistémica en
asociacién con endometriosis, empleando un modelo
de estudio animal

Dr. Cesar Angel Hemdnde: Guerrero, Dr Felipe Vadillo Ortega,
Dr Rubén Tlapanco Barba, Dra. Lourdes Arriaga Pizano,

Dr. Arturo Cérbulo Vdzquez, M.C. Marco Antonio Gonzdle:
Jiménez Dr. Jorge Beltrdn Montova

El objetivo del estudio fue evaluar 1a relacion entre ¢l desarrollo de
tejido endometnial ectépico v el estado inmunolégico, enumerando
las subpoblaciones de linfocitos y sintesis de citocinas en linfocitos
T. utilizando un modelo de endometnosis murnino, con dos grupos
de estudio de 10 ratones hembra de la cepa Balb/c. La presencia de
tejido endometnial en la cavidad utenna dismunuye la canudad de
linfocitos T citotéxicos ¢ incrementa la produccion de 114 por
linfocitos T totales, lo cual sugiere una modulacion de la respuesta
mmunolégica sistémica hacia TH-2.

Alteracién en los potenciales de membrana mitocondrial
vy su relacion exponencial con la translocacion de
fosfatidilserina en la membrana plasmatica como
marcadores en los eventos iniciales de apoptosis:
evaluacién en diferentes fracciones espermiticas

203

Dr Gerardo Barroso Villa, Dr. Samuel Karchmer Krivitzky,
Dr. Emesto Castelazo Morales, Dra. Esperanza Carballo
Mondragon, Dr. Alberto Kably Ambe

El objetivo fue determinar la integndad de la membrana plasmética a
través de la translocacion de fosfaudilsenina en dos fracciones
espermidlicas v su correlacion con los potenciales de membrana
nitocondrial espermitica. Por disefio de estudio, se manifestaron
diferencias en cuanto a los pardmetros de desplazamiento y la presencia
de apoploss tanto en la membrana plasmdtica como en los potenciales de
membrana mitocondnal. Hubo comrelacion positiva entre la funcion
mutocondnal y la funcion de membrana citoplasmauca. Es probable
que la poblaci6n de inferulidad masculina esté asociada con un
incremento en este upo de procesos de apoptosis.
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Caracterizacién bioquimica y ultraestructural del
efecto de la interleucina 1-f3 como mediador de
degradacion de tejido conectivo en membranas
corioamnidéticas humanas en cultivo

Guadalupe del Carmen Estrada Gutiérrez, Felipe Vadillo-Ortega,
Marco A. Jiméne:z Gonzalez, Jorge Beltrdn Montova,
Stlvia Giono Cerezo
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El objetivo del estudio experimental con modelo in vitro fue
caractenzar el efecto de la IL-1-f sobre ¢l metabolismo de
tejido conecuvo de la membrana cornoamnidtica humana en
culivo (MCA). Las MCA permanecieron con adecuada viabilidad

Vol. 70, Abril 2002

y funcionahidad. La informacion presentada permite concluir
que la IL-1-B es capaz de inducir la expresién de enzimas con
cfecto sobre ¢l tepido conectivo y con ello se confirma su
participacién en el proceso de ruptura de las membranas bajo
condiciones de inflamacion

Competitividad é6vulo-embionaria determinada a
través de la cuantificacion de los indices perifoliculares
¢n la microarquitectura vascular por Doppler

Dr. Alberto Kably Ambe, Dr. José Antonio Pére: Mendizdbal,
Dra. Alejandra Sdnchez De Leon, Dr Samuel Karchmer
Krivitzky, Dr. Gerardo Barroso Villa

Se trata de un estudio prospectivo y observacional cuyo objetivo
fue comelacionar en forma lineal los indices de flujometria Doppler
con el desarrollo folicular y su consiguiente desarrollo embrionano
en ciclos de hiperesumulacion ovinca en los resultados de
FIVTEACSI. Se encontr6 una correlacion entre los indices de
resistencia y la obtencion de foliculos maduros (P = 0.05), al mismo
tiempo s¢ encontré una relacién negativa de FSH con volumen
ovinco. Por los resultados obtenidos, podemos expresar que los
indices de flujometria por Doppler, pueden ser indicadores de la
expresion folicular y su consecuente desarmollo ovular y embnonano

Infeccion cervicovaginal como factor de riesgo para
parto pretérmino

Jorge Beltran Montoya, Marco Antonio Avila-Vergara, Felipe
Vadlo-Ortega, César Hemdndez-Guerrero, Felipe Peraza-Garay,
Sergio Olivares-Morales

Se realizé un estudio de cohortes para idenuficar s1 existe
asociacion entre infeccion cervicovaginal (ICV) y parto
pretérmino. Se concluye que existe diferencia en la duracion del
embarazo entre las pacientes con ICV y sin ICV. Ureaplasma
urealyticum se asocia consisieniemente con parto pretérmino

La cirugia pélvica como un marcador predictivo de
la respuesta folicular a los inductores de ovulacién

Dr. Alberto Kably Ambe, Dr. Oscar Aguirre Barrera,
Dr. Guillermo Carpio Pertierra, Dr. Carlos Quesnel
Garcefa-Benitez, Dr. Gerardo Barroso Villa

El objetivo del esudio fue comparar la respuesta folicular en un grupo
de pacientes con antecedente de cirugia pélvica sometidas a fertilizacion
in vitm. Es probable que los procedimientos quinirgicos junto con
procesos adherenciales tengan una relacion directa con las caractenisticas
del ambiente penifolicular que interfieren en el desarrollo ovular en
forma adecuada. El presente estudio demuestra que en el grupo de
estudio existe una respuesta folicular dismunuida con un detnmento en
la cahdad Gvulo-embnonana expresada en la tsa de embarzo
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Alteration of the systemic immunological response
associated to endometriosis using an animal study
model

Dr. Cesar Angel Hernandez Guerrem, Dr Felipe Vadillo Ortega,
Dr Rubén Tlapanco Barba, Dra. Lourdes Arriaga Pizano,

Dr. Arturo Cérbulo Vazquez, M.C. Marco Antonio Gonzdlez
Jiménez, Dr. Jorge Belirdn Montova

The objective was 1o evaluate the relationship between the
development of ectopic endometnal tissue and the immunological
status, and enumerating lymphocyte subpopulations and cytokine
svnthesis in T lvmphocytes, using a munne endometriosis model.
Spleen lymphocytes isolated from two study groups of 10 female
mice of the Balb/c strain. The presence of endometnal tissue in the
uterine cavity decreases the amount of cytotoxic T lymphocytes
and increases IL-4 producuion in total T lymphocytes, suggesting a
modulation of the systemic immunological response to TH-2.

The alteration of mitochondrial membrane potential
and its exponential relationship to phosphatydylserine
translocation in the plasmatic membrane as markers
in the initial events of apoptosis: its evaluation in
different spermatic fractions

Dr. Gerardo Barroso Villa, Dr. Samuel Karchmer Krivitzky,
Dr. Emesto Castelazo Morales, Dra. Esperanza Carballo
Mondragon, Dr. Alberto Kably Ambe

The objective was to determine the integnity of the plasmatic
membrane through phosphatydylserine translocation in two spermatic
fractions and their correlation with the spermatic mitochondnal
membrane potential. Due to the study’s design, some differences
were observed regarding the displacement parameters and the
presence of apoptosis, both, in the plasmatic membrane and in
mitochondrial membrane potentials. A positive correlation between
both, mitochondnal and cytoplasmic membrane functions was also
found. The male infertility population is probably associated with
an increase in this kind of apoptosis processes.

Biochemical and ultrastructural characterization of
the 1-f, interleukine effect as a mediator of connecti-
ve tissue degradation in human chorio-amnionic
membrane tissue culture

Guadalupe del Carmen Estrada Gutiérrez, Felipe Vadillo-Ortega,
Marco A. Jiménez Gonzdlez, Jorge Beltran Montoyva,
Silvia Giono Cerezo

The objective of this experimental, in an in vitro model study was
to characterize the effect of 1-f,-IL on connective tissue metabolism
in a human chorio-amnionic membrane tissue culture (CAM).

CAM explants obtained from cesarean sections were cultured. The
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information presented here allows us to conlude that 1-B-1L
capable of inducing an enzymatic expression affecting connective
tissue, thus confirming its participation in membrane degradation
processes under inflammatory conditions

Ovum-embryo competitivity determined by the
Doppler quantification of perifollicular rates in
vascular microarchitecture

Dr. Alberto Kably Ambe, Dr. José Antonio Pére: Mendizabal
Dra. Alejandra Sdnchez De Leon, Dr. Samuel Karchmer
Krivitzky, Dr. Gerardo Barroso Villa

To obtain the linear correlation between Doppler fluxometry
rates and follicular development and the observed embryonany
growth in ovarian hyperstimulation cycles in the IVFTE/ICS|
results, a prospective and observational study was performed. A
correlation between RR and the formation of mature follicles
was observed (P = 0.05), and, at the same time, a negative
relationship between FSH and ovanian volume was found
Considering the data obtained in our study. we can say that
Doppler fluxometry rates can indicate follicular expression and
the resulting ovum and embryo development.

Cervicovaginal infections as a risk factor for preterm
delivery

Jorge Beltran Montova, Marco Antonio Avila-Vergara, Felipe
Vudillo-Ortega, César Herndndez-Guerrero. Felipe Peraza-Gara.
Sergio Olivares-Morales

A cohorts study was performed to identify the possible assoctation
between cervicovaginal infections (CVI) and preterm delivery
There is a difference in the duration in pregnancy in patients
with CVI and without CV1. Ureaplasma urealyticum is consistenty
associated with preterm delivery.

Pelvic surgery as a predictive marker of follicular
response to ovulation inducers

Dr. Alberto Kably Ambe, Dr. Oscar Aguirre Barrera,
Dr: Guillenno Carpio Pertierra, Dr. Carlos Quesnel Garcia-Benitex
Dr. Gerardo Barroso Villa

The objective of this study was to compare the follicular
response in a group of patients with previous pelvic surgery
submitted to in vitre fertilization. Surgical procedures, combined
with adherence processes, probably have a direct incidence on
the characteristics of the perifollicular environment which
interfere with adequate development of the ovum. Our research
shows that the group under study presents a decrease in follicular
response affecting the quality of the ovum-embryo expressed in
the pregnancy rate.
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B DISCURSO INAUGURAL DEL 52 CONGRESO MEXICANO DE GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA
Lunes 8 de octubre 2001, Tijuana, B.C.

Senor Gobernador Constitucional del Estado de Baja California, Lic. Alejandro Gonzalez,
Presidente del LIl Congreso Mexicano de Ginecologia Y Obstetricia.

Distinguidos Miembros de la Mesa de Honor, Companeros Médicos Congresistas, Sefioras y Senores:

52 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia que hoy se inicia y que ha sido organizado por la

Asociacion de Ginecologia y Obstetricia de Tijuana y la Region II de la Federacion, misma que abar-
ca los estados de Baja California, B.C. Sur y Sonora con siete agrupaciones de Ginecologia y Obstetricia y
auspiciada por la propia FEMEGO que coordina y apoya a los Comités Organizadores de los Congresos Me-
xicanos con la finalidad de dar un equilibrio cientifico y de gran objetividad a las diferentes regiones del pais.
Actualmente son 72 las agrupaciones que las constituyen, distribuidas en los estados de nuestra reptiblica,
todas ellas estdn representadas en este 52 Congreso.

El Congreso Mexicano es el maximo exponente de las actividades académicas de la Federacion y en si
marca la culminacién de este tipo de actividades, precedido por las Reuniones Regionales, cursos, talleres y
sesiones en ocasiones conjuntas con agrupaciones afines, siempre buscando la excelencia en la educacion
médica continua tal y como lo senala el estatuto vigente de la FEMEGO.

Tijuana ha sido clave en la organizacion de nuestros congresos de los cuales fue sede en dos ocasiones
previas, la primera, en octubre de 1969 —en aquel entonces XVI Reunién Nacional— cuyo presidente fue el
doctor Rafael Bravo Alvarez, la segunda, en 1993 —III Congreso Nacional— presidido por el doctor Ignacio
Saldana, que dejaron honda huella entre la familia ginecoobstétrica mexicana tanto por el valor de su pro-
grama académico como por las actividades sociales y culturales que como siempre aumentaron los lazos de
amistad entre todos nosotros.

Es probable que el intento por lograr el camino hacia la dorada madurez sea la causa que obliga al hom-
bre a marcar altos en el camino, a veces para mirar hacia atras, otras para imaginar el porvenir, siempre con
la conciencia de que la tinica manera de entender el presente y predecir el futuro resulta del analisis objeti-
vo y honesto del acontecer histérico. En este afio los libros, las revistas y los congresos rara vez omiten men-
cionar el nuevo milenio y anunciar un periodo fabuloso, esta transicion es motivo para hacer una reflexion
y una pausa por parte de los ginecoobstetras, asi por ejemplo: qué avances en la medicina reproductiva se
realizaron en el ultimo siglo, hemos mejorado la suerte de nuestras enfermas, ;cuando sera el siguiente avan-
ce notable en nuestro campo y en qué drea? Por todo ello, un congreso de esta naturaleza es mas que una
crénica del estado actual de la medicina y la ciencia, cada presentaciéon empareja una perspectiva histoérica
con una mirada hacia el futuro.

El cuidado de la salud en nuestra drea de ginecoobstetricia constituye un campo muy dinamico. Por una
parte, la explosion de la informacién y las incesantes innovaciones tecnolégicas presionan para introducir
cambios en nuevas intervenciones o en el perfeccionamiento de las que ya disponemos para aumentar su efi-
cacia o bien para disminuir su costo y reacciones adversas. Por otra parte, continuamente nos enfrentamos
a nuevos retos en esta que podriamos llamar voragine del progreso, un ejemplo lo constituye sin duda la ci-
rugia endoscopica iniciada formalmente en Kiel por el profesor Semm, que dio pasos progresivos hasta el

E s para mi un gran honor y un privilegio poder dirigirles un mensaje de la FEMEGO con motivo del
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momento actual en que 80% de las operaciones cldsicas en ginecologia pueden realizarse por técnicas endos.
cdpicas y que propicié el siguiente paso cibernético que lo constituye la robdtica por ejemplo, el Robotic [4.
paroscope Positioner, que responde a la voz; el programa Hermes que permite al cirujano controlar con la vo,
insufladores, equipo y coaguladores, electrodos, fuentes de luz, etc. que se integran a equipos de imdgenes,
laboratorios y otros servicios auxiliares y necesarios, s6lo para citar algunos de ellos. Otro lo es la llamad,
medicina basada en evidencias que incluye la formalizacion del método cientifico a la prdctica de la medig-
na para identificar las fuerzas que apoyan las decisiones clinicas, el médico debe conocer la valoracién criti.
ca y los principios epidemiolégicos basicos del diseno de estudio, el riesgo relativo, la relacion de probabil;.
dades, los intervalos de confianza, el sesgo y los elementos de confusién. Con esta-informacion puede
clasificar las pruebas;, valorar la causalidad y hacer recomendaciones basadas en aquellas. Hay muchas de-
finiciones pero la mas acertada es la de David Sackett de la Unversidad de Ontario, quien la define como I3
utilizacion consciente explicita y juiciosa de la mejor prueba actual en la toma de decisiones sobre la aten.
cion de los pacientes.

El'uso de nuevas tecnologias representa uno de los temas mas excitantes de la ginecologia actual, no obs-
tante, los posibles beneficios tienen un costo cuando se introducen por primera vez tecnologias nuevas ya
que éste puede disminuir por falta de destreza técnica, comprension insuficiente del riesgo, criterios no bien
definidos de seleccién de pacientes y resultados inciertos a largo plazo. Esta atencion entre el beneficio es-
perado y la posibilidad de lesiones reta a los ginecélogos que consideran el uso de nuevas tecnologias quie-
nes deben equilibrar su entusiasmo y buenas intenciones en el andlisis honesto y real del costo-beneficio y
no perder de vista que la esencia de nuestra profesion estd en el humanismo que algunas de estas tecnolo-
glas necesariamente ignoran.

La ginecologia y obstetricia es una especialidad integral cuya incorporacién de mayores conocimientos
del proceso reproductivo, gestacional, fetal y perinatal asi como la de Urologia y Oncologia Ginecoldgica, en
el especial cuidado de la mujer en la etapa del climaterio han creado dentro de la especialidad basica, subes-
pecialidades que requieren de toda la atencién y el conocimiento del médico para llevar a cabo su mejor tra-
tamiento, teniendo lamujer todo el derecho de recibir este tipo de medicina integral de excelencia.

Todas estas consideraciones son simplemente para resaltar el gran esfuerzo realizado por el Comité Or-
ganizador de este 52 Congreso Mexicano, encabezado por su presidente, el doctor Alejandro Gonzalez, quie-
nes han demostrado de una manera desinteresada el profesionalismo, carifio y afecto a la FEMEGO a través
de su asociacion ya que de otra manera no hubiera sido posible concretar este programa cientifico que esta
dando inicio oficialmente el dia de hoy y que seguramente sera de todo nuestro beneficio y agrado.

Una mencién especial me merecen los profesores participantes en este Congreso, ya que todos han red-
bido una invitacién formal y de esta misma manera han decidido participar, compartiendo con nosotros su
conocimiento y experiencia, a los profesores extranjeros, les agradecemos su asistencia y oportunidad de
ofrecerles nuestra hospitalidad.

El Comité de Damas, encabezado por la Dra. Nora de Gonzalez ha elaborado un extraordinario progra-
ma de actividades culturales y sociales que hardn mds agradable nuestra estancia en esta ciudad de Tijuana
y que seguramente servirdn para afirmar los lazos de amistad de la familia ginecoobstétrica mexicana.

Reciban mi mds sincera felicitacién por esta labor.

Companeros congresistas, les doy las gracias por asistir y participar a nuestro magno evento anual y los
invito a que disfrutemos de este 52 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia y que seguramente mar-
cara una etapa en todos los ambitos.

Por la salud y el bienestar de la mujer mexicana muchas gracias

Dr. Jorge Delgado Urdapilleta
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Alteracion de la respuesta inmunoldgica sistémica
en asociacion con endometriosis, empleando
un modelo de estudio animal

®m Dr. Cesar Angel Hemmandez Guerrero,! Dr Felipe Vadillo Ortega,2 Dr Rubén Tlapanco Barba,’
Dra. Lourdes Arriaga Pizano,* Dr. Arturo Cérbulo Vazquez,® M.C. Marco Antonio Gonzalez Jiménez,®

Dr. Jorge Beltran Montoya

»

W RESUMEN

Introduccion. La endometriosis
representa el crecimiento de teji-
do endometrial fuera de la cavi-
dad uterina. Su etiopatogenia es
desconocida aunque existen evi-
dencias que la asocian con dis-
minucién de la actividad citotoxi-
ca del sistema inmunolégico.
Objetivo. Utilizando un modelo
de endometriosis murino, evaluar
la relacion entre el desarrollo de
tejido endometrial ectopico y el
estado inmunolégico, enumeran-
do las subpoblaciones de linfoci-
tos y sintesis de citocinas en lin-
focitos T. Metodologia. Con dos
grupos de estudio de 10 ratones
hembra de la cepa Balb/c, some-
tidos a implantacion quirargica
de tejido endometrial autdlogo en
la cavidad peritoneal, sacrifica-
dos alas 5 (grupo ) y 8 semanas
(grupo 1), se aislaron linfocitos
del bazo, incubandose o no con
PMA/lonomicina. Con citometria
de flujo se determinaron los linfo-
citos T y su produccién de citoci-

Instituto Nacional de Perinatologia

nas. Resultados. Se observo
menor dispersion del valor de
crecimiento del tejido ectdpico
en el grupo |l (24% contra 42%).
Observamos una menor pobla-
cion de linfocitos T citotdxicos y
mayor produccion de IL-4 en las
células estimuladas del grupo de
estudio (p < 0.05) respecto al
grupo testigo. Conclusiones. La
presencia de tejido endometrial
en la cavidad uterina disminuye
la cantidad de linfocitos T citoto-
Xicos e incrementa la produccion
de IL-4 por linfocitos T totales, lo
cual sugiere una modulacion de
la respuesta inmunolégica sisté-
mica hacia TH-2.

Palabras clave: Respuesta inmunolo-
gica, endometriosis, modelo animal,
linfocitos.

(Hernandez Guerrero CA. et al. Alte-
racién de la respuesta inmunolégica
sistémica en asociaciéon a endome-
triosis, empleando un modelo de es-
tudio animal. Ginec Obstet Mex 2002;
70: 171).

Bl ABSTRACT

Introduction. Endometriosis cons-
titutes the growth of endometrial
tissue in a place other than the
uterine cavity. Its etiopathogene-
sis is unknown, although there is
some evidence associating it with
the decrease of cytotoxic activity
in the immunological system. Ob-
jective. Evaluating the relation-
ship between the development of
ectopic endometrial tissue and
the immunological status, and
enumerating lymphocyte subpo-
pulations and cytokine synthesis
in T lymphocytes, using a murine
endometriosis model. Methodo-
logy. Spleen lymphocytes isola-
ted from two study groups of 10
female mice of the Balb/c strain
that had been submitted to the
surgical implantation of autolo-
gous endometrial tissue in the pe-
ritoneal cavity, and sacrificed af-
ter 5 (group 1) and 8 (group 1)
weeks, were incubated —or not—
with PMA/lonomicine. Lymphocy-
te T numbers and their cytokine

'Jefe del Departamento de Ultramicroscopia; ?Director de Investigacidn, 3Jefe del Departamento de Fisiologia de la Reproduccion, 4Estu
diante de Doctorado, Departamento de Ultramicroscopia; SIinvestigador Asociado “A”, Departamento de Infectologia e Inmunologia Perina-
1al. ®investigador Asociado “B", Departamento de Ultramicroscopia
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production were determined by
flow citometry. Results. A lower
dispersion of the ectopic tissue
growth value was observed in
group Il (24% vs. 42%). A smaller
population of cytotoxic T lymp-
hocytes and a greater IL-4 pro-
duction in the stimulated cells of
the study group (p < 0.05) were
observed, as compared to the
control group. Conclusions. The
presence of endometrial tissue in
the uterine cavity decreases the
amount of cytotoxic T lymphocy-
tes and increases IL-4 production
in total T lymphocytes, sugges-
ting a modulation of the systemic
immunological response to TH-2.

Key words: Immunological respon-
se, endometriosis, animal study mo-
del, lymphocytes.

(Hernandez Guerrero CA. et al. Alte-
ration of the systemic immunologi-
cal response associated to endome-
triosis using an animal study model.
Ginec Obstet Mex 2002; 70: 171).

B INTRODUCCION

a endometriosis, fendmeno
L representado por la presen-
cia y crecimiento de tejido
endometrial fuera de la cavidad
uterina, es un problema de salud
reproductiva de gran importancia
pues se reporta en un valor alre-
dedor de 5% de incidencia en po-
blacién abierta y entre 30 a 50% en
asociacion con esterilidad.! En es-
ta patologia el tejido endometrial
ectopico se encuentra constituido
por los mismos elementos que
presenta el tejido eutdpico, es de-
cir glandulas, arterias espirales,
células endometriales y estroma.
A la fecha se desconoce la etio-
patogenia del evento y se acepta
la hipétesis del trasplante pro-
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puesta por John Sampson,2 como
la mds veraz para explicar la ma-
nera en la que el tejido endome-
trial alcanza la cavidad peritoneal.
Esta hipétesis describe que células
y tejido endometrial proveniente
del fluido menstrual durante la
descamacion uterina, llegan al pe-
ritoneo a través de las tubas por
contraflujo y bajo condiciones “es-
pecificas” del microambiente peri-
toneal y son capaces de implantarse
y proliferar en forma ectépica. Di-
versos reportes®# han mostrado
que alrededor de 90% de las muje-
res estudiadas, presentan en la ca-
vidad peritoneal componentes
provenientes de la descamacion
uterina durante la fase menstrual
del ciclo ovulatorio. Asimismo, ha
sido posible identificar que célu-
las endometriales obtenidas del
ambiente peritoneal en esta fase,
expresan viabilidad mayor a 50%
y son capaces de implantarse, pro-
liferar y responder a hormonas es-
teroideas al cultivarlas in vitro o
implantandolas en diversos teji-
dos de modelos animales.57
Dando por hecho que durante
la etapa exfoliativa del endome-
trio un porcentaje muy alto de
mujeres presenta menstruacion
retrégrada hacia el peritoneo, que
células y tejido endometrial recu-
perado de esta cavidad expresan
la capacidad de implantarse y
proliferar, y que al parecer es un
evento normal durante la vida re-
productiva de la mujer; diversos
grupos de investigacion en el
mundo813 han planteado y repor-
tado evidencias que senalan alte-
raciones inmunolodgicas del tipo
celular y soluble en el microam-
biente peritoneal de mujeres con
endometriosis, las cuales parecen
tener asociacion con una deficien-
te capacidad para eliminar las cé-

lulas y tejido endometrial que
arriba periddicamente al perito-
neo. En condiciones normales, la
actividad de estas células deberia
ser tal que permitiera la elimina-
cion de las células y desechos del
tejido. Hill'4 analizé subpoblacio-
nes de linfocitos en el liquido pe-
ritoneal de mujeres infértiles con y
sin endometriosis mediante inmu-
nohistoquimica, encontré eleva-
cion de los linfocitos T totales (CD
3+), T cooperadores (CD 4+), NK
(CD 16+) y monocitos/macrofa-
gos (CD 14+) en los estadios I y Il
de endometriosis. Iwasakil> anali-
z6 mediante citometria de flujo,
subpoblaciones de linfocitos en el
liquido peritoneal de mujeres con
y sin endometriosis, solamente
encontré disminucion significati-
va en la cantidad de linfocitos T
citotoxicos (CD 8+), tanto en liqui-
do peritoneal como en sangre pe-
riférica en mujeres con endome-
triosis, al compararlas con el
grupo control. Oosterlynck,1¢ al
estudiar subpoblaciones de linfo-
citos en liquido peritoneal y san-
gre periférica de mujeres infértiles
con y sin endometriosis y mujeres
sanas fértiles, observo un aumen-
to en la cantidad de monocitos/
macrofagos (CD 14+), disminu-
cion de linfocitos T cooperadores
(CD 4+), y aumento de linfocitos T
citotoxicos (CD 8+), con la consi-
guiente inversion de la relacion
CD4+/CD8+, en el liquido perito-
neal de mujeres con endometriosis.
En sangre periférica, no identifico
diferencias en las subpoblaciones
analizadas entre los grupos de es-
tudio, pero comparando el ambien-
te peritoneal de los tres grupos, con
el compartimiento periférico, ob-
servo disminucion significativa
en cuanto a linfocitos T coopera-
dores y T citotoxicos, con un valor




de p <0.005. En el mismo ano Op-
sahl,’” mediante citometria de flu-
jo, analizo subpoblaciones de lin-
focitos en sangre periférica y
liquido peritoneal, de mujeres sa-
nas normales e infértiles con y sin
endometriosis, encontrando dis-
minucion de los linfocitos T activa-
dos en el liquido peritoneal de las
mujeres con endometriosis, al com-
pararlos con los valores de las mu-
jeres infértiles sin endometriosis y
mujeres sanas normales (p < 0.05).

Por otro lado, encontré dife-
rencia significativa en las subpo-
blaciones de linfocitos T coopera-
dores, T citotoxicos y monocitos,
al comparar el ambiente perito-
neal con el dmbito periférico.

Los diversos datos reportados
a la fecha senalan en general que
el ambiente peritoneal y/o perifé-
rico de las mujeres que presentan
la patologia, manifiesta una dis-
minucion en el nimero de linfoci-
tos T cooperadores que se encar-
gan de coordinar y dirigir la
respuesta inmunoldgica. Asimis-
mo, dicha poblacion celular, asi
como los linfocitos T citotéxicos
(CD8+) expresan una menor acti-
vidad citolitica al analizarlas en
sistemas in vitro. Al respecto, Me-
lioli’® logré identificar un abati-
miento en la actividad citotdxica
no sélo de linfocitos T cooperado-
res (CD3+/CD4+), observo que la
subpoblacién de linfocitos T cito-
toxicos (CD3+/CD8+) que es una
de las estirpes celulares mas acti-
va encargada de eliminar células
infectadas, danadas o alteradas, se
encontraba abatida al enfrentarla
a células endometriales autélogas
en cultivo provenientes de muje-
res con endometriosis, en compa-
racion con los valores mostrados
por las mismas estirpes celulares
pero obtenidas de mujeres sanas

fértiles, Asimismo, en asociacion
con la patologia, se ha informado
una menor actividad citotdxica
por parte de células asesinas natu-
rales (NK). Los reportes en la lite-
ratura han identificado disminu-
cion de la actividad efectora, mds
que disminucién del nimero celu-
lar al analizar muestras obtenidas
del compartimento periférico y
peritoneal de mujeres con endo-
metriosis, en comparacién con la
actividad identificada en células
NK de mujeres sanas, al evaluar la
funcion citocida sobre lineas celu-
lares en cultivo, 0 empleando células
endometriales autélogas y heterd-
logas como células diana.19-24

Al parecer, el ambiente perito-
neal y/o periférico de las mujeres
que presentan endometriosis,
muestra abatimiento del nimero
en algunos casos y actividad en
otros, de las subpoblaciones de
linfocitos mds importantes involu-
cradas en la remocién y destruc-
cion de células muertas, danadas
o infectadas. Actualmente se des-
conoce cudles son las causas que
propician los abatimientos antes
mencionados; sin embargo, es in-
discutible que la regulacién de las
estirpes celulares inmunoldgicas
locales y periféricas se lleva a cabo
por un complejo sistema de molécu-
las (interleucinas, factores de cre-
cimiento, interferones, hormonas,
etc.) que son sintetizadas por cé-
lulas locales y de trdnsito, las cua-
les ejerceran diversos estimulos
sobre las células diana, hasta que
se alcance el acuerdo molecular
que se traducird como la capaci-
dad especifica de una célula de
proliferar, migrar, ejercer su fun-
cion efectora.

En cuanto a la actividad efecto-
ra de la respuesta inmunoldgica,
se sabe que se manifiesta a través

de dos grandes brazos. El brazo
celular esta modulado por la sub-
poblacion de linfocitos T coopera-
dores denominados tipo TH-1,
que promueven principalmente
actividad citotdxica e inflamatoria
y reciben esta clasificacion debido
a la sintesis aparentemente res-
tringida de las citocinas interleuci-
na-2 (IL-2), interferén-gamma
(INF-y) y linfotoxina (LT). Por otro
lado, el brazo humoral es modula-
do por la subpoblacién de linfoci-
tos denominados TH-2, que a par-
tir de la sintesis de IL-4, IL-5 e
IL-10 estimulan la produccion de
anticuerpos por células plasmati-
cas. Se sabe que la regulacion de
ambos fenotipos se lleva en forma
cruzada, ya que las citocinas del
tipo TH-1 abaten la actividad del ti-
po TH-2 y viceversa.25>-27

La identificacion de abatimien-
to en la actividad citotéxica de
subpoblaciones de linfocitos T y
de células NK en mujeres con en-
dometriosis, puede ser el reflejo
de un desequilibrio en la expre-
sion de diversos moduladores in-
munolégicos donde las citocinas
denominadas TH-1 y TH-2 de-
sempenan papeles preponderan-
tes en la regulacion final de la res-
puesta inmunologica.

B PLANTEAMIENTO
DEL PROBLEMA

A la fecha se desconoce la serie de
mecanismos involucrados en la
implantacion y desarrollo de teji-
do endometrial en forma ectdpica,
sin embargo, diversas evidencias
identificadas en mujeres con en-
dometriosis en comparacion con
mujeres sanas fértiles, apuntan
hacia la respuesta inmunoldgica
como factor importante involucra-
do en el inicio y desarrollo de la
patologia, ya que se ha observado
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por un lado un niimero mayor y
grado de activaciéon de macréfa-
gos peritoneales, en asociacion
con disminucién en la actividad
efectora de linfocitos T (coopera-
dores y citotéxicos) y de células
NK en el ambiente tanto periférico
como peritoneal, las cuales son es-
tirpes celulares asociadas a la re-
gulacién de actividad inmunol6-
gica, asi como a actividad efectora
de eliminacion y remocion de cé-
lulas muertas, danadas o desechos
de éstas.

Sin embargo, a la fecha des-
conocemos cudles son las causas
involucradas en la aparente dis-
minucién de la respuesta citoto-
xica celular, que se presenta a
nivel periférico y local en las
mujeres que cursan con endo-
metriosis. Desconocemos si el
abatimiento de actividad inmu-
nologica efectora, sea causa o
consecuencia dentro del proceso
fisiopatogénico del fenémeno, y
dadas las condiciones en las que
se identifica la patologia; gene-
ralmente en mujeres estériles, re-
sulta dificil asestar el momento
en que la implantacién ectépica
se presentd y atiin mas, el estado
inmunolégico que guardaba el
ambiente peritoneal y periférico
de dichas mujeres.

Resulta imperante conocer de
manera mas cercana los eventos
moleculares involucrados en la fi-
siopatogenia del fenémeno; sin
embargo, las limitaciones técnicas,
diagnésticas y éticas, nos impiden
tener un abordaje directo para el
andlisis de marcadores celulares y
solubles, que puedan senalar con
precision la participacién de los
elementos de la respuesta inmu-
nolégica local y periférica con el
inicio y/o desarrollo de endome-
triosis.

174  GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO

B OBJETIVO GENERAL

Evaluar la relacion entre el desa-
rrollo de tejido endometrial ect6-
pico y el estado inmunolégico sis-
témico, mediante la enumeracion
de subpoblaciones de linfocitos y
sintesis intracelular de citocinas
en linfocitos T involucradas en la
regulacion de la respuesta inmu-
nolégica, empleando un modelo
murino de endometriosis.

B OBJETIVOS PARTICULARES

1. Desarrollar un modelo de endo-
metriosis peritoneal murino,
utilizando la cepa de ratones
Balb/c.

2. Cuantificar el porcentaje de lin-
focitos T totales (CD3+), T coo-
peradores (CD3/CD4+) y T cito-
toxicos (CD3+/CD8+) mediante
citometria de flujo, en el bazo de
los ratones empleados como
modelo de endometriosis, asi
como en un grupo testigo.

3. Determinar mediante citome-
tria de flujo la expresién de cito-
cinas intracelulares: Interferén-
gamma (INF-y) e interleucina-2
(IL-2) en linfocitos T (CD3+),
asociadas al patrén de promo-
cion de respuesta citotéxica ce-
lular denominada TH-1.

4. Determinar mediante citome-
tria de flujo la expresion de cito-
cinas intracelulares: interleuci-
na-4 (IL-4) e interleucina-10
(IL-10) en linfocitos T (CD3+),
asociadas al patrén de promo-
cién de respuesta humoral de-
nominada TH-2.

B MATERIAL Y METODO

Desarrollo de modelo murino
de endometriosis

Para el desarrollo del modelo mu-
rino de endometriosis, se emplea-
ron ratones hembra de la cepa

Balb/c, de 10 semanas de vida.
Una vez alcanzada la edad desea-
da, los animales fueron anestesia-
dos con ketamina 10 mg/mL y, en
condiciones de asepsia, se les reti-
r6 el cuerno uterino derecho via
peritoneal. El cuerno uterino se
colocé en medio de cultivo Dulbe-
co Modiefed Eagles Medium
(DMEM, Gybco, BRL) adicionado
de antibiético antimicético (Penn/
Strep, Gybco, BRL). Utilizando un
microscopio estereoscopico se rea-
lizaron fragmentos de 2 milime-
tros (mm) de longitud del cuerno
uterino retirado. Este fragmento
se implanté en el mismo ratén
hembra del que se obtuvo. El im-
plante consistié en la fijaciéon del
fragmento al peritoneo abdominal
derecho con dos puntos separados
de Vycril siete ceros, dejando en
contacto el endometrio con el epi-
telio peritoneal. Posterior al im-
plante se cerr6 el peritoneo con la
misma sutura en surjete continuo
y la pared abdominal con Nylon 3
ceros. Como grupo testigo se utili-
zaron ratones hembra de la misma
cepa y caracteristicas, a los cuales
se les realizé la misma maniobra
quirtrgica, sélo que se les implan-
t6 un fragmento de 2 mm de tejido
adiposo de su propio mesenterio.
Se utilizaron 10 ratones hembra
para desarrollo del modelo al
igual que para el grupo testigo.
Una vez terminada la maniobra
quirurgica, los animales fueron re-
gresados a sus jaulas, donde se
observaron constantemente, con
la intencién de identificar signos
de infeccién.

Ambos grupos de ratones
hembras, se mantuvieron en con-
diciones éptimas de alimentacion,
con ciclos de luz/oscuridad de 12
x 12. El primero fue durante cinco
semanas y el segundo durante




ocho semanas. Al término de este
lapso los animales fueron sacrifi-
cados, se retir¢ el peritoneo donde
se implanté el endometrio y se mi-
dié la superficie de crecimiento
que presentaba, con el auxilio de
un microscopio estereoscopico.
Asimismo el bazo de cada animal
fue extirpado y obtenidos los lin-
focitos para los experimentos de
citometria de flujo.

Obtencidn de células
mononucleares por gradiente
de densidad a partir del bazo
Una vez sacrificados los animales
mediante dislocacion cervical, el
bazo de cada uno de ellos fue reti-
rado y colocado en una caja Petri
que contenia RPMI suplementado
con 10% de suero fetal de ternera
v antibiético antimicético (Gybco,
BRL), donde se elimino el tejido
sanguineo y adiposo presente. Al
término de esta operacion el bazo
fue colocado sobre una malla con
un poro de 1 mm, y macerado gen-
tilmente con el émbolo de una je-
ringa al mismo tiempo que se adi-
cionaba medio de cultivo RPMI
antes descrito. El bazo fue macera-
do en su totalidad recuperandose
las células en el fondo de un tubo
de plastico de 50 mililitros (mL).
Al tubo donde se recuperaron las
células se le adiciond una canti-
dad equivalente de medio RPMI,
se mezclo suavemente y se centri-
fugé a 300 x g por 10 minutos; es-
ta operacion se repitié dos veces.
El precipitado de la centrifugacion
final fue colectado en 6 mL de me-
dio RPMI y colocado sobre 3 mL
de Lymphoprep (Nycomed Phar-
ma, Noruega) el tubo se centrifu-
g6 durante 30 mm, a 800 x g a
temperatura ambiente. Al término
de la centrifugacion se recupero el
paquete celular formado en el tu-

bo correspondiente a la banda de
linfocitos, los cuales fueron lava-
dos exhaustivamente con medio
de cultivo RPMI (Gybco, BRL). El
precipitado de la centrifugacion
final fue colectado en 1 mL de me-
dio RPM], alicuota a partir de la
que se determind el nimero de cé-
lulas mediante el empleo de un
hematocimetro, asi como la viabi-
lidad que éstas mostraban utili-
zando azul de tripano como mar-
cador de viabilidad. Las células
recuperadas y contadas fueron
procesadas para la identificacion
de subpoblaciones de linfocitos y
citocinas intracelulares.

Analisis de linfocitos T totales,
T cooperadores y T citotéxicos
y citocinas intracelulares
A fin de poder verificar la presen-
cia de citocinas intracelulares y las
subpoblaciones de linfocitos, las
células debieron de activarse con
PMA-ionomicina, asi como incu-
barse con un inhibidor del apara-
to de Golgi o estabilizador de pro-
teinas intracelulares, en este caso
brefeldina A. Asi, las células fue-
ron incubadas durante 4 horas a
37°C con 5% de CO, en presencia
de brefeldina A (10 yg/mL,) y en
presencia o ausencia de PMA (25
ng/mL) — lonomicina (1 yg/mL).
Una vez pasado el tiempo de
incubacién se colocaron, en un tu-
bo de 12 x 75, 50 uL de la suspen-
sion de células, activadas o no. Se
colocaron 3 ul del anticuerpo anti-
CD3 acoplado a CT-cromo. Se agi-
té e incubo por 15 minutos a tem-
peratura ambiente en oscuridad.
Posteriormente se agregaron 50
mL de solucién fijadora (Formal-
dehido a 6%). Se agité e incubd
durante 10 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. Se agrega-
ron 2 mL de buffer de lavado

(PBA: Buffer de fosfatos 1 x, 0.5%
de albiumina bovina y 0.1% de azi-
da de sodio) a cada tubo. Se centri-
fugé por cinco minutos a 500 g, y
se decant6 el sobrenadante. Se re-
suspendi6 la “pastilla” celular en
volumen minimo residual y se
agregaron 50 mL de solucién per-
meabilizadora. Se incub6 durante
10 minutos a temperatura am-
biente en oscuridad. Pasado este
tiempo se agregaron 10 mL de so-
lucién PBA y se centrifugé a 500 x
g por 5 mm. Se decanté el sobre-
nadante y a la pastilla celular se le
agregaron 5 mL de anticuerpo an-
ti-interleucina (IL) 2, o anti-IL-4, o
anti-IL 10 o anti-interferén gam-
ma. Se agité y se incubé durante
30 minutos a temperatura am-
biental en oscuridad. Posterior-
mente se agregaron 2 mL de PBA,
se agito y se centrifugé durante 10
minutos a 500 x g. Se decanta el
liquido y se conserva un agregado
celular que se resuspende en 100
mL de solucién PBA y se procede
a su captura y andlisis en el cito-
metro de flujo, EPICS-ALTRA de
COULTER.

B RESULTADOS

Modelo de endometriosis murino
En el presente trabajo fue posible
desarrollar un modelo de endo-
metriosis, utilizando ratones hem-
bra de la cepa Balb/c. Para decidir
los tiempos éptimos de desarrollo
del implante, se integraron dos
grupos de estudio a los cuales se
les realiz6 la misma maniobra de
implantacion de endometrio auto-
logo, siendo diferente el tiempo
de desarrollo del implante. Para el
grupo 1, se utilizaron 10 animales
que se observaron durante cinco
semanas, mientras que para el
grupo 2 se dejaron en observacion
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ocho semanas. En ambos grupos
se utilizaron 10 ratones como ani-
males testigo. El peso promedio
de los animales del grupo 1 antes
de realizar el implante de endo-
metrio fue de 21.36 +0.75 g, y al
momento del sacrificio fue de
23.88 + 0.83. Los valores para el
grupo testigo fueron de 21.46 +
0.67 g, el dia de la cirugia y de
21.52 +£1.54 g, antes de realizar el
sacrificio. En ambos casos el ana-
lisis de los resultados no mostré
diferencia estadistica alguna, al
comparar los pesos de los anima-
les antes de realizar el implante y
una vez transcurridas las cinco se-
manas. Asimismo, la compara-
cién entre los pesos de los anima-
les entre el grupo de estudio y el
grupo testigo, antes y después de
realizar la cirugia no mostro dife-
rencia estadistica alguna. Para el
caso del grupo 2, el peso prome-
dio de los ratones antes de reali-
zar la implantacion del tejido, fue
de 21.76 +1.47 g, y de 23.02 +1.21
g, al momento de realizar el sacri-
ficio de los animales. El grupo tes-
tigo mostré un peso promedio de
21.28 +0.70 g, antes de realizar la
maniobra quirirgica; y de 22.02 +
1.17 g, al sacrificar a los animales.
Al igual que en el grupo 1 antes
descrito, no hubo diferencia esta-
distica alguna antes y después de
realizar el implante; ni entre los
grupos de estudio y testigo.

Con respecto al desarrollo del te-
jido endometrial autélogo implanta-
do en el peritoneo, se observé que el
grupo 1 mostré un desarrollo de
25.4 +10.7 mm? y el grupo 2 un va-
lor de 26.25 +6.29 mm?, no se obser-
v6 diferencia estadistica significati-
va entre ambos grupos. Sin
embargo, la dispersion identificada
en el grupo 1 fue mayor, pues pre-
senté un coeficiente de variacion de
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42%, frente al grupo 2 que muestra
un valor de 24%. A partir de estos re-
sultados, se decidio utilizar ocho se-
manas como tiempo de desarrollo
del modelo de endometriosis para
llevar a cabo los experimentos de
subpoblaciones de linfocitos y ex-
presion de citocinas.

Crecimiento de endometrio
autdlogo y porcentaje
de linfocitos presentes en
el bazo del modelo murino
de endometriosis
La implantacién del tejido endo-
metrial autélogo en el modelo de
endometriosis empleado en el
presente estudio, mostré un desa-
rrollo de 26.33 + 10.76 mm?2, des-
pués de ocho semanas de implanta-
cion. Asimismo, la determinacién
de los porcentajes de subpoblacio-
nes de linfocitos mediante citome-
tria de flujo, llevada a cabo en el
bazo de los animales de estudio y
testigo (ambos grupos, n= 10) se
describen en el cuadro 1.

Aunque existe cierta tendencia
a que el porcentaje de linfocitos T
totales y T cooperadores, sea ma-
yor en los animales del modelo de
endometriosis, en conjuncién con
disminucion de los linfocitos T ci-
totoxicos, no existe diferencia es-
tadistica alguna al comparar los
resultados entre ambos grupos.

Identificacién de citocinas
intracelulares en linfocitos T
obtenidos del bazo de los
animales del modelo
de endometriosis
El porcentaje de linfocitos T totales
(CD3+) provenientes del modelo
murino de estudio y del grupo de
animales testigo, mostré los valo-
res de sintesis de citocinas tanto
basales como después de ser acti-
vados, senalados en el cuadro II.
El andlisis de los porcentajes de
linfocitos que expresaban las cito-
cinas antes descritas, mostraron
que para el caso del modelo de en-
dometriosis, las células analizadas
en forma basal expresaban todas
las citocinas aqui estudiadas y que
al ser estimuladas eran capaces de
incrementar su producciéon. En
ninguno de los casos fue posible
observar diferencia estadistica al-
guna, al comparar los porcentajes
de células sin y con estimulacién.
Un patrén similar fue observado
para el caso de los linfocitos pro-
venientes del grupo testigo, don-
de con excepcion de IL-10 donde
no se detecté sintesis alguna por
parte de las células analizadas con
y sin estimulacién, las restantes ci-
tocinas analizadas vieron incre-
mentada su sintesis cuando los
linfocitos T recibieron el estimulo.
Para el caso de IL-4, la cual fue

Cuadro |

Subpoblaciones de linfocitos identificados en el bazo del modelo murino
de endometriosis y grupo testigo, y crecimiento de tejido endometrial
después de ocho semanas de desarrollo

Linfocitos T Linfocitos T Linfocitos T Crecimiento
totales cooperadores citotéxicos de tejido
(CD3+) (CD3+/CD4+) (CD3+/CD8+) endometrial
(%) (%) (%) (mm?2)
Endometriosis 75+ 16 87 + 12 177 263 + 107
Testigo 66 +7 49+ 6 2123 -




Cuadro Il

Porcentajes de linfocitos obtenidos del bazo del modelo murino de
endometriosis y testigo, expresando las citocinas interferén-gamma (INF-y),
Interleucina-2 (IL-2); Interleucina-4 (IL-4) e Interleucina-10 (IL-10) en forma
basal y estimulados con PMA, identificados por citometria de flujo

Citocina Endometriosis Testigo
linfocitos T (CD3+) linfocitos T (CD3+)
(%)

Basal Activadas Basal Activadas
INF-y 040 +£0.29 197 +£ 232 040+ 028 095+ 134
-2 D45 £ 031 520+572 045+ 035 675+ 219
IL-4 940+ 623 1527 £+ 976 325+ 205 142+ 099
IL-10 005+010 013+ 005 00 00

detectada tanto en las células sin
estimulo vy con estimulo, se obser-
vé que en el modelo murino, su
produccion se incremento en casi
100% al recibir la estimulacion en
comparacion con las células pro-
venientes del grupo testigo, don-
de la estimulacion no tuvo mayor
efecto sobre los linfocitos T anali-
zados. Esta mayor produccion de
IL-4 por parte de los linfocitos es-
timulados del grupo de estudio,
gener6 una diferencia estadistica
(p < 0.05: Mann-Whitney) al com-
pararlos con la produccion reali-
zada por los linfocitos estimula-
dos del grupo testigo (Figura 1).

B DISCUSION

En el presente estudio fue posible
desarrollar un modelo de endo-
metriosis murino, utilizando rato-
nes hembra de la cepa Balb/c de
10 semanas de vida. Para el desa-
rrollo del modelo se empled en-
dometrio autélogo obtenido del
cuerno uterino derecho de cada
uno de los animales, implantan-
dose 2 mm del cuerno uterino me-
dido longitudinalmente, sobre la
cavidad derecha peritoneal. Por
otro lado, el desarrollo homogé-
neo que mostraron los ratones a
las 10 semanas de vida, momento

en el que se realizé la implanta-
cion del tejido endometrial (peso
del lote 21.36+/-0.75 g) determiné

que el area de tejido endometrial
implantada fuese muy parecida,
pues una vez que el cuerno uteri-
no se seccionaba para implantar
la cara endometrial sobre el peri-
toneo, el ancho que mostraba el
cuerno abierto era de aproxi-
madamente 2 mm; sumados a los
2 mm longitudinales secciona-
dos, obteniamos un area total de
4 mm? a implantarse. Sin embar-
£0, con la intencién de obtener la
mayor reproducibilidad en las va-
riables a analizar, se decidio utili-
zar dos tiempos de desarrollo de
endometriosis, los cuales fueron
de cinco y ocho semanas. En am-
bos casos fue posible observar

Figura 1
Sintesis intracelular de IL-4
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Sintesis de interleucina-4 por linfocitos T totales (CD3+) en forma basal y es-
timulados obtenidos del bazo del modelo de estudio y grupo testigo.
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crecimiento del endometrio ecté-
pico, mediante histopatologia se
pudieron identificar caracteristi-
cas morfoldgicas de glandulas, ar-
terias y tejido endometriales. El
desarrollo que present6 el endo-
metrio ectépico para el grupo de
cinco semanas (254 + 10.7 mm?2)
no presento diferencia estadistica
alguna con el valor de desarrollo
que present6 el grupo de estudio a
las ocho semanas (26.25 + 629 mm?);
sin embargo, el coeficiente de va-
riacion para el grupo de ocho se-
manas representa la mitad del
identificado en el grupo de cinco
semanas. Estos valores parecen in-
dicar que el desarrollo del tejido
endometrial ectépico para el caso
de nuestro modelo se estabilizan
después de las cinco semanas y
por ende es que vemos la mayor
dispersion en el crecimiento del
tejido ectopico (C.V. = 42%) en es-
te tiempo. Posterior a este lapso,
parece que el desarrollo del tejido
endometrial alcanza la meseta es-
tacionaria de crecimiento, ya que
el drea total de desarrollo del teji-
do ectépico identificada a las ocho
semanas es muy parecida a la ob-
servada a las cinco semanas, pero
existe una menor dispersion de
los datos individuales medidos
(C.V. =24%). Bajo esta disertacion,
proponemos el empleo de este mo-
delo de endometriosis bajo un lap-
so minimo de ocho semanas, pues
es posible que el desarrollo especi-
fico que sufra cada animal del teji-
do ectépico antes de este lapso,
arroje valores con alto grado de
dispersion debido al sistema per se
y no al fenémeno como tal.

La identificacion de subpobla-
ciones de linfocitos llevada a cabo
en el bazo de los ratones de estu-
dio y testigo, se pudo realizar sin
problema, observdandose valores
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de viabilidad en todos los casos
mayores a 90%, muestras en las
que se llevaron a cabo los experi-
mentos de citometria de flujo. Pa-
ra el caso de los linfocitos T totales
(CD3+), se observé una mayor
proporcion de esta subpoblacion
linfocitaria en el bazo de los rato-
nes hembra del modelo en compa-
racién con el observado en el gru-
po testigo. Aunque el porcentaje
de linfocitos se encuentra casi 10%
arriba, la dispersion que mostra-
ron los resultados alcanza un va-
lor de + 16%, lo que tiene impacto
en el andlisis estadistico ya que no
se observa diferencia alguna. El
mismo caso acontece para los lin-
focitos T cooperadores (CD4+),
que se encuentran en mayor pro-
porcion en las muestras prove-
nientes del grupo de estudio, pero
la dispersién (57 +12%) de los da-
tos impide alcanzar una diferencia
estadistica al comparar el valor
del grupo testigo (49 + 6%). De
manera contraria los linfocitos T
citotoxicos (CD 8+), parecen en-
contrarse en menor proporcion
con respecto al grupo testigo, pero
una vez mas la diferencia no al-
canza valor estadistico por la dis-
persion de los datos del grupo de
estudio. De los resultados obteni-
dos, resalta la baja dispersion que
mostraron los resultados en las
tres subpoblaciones de linfocitos
en el grupo testigo (C.V., alrede-
dor de 10%) comparada con la dis-
persion del grupo de estudio
(C.V,, alrededor de 20%). Esto se-
nala que la presencia y crecimien-
to del tejido endometrial induce
cambios en el nimero de por lo
menos dos de las subpoblaciones
de linfocitos mas importantes (T
cooperadores y T citotoxicos), las
cuales en su conjunto regulan y
coordinan la actividad inmunolé-

gica efectora. En cuanto a la activi-
dad efectora, se sabe que la res-
puesta inmunolégica se manifies-
ta a través de dos grandes brazos.
El brazo celular estd modulado
por la subpoblacién de linfocitos T
cooperadores (CD4+) denomina-
dos tipo TH-1, que promueven
principalmente actividad citotoxi-
ca e inflamatoria y reciben esta
clasificacion debido a la sintesis
aparentemente restringida de las
citocinas interleucina-2 (IL-2), in-
terferon gamma (INF-y) y linfoto-
xina (LT). Por otro lado, el brazo
humoral es modulado por la sub-
poblacién de linfocitos denomina-
dos TH-2, quienes a partir de la
sintesis de IL-4, IL-5 e IL-10 esti-
mulan la produccion de anticuer-
pos por células plasmaticas. Se sa-
be que la regulacion de ambos
fenotipos se lleva en forma cruza-
da, ya que las citocinas del tipo
TH-1 abaten la actividad del tipo
TH-2y viceversa. Es decir que una
mayor proporcion de las citocinas
del tipo TH-2 promovera un abati-
miento de la funcién citotoxica
que deben ejercer estirpes como
linfocitos T citotoxicos (CD8+) y
células NK. Por otro lado una ma-
yor proporcion de las citocinas de-
nominadas del tipo TH-1, inhibi-
ran la sintesis de anticuerpos y
propiciaran una mayor actividad
citotéxica por las subpoblaciones
antes mencionadas.

En nuestro estudio observa-
mos que los linfocitos T totales
(CD3+) de ambos grupos de estu-
dio, donde incluimos la subpobla-
cion de linfocitos T cooperadores
y T citotéxicos, producen en for-
ma basal casi la misma cantidad
de las citocinas denominadas TH-
1 (INF-y e IL-2), y al ser estimula-
das se presenta un aumento en
cuanto a la expresion de éstas, pe-




ro los valores son muy parecidos y
no es posible observar diferencia
estadistica alguna al comparar
ambos grupos ni en forma basal ni
activados. Por otro lado, fue posi-
ble identificar la expresién de las
citocinas TH-2 (IL-4 e IL-10) sola-
mente en los linfocitos provenien-
tes del modelo de endometriosis,
ya que en los animales del grupo
testigo, no fue posible detectar IL-
10 en forma basal o después de es-
timular las células. Asimismo, fue
posible observar una fuerte ten-
dencia a que los linfocitos del
modelo de estudio en forma ba-
sal, produzcan una mayor canti-
dad de IL-4 al comparar el valor
con el obtenido en el grupo testi-
go respectivamente (9.40 * 6.23%
contra 3.25 = 2.05%), obteniéndose
un valor marginal de diferencia
estadistica quizad una vez mds por
la dispersiéon que presentan los
valores del grupo de estudio. Sin
embargo, cuando las células fue-
ron estimuladas fue posible iden-
tificar claramente una mayor sin-
tesis de esta citocina en las células
del modelo de endometriosis
comparadas con el grupo testigo
(1527 + 9.76% contra 1.42 + 0.99%)
respectivamente, obteniéndose
una diferencia estadistica signifi-
cativa (p = 0.03).

Los datos antes descritos en su
conjunto, senalan la induccién de
cambios que acontece en los ani-
males que presentan el implante
endometrial. Por un lado, es posi-
ble identificar una mayor canti-
dad de linfocitos T totales (CD3+),
lo cual puede ser la respuesta in-
munoldgica que se estd promo-
viendo en contra del tejido ect6pi-
co bajo crecimiento, ya que este
marcador incluye tanto a linfoci-
tos T citotéxicos y T cooperadores,
los cuales en su conjunto repre-

sentan la parte efectora y de coor-
dinacién de dicha respuesta. Su-
mado a esto, el valor de linfocitos
T cooperadores (CD4+), los cuales
dirigirdn la respuesta en cualquie-
ra de las dos grandes vias efecto-
ras, ya sea citotoxica (TH-1) o hu-
moral (TH-2), presentan una
tendencia a encontrarse en mayor
proporcién en los animales del
modelo de endometriosis, lo cual
refuerza la idea de una mayor ac-
tividad inmunolégica, que segun
los datos obtenidos en nuestro es-
tudio, estdn preponderantemente
dirigiendo la respuesta inmunolé-
gica hacia el tipo humoral o TH-2,
lo cual tiene como efecto el abati-
miento de la actividad citotdxica
de linfocitos T citotéxicos y célu-
las NK. Al respecto, y de manera
acorde con las ideas antes descri-
tas, se observa que las muestras
del modelo de endometriosis, pre-
sentan un menor porcentaje de
linfocitos T citotéxicos en compa-
racién con el grupo testigo, lo cual
puede ser el reflejo de la mayor
cantidad de sintesis que se esta
llevando a cabo de IL-4, la cual es
una fuerte inhibidora de sintesis
de las citocinas INF-y e IL-2 (tipo
TH-I), las cuales son necesarias e
indispensables para que células
citotéxicas puedan proliferar en
forma clonal y ejercer su funcién
efectora.

Los datos aqui mencionados
identifican de manera contunden-
te y hasta donde sabemos por vez
primera la serie de cambios inmu-
noldgicos que desencadena la pre-
sencia y crecimiento de tejido en-
dometrial en forma ectépica en un
modelo de estudio. Mucho se ha
especulado sobre las condiciones
imperantes del ambiente perito-
neal de las mujeres que presentan
esta patologia, donde las eviden-
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cias senalan que una deficiente ac-
tividad de funciones efectoras y
reguladoras de la actividad inmu-
nolégica puede condudir a la implan-
tacién del tejido ectépico; sin em-
bargo, se desconoce si la alteracion
inmunolégica existe antes de que se
dé la adherencia, implantacién y
desarrollo del endometrio ectépico,
o si éste bajo condiciones especifi-
cas, es capaz de abatir la respues-
ta celular citotéxica local que debe
imperar, para eliminar células y
tejido que constantemente arriba a
la cavidad peritoneal en cada ciclo
menstrual. 2833 En el modelo de
endometriosis aqui empleado, los
datos indican que la presencia del
tejido per se, promueve una regu-
lacién de la respuesta inmunolégi-
ca hacia el brazo humoral, con el
consiguiente abatimiento de la ac-
tividad citotdxica, lo que permite
el desarrollo del tejido endome-
trial ectépico. La tendencia a que
la respuesta inmunoldgica se diri-
ja hacia el brazo humoral en nues-
tro modelo, parece estar acorde
con datos observados de la deter-
minacién de citocinas en sangre
periférica y liquido peritoneal de
mujeres con la patologia, donde
los resultados muestran una ma-
yor tendencia hacia mayor promo-
cion de un ambiente peritoneal del
tipo TH-2.

Los datos obtenidos en el mo-
delo aqui descrito, abren una am-
plia gama de preguntas sobre los
mecanismos locales y/o periféri-
cos de didlogo, regulacion y co-
municacion celular, entre estirpes
presentes en el tejido endometrial
ectopico y estirpes del tipo inmu-
nolégico y no inmunolégico, tanto
locales como de transito, que con-
lleve a la regulacion inmunoldgica
en una direcciéon y/o en asocia-
cién con el desarrollo y crecimien-
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to del endometrio ectépico. Por
otro lado, las réplicas que pudie-
ran presentarse sobre comparacio-
nes y similitudes entre el modelo
de endometriosis aqui descrito y
el fendmeno como tal en la especie
humana, sabemos a ciencia cierta
que los mecanismos de regulacién
inmunoldgica son muy parecidos
en los mamiferos superiores y, atin
mas, los mecanismos del modelo
animal empleado son bastante si-
milares con respecto a los que pre-
senta el humano; por lo que es po-
sible realizar con su proporcién
analogias entre ambos fenémenos.

De aqui que el empleo del modelo
de endometriosis puede ayudar al
conocimiento de la etiopatogenia
del fenémeno en humanos, al per-
mitir realizar investigacion dirigi-
da, coordinada, reproducible y
manipulable al respecto.

B CONCLUSIONES

El modelo murino de endometrio-
sis desarrollado utilizando la cepa
de ratones hembra Balb/c, mostré
una menor dispersién en el valor
de crecimiento del tejido ectépico,
implantado en el peritoneo a las
ocho semanas de desarrollo.

La presencia de tejido endome-
trial en la cavidad uterina en el
modelo aqui descrito, induce cam-
bios en el nimero y actividad de
linfocitos T cooperadores y T cito-
téxicos y modula la respuesta in-
munolégica hacia el tipo TH-2, a
partir de una mayor sintesis de in-
terleucina-4, identificada en linfo-
citos T totales (CD3).

La promocién de la respuesta
inmunolégica hacia el tipo TH-2
en el modelo de endometriosis,
puede estar relacionada con la
permanencia y desarrollo del teji-
do endometrial ectépico. |
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Alteracion en los potenciales de membrana
mitocondrial y su relacion exponencial con

la translocacion de fosfatidilserina en la membrana
plasmatica como marcadores en los eventos
iniciales de apoptosis: evaluacion en diferentes
fracciones espermaticas

W Dr. Gerardo Barroso Villa,! Dr. Samuel Karchmer Krivitzky,! Dr. Ernesto Castelazo Morales,! Dra. Espera-
za Carballo Mondragén,! Dr. Alberto Kably Ambe!

B RESUMEN

Objetivo. Determinar la integri-
dad de la membrana plasmatica
a través de la translocacion de
fosfatidilserina (FS) en dos frac-
ciones espermaticas y su corre-
lacion con los potenciales de
membrana mitocondrial esper-
mética. Material y método. El
anélisis de dos fracciones esper-
maticas fue llevado a cabo con la
separacion de gradientes de dis-
continuidad con Percoli, para la
obtencion de dos muestras de al-
ta y baja movilidad (90-40%).
Doce pacientes fueron recluta-
dos para la valoracion inicial de
los parametros seminales. La de-
terminacion en la integridad de la
membrana mitocondrial fue lleva-
da a cabo con la utilizacién de un
segundo anticuerpo (Mitosensor)
el cual fue analizado bajo micros-
copia fluorescente en donde un
promedio de 200 células fueron

evaluadas, para el andlisis se uti-
liz6 un filtro de excitacion de 450-
490 nm. La evaluacion citoplas-
matica fue llevada a cabo por la
unién de anexina V a la FS, para
la determinacién de los eventos
iniciales de muerte celular. Fue-
ron aplicadas pruebas no para-
métricas para determinar las di-
ferencias entre los potenciales
mitocondriales y los procesos de
membrana plasmatica. Fueron
utilizadas pruebas de correlacion
lineal en la relacion de anexina V
y mitosensor. Resultados. Por di-
sefio de estudio, se manifesta-
ron diferencias en cuanto a los
parametros de desplazamiento y
la presencia de apoptosis tanto
en la membrana plasmatica co-
mo en los potenciales de mem-
brana mitocondrial. Se encontré
una correlacion positiva entre la
funcion mitocondrial y la funcion
de membrana citoplasmatica.

Conclusiones. Este es el prime
estudio en donde se hace v~
analisis comparativo entre Iz
funcibn de membrana mitocor-
drial y la expresion de FS po
parte del citoplasma como mar
cadores de muerte celular en
forma temprana. Es probab:
que la poblacion de infertilicas
masculina esté asociada con ur
incremento en este tipo de po-
cesos de apoptosis.

Palabras clave: Potenciales de mem-
brana mitocondrial, translocacion de
fosfatidilserina, membrana plasmati-
ca, marcadores, apoptosis, fraccic-
nes espermaticas.

(Barroso Villa G. et al. Alteracion en
los potenciales de membrana mite-
condrial y su relacion exponencial
con la translocacion de fosfatidilse-
rina en la membrana plasmatica co-
mo marcadores en los eventos ink
ciales de apoptosis: evaluacion en
diferentes fracciones espermaticas.
Ginec Obstet Mex 2002; 70: 182).
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B ABSTRACT

Objective. To determine the inte-
grity of the plasmatic membrane
through phosphatydylserine (PS)
translocation in two spermatic
fractions and their correlation with
the spermatic mitochondrial mem-
brane potential. Material and
methods. The analysis of both
spermatic fractions was carried
out through a discontinuous gra-
dient separation with Percoli, in
order to obtain two samples with
high and low mobility (90-40%).
Twelve patients were recruited for
the inital evaluation of seminal pa-
rameters. Mitochondrial membra-
ne integrity was determined using
a second antibody (Mitosensor),
and was analyzed by fluorescen-
ce microscopy, evaluating an
average of 200 cells. A 450-490
nm excitation filter was used for
this analysis. Cytoplasmatic as-
sessment was carried out by ane-
xine V bonding to PS, in order to
determine the initial events of ce-
llular death. Non parameter tests
were used in order to determine
the differences between mito-
chondrial potentials and plasma-
tic membrane processes. Linear
correlation tests were used for the
anexine V and Mitosensor ratios.
Results. Due to the study's de-
sign, some differences were ob-
served regarding the displace-
ment parameters and the presence
of apoptosis, both, in the plasma-
tic membrane and in mitochon-
drial membrane potentials. A po-
sitive correlation between both,
mitochondrial and cytoplasmic
membrane functions was also
found. Conclusions. This is the
first study performing a compara-
tive analysis between mitochon-
drial membrane function and cy-
toplasmatic PS expression as

early cellular death markers. The

“male infertility population is pro-

bably associated with an increa-
se in this kind of apoptosis pro-
Cesses.

Key words: mitochondrial membra-
ne potentials, phosphatydylserine
translocation, plasmatic membrane,
markers, apoptosis, spermatic frac-
tions.

(Barroso Villa G. et al. The alteration of
mitochondrial membrane potential
and its exponential relationship to
phosphatydylserine translocation in
the plasmatic membrane as markers
in the initial events of apoptosis: Its
evaluation in different spermatic frac-
tions. Ginec Obstet Mex 2002; 70: 182).

W INTRODUCCION

s probable que una de las
E caracteristicas esenciales

en el desarrollo de las es-
pecies sexuadas sea el proceso de
seleccion, que se encuentra deter-
minado a través de diversos me-
canismos de regulacién, tanto en
su medio, como en el contexto mi-
croambiental de ciertas funciones
de orden intracelular.

El proceso de apoptosis tam-
bién conocido como muerte celu-
lar programada juega un papel
esencial en la homeostasis y desa-
rrollo de todos los tejidos dentro
del organismo. En contraste con la
necrosis (muerte celular por in-
duccién), la apoptosis se presenta
como un proceso fisiolégico bien
regulado. Cualquier desajuste en
el balance entre la proliferacion ce-
lular y su control a través de este
proceso de muerte celular mante-
nido por la apoptosis puede resul-
tar en serias enfermedades, princi-
palmente el cancer. De la misma
manera es muy probable que estos
estén relacionados con los proce-
sos evolutivos en cuanto a la dis-
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tribucion del material genético du-
rante la fertilizacion entre especies.

La apoptosis se define bajo con-
diciones biomoleculares como un
sistema de alto rendimiento ener-
gético (ATP-dependiente) ya que
requiere para su funcién el consu-
mo en forma apreciable de energia
intracelular, a diferencia de la ne-
crosis en donde los procesos pasi-
vos de energia se encuentran pre-
sentes; ademds de relacionarse en
forma directa con una respuesta
inflamatoria significativa, lo que
no sucede en la apoptosis. Esta es
una condicién importante de defi-
nir para identificar diferencias en-
tre cada uno de éstos para su
entendimiento posterior.

Los fenémenos reproductivos
no escapan a la intervencién de es-
tos eventos de regulacién en don-
de se involucra desde el desarrollo
de las células germinales —sena-
lando dentro de esto la espermato-
génesis y ovogénesis—, desarrollo
y maduracion folicular, hasta la
interacciéon de gametos con la
consiguiente fertilizacion e im-
plantacion endometrial.

En el &mbito ovarico es conoci-
do que los eventos de “dominan-
cia” y “atresia folicular” son regu-
lados por estos mecanismos
dentro de las células de la granu-
losa, ademas de relacionarse con
el desarrollo, maduracién, ovula-
cion y luteinizacion folicular.

De la misma manera, la apop-
tosis tiene control en la meiosis
temprana de las células germina-
les en el testiculo. Pacientes mascu-
linos que cursan con infertilidad
inexplicable presentan un incre-
mento en el dano a nivel del acido
desoxirribonucleico (ADN) y su
consecuente fragmentacion en oli-
gonucleosomas dentro de las cé-
lulas espermaticas.
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Un numero de eventos crucia-
les en los fendmenos apoptadsicos
inicia dentro de la mitocondria.!
Las mitocondrias envainan la
pieza media del espermatozoide
proveyendo trifosfato de adeno-
sina (ATP) al axonema donde es
utilizado para la propulsion fla-
gelar. Estos organelos son reque-
ridos para la obtencion de un
metabolismo eficiente, produc-
cion de energia, produccién de
lipidos de membrana y creci-
miento celular, pero también son
determinantes primarios de vida
o muerte celular.?

La relacion de la mitocondria
con el proceso de apotosis esta
dada por diversos mecanismos.
Esto incluye la activacion de la
familia de cistein-proteasas co-
nocidas como caspasas, un ejem-
plo es el citocromo-c y la disrup-
cion de la cadena de transporte
de electrones los cuales permiten
cambios en la fosforilacion oxi-
dativa y sintesis de ATP.3 Otro de
los mecanismos es la pérdida en
los potenciales de membrana,
variaciones en los potenciales de
oxido-reducciéon (redox) celular
con la participacion de familias
proteicas pro y antiapoptdsicas
(i.e. Bcl-2). Aunque la apoptosis
no es considerada como un fe-
nomeno dependiente de la fos-
forilacion oxidativa, la mitocon-
dria funciona como coordinador
apoptésico en diversos sistemas
celulares.

El objetivo del presente es-
tudio es determinar la integri-
dad de membrana plasmatica
a través de la translocacion de
fosfatidil-serina (FS) en dos
fracciones espermaticas y su
correlacion con los potencia-
les de membrana mitocondrial
espermatica.
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m MATERIAL Y METODO

Coleccion de la muestra seminal
Este estudio fue llevado a cabo
bajo la aprobacion de Comité de
Investigacion y Etica del Hospi-
tal Angeles de las Lomas. Las
muestras seminales fueron obte-
nidas de pacientes masculinos
que cursaron con infertilidad.
Todos los pacientes tuvieron el
antecedente de infertilidad al me-
nos por un ano, a los cuales se les
realizé exploracion fisica. El uni-
co criterio de exclusion fue la
presencia de < 10 x 106 esperma-
tozoides totales méviles en la
muestra original. Los pacientes
(n=12) recolectaron la muestra
espermdtica por masturbacion
dentro de frascos estériles des-
pués de tres a cinco dias de abs-
tinencia. Las caracteristicas se-
minales de volumen, pH vy
aglutinaciéon fueron normales;
todas las muestras tuvieron mds
de 1 x 106 células redondas por
mililitro y cultivos negativos pa-
ra microorganismos.

Preparaciéon seminal

Las muestras fueron preparadas
utilizando dos gradientes de Per-
coli en forma discontinua (90-40%
Pharmacia Biotech AB, Uppsala,
Sweden). Cada porcién de semen
postlicuefaccion fue colocada en
la parte superior de los gradientes
de concentracion y centrifugado a
400 g por 15 minutos. Posterior a
la centrifugaciéon se obtuvieron
dos poblaciones purificadas de:
alta movilidad (gradiente de 90%)
y baja movilidad (gradiente de
40%), las cuales fueron lavadas
con fluido tubario humano (HTF)
y resuspendido a una concentra-
cion de 2.5 x 106 espermas por mi-
lilitro.

Evaluacion de la morfologia
espermatica

La morfologia espermatica fue
evaluada utilizando el criterio es-
tricto propuesto por Kruger. La
muestra (5 uL) fue esparcida den.
tro del portaobjetos, la cual per-
manecio por 20 minutos para su
secado antes de la tincion. La tin-
cion se llevé a cabo utilizando
Diff-Quick (Baxter Dade Diagnos-
tics AG, Dubingen, Switzerland).
Estas se mantuvieron por 30 mi-
nutos a temperatura ambiente an-
tes de colocdrseles un cubreobjetos
largo. La evaluacion morfolégica
fue realizada bajo magnificacion
con objetivo de inmersion x 100 en
donde un promedio de 100 esper-
matozoides fueron evaluados por
cada laminilla. El resultado fue ex-
presado en porcentaje de las célu-
las espermaticas observadas por
cada una de ellas.

Para la evaluacion de normali-
dad por criterio estricto, el esper-
matozoide debié observar una
configuraciéon ovalada en donde
se definiera una incorporacién
acrosomica adecuada de 40-70%
de la cabeza espermadtica, y que no
observara defectos en la pieza me-
dia, cuello o cola.

Determinacion de la integridad
funcional mitocondrial
espermatica

La integridad funcional mitocon-
drial del esperma, la cual es indi-
cativa de apoptosis en estadios
iniciales fue analizada utilizando
Apoalert™ Mitocondrial Mem-
brane Sensor Kit (Mitosensor:
Clontec Laboratories Inc., Palo Al-
to, CA, USA). Este permite la de-
teccién de los cambios en los po-
tenciales transmembrana a nivel
mitocondrial en los fenomenos
iniciales de apoptosis.




La muestra seminal fue coloca-
da en tubos tipo Eppendorf (sig-
ma) y centrifugadas a 200g por
cinco minutos. Las muestras fue-
ron resuspendidas en 1 uL de Mi-
tosensor buffer, el cual fue mezcla-
do e incubado a 37°C y 5% de CO,
en la oscuridad. Mitosensor (1 uL)
fue anadido por 10 minutos poste-
riores al periodo de incubacion.

El porcentaje de células con
disfuncién mitocondrial fue de-
terminado bajo microscopia fluo-
rescente, en donde un promedio
de 200 células fueron evaluadas
por cada una de las muestras. Las
muestras fueron observadas con
un microscopio epifluorescente
utilizando un filtro de excitacion
de 450-490 nm. En células norma-
les —las cuales no exhiben datos
de muerte celular— Mitosensor
se agrega a éstas presentando un
color fluorescente rojo/anaranja-
do. En el caso de disfunciéon mito-
condrial no se da una agregacion
del anticuerpo, por lo que la tin-
cion permanece en su forma mo-
nomérica dentro del citoplasma
presenta fluorescencia de color
verde.

Evaluacién citoplasmatica

a través de la anexina-V
Anexina-V es una proteina de
unioén fosfolipidica calcio-depen-
diente, la cual tiene una alta afini-
dad por la fosfatidil-serina (FS).
Durante los eventos apoptdsicos
iniciales la membrana plasmadtica
realiza la translocacion de FS de la
membrana interna hacia la mem-
brana externa, la cual es reconoci-
da por la anexina-V (Boehringer
Mannheim, Indiandpolis, IN,
USA) durante este proceso de
translocacién. La adhesién de la
anexina-V a las células apotésicas
muestra una tincion fosforescente

en verde. Algunas de las células
necrdticas llegan a escapar del
andlisis apoptdsico, sin que se
puedan diferenciar con las células
normales y con estas ultimas; por
este motivo se agregé yoduro de
propidio (VP) (tincion en rojo), el
cual excluye aquellas células que
muestran una translocacién de
anexina-V en la membrana plas-
matica.

Posterior a la separacion de las
fracciones de alta y baja movili-
dad, las células espermaticas fue-
ron resuspendidas en PBS (sigma)
e incubado con anexina-V en una
solucion buffer de HEPES (sigma)
conteniendo VP. El analisis de la
muestra se realizé bajo microsco-
pia epifluorescente. Por lo menos
200 células fueron analizadas en
forma aleatoria por campo identi-
ficada como normales (negativas
para anexina-V y YP), apoptdsicas
(positivas para anexina-V y nega-
tivas para YP) o necréticas (positi-
vas para YP).

B ANALISIS ESTADISTICO

Por el tipo de distribucion de tipo
no-Gausiano en la informacion ob-
tenida la aplicacién de pruebas no-
paramétricas (U de Mann-Witney)
fueron aplicadas para determinar
las diferencias entre la disfuncién
en los potenciales mitocondriales y
la conversion de FS en la membra-
na plasmatica. Fueron aplicadas

pruebas de correlacion lineal en
los resultados obtenidos a través
del andlisis de anexina-V y Mito-
sensor. Los resultados son presen-
tados como el promedio + su des-
viacién estandar. Valores de p <
0.05 fueron considerados como
significativos.

B RESULTADOS

Las caracteristicas generales eva-
luadas en la muestra del eyacula-
do original muestran una concen-
tracién espermdtica de 304 + 325
x10¢ (rango de 102-1,060) una mo-
vilidad progresiva total de 64.2 +
7.3 (rango de 56 a 70%) y una mor-
fologia promedio de 7.5 +5.5 (ran-
go entre 3 a 16%).

El cuadro I muestra los para-
metros de desplazamiento para
cada una de las fracciones, tanto
para aquellas de alta movilidad
(gradiente de Percoll a 95%) como
para baja movilidad (gradiente de
Percoll a 40%). La evaluacion de
movilidad progresiva fue signifi-
cativamente mayor en la fraccién
de Percoll a 95%. El porcentaje de
movilidad de cada fraccion eva-
luada son expresadas en la figura
1 con base en su media y expre-
sion en intercuartiles (25-75%).

Los resultados en la valoracion
citoplasmadtica inicial determina-
da a través de la medicion de ane-
xina-V demostraron incremento
en la fraccion de baja movilidad

Cuadro |

Relacion de los parametros de desplazamiento y apoptosis en fracciones

de alta y baja movilidad espermatica

Movilidad Anexina-V Potencial mitocondrial Necrosis
Alta movilidad (90%) 88.2+31 80152 10550 10.1+54
Baja movilidad (45%) 6.2+2.1 12171 290197 2751295
P 0.005 0.02 0.0002 0 0006
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Figura 1
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Figura 3
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(12.1 £7.1) con respecto a aquellas
que mostraron una alta movilidad
(8.0 £5.2) (p < 0.005).

El analisis en cuanto a la pre-
sencia de los indicadores tempra-
nos de apoptosis (tanto a nivel mi-
tocondrial como en la membrana
plasmatica) muestran diferencias
significativas por cada una de las
fracciones como se muestra en
las figuras 2 v 3, respectivamente.

La translocacion de fosfatidil-
serina a través de la membrana
plasmatica mostré una correlacion
positiva cuando se comparé con el
grado de disfuncion mitocondrial
[(r = 0.65) (p = 0.05) como se ob-
serva en la figura 4.

B CONCLUSIONES

Hablar de apoptosis es referirse a
los mecanismos reguladores invo-
lucrados en los procesos intracelu-
lares en diversas especies de orden
animal v vegetal. Estos sistemas
homeostasicos no solo involucran
los diversos mecanismos de orden
funcional, sino también en el am-
bito reproductivo.

Es probable que las condiciones
ambientales que involucran a di-
versos ecosistemas observan un
efecto directo en las condiciones re-
productivas hoy en dia. Por otro la-
do, es inverosimil que la aplicacion
de las “nuevas formas” de tecnolo-
gia relacionadas con los procesos
reproductivos —directa o indirec-
tamente— haya tenido una in-
fluencia significativa en los proce-
sos programados de muerte celular.

Es reconocido que el esperma-
tozoide obtenido de pacientes in-
fértiles posee multiples defectos
tanto estructurales como funcio-
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nales. Bajo condiciones i vitro, es-
tas anormalidades son manifesta-
das en forma primaria como la in-
capacidad para interactuar con el
ovulo, particularmente con la zo-
na pelicida. De esta manera, la
union esperma-zona pelicida sola
0 en asociacion con otros defectos,
permite una fertilizacion fallida o
en condiciones no Optimas.t La
cxpmsic’m de estos eventos tam-
bién se observa tanto en defectos
de la movilidad espermatica, falla
en la fusion espermatozoide-évu-
lo asi como la consecuente reac-
cion acrosomica.®

La aplicacion de técnicas de
micromanipulacion como lo es la
inyeccion intracitoplasmadtica de
esperma o ICSI, ha venido a remo-
ver barreras en la seleccion esper-
matica que en otras circunstancias
no hubieran permitido llevar a ca-
bo la fertilizacion dentro de las
técnicas de reproduccion asistida.
Debido a la transmision de enfer-
medades genéticas a través de es-
ta técnica de micromanipulacion,
se ha enfocado la atencion en las
caracteristicas en la integridad ge-
nética en el esperma humano.

Las caracteristicas del varén in-
fertil a través del estudio espermati-
co han mostrado contener alteracio-
nes nucleares, incluyendo alteraciones
en la estructura de la cromatina, la
presencia de cromosomas con mi-
crodeleciones en el cromosoma Y,
aneuploidismo, asi como fragmen-
tacion de las cadenas helicoidales
del ADN. Se han descrito ciertas
anomalias en la condensacion de la
cromatina secundaria a la retencion
de histonas con la aplicacion de cier-
tas técnicas de tincion.©

La fragmentacion del aadg
desoxirribonucleico genomico es
uno de los indicadores mas esty.
diados en apoptosis, la form,
mas comun de muerte celular en
especies eucariontes. Tambiép
ocurre apoptosis o muerte celular
programada bajo condiciones f;.
sioldgicas normales, la cual est;
dada por fases principales. La
primera es la fase de inicio, que
es seguida por una fase de ejecu-
cion que se caracteriza por una
serie de cambios de forma este-
reotipica, en donde se observa
disminucion en las dimensiones
celulares, alteracion de la mem-
brana plasmatica, externalizacion
de fosfatidilserina (FS), asi como
la condensacion y fragmentacion
de cromatina.” Una caracteristica
distintiva de este proceso es la ac-
tivacion de un sistema de endo-
nucleasas enddgenas, la cual ge-
nera numerosos fragmentos en
las bandas de ADN dentro de la
cromatina.8?

Hasta nuestro conocimiento éste
es uno de los primeros trabajos en
donde se reporta el estudio de los
potenciales mitocondriales como
indicadores de muerte celular. Por
los resultados obtenidos a través
del presente estudio podemos ob-
servar que en dos fracciones esper-
maticas (con alta v baja movilidad)
muestran variaciones importantes
en cuanto a cambios de membrana
plasmadtica (anexina-V) v el efecto
en los potenciales de membrana a
nivel mitocondrial. Deberan ser lle-
vados a cabo estudios prospectivos
para determinar el efecto final v su
relacion con los procesos de fertili-
dad en el hombre. o
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Caracterizacion bioquimica y ultraestructural

del efecto de la interleucina 1-f como mediador de
degradacion de tejido conectivo en membranas
corioamnioticas humanas en cultivo

B Guadalupe del Carmen Estrada Gutiérrez,! Felipe Vadillo-Ortega,! Marco A. Jiménez Gonzalez,? Jorge
Beltran Montoya,? Silvia Giono Cerezo4

B RESUMEN

Objetivo. Caracterizar el efecto
de la IL-1-p sobre el metabolismo
de tejido conectivo de la mem-
brana corioamniética humana en
cultivo (MCA). Tipo de estudio.
Experimental con modelo in vitro.
Material y método. Se utilizaron
explantes de MCA obtenidas de
cesareas y se mantvieron en cul-
tivo. Se descart6 la presencia de
infeccion local mediante micro-
biologia. Se realiz6 ensayo de
viabilidad de los explantes con
XTT. Se estimul6 a los explantes
con diferentes dosis de IL-1- en
un rango de 0 a 10 ng/mL. Des-
pués de la estimulacion se cuan-
tificaron proteinas, produccion
de MMP-9 por zimografia y cada
explante se dividi6 en dos par-
tes: una se utilizé para cuantifica-
cién de colagena y otra parte se
analizé en microscopia electroni-
ca. Resultados. Las MCA perma-
necieron con adecuada viabilidad
y funcionalidad. La estimulacion
con IL-1-B resultd en la expresion
de cantidades crecientes de
MMP-9, de acuerdo al método
de zimografia y el efecto fue ma-

ximo a las 36 horas posteriores a
la estimulacién. El contenido de
colagena disminuyd de manera
progresiva después de la estimula-
cién con la IL-1-B y alcanzé un
minimo a las 36 horas. El aspec-
to de las fibras de colagena se
desordend de manera progresiva
y al cabo de 36 horas ya no era
posible observar el patrén de fi-
bras caracteristico de esta pro-
teina. Conclusiones. La informa-
cién presentada permite concluir
que la IL-1-B es capaz de inducir
la expresibn de enzimas con
efecto sobre el tejido conectivo y
con ello se confirma su participa-
cion en el proceso de ruptura de
las membranas bajo condiciones
de inflamacion.

Palabras clave: Interleucina 1-f3, teji-
do conectivo, membranas corioam-
nidticas, cultivo.

(Estrada Gutiérrez G. et al. Caracteri-
zacién bioquimica y ultraestructural
del efecto de la interleucina 1- co-
mo mediador de degradacion de teji-
do conectivo en membranas co-
rioamnidticas humanas en cultivo.
Ginec Obstet Mex 2002; 70: 190).

Bl ABSTRACT

Objective. To characterize the ef-
fect of IL-1B, on connective tissue
metabolism in a human chorio-
amnionic membrane tissue cultu-
re (CAM). Type of study. Exper:-
mental, in an in vitro model
Material and methods. CAM ex-
plants obtained from cesarean
sections were cultured. The pre-
sence of local infection was ex-
cluded by microbiological met-
hods. An XTT viability essay of
the explants was carried out. Ex-
plants were stimulated with diffe-
rent doses of IL-1B within a 0-10
ng/mL range. After the stimula-
tion, protein content was measu-
red, MMP-9 production was de-
termined by zymography, and
each explant was divided in two
parts: one was used for collagen
measurement and the other
analyzed by electronic micros-
copy. Results. CAMs kept ade-
quate viability and funcionality
IL-1B stimulation produced an in-
crease in the amount of MMP-9
expressed, as determined by the
zymography method with a max-
mum effect 36 hours after stimu-

'Direccion de Investigacion, 2Departamento de Microscopia Electronica, 3Subdireccion de Ginecologia y Obstetricia. Instituto Nacional o¢
Perinatologia y 4Departamento de Microbiologia, Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, | PN
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lation. Collagen content decrea-
sed in a progressive manner after
IL-1p3 stimulation and reached its
minimum after 36 hours. The cha-
ractenistic pattern of collagen fi-
bers gradually lost its organiza-
tion, and could not be observed
any more after 36 hours. Conclu-
sions. The information presented
here allows us to conlude that IL-
1B i1s capable of inducing an
enzymatic expression affecting
connective tissue, thus confir-
ming its participation in membra-
ne degradation processes under
inflammatory conditions.

-
| Key words: Interleukine 1}, connec-
tive tissue, chorio-amnionic mem-
brane, culture

(Estrada Gutiérrez G. et al. Bioche-
mical and ultrastructural characteri-
zation of the interleukine-1f} effect as
a mediator of connective tissue de-
gradation in human chorio-amnionic
membrane tissue culture. Ginec
Obstet Mex 2002; 70: 190).

B INTRODUCCION

as membranas que delimi-

tan la cavidad amniotica

tienen como funciones ac-
tuar como barrera mecanica y se-
cretar diferentes sustancias con
efectos locales. Estas membranas
estdn formadas de dos capas ad-
heridas llamadas amnios y co-
rion, que a su vez estin com-
puestas de distintos tipos de
células embebidas en una matriz
de colagena.!

La ruptura de las membranas
corioamnicéticas es un proceso fi-
siolégico que normalmente ocu-
rre durante el trabajo de parto,
pero hasta en 15% de todos los
embarazos, se rompen antes de
que éste se inicie, patologia que
se denomina ruptura prematura

de membranas (RPM).2 El meca-
nismo molecular que desencade-
na la ruptura de membranas, ya
sea en condiciones normales o pa-
tologicas, no esta bien establecido
y se atribuia sélo a factores mecd-
nicos y traumdticos como las con-
tracciones repetidas durante el
trabajo de parto. Sin embargo, en
la actualidad se ha demostrado
que el fendmeno es mucho mas
complejo e involucra diversos
procesos bioquimicos. La identifi-
cacion de estos procesos en el me-
canismo de ruptura, ha permitido
proponer que las membranas feta-
les y la decidua pueden responder
a estimulos bioquimicos, mecani-
cos y a la infeccion del tracto geni-
tal materno, produciendo media-
dores como prostaglandinas,
citocinas® y algunas hormonas
proteicas que regulan la actividad
de las enzimas que degradan la
matriz extracelular de las mem-
branas.4 El mantenimiento de la
fuerza tensil de las membranas fe-
tales, depende del equilibrio entre
la sintesis y la degradacion de los
componentes de la matriz extrace-
lular, por lo que la disminucion en
el contenido de coldgena,® la alte-
racion de su estructura y el incre-
mento en la actividad colagenoli-
tica, estan asociadas a ruptura, ya
sea normal o en forma prematu-
ra.® La degradacion de la matriz
extracelular esta controlada por la
accion de una familia de enzimas
dependientes de zinc llamadas
metaloproteasas de matriz extra-
celular (MMP) y sus inhibidores
(TIMP).7

En diversos estudios se ha de-
mostrado que ademas del incre-
mento de MMP, también hay au-
mento local de algunos mediadores
de inflamacion como las citocinas
IL-1B y TNF-0,% asi como de pros-
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taglandinas en casos con y sin in-
feccion, por lo que la ruptura de
membranas se podria considerar
como un evento de tipo inflama-
torio, en el que todos los mediado-
res establecen interconexiones: el
aumento de citocinas proinflama-
torias, incrementa la produccion
de metaloproteasas de matriz ex-
tracelular y prostaglandinas, que
a su vez tienen la capacidad de in-
ducir contracciones de musculo li-
so uterino.?

Con estudios de inmunohisto-
quimica del estroma cervicouteri-
no, placenta y membranas co-
rioamnidticas en distintas etapas
del embarazo, se ha visto que el
numero de macréfagos aumenta
hasta 10 veces su nimero en emba-
razos a término en comparacion
con las etapas tempranas del em-
barazo.19 En los casos con infeccion
a nivel de placenta y membranas
corioamniéticas, la inflamacion es-
ta mediada por los neutrofilos po-
limorfonucleares y macrofagos
que son reclutados al sitio de la in-
feccion. La produccion de IL-1
y TNF-a incrementa la sintesis
de prostaglandinas y los niveles de
transcripcion de algunas MMP en
el corion. El estiramiento repetido
que se provoca con las multiples
contracciones, aunado a la sobre-
produccion de MMP, pueden debi-
litar progresivamente estas estruc-
turas y predisponer la ruptura.
Muchos comensales y patdgenos
de la flora cervicovaginal, pueden
producir proteasas que disminu-
yen de manera significativa la
fuerza tensil de las membranas,
ocasionando una baja en la con-
centracion tisular de colagena, es-
pecificamente la de tipo III; tam-
bién se sabe que la elastasa de
leucocitos polimorfonucleares hu-
manos se une de manera especifi-
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ca a ésta, lo que sugiere que la in-
filtracion leucocitaria a las mem-
branas fetales debida a la coloni-
zacion bacteriana o a la infeccion,
puede disminuir la coldgena de ti-
po III y como consecuencia indu-
cir la ruptura de membranas.!!

B MATERIAL Y METODO
Cultivo in vitro de membranas
corioamnidticas. Se tomaron mem-
branas corioamnidticas de muje-
res con embarazo normal a térmi-
no sin ninguna patologia, que se
resolvio por cesdrea en ausencia
de trabajo de parto, sin evidencia
clinica y microbiolégica de infec-
cion. En la sala de expulsion e in-
mediatamente después de ser ex-
traida la placenta, se tomo una
muestra para andlisis microbiold-
gico con un hisopo de dracrén. Se
inoculé un caldo urea/arginina
para el aislamiento de micoplas-
mas urogenitales (Biomerioux) y
se colocé el hisopo en medio de
Stuart (Deltalab) para su trans-
porte al laboratorio. Después del
procedimiento microbiolégico, se
cortaron las membranas fetales y
fueron transportadas al laborato-
rio en medio DMEM (GIBCO-
BRL) con antibiético-antimicotico
a 1%. Las membranas se lavaron
con solucién salina fisioldgica
hasta eliminar los restos de sangre
y fluidos, bajo condiciones de es-
terilidad. Con ayuda de un saca-
bocados, se cortaron explantes de
1 cm de didmetro y se colocaron
en placas de 24 pozos con 1 mL de
DMEM suplementado con suero
fetal bovino (10%), piruvato de
sodio (1%) y antibiético-antimico-
tico (1% ) (GIBCO-BRL). (DMEM-
SFB).

Los cultivos se incubaron a
37°C en atmosfera de CO, (5%)
durante 24 horas, al cabo de las
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cuales se eliminé el sobrenadante,
se adiciond 1 mL de medio fresco y
se incubaron 24 h adicionales, lue-
go de lo cual se cambié el medio
por 1 mL de DMEM suplementa-
do con lactoalbimina (166.5 g/L),
piruvato de sodio (1%) y antibi6ti-
co-antimicético (1%) (DMEM-LAH)
y se incubé durante 24 horas, al ca-
bo de las cuales se volvié a agregar
1 mL de DMEM-LAH fresco y se
procedio a la estimulacion.

Prueba de viabilidad de las
membranas fetales. Se realizé un
ensayo de viabilidad con el reactivo
Cell Proliferation Kit IT (Boehringer
Mannheim) para controlar la viabi-
lidad de los explantes. El ensayo es
colorimétrico y se basa en que las
células viables metabolizan la sal de
tetrazolio XTT dando como resulta-
do una sal de formazan colorida
que es soluble en agua. La intensi-
dad de color de los sobrenadantes
varia de acuerdo con el niumero de
células viables en el explante.

Estimulacién de las membra-
nas con IL-1f. Se estimul6 en tri-

plicados a los explantes con dife-
rentes dosis de IL-1P en un rango
de 0 a 10 ng/mL. Dado que el efec-
to maximo se logré con 1.0 ng/mL,
todos los experimentos posteriores
se realizaron con esta concentra-
cién de la interleucina. Al cabo de
24 horas se aspir6 el sobrenadante,
se cuantificaron las proteinas por el
método de Bradford y la produc-
cion de MMP-9 se cuantificé por
zimografia.1213 Cada explante se
dividi6 en dos partes: una se utili-
z0 para cuantificacion de colagena
por determinaciéon colorimétrica
de hidroxiprolina y la otra parte se
colocé en 1 mL de glutaraldehido a
2.5% en amortiguador de fosfatos
pH 7.2, para observar la distribu-
cién de las fibras de coldgena por
microscopia electronica (Figura 1).

Procesamiento de los explantes
para microscopia electronica. El te-
jido se fij6 en glutaraldehido y fue
sometido a posfijacion con tetrad-
xido de osmio disuelto en el mis-
mo amortiguador, por 90 minutos.
Para la inclusion, el tejido se colo-

Figura 1
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Zimografia y analisis densitométrico de los sobrenadantes de cultivos de
membranas corioamniodticas después de ser estimulados con 1 ng/mL de IL-
18 por 0, 12, 24 y 36 horas respectivamente. Las bandas de lisis tienen un pe-
so de 92 kd que corresponde a la MMP-9 inactiva.
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Cuantificacion de colagena en los explantes después de ser estimulados con
1 ng/mL de IL-1[3 por 0, 12, 24 y 36 horas.

ca en resina, se etiqueta y se incu-
ba en una estufa a 60°C para su
polimerizacion, durante 24 horas
De los bloques que se obtienen, se
expone la superficie del tejido y se
hacen cortes de 0.5 a 1 micra, se ti-
fien con azul de toluidina y se ob-
servan al microscopio optico para
buscar las zonas que se quiera es-
tudiar. Una vez identificadas es-
tas zonas, se hace un retallado del
bloque y se deja solo la parte de
interés, realizando cortes ultrafi-
nos (60-150 nm), los cuales se po-
nen en rejillas de cobre, se con-
trastan con acetato de uranilo v
citrato de plomo.

B RESULTADOS

Las membranas corioamnioticas
se mantuvieron en cultivo hasta
por cinco dias sin deterioro de su
viabilidad y funcionalidad, de
acuerdo con los ensayos de XTT y
secrecion de gelatinasas. La esti-
mulacion con IL-1B resulté en la
expresion de cantidades crecien-
tes de MMP-9, de acuerdo con el
método de zimografia y el efecto
fue maximo a las 36 horas poste-
riores a la estimulacion (Figura 2).
El contenido de coldgena dismi-
nuyo de manera progresiva des-
pués de la estimulacion con la in-
terleucina IL-1B y alcanzé un
maximo de 20% menor al conteni-
do original a las 36 horas (Figura 3).
El aspecto de las fibras de colage-
na se desordené de manera pro-
gresiva y al cabo de 36 horas ya
no era posible observar el patron
de fibras caracteristico de esta
proteina depositada en la matriz
extracelular (Figura 4).

W DISCUSION

La interleucina IL-1 es una citoci-
na de primera oleada en la res-
puesta inflamatoria y se ha senala-
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Micrografia de la capa compacta del amnios: a) y b): explantes sin estimular a tiempo 0 y

ués de 36 horas i

te. Las figuras restantes representan los explantes tratados con IL-1f (1 ng/mL) después de: c) 12 horas, d) 24 horas y e) 36
horas de incubacion. Se puede observar como a medida que avanza el tiempo, la red de bandas fibrosas que en un principio
es homogénea, se va tornando laxa y las fibras se van separando y desapareciendo (20,000 aumentos).

do como uno de los mediadores
potenciales del proceso de parto
pretérmino, dados sus efectos so-
bre la musculatura lisa, 4 pero tam-
bién como un factible mediador de
la degradacién de las membranas
corioamnioticas, dado que en otras
estirpes celulares induce la expre-
sion de colagenasa intersticial.l> El
modelo de explantes de membra-
nas corioamnidticas, resulté ade-
cuado para la evaluacién del efecto
de la IL-1B, dado que conserva sus
capacidades funcionales hasta por
cinco dias. A mayor tiempo de ex-
posicién de los explantes con IL-1p
se producen cantidades crecientes
de MMP-9, aunque llama la aten-
cién que la unica forma detectable
de la enzima es la correspondiente
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a la proforma de la MMP-9. La
MMP-9 es sintetizada por pobla-
ciones locales del corioamnios y se
sabe que es inducida de manera se-
lectiva hacia el momento del traba-
jo de parto.16 La actividad aumen-
tada de MMP-9 correlaciona de
manera directa con el contenido de
coldgena tisular, que disminuye a
medida que la enzima se incre-
menta. Estos datos permiten aso-
ciar la induccion de la degradacion
con la pérdida de la proteina es-
tructural mds relevante del co-
rioamnios y que deberia llevar al
debilitamiento de las membranas.
Estos datos bioquimicos correla-
cionan también de manera directa
con los hallazgos ultraestructura-
les, que muestran la desorganiza-

cién de las fibras de colagena que
acompana a los otros dos eventos
senalados arriba y que a la luz de
los datos bioquimicos reflejan la
degradacion de la matriz extrace-
lular.

La informacion presentada aqui
permite concluir que la interleucina
IL-1B es capaz de inducir la expre-
sion de enzimas con efecto sobre el
tejido conectivo y con ello se confir-
ma su participacién en el proceso
de ruptura de las membranas bajo
condiciones de inflamacion. La in-
duccion de la degradacion de tejido
conectivo de la IL-1P se realiza me-
diante la induccién de la enzima
que ha sido caracterizada como la
mds relevante para el proceso de
ruptura de las membranas. H
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Competitividad évulo-embionaria determinada
a través de la cuantificacion de los indices
perifoliculares en la microarquitectura vascular

por Doppler

W Dr. Alberto Kably Ambe,! Dr. José Antonio Pérez Mendizabal,2 Dra. Alejandra Sanchez De Leodn
Dr. Samuel Karchmer Kriviztky,! Dr. Gerardo Barroso Villa!

B RESUMEN

Objetivo. Correlacionar en forma
lineal los indices de flujometria
Doppler con el desarrollo folicu-
lar y su consiguiente desarrollo
embrionario en ciclos de hiperes-
timulacion ovarica en los resulta-
dos de FIVTE/ICSI|. Material y
método. Se realizé un estudio
prospectivo y observacional en
donde se incluyd un total de 29
pacientes, a las cuales se les
realizé determinacion de la reser-
va ovarica por las condiciones
morfométricas del ovario y la de-
terminaciéon basal de FSH. La
cual fue correlacionada con los
indices de pulsatilidad (IP), indi-
ce de resistencia (IR), relacion
sistole/diastole (S/D) y la veloci-
dad de flujo maximo (TAMAX),
por medio de USG de pulso-co-
lor Doppler. Todo esto correlacio-
nado con el desarrollo embriona-
rio. Analisis de covarianza, lineas
de regresion e intervalos de con-
fianza fueron aplicados para su
determinacion estadistica. Resul-
tados. La correlacion entre los IR

y la obtencién de foliculos madu-
ros (p = 0.05), fue observada; al
mismo tiempo se encontrd una
relacion negativa de FSH con vo-
lumen ovérico. Conclusiones. Se
han descrito una serie de marca-
dores de reserva ovular, si embar-
go, ninguno de ellos es especifico
cuando la calidad ovular es ex-
presada por medio de la aplica-
cién de inductores de la ovulacion.
Por los resultados obtenidos a tra-
vés del presente estudio, pode-
mos expresar que los indices de
flujometria por Doppler, pueden
ser indicadores de la expresion
folicular y su consecuente desa-
rrollo ovular y embrionario.

Palabras clave: 6vulo, embrién, indi-
ces perifoliculares, microarquitectu-
ra vascular, Doppler.

(Kably Ambe A. et al. Competitividad
6vulo-embionaria determinada a tra-
vés de la cuantificacion de los indi-
ces perifoliculares en la microarqui-
tectura vascular por Doppler. Ginec
Obstet Mex 2002; 70: 196).

B ABSTRACT

Objective. To obtain the linear co-
rrelation between Doppler fluxo-
melry rates and follicular develop-
ment and the observed embryonary
growth in ovarian hyperstimulation
cycles in the IVFTE/ICSI results. Ma-
terial and methods. A prospective
and observational study inclu-
ding 29 patients was carried out
The ovarian reserve was determi-
ned —by the ovaries morphome-
tric conditions— as well as basal
FSH. These were correlated with
pulsatility rates (PR), resistance
rates (RR), and the systole/dias-
tole ratio (S/D) and the maximum
flow rate (TAmax), using a USG
pulse-colour Doppler. All these
were correlated to embryonary
development. Covariance, re-
gression lines and confidence in-
tervals analyses were performed
for its statistical determination
Results. A correlation between
RR and the formation of mature
follicles was observed (p = 0.05)
and, at the same time, a negative
relationship between FSH and
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ovarian volume was found. Con-
clusions. A series of markers of
ovarian reserve have been des-
cribed, however, none of these is
a specific marker when ovum
quality is expressed through the
administration of ovulation indu-
cers. Considering the data obtai-
ned in our study, we can say that
Doppler fluxometry rates can in-
dicate follicular expression and
the resulting ovum and embryo
development.

[

Key words: ovum, embryo, perifollicu-
lar rates, vascular microarchitecture,
Doppler

(Kably Ambe A. et al. Ovum-embryo
competitivity determined by the
Doppler quantification of perifollicu-
lar rates in vascular microarchitectu-
re. Ginec Obstet Mex 2002; 70: 196).

a transferencia de preem-
briones de alta calidad a la
cavidad uterina se conside-
ra como uno de los objetivos fina-
les en fertilizacion in vitro, lo que
provee a parejas que cursan con
infertilidad mayores posibilida-
des de concepcidn. Se han llevado
a cabo investigaciones en forma
extensa para la identificacion de
biomarcadores que expresen la
viabilidad embrionaria y su con-
siguiente implantacion, a fin de
permitir una seleccion mas ade-
cuada de estos embriones, los
cuales posean una mayor compe-
tencia en su desarrollo para ser
transferidos en forma posterior o,
en su caso, ser criopreservados.!
La foliculogénesis ovarica esta
determinada por cambios endo-
crino-paracrino, que requieren de
la interaccion dinamica entre la
maduracion ovular, la suplemen-
tacion de las células de la granu-

losa y la presencia de ciertos facto-
res en el liquido folicular. El inicio
del crecimiento folicular involu-
cra cambios tanto fisiologicos, co-
mo genéticos y metabdlicos para
completar en forma adecuada el
proceso de meiosis, la prevencion
de polispermia y el proceso inicial de
embriogénesis después de la ferti-
lizacion.

Tanto la adecuada cantidad co-
mo la calidad ovular son necesa-
rios en fertilizacion in vitro. El nu-
mero de foliculos en desarrollo
que han sido reclutados dependen
en forma proporcional a la reserva
ovdrica, relacionada con la edad
cronolégica de la mujer, concen-
traciones basales séricas de FSH,
LH, E, e inhibina B, asi como las
determinantes de volumen ovari-
co. La calidad ovdrica por otro la-
do, es una consecuencia directa de
los procesos metabdlicos y sincro-
nizacion cromosémica que permi-
tan un status de fertilizacion ade-
cuada y el inherente control
genético, para el adecuado desa-
rrollo embrionario en forma tem-
prana asi como su diferenciacion.
Cada uno de estos procesos se en-
cuentran relacionados en forma
intrinseca con los fenomenos de
atresia e inhibicion en los meca-
nismos de muerte celular progra-
mada o apoptosis.

Cada embrion posee un poten-
cial de desarrollo tinico y sélo una
pequena y relativa proporcion de
ellos en el momento de la division
celular, es competente para la im-
plantacion después del proceso de
fertilizacion en condiciones in vi-
tro y su desarrollo a través de la
gestacion.2? Defectos letales en el
desarrollo ocurren en el gameto
femenino antes de la insemina-
cion. Es del conocimiento que los
6vulos maduros pueden contener
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alteraciones cromosomicas de tipo
numérico (aneuploidismo) y de-
fectos estructurales a nivel cito-
plasmadtico que predisponen de
cierta manera la fertilizacion ovu-
lar y la subsiguiente falla en el de-
sarrollo embrionario.>* El poten-
cial de implantacion embrionaria
puede ser correlacionado con el
grado y status de division; sin em-
bargo, el valor predictivo en for-
ma general es relativamente bajo.
El grado de fragmentacion em-
brionaria u otros defectos morfo-
l6gicos, asi como el retardo en el
desarrollo, pueden indicar en for-
ma indirecta una incidencia ma-
yor de anomalias cromosomicas.>

Todas estas anomalias pueden
ser el resultado de alteraciones de
las condiciones intrafoliculares
durante la maduracion ovular en
ciclos de hiperestimulacion ovari-
ca controlada. La expresion en las
formas de aneuploidismo en 6vu-
los maduros es debido a defectos
cromosomicos que se llevan a ca-
bo antes de la supresion en el pro-
ceso final de meiosis en estadios
de maduracién en profase.® Clara-
mente sabemos que condiciones
no 6ptimas en los medios de culti-
vo, incluyendo medios de cultivo
de baja calidad, pueden generar o
ser aditivos para los defectos
preexistentes. Se ha tratado de de-
mostrar la presencia de ciertos
factores a nivel intrafolicular que
son secretados a la circulacion ge-
neral y que pudieran ser predicti-
vos del desarrollo y la competen-
cia 6vulo-embrionaria.

Estudios relacionados con la
disolucion de oxigeno y la compo-
sicion de factores de crecimiento
vascular han sugerido una posible
correlacion entre las condiciones
intrafoliculares y la calidad ovu-
lar. Estos estudios han mostrado
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que foliculos que contienen una
cantidad disminuida de O, (< 1%)
(clasificados como severamente
hipoxicos) presentan de la misma
manera una vascularidad dismi-
nuida.®

Por otro lado, el incremento en
la angiogénesis perifolicular pare-
ce estar relacionada con factores
de crecimiento producidos tanto
por células de la teca como de la
granulosa. Ciertas isoformas del
factor de crecimiento vascular en-
dotelial (FCVE) han sido estudia-
dos, mostrando un incremento en
su sintesis en respuesta a ciertas
condiciones de hipoxia.” Se ha se-
nalado una relacion entre la ex-
presion de FCVE, vascularizacion
perifolicular y niveles de oxigeno
intrafolicular.®

La aplicacion del ultrasonido
Doppler color para la determina-
cion de las constantes de flujo san-
guineo han sido utilizados recien-
temente en el monitoreo del
desarrollo folicular en ciclos de hi-
perestimulacién ovdrica. Esto ha
permitido obtener informacién de-
tallada acerca de las caracteristicas
foliculo-especifico de flujo sangui-
neo, lo que ha provisto de un indi-
cador de desarrollo en la vasculatu-
ra perifolicular. Diversos estudios
en donde la vasculatura y el flujo
sanguineo perifolicular han sido
examinados durante el proceso de
hiperestimulacién ovdrica en ciclos
de fertilizacion in vitro (FIVTE), han
llegado a la conclusién que cada fo-
liculo al final de su desarrollo posee
caracteristicas de flujo vascular tini-
cas con un desarrollo capilar peri-
folicular independiente.8?

Dando seguimiento a estas li-
neas de investigacion y con el ob-
jetivo de corroborar los indices de
flujometria Doppler con el desa-
rrollo folicular y su consiguiente
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desarrollo embrionario se disend
un estudio prospectivo para el es-
tudio de la competencia ovular y
calidad embrionaria en ciclos de
hipestimulacién ovdrica en repro-
duccion asistida.

Un total de 29 pacientes fueron
incluidas en forma prospectiva
dentro del estudio, el cual fue rea-
lizado entre noviembre y diciem-
bre del 2000. El rango de edad fue
entre 21 y 35 anos, los diagndsti-
cos que se incluyeron fueron a) tu-
boperitoneal (n=21), o b) asociado
a factor masculino (n=8) mostran-
do una oligoastenoteratozoosper-
mia de moderada a severa, siem-
pre y cuando la fraccion de
recuperacion posterior a la prueba
de capacitacion (swim-up) fuera
mayor de 1 x 10 espermatozoi-
des. Aquellas pacientes con una
FSH 2 15 mUI/mL por estudio de
quimioluminiscencia (predictivo
de pobre respuesta ovdrica) fue-
ron excluidas del andlisis. En adi-
cién también se eliminé del estu-
dio a pacientes con una relacién
LH/FSH de 0.85: 1 o mayor [ova-
rio poliquistico (SOP)] y aquellas
que cursaran con hipogonadismo
hipogonadotrépico.

Para la determinacién del vo-
lumen ovarico se utilizé la formu-
la elipsoidal de alargamiento hacia
los polos [V=D1xD2xD3x0.53], en
donde D1, D2 y D3 corresponden
a los didmetros longitudinal, ante-
roposterior y transverso maximos
respectivamente.

Todos las pacientes fueron supri-
midas con agonistas de la hormo-
na liberadora de gonadotropinas
(aGnRH) (Reliser®: Laboratorios Se-
rono de México, Ciudad de Méxi-
co), utilizando el protocolo de fase
litea media. La GnRH fue inicia-
da en la fase litea media previo al
ciclo estimulado a una dosis de 0.5

mg/dia y reduciendo a 0.25 mg/
dia al iniciar el primer dia del cido
menstrual, el cual se continuaria
hasta la administracién de gonado-
tropina coriénica humana (hCG)
—protocolo largo de aGnRH-FSH
recombinante (Gonal-F®: Labora-
torios Serono de México, Ciudad
de México), se administro el dia
tres del ciclo menstrual con dos
ampulas (150 UL/ampula), en
donde la dosis seria ajustada en
forma individual utilizando el
protocolo de step-down. Cuando se
observé un minimo de tres folicu-
los > 18 mm a través del ultrasoni-
do, se administraron 10,000 Ul in-
tramusculares de hCG. Los ciclos
fueron cancelados cuando menos
de tres foliculos se reclutaron al
dia nueve del ciclo o si el pico de
estradiol se incrementaba en for-
ma inapropiada. La aspiracion fo-
licular se llevé a cabo 34 a 36 horas
posteriores a la administracion de
hCG.

La evaluacion del flujo vascu-
lar ovarico se llevé a cabo al inicio
de la estimulaciéon ovarica (tercer
dia del ciclo menstrual). Del mis-
mo modo, se analizaron las carac-
teristicas de flujo vascular perifo-
licular con la aplicacion de
ultrasonido de pulso color Dop-
pler (Sequoia 512, Acuson, Moun-
tain View, CA) en foliculos asigna-
dos previamente por cada paciente.
Se midi6 cada uno de los ovarios
en sus ejes axial y longitudinal en
tiempo real, con vn transductor de
5-8 MHz. Los rangos de pulso por
Doppler fueron tomados por cada
uno de los vasos de interés, se rea-
liz6 un andlisis espectral de la ve-
locidad y forma de onda emitida.

Se calcularon los siguientes in-
dices de flujometria Doppler a tra-
vés de este sistema ultrasonografi-
co: indice de pulsatilidad (IP) que




corresponde a la diferencial entre
la sistole (S) y didstole (D) de la
velocidad de pulso obtenido en
un ciclo cardiaco [PI = (5-D)/ me-
dial; indice de resistencia (IR) de-
terminado a través de una medi-
da de angulo independiente de
pulsatilidad (IR = S-D/S); y rela-
cién S/D como indice de pulsati-
lidad en forma simplificada. La
velocidad de flujo madximo
(TA 4 v el promedio del didme-
tro folicular fueron también eva-
luados. El mapeo folicular se rea-
liz6 en forma longitudinal y
transversa. La medicion de los
indices de flujo vascular fue rea-
lizada consistentemente por el
mismo ultrasonografista.

Unicamente se analizé el resul-
tado de oocitos preovulatorios ma-
duros (metafase I y II durante el
tiempo de aspiracion). El proceso
de inseminacién dentro del labora-
torio se llevé a cabo dependiendo
de la indicacion establecida por
cada caso (estdndar o a través de
fertilizacion asistida con inyec-
cion intracitoplasmatica de esper-
ma o [CSI).

El desarrollo embrionario se
llevé a cabo utilizando medios de
cultivo (G1) hasta obtener de seis a
ocho células previo a la transferen-
cia embrionaria. Un promedio de
cuatro embriones fueron transferi-
dos a la cavidad uterina. Todas las
pacientes recibieron suplemento
de fase Iitea con progesterona en
aceite 200 mg .M. diariamente).

W ANALISIS ESTADISTICO

Andlisis de covarianza. Fue apli-
cado para correlacionar los indi-
ces de flujometria Doppler, fertili-
zacion y desarrollo embrionario.
De la misma manera fueron ana-
lizados los parametros de reserva
ovdrica. Lineas de regresién e in-

tervalos de confianza fueron ex-
presados + 95%. Cada uno de los
resultados se expresaron como el
promedio * su desviacion estan-
dar. Valores de p < 0.05 fueron
considerados como significativos.

N RESULTADOS

Las caracteristicas demogréficas
en el grupo de estudio son corre-
lacionadas con los criterios de in-
clusion inicialmente mencionados
para el disefio de estudio como se
muestra en el cuadro I.

El numero de foliculos aspira-
dos fue de 17.8 £ 7.9, en donde el
numero de 6évulos maduros (me-
tafase II) fue de 10.7 = 5.3. la tasa
de fertilizacién por ciclo fue de
74.2% con un porcentaje de seg-
mentacion embrionaria de 82%
como se muestra en el cuadro IL.

No se observaron diferencias en
los indices de flujometria Doppler
(IR, IP, relacién S/D, y TA, ;) cuan-
do se valoraron las caracteristicas
en la vasculatura por cada uno de
los ovarios (Cuadro III).

Cuadro |

Parametros de estimulacién por grupos de estudio

Numero de pacientes

Edad (afios)

Peso (kg)

Talla (em) s
indice de masa corporal (IMC)
FSH (mUl/mL)

LH (mUI/mL)

Estradiol (pg/mL)

Volumen ovarico (cm3)

Pico de estradiol (pg/mL)
Grosor endometrial (mm)

Dia de administracion de hCG
Numero de ampolletas

29
3211 =+ 48
619 + 106
1612 + 0.07
240 = 41
706 + 4.1
476 + 268
543 + 285
723 = 3.7

35752 = 2,775
102 = 20
135 £ 1.10
26.7 + 88

Cuadro |l

Caracteristicas generales en el desarrollo foliculo-embrionario

Numero de foliculos aspirados 17879

Profase | (PI) 093 £ 10

Melafase | (MI) 165 = 1.7

Metalase Il (MIl) 1078 £ 53

Cigoto (2pN) 917 + 49

Tasa de fertilizacion 74 2%

Tasa de segmentacion 820%
Cuadro Il

indices de flujometria Doppler perifolicular

Variables Ovario derecho Ovario izquierdo
Indice de resistencia (IR) 059 £ 007 069 £ 038
Indice de pulsatihdad (IP) 084 £ 013 088 £ 020
Relacion sistole/diastole (S/D) 253 =+ 046 288 £ 122
Velocidad de flujo maximo (TA,,,,) 005 £ 001 006 = 003
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sarrollo folicular y embrionario,
los resultados mostrados a través
del presente estudio, confirman la
relacion entre los parametros de re-
sistencia vascular y calidad em-
brionaria; esto explica que, aque-
llos foliculos que muestran un
estado hipéxico con un incremento
en las resistencias vasculares dardn
origen a 6vulos de baja calidad con
una capacidad de fertilizacién po-
bre. Estos hallazgos han sido corre-
lacionados en estudios anteriores
en donde la concentracion de pO,
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Infeccion cervicovaginal como factor de riesgo
para parto pretérmino
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B RESUMEN

Objetivo. |dentificar si existe
asociacion entre infeccion cervi-
co-vaginal (ICV) y parto pretérmi-
no. Diseno. Cohortes. Marco de
referencia. Instituto Nacional de
Perinatologia, Hospital Central
Militar y Hospital General Regio-
nal No. 1, IMSS, Culiacan, Sina-
loa, México. Pacientes. 468 pa-
cientes que acudieron a control
prenatal y atencion del parto. In-
tervenciones. Frotis en fresco,
tincion de Gram y cultivo de
muestras cervicovaginales obte-
nidas en las siguientes etapas de
la gestacion: primera muestra a
las 16-24 semanas de gestacion,
segunda muestra a las 25-32 se-
manas y tercera muestra a las
33-42 semanas. Los microorga-
nismos investigados fueron: Can-
dida albicans, Gardnerella vagi-
nalis, Ureaplasma urealyticum,
Streptococcus agalactiae, Myco-
plasma hominis, Neisseria go-
norrhoeae, Listeria monocytoge-
nes y Chlamydia trachomatis. En
el caso de cultivo positivo se indi-
co tratamiento especifico. Medi-
ciones. Cultivo positivo o negati-

vO para cada uno de los microor-
ganismos estudiados y presencia
0 ausencia de parto pretérmino,
en cada una de las pacientes es-
tudiadas. Resultados. De las
398 pacientes que concluyeron
el estudio, 156 presentaron ICV y
242 no presentaron ICV; no hubo
diferencias entre ambos grupos
en la incidencia de parto pretér-
mino. Los riesgos relativos signifi-
cativos fueron: en la primera eta-
pa, Ureaplasma urealyticum vy
Mycoplasma hominis con RR =
9.0 (6.81, 11.8); en la segunda
etapa, Ureaplasma urealyticum
con RRi=6.2 (330, 11.7) yEse
cherichia colicon RR = 3.4 (1.33,
8.6); en la tercera etapa Urea-
plasma urealyticum con RR = 9.19
(6.93, 12.1). El analisis de regre-
sion logistica identificd en la se-
gunda etapa a Ureaplasma
urealyticum con OR = 16.6 (2.9,
93.7), estadisticamente significa-
tivo p = 0.001. El analisis de su-
pervivencia mostré diferencias en
ambos grupos respecto a la du-
racion del embarazo (p < 0.001).
Conclusiones. Existe diferencia
en la duracion del embarazo en-

tre las pacientes con ICV y sin
ICV. Ureaplasma urealyticum se
asocia consistentemente con
parto pretérmino.

Palabras clave: parto pretérmino, in-
feccion cervicovaginal, Ureaplasma
urealyticum, factor de riesgo.

(Beltran Montoya J. et al. Infeccion
cervicovaginal como factor de ries-
go para parto pretérmino. Ginec
Obstet Mex 2002; 70: 203).

Bl ABSTRACT

Objective. To identify the possi-
ble association between cervico-
vaginal infections (CVI) and pre-
term delivery. Design. Cohorts.
Reference frame. Instituto Na-
cional de Perinatologia, Hospital
Central Militar and Hospital Ge-
neral Regional No. 1, IMSS, Cu-
liacan, Sinaloa, México. Patients.
Four hundred and sixty eight pa-
tients attending prenatal control
and delivery care. Interventions.
Fresh smears, Gram stain, and
cervicovaginal sample culture
from samples obtained during the
following gestational stages: First

'Subdireccion de Ginecologia y Obstetricia, Instituto Nacional de Perinatologia; 2Departamento de Ginecologia y Obstetricia, Hospital Ge-
neral Regional No.1, Culiacan, Sinaloa. Instituto Mexicano del Seguro Social. 3Direccion de Investigacion, Instituto Nacional de Perinatolo-
gia, “Departamento de Microscopia Electrénica, Instituto Nacional de Perinatologia. *Escuela de Ciencias Fisico-Matematicas, Universidad
Autonoma de Sinaloa. éDepartamento de Ginecologia y Obstetricia. Hospital Central Militar, México, D.F

ISSN-0300-9041 Vorumen 70, Aagie 2002 203



sample at 16-24 weeks, se-
cond sample at 25-32 weeks,
and third sample at 33-42
weeks. The following microorga-
nisms were studied: Candida al-
bicans, Gardnerella vaginalis,
Ureaplasma urealyticum, Strepto-
coccus agalactiae, Mycoplasma
hominis, Neisseria gonorrhoeae,
Listeria monocytogenes, and Ch-
lamydia trachomatis. /n case of a
positive culture, the specific treat-
ment was indicated. Measure-
ments. Positive or negative cultu-
re for each of the studied
pathogens, and the presence or
abscence of a preterm delivery
for each of the patients included
in the study. Results. Three hun-
dred and ninety eight were still
present at the end of the study, of
which 156 had a CVI and 242 had
no CVI. No differences between
both groups were observed con-
cerning preterm delivery. Signifi-
cant relative risks were: In the first
stage, Ureaplasma urealyticum
and Mycoplasma hominis with RR
= 9.0 (6.81, 11.8); in the second
stage, Ureaplasma urealyticum
with RR = 6.2 (3.30, 11.7) and Es-
cherichia coli with RR = 3.4 (1.33,
8.6); in the third stage, Ureaplas-
ma urealyticum with RR = 9.19
(6.93, 12.1). The logistic regres-
sion analysis identified Ureaplas-
ma urealyticum during the se-
cond stage with OR = 16.6 (2.9,
93.7), statistically significant with
p = 0.001. The survival analysis
showed differences between the
two groups concerning preg-
nancy duration (p < 0.001). Con-
clusions. There is a difference in
the duration in pregnhancy in pa-
tients with CVI and without CVI.
Ureaplasma urealyticum is con-
sistently associated with preterm
aelivery.
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Key words: preterm delivery, cervi-
covaginal infections, Ureaplasma
urealyticum, risk factor.

(Beltran Montoya J. et al. Cervicova-
ginal infections as a risk factor for
preterm delivery. Ginec Obstet Mex
2002; 70: 203).

W INTRODUCCION

a Organizaciéon Mundial de
L la Salud define el parto

pretérmino como aquel
que ocurre antes de las 37 sema-
nas de gestacion.! La incidencia
de parto pretérmino, es de 8 a 9%
de todos los embarazos.2 El parto
pretérmino contribuye en forma
significativa a la morbimortali-
dad perinatal.? El nacimiento pre-
término es la causa mds comin
de mortalidad y morbilidad peri-
natal, en los paises desarrollados;
las complicaciones de la prematu-
rez producen mas de 70% de las
muertes fetales y neonatales
anualmente en bebés sin malfor-
maciones y contribuye en forma
significativa a retardo en el desa-
rrollo, alteraciones visuales y au-
ditivas, enfermedad pulmonar
cronica y pardlisis cerebral. La
morbilidad en los bebés prematu-
ros que sobreviven incluye: sin-
drome de dificultad respiratoria
(RDS), hemorragia intraventricular
(IVH), displasia broncopulmonar
(BPD), persistencia del conducto
arterioso (PDA), enterocolitis ne-
crosante (NEC), sepsis, apnea y
retinopatia del prematuro (ROP).
La morbilidad neurolégica al lar-
go tiempo incluye trastornos psi-
comotores.# Aunque el tratamien-
to del parto pretérmino ha recibido
considerable atencion, el prome-
dio de partos pretérmino no ha
declinado en los tltimos 15 afnos.>
Las drogas tocoliticas que inhiben

el parto pretérmino son utilizadas
frecuentemente en la practica cli.
nica, a pesar de su limitada evi.
dencia de beneficio.6

Aunque los tocoliticos prolon-
gan el embarazo, no han demos.-
trado mejoria en el resultado peri-
natal o neonatal y tienen efectos
adversos en las mujeres con parto
pretérmino.” Entre las causas que
contribuyen al parto pretérmino,
se encuentran: la ruptura prema-
tura de membranas (RPM), pree-
clampsia/eclampsia, abruptio pla-
centae, embarazo miuiltiple, placenta
previa, retraso del crecimiento in-
trauterino, polihidramnios, oligo-
hidramnios, anormalidades fetales,
amnioitis, insuficiencia del cuello
uterino, problemas médicos ma-
ternos (diabetes, asma, abuso de
drogas, pielonefritis). Las caracte-
risticas maternas asociadas a parto
pretérmino incluyen: raza, desnu-
tricién, poca ganancia de peso du-
rante el embarazo, antecedente de
parto pretérmino previo, inade-
cuado o ausente control prenatal,
trabajo extenuante, estrés perso-
nal, anemia, tabaquismo, bacte-
riuria, infecciéon cervicovaginal
(vaginosis bacteriana, N. gonorrhoese,
Chlamydia, Mycoplasma y Ureaplasma),
anormalidad o dafio cervical, mal-
formaciones uterinas o miomas
uterinos, actividad uterina excesi-
va con borramiento y dilatacion
cervical prematuramente.5? Clini-
camente el parto pretérmino pue-
de dividirse en dos categorias: el
que ocurre en forma espontdnea
(en 75% de los casos de los nad-
mientos pretérmino) después de
trabajo de parto pretérmino,
RPM, etc. Y el que ocurre en for-
ma indicada (en 25% de los ca
sos), indicado por desordenes
médicos u obstétricos que ponen
en peligro la vida de la madre oel




feto. La distincion entre parto pre-
término espontaneo y parto pre-
término indicado es de utilidad
por que nos permite un entendi-
miento del parto pretérmino como
un sindrome el cual incluye: parto
pretérmino, ruptura de membra-
nas pretérmino (pRPM), amnioitis
e insuficiencia istmico-cervical. El
parto pretérmino espontineo es
mas frecuente entre mujeres de
medio socioeconomico bajo, des-
nutridas, negras, y quienes tienen
una historia de infeccién vaginal,
en particular vaginosis bacteriana.
En mujeres multiparas, el riesgo
de parto pretérmino espontdneo
estd incrementado si tienen el
antecedente de un parto pretér-
mino previo. La recurrencia del
riesgo se incrementa conforme
se incrementa el numero de par-
tos pretérmino previos, y se in-
crementa aun mas conforme dis-
minuye la edad gestacional de
los partos pretérmino previos.
Los factores de riesgo asociados
con parto pretérmino tienen una
prevalencia relativamente alta
en la poblacion general y conse-
cuentemente un bajo valor pre-
dictivo en la deteccion del parto
pretérmino espontaneo. Mas de
la mitad de éstos ocurre en muje-
res que no tienen factores de
riesgo obvios.!? Se han propues-
to multiples sistemas de identifi-
cacion del riesgo,!! sin embargo,
éstos tienen una sensibilidad no
mayor de 50%.12

En los ultimos anos han sido
revalorados todos los factores
mencionados con mejores disenos
de investigacién clinica en dife-
rentes etapas de la gestacién. Asi,
el grupo colaborativo NICHD Ma-
ternal Fetal Medicine, informa
que la presencia de vaginosis bac-
teriana, fibronectina fetal y acorta-

miento del cuello uterino son los
factores predictores asociados
consistentemente con el desenlace
de parto pretérmino, y en pacien-
tes multiparas el antecedente de
parto pretérmino previo.!3

Del trabajo de Goldenberg y
col.!? destaca la asociacion ICV
y parto pretérmino, y reciente-
mente la observacion de que la
infeccion del tracto genital su-
perior incrementa en forma sig-
nificativa la produccién de fi-
bronectina fetal sobre todo en
aquellas mujeres que tuvieron
parto antes de las 32 semanas de
gestacion.!* Ademads, se ha ob-
servado que entre las pacientes
con vaginosis bacteriana por
Gardnerella vaginalis, Trichomo-
nas vaginalis, Chlamydia tracho-
matis y la combinacion de éstas
(mixta) existe una mayor pro-
porciéon que presenta sangrado
uterino en el primer trimestre
de la gestacién (amenaza de
aborto). El tratamiento de estas
infecciones disminuye en forma
significativa los riesgos de par-
to pretérmino entre las mujeres
sin sangrado del primer trimes-
tre.’5 Recientemente se ha re-
portado que la infeccion por
Ureaplasma urealyticum se asocia
con un incremento de parto
pretérmino y resultados perina-
tales adversos.!®

De los factores mencionados, la
infeccion cervicovaginal es el fac-
tor susceptible de identificar opor-
tunamente y de intervenir médi-
camente, por lo que en el presente
trabajo se evalia la fuerza de la
asociacion de estos microorganis-
mos reportados como contribu-
yentes al parto pretérmino, en una
cohorte de pacientes embarazadas
de diferentes niveles de atencion
médica.

W MATERIAL Y METODO

El estudio se llevo a cabo en tres
hospitales: Instituto Nacional de
Perinatologia, Hospital Central
Militar y Hospital General Regio-
nal No. 1 del IMSS, Culiacan, Sina-
loa. Durante el periodo de marzo
de 1994 a septiembre de 1999, pre-
via autorizacién del Comité de In-
vestigacion y Etica, asi como la
aceptacion de participacion de las
pacientes. Se estudiaron 468 pa-
cientes que acudieron a control
prenatal y atencion del parto.

Criterios de inclusion

1. Embarazo mayor de 16 sema-
nas confirmado por fecha de ul-
tima menstruacién y ultrasoni-
do, control prenatal regular
cada mes durante todo el emba-
razo hasta el momento del par-
to, tener por lo menos el resul-
tado de tres muestras de cultivo
cervicovaginal en las siguientes
etapas de la gestacion: a) prime-
ra muestra a las 16-24 semanas
de gestacion, b) segunda mues-
tra a las 25-32 semanas, ¢) terce-
ra muestra a las 33-42 semanas.

2. Atencion del parto en sus uni-
dades de adscripcién.

Criterios de exclusion

Causas conocidas de parto pretér-
mino diferentes a infeccion cervi-
covaginal (insuficiencia istmico-
cervical, malformaciones uterinas
0 miomas uterinos, amniocente-
sis, embarazo multiple, bacteriu-
ria, complicaciones hemorragicas
durante el embarazo, preeclamp-
sia/eclampsia, u otras causas de
interrupcion del embarazo de tipo
médico, diabetes mellitus, oligohi-
dramnios, etc.), y pacientes que no
completaron las tres muestras o
que no acudicron a consulta sub
secuente o atencion del parto
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Mediciones. Los microorganis-
mos investigados en cada una de
las muestras del cultivo cervico-
vaginal fueron: Candida albicans,
Gardnerella vaginalis, Ureaplasma
urealyticum, Streptococcus agalac-
tiae, Mycoplasma hominis, Neisseria
gonorrhoeae, Listeria monocytogenes
v Chlamydia trachomatis. También
se realizé examen de frotis en fres-
co y tincién de Gram a cada una
de las muestras.

A cada una de las pacientes se
le registro la edad gestacional de
acuerdo con su fecha de ultima
menstruacion y al momento del
nacimiento por la valoracion neo-
natal de Capurro y Lubchenco
LO. (Lubchenco LO. Assessment
of gestational age and develop-
ment at birth. Ped Clin North Am
1970; 17: 125-145).

Intervenciones. Los resultados
del cultivo se informaron al médi-
co responsable del paciente para
su tratamiento correspondiente.
Solo se dio tratamiento especifico
en los casos de infeccién.

Analisis estadistico. Las dife-
rencias entre proporciones se anali-
zaron por medio de las pruebas no
paramétricas de x? y prueba exacta
de Fisher, segun el caso. Las dife-
rencias fueron consideradas signi-
ficativas a un nivel de p < 0.05. El
andlisis univariado incluyo la esti-
macion del riesgo relativo con sus
respectivos intervalos de confianza
de 95%. La duracion de la edad
gestacional fue evaluada por me-
dio de tablas de supervivencia con
el método de Kaplan-Meier y la
comparacion entre grupos por me-
dio de la prueba de Logrank. Para
el caso del andlisis multivariado se
utilizé el modelo de regresion lo-
gistica de Cox para establecer co-
variables favorables para parto
pretérmino, las variables indepen-
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dientes (covariantes) analizadas fue-
ron: Candida albicans, Gardnerella va-
ginalis, Ureaplasma urealyticum,
Streptococcus agalactiae, Mycoplasma
hominis, Neisseria gonorrhoeae, Liste-
ria menocytogenes y Chlamydia tra-
chomatis.

Los paquetes estadisticos utili-
zados fueron Epi Info 6, LogXact
2.1 y Statgraphics plus 7. El nivel
de significancia para los datos es-
tadisticos utilizados en todos los
casos fue de 0.05.

B RESULTADOS

Se estudiaron 468 pacientes, las
cuales se dividieron en dos gru-
pos de acuerdo con la evolucion
clinica del embarazo: Primer gru-
po de 178 pacientes que presenta-
ron infeccion cervicovaginal (ICV)
durante el embarazo y un segun-
do grupo de 290 pacientes que no
presentaron ICV durante el emba-
razo. Del grupo de pacientes que
presentaron infeccion, hubo 23
pérdidas o censuradas y del grupo
de pacientes que no presentaron
infeccion, hubo 47 pérdidas o cen-
suradas.

En general, de las 398 pacientes
que concluyeron el estudio, la in-
cidencia de parto pretérmino fue
de 11.5%.

Al comparar ambos grupos
de pacientes. En el grupo de ICV de
la incidencia de parto pretérmino
fue 15.3% y en el de no ICV de
9.0%, el riesgo relativo RR = 1.69
(0.98, 2.91). Se observaron diferen-
cias en la duracion del embarazo,
para el grupo de embarazadas con
ICV fue de 38.3 + 2.8 y las del gru-
po de no ICV de 39.1 +2.1, con di-
ferencia estadisticamente signifi-
cativa (p < 0.0001 ), también se
observo diferencia en cuanto a
edad de las pacientes (p < 0.0001).
La incidencia de RPM en el grupo

de embarazadas con ICV fue de
11.6% y el grupo de no infectadas
de 7.8%, el riesgo relativo de pre-
sentar RPM durante el embarazo
en estas pacientes fue 1.49 (1C95%
de 0.81a 2.74), sin diferencias esta-
disticas significativas. No se ob-
servaron diferencias en cuanto a
paridad y via de resolucion del
embarazo (Cuadro I).

La prevalencia de cada uno de
los microorganismos en cada una
de las etapas investigadas fue la
siguiente:

Primera etapa del embarazo de
16 a 24 semanas de gestacion. Can-
dida albicans 19.3%, Gardnerella va-
ginalis 9.2%, Ureaplasma urealyti-
cum 0.5%, Streptococcus agalactiae
1.2%, Mycoplasma hominis 0.5%,
Neisseria gonorrhoeae 0%, Listeria
monocytogenes 0%, Chlamydia tra-
chomatis 0%, infeccion mixta (dos
0 mas microorganismos simulta-
neamente) 2.7%; otros microorga-
nismos 3.7% (enterococos, tres pa-
cientes; Escherichia coli; Proteus, 1;
Klebsiella 1; Serratia 1, Trichomonas
vaginalis, 3). El riesgo relativo para
cada uno de estos microorganis-
mos no fue significativo estadisti-
camente; excepto para Ureaplasma
urealyticum y Mycoplasma hominis,
ambos con riego relativo de 9.0
(IC95% de 6.81 a 11.8), estadistica-
mente significativo (p < 0.05)
Fraccion atribuible de 88.9%
(IC95% de 85.3 a 91.6).

Segunda etapa del embarazo de
25 a 32 semanas de gestacion. Can-
dida albicans 10.5%, Gardnerella va-
ginalis 6.2%, Ureaplasma urealyt-
cum 1.5%, Streptococcus agalactiae
0.75%, Mycoplasma hominis 0.2%,
Neisseria gonorrhoeae 0%, Listeria
monocytogenes 0%, Chlamydia tra-
chomatis 0.5%, infeccion mixta
(dos 0 mas microorganismos si-
multaneamente), 2.7%; otros mi-




Cuadro |

Caracteristicas generales de la poblaciéon estudiada

Caracteristica Pacientes con ICV
(n=156)
Edad 24 + 36
Pandad
Primigesta 59 (37.8%)
Secundigesta 34 (21.7%)
Multigesta 63 (40.3%)
Terminacion del 383 + 28
embarazo (semanas)
Parto pretérmino 24 (15.3%)
RPM 18 (11.6%)
Pretérmino 6
Téermino 12
Resolucion del embarazo
Parto 126 (80.7%)
Cesarea 30 (19.2%)

ICV = Infeccion cenvicovaginal, NS = No significalivo
* Significativo estadisticamente

croorganismos, 2.0% (enterococos,
2 pacientes; Escherichia coli 5; Pro-
teus, 1).

El riesgo relativo para cada
uno de estos microorganismos no
fue significativo estadisticamente,
excepto para Ureaplasma urealyti-
cum con riego relativo de 6.2
(IC95% de 3.30 a 11.7), estadistica-
mente significativo (p < 0.00l).
Fraccion atribuible 83.9% (1C95%
de 69.7 a 91.5), y Escherichia coli
con RR = 3.4 (1.33, 8.6) significan-
cia estadistica p < 0.05. Fraccién
atribuible de 70.6% (IC95% de
249 a 88.5).

En cuanto a la asociacién ob-
servada entre infeccién por Urea-
plasma urealyticum y RPM en esta
etapa del embarazo, cabe destacar
que de los nueve casos de infec-
cion por Ureaplasma urealyticum,
en un caso hubo ademds muerte
fetal a las 28 semanas de gestacion
y en dos casos mds, inmadurez fe-
tal (uno sin presentar RPM). En
cuatro casos se presenté el parto

Pacientes sin ICV Valor p
(n=242)
26 + 26 p < 0.0001 *
NS
90 (37.1%)
46 (19.0%)
106 (43.8%)
39.1 + 2.1 p < 0.0001*
22 (9.0%) NS
19 (7.8%) NS
6
13
NS
208 (85.9%)
34 (14.0%)

antes del término y en dos a tér-
mino (uno sin presentar RPM).

Tercera etapa del embarazo de
33 a 42 semanas de gestacion. Can-
dida albicans 8.2%, Gardnerella vagi-
nalis 4.2%, Ureaplasma urealyticum
0.7%, Streptococcus agalactiae 1.0%,
Muycoplasma hominis 0.2%, Neisseria
gonorrhoeae 0%, Listeria monocyto-
genes 0%, Chlamydia trachomatis
0%, infeccibn mixta (dos o mads
microorganismos simultaneamen-
te), 2.0%. Otros microorganismos,
0.5% (enterococos, 2 pacientes; Es-
cherichia coli, 2).

El riesgo relativo para cada
uno de estos microorganismos no
fue significativo estadisticamente,
excepto para Ureaplasma urealyti-
cum con riego relativo de 9.19
(IC95% de 6.93 a 12.1), estadistica-
mente significativo (p < 0.05).
Fraccion atribuible de 89.1%
(IC95% de 85.6 a 91.8).

Por tanto, el andlisis univaria-
do encontré asociacion entre
ICV y parto pretérmino en las

tres etapas del embarazo para
Ureaplasma urealyticum, el cual
fue estadisticamente significati-
vo (p <0.001). En la primera etapa
Mycoplasma hominis con valor
de p < 0.05 y en la segunda
etapa Escherichia coli con valor
de p £0.05 (Cuadro II).

En el caso multivariado utili-
zando el modelo de regresion lo-
gistica, solamente en la segunda
etapa del embarazo resulto signi-
ficativo Ureaplasma urealyticum,
con una razén de momios de 16.6
(IC95% de 2.9 a 93.7), estadistica-
mente significativa, con un valor
de p = 0.001 . Aunque no fueron
significativos estadisticamente los
otros microorganismos, en la pri-
mera etapa, la infeccién por Can-
dida albicans presenta una razén
de momios de 1.77 (IC95% de 0.88
a 3.55); en la primera y segunda
etapa Gardnerella vaginalis presen-
ta una razon de momios de 0.65 y
en la tercera etapa de 0.46, no sig-
nificativas (Cuadro III).

La comparacion de las curvas
de supervivencia de las pacientes
con ICV (expuestas) y las pacien-
tes sin ICV (no expuestas) en
cuanto a la duracién de la edad
gestacional, se observa que el
tiempo de supervivencia del gru-
po de no expuestos es mayor que
las de expuestos. La comparacion
entre ambos grupos por medio de
la prueba de Log-rank demuestra
diferencias estadisticamente sig-
nificativas (p = 0.00004).

W DISCUSION

Los bajos valores de prediccion y
la poca sensibilidad diagnéstica
de los indices para detectar a las
pacientes en mayor riesgo de ries-
go de parto pretérmino, generan
la necesidad de mejorar estas
estrategias de identificacion de
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Cuadro Il

Prevalencia de infeccion y riesgo relativo de parto pretérmino de acuerdo a microorganismo aislado, en diferentes
etapas del embarazo de 398 pacientes

Caracteristica o Etapa del embarazo

factor de riesgo 16 a 24 sem 25-32 sem 33 a 42 sem
Infeccién por Prevalencia Riesgo relativo  Prevalencia Riesgo relativo Prevalencia Riesgo relativo

(%) (IC 95%) (%) (IC 95%) (%) (IC 95%)
Candida albicans 77 1.64 42 1.03 33 1.05

(19.3%) (0.91;2.97) (10.5%) (0.43; 2.47) (8.2%) (0.40; 2.76)
Gardnerella vaginalis 37 0.68 25 0.68 17 0.50

(9.2%) (0.22; 2.09) (6.2%) (0.17; 2.64) (4.2%) (0.07; 3.40)
Ureaplasma urealyticum 2 9.0* 6 6.2 3 91

(0.5%) (6.81,11.8) (1.5%) (3.30; 11.7) (0.7%) (6.93; 12.1)
Streptococcus agalactiae 5 0 3 0 4 0

(1.2%) (0.75%) (1.0%)
Myoplasma hominis 2 9.0t 1 8.82 1 882

(0.5%) (6.81;11.8) (0.2%) (6.70; 11.6) (0.2%) (6.70; 11.6)
Neisseria gonorrhoeae 0 0 0
Listeria monocytogenes 0 0 0
Chlamydia trachomatis 0 2 4.40 0

(0.5%) (1.07; 18.0)

Mixta 11 0 i1 0 8 0

(2.7%) (0.44; 8.5) (2.7%) (2.0%)
Otros™* 15 1.16 8 3.4 2 4.4

(3.7%) (0.32: 4.34) (2.0%) (1.33;8.8) (0.5%) (1.07; 18.0)

“Estadisticamente significativo (p < 0.05)

“Incluye infeccion por Trichomonas vaginalis, Escherichia coli, enterococos, Serratia, Proteus y Klebsiella. Los cultivos para Neisseria gonorrhoeae y Listeria monocytogenes fueron ne-
gativos en cada una de las etapas del embarazo investigadas, en todas las pacientes.

factores de riesgo y prondstico del
parto pretérmino.

Los resultados de este trabajo,
muestran una clara asociacion en-
tre la presencia de infeccion cervi-
covaginal y el desenlace de parto
pretérmino, la consistencia de la
asociacion entre infeccién por
Ureaplasma urealyticum y parto pre-
término en las diferentes etapas de
la gestacion estudiadas, la hacen

feccion por Ureaplasma urealyticum,
en un caso hubo ademds muerte
fetal a las 28 semanas de gestacién
y en dos casos mds, inmadurez fe-
tal (uno sin presentar RPM). En

cuatro casos se presenté el parto
antes del término y en dos, a térmi-
no (uno sin presentar RPM). Este
hallazgo contrasta con lo reporta-
do por Yoon y col.16

Cuadro lli

Andlisis de regresion logistica de los factores de riesgo paraparto pretérmino,
en diferentes etapas del embarazo de 398 pacientes

Caracteristica

Etapa del embarazo

un marcador prondstico tanto de 16-24 sem 25 a 32 sem 33 a 42 sem
parto pretérmino , como del resul- .\ e riesgo OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%)
tado perinatal adverso. La asocia-

Candida albicans 1.77 (0.88-3.55) 1.03 (0.38-2.79) 1.06 (0.35-3.16)

cién observada entre infeccion por
Ureaplasma urealyticum y RPM en
esta etapa del embarazo, cabe des-
tacar que de los nueve casos de in-
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Gardnerella vaginalis 0.65 (0.19-2.21)
Ureaplasma urealiticum o

OR=Razon de momios
*Estadisticamente significativo (p = 0.001)

0.65 (0.14-2.85) 0.46 (0.06-3 60)
166 (2.9-93.7)" =




Aunque ya es bien conocida
la asociacion entre infeccion uri-
naria y parto pretérmino, llama
la atencion , el hallazgo de infec-
cion cervicovaginal por Escheri-
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La cirugia pélvica como un marcador predictivo de
la respuesta folicular a los inductores de ovulacion
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B RESUMEN

Objetivo. Comparar la respuesta
folicular en un grupo de pacientes
con antecedente de cirugia pélvica
sometidas a fertilizacion in vitro.
Material y método. Se incluyeron
pacientes que fueran a ser someti-
das a estimulacion ovarica contro-
lada y fertilizacion in vitro. Se divi-
dieron en dos grupos: uno con
antecedente de cirugia pélvica
previa y otro sin dicho anteceden-
te. Se analizaron las caracteristi-
cas de edad, peso, indice de ma-
sa corporal, niveles de FSH, LH,
estradiol asi como numero de évu-
los totales, grado de madurez em-
brionaria y numero de embriones
transferidos. Resultados. Se estu-
diaron 99 pacientes: 46 tuvieron el
antecedente de cirugia pélvica y
53 sin dicho antecedente. Por dise-
no de estudio no hubo diferencias
en cuanto edad, peso, talla e indi-
ce de masa corporal; la evaluacion
de la reserva ovarica fue similar pa-
ra ambos grupos. Sin embargo, el
grupo de pacientes con antece-
dente quirdrgico presentd menor
cantidad de o6vulos totales (p =
0.004), un numero menor de 6vulos
maduros (p = 0.008) con una tasa
de embarazo significativamente
menor. Conclusiones. Es proba-

ble que los procedimientos quirtr-
gicos junto con procesos adheren-
ciales tengan una relacion directa
con las caracteristicas del ambien-
te perifolicular que interfieren en el
desarrollo ovular en forma adecua-
da. Todo esto se vera reflejado en
una disminucién de los procesos
de fertilizacion y desarrollo embrio-
nario independientemente de la
expresion de marcadores bioqui-
micos de reserva ovérica adecua-
dos. El presente estudio demuestra
gue en el grupo de estudio existe
una respuesta folicular disminuida
con un detrimento en la calidad
Ovulo-embrionaria expresada en la
tasa de embarazo.

Palabras clave: cirugia pélvica, mar-
cador predictivo, respuesta folicular,
inductores, ovulacion.

(Kably Ambe A. et al. La cirugia pél-
vica como un marcador predictivo
de la respuesta folicular a los induc-
tores de ovulacién. Ginec Obstet
Mex 2002; 70: 210).

B ABSTRACT

Objective. Comparing the follicular
response in a group of patients with
previous pelvic surgery submitted
to in vitro fertilization. Material and
methods. Patients who were going

to be submitted to controlled ova-
rian stimulation and in vitro fertiliza-
tion were included. Two groups we-
re formed: one with those patients
who had had a previous pelvic
operation and the other with those
patients who had not. The charac-
teristics which were analyzed inclu-
ded: age, weight, body mass idex,
FSH, LH and estradiol levels, as
well as total ova numbers, grade of
embryonic maturity, and number of
transferred embryos. Results. N-
nety nine patients were studied: 46
had been submitted to pelvic sur-
gery and 53 had not. Due to the de-
sign of the study there were no dif-
ferences regarding age, weight,
size and body mass index; the eva-
luation of the ovarian reserve was
similar in both groups. However,
the group of patients previously
submitted to pelvic surgery presen-
ted a lower quantity of total ova (p
= 0.004), less mature ova (p =
0.008) with a significantly lower
pregnancy rate. Conclusions. Sur-
gical procedures, combined with
adherence processes, probably
have a direct incidence on the cha-
racteristics of the perifollicular envi-
ronment which interfere with ade-
quate development of the ovum. All
these can be observed in a de-

Unidad de Reproduccion Asistida. Centro Especializado para la Atencion de la Mujer. Hospital Angeles de las Lomas.
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crease of fertilization processes
and embryonic development, re-
gardless of the expression of the
adequate biochemical markers of
the ovarian reserve. Our research
shows that the group under study
presents a decrease in follicular
response affecting the quality of the
ovum-embryo expressed in the
pregnancy rate.

Key words: pelvic surgery, predictive
marker, follicular response, indu-
cers, ovulation.

(Kably Ambe A. et al. Pelvic surgery
as a predictive marker of follicular
response to ovulation inducers. Gi-
nec Obstet Mex 2002; 70: 210).

M INTRODUCCION

no de los factores funda-

mentales en el éxito de

los tratamientos de las
parejas infértiles lo constituye el
manejo adecuado del problema
de la anovulacién. Esta, cuando se
presenta, puede ser causa hasta
de 40% de los casos con diagnds-
tico de infertilidad. No obstante,
su diagnéstico suele estimular al
médico para establecer un pro-
nostico relativamente prometedor
a la pareja que desea el embarazo
ya que, bien tratada y como factor
etiolégico tnico suele tener ex-
pectativas de mejoria (ovulacién)
hasta de 80% y de embarazo de
alrededor de 50%.

También en los programas de
reproduccion asistida es impor-
tante conocer como estimular el
crecimiento folicular miiltiple, ya
que una menor calidad de ovoci-
tos repercute en las tasas de fertili-
zacién y embarazo. Se ha utilizado
una gran variedad de esquemas
terapéuticos para la maduracién
folicular multiple; en general, to-

dos ellos son utiles de acuerdo con
la experiencia de cada centro, asi
como a una serie de variables que
ubican a la paciente dentro de un
rango que incluye a las llamadas
“buenas y malas respondedoras”.
Los casos pueden diferir en
cuanto a respuesta a la induccion
de la ovulacion en funcion de in-
dicadores clinicos, de laboratorio,
radiolégicos y ultrasonograficos.
Por ejemplo, una mujer de mas de
40 anos tiene una respuesta infe-
rior (“mds pobre”) a la induccién
de ovulacién que una mujer de
menos de 30 anos, éste es un mar-
cador clinico que la experiencia ha
dado como predictivo, lo mismo
puede ser dicho de los valores de
FSH a principios del ciclo como
un método para reconocer la res-
puesta folicular desde el punto de
vista de laboratorio, y el tamano
del ovario y/o el flujo perifolicu-
lar cuando se analiza por ultraso-
nido. En el momento actual se re-
conoce que un volumen ovarico
mayor con un flujo de bajos indi-
ces de resistencia conllevan a la
presencia de una cuota folicular
cuantitativa y cualitativamente
mejor que si estas variables son
contrarias.!.24
Independientemente de lo an-
terior hay observaciones previas
que han ubicado a la paciente con
adherencias pélvicas como mala
respondedora, a pesar de que los
indicadores clinicos, hormonales
y de gabinete le confieran una po-
sibilidad contraria. Se ha visto que
la presencia de adherencias perio-
vdricas puede interferir con la di-
fusién de gonadotrofinas exodge-
nas del liquido folicular, lo que
inhibe el crecimiento del foliculo y
por ende del évulo mismo; por
otro lado, se ha hipotetizado que
las adherencias pélvicas pueden

contener receptores a esteroides
sexuales y producir factores de
crecimiento angiogénico con la
posibilidad de una influencia ne-
gativa en la formacion de adhe-
rencias pélvicas.>

La concepcion del trabajo ac-
tual naci6 de una apreciacion em-
pirica basada en el hecho, neta-
mente observacional, de que el
grupo de pacientes que son inclui-
das a programas de estimulacién
ovdrica para el desarrollo folicular
muiltiple y que tienen antecedente
de cirugias pélvicas tienen una
respuesta menor al tratamiento
hormonal cuando son compara-
das con aquellas mujeres que no
tienen el antecedente quirurgico.
Con la hipétesis anterior y tenien-
do en cuenta los antecedentes bi-
bliograficos que ubican a las adhe-
rencias pélvicas como un factor
desfavorable en los programas de
induccion de ovulacion, se deci-
dié evaluar qué tanto la cirugia
pélvica, fenomeno en el que ade-
mas de la posible génesis de pro-
cesos plasticos, lleva implicita la
alteracion de los sistemas de irri-
gacion tisular y formacion de gru-
pos de sustancias deletéreas para
la foliculogénesis tales como inter-
leucinas, factor de crecimiento en-
dotelial vascular (FCVE), de ne-
crosis tumoral, formador de
colonias y otras citocinas, pueden
ser consideradas como un indica-
dor clinico predictivo de la res-
puesta folicular tal como lo es la
edad de la mujer o los niveles ba-
sales-de gonadotrofinas.®

Un total de 99 pacientes fueron
incluidas en forma retrospectiva
en el periodo de enero a junio del
ano 2001 dentro de la Unidad de
Reproduccién Asistida de nuestro
centro. Las caracteristicas clinicas
del grupo seleccionado permitie-
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ron evaluar de manera uniforme
dos grupos: aquellas con una o
mas cirugias pélvicas previas y
otras sin antecedentes quirurgicos.

Como puede observarse en el
cuadro I, todas estas pacientes te-
nian sus variables clinicas y de la-
boratorio controladas de tal ma-
nera que desde estos puntos de
vista se preludia una respuesta a
la induccion de la ovulacién simi-
lar en los dos grupos de estudio.

Se seleccionaron 46 pacientes
con antecedente quirurgico y 53
sin €l, con condiciones similares
de edad, peso, indice de masa cor-
poral (IMC), valores basales de
FSH, LH, estradiol.

Las 99 pacientes fueron some-
tidas a hiperestimulacion ovarica
controlada para fertilizacion in vi-
tro con un esquema ya reportado
anteriormente de administracion
de gonadotrofinas (Kably, 00),
que brevemente, consistio en la
administracion de 300 UI diarias
de FSH recombinante hasta obte-
ner un desarrollo de cuatro o mds
foliculos > a I8mm antes de la
aplicacion de hCG y previos a la
aspiracion del ovocito.

Con el proposito de reconocer
si la cirugia pélvica tiene influen-
cia en la calidad de la induccion
de la ovulacion se evaluo el nu-
mero de ampolletas (dosis utiliza-
da de FSHr) por paciente, el pico
de estradiol, el numero total de
ovocitos obtenidos asi como su
calidad, analizada en funcion de
su madurez morfolégica y nime-
ro de embriones transferidos.

W ANALISIS ESTADISTICO

Se aplicaron pruebas paramétri-
cas y no-paramétricas en los gru-
pos control y de estudio asi como
en forma apropiada para su estu-
dio. Los resultados fueron expre-
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sados como el promedio + su des-
viacion estandar.

Del total de pacientes que acu-
dieron para fertilizacion in vitro
en el periodo estudiado en nues-
tro centro, 99 de ellas reunieron
los criterios de inclusion para ha-
cer dos grupos apareados con va-
riables similares (Cuadro I). De
estas 99 pacientes, 46 tuvieron ci-
rugia pélvica previa y 53 no te-
nian este antecedente; la edad va-
rié de 27 a 35 anos con una media
de 32 para el grupo uno (con ciru-
gia) y de 29.5 para el grupo dos
(sin cirugia), los valores de gona-
dotrofinas determinados el dia
dos a tres del ciclo, asi como del
estradiol fueron similares en am-
bos grupos y nunca mayores de
9 mUI/mL parala FSHy LH y de
65 pg/mL para el estradiol. Las
variables antropométricas fueron
de igual forma similares y sin di-
ferencia significativa para ambos
grupos.

A pesar de lo anterior y de que
el numero de ampolletas (dosis)
utilizada de FSHr, asi como el pico
de estradiol el dia previo a la cap-
tura ovular fueron similares, se ob-
servo una tendencia estadistica-
mente significativa a obtener mas
ovocitos en el grupo de pacientes

sin el antecedente de cirugia (15
ovulos por caso) que en aquellas
con antecedente quirurgico (84
6vulos por paciente), también fue
notorio el hecho de que se obtuvie-
ron ovocitos de mejor calidad en
las mujeres sin antecedente de d-
rugia pélvica cuando se compara-
ron con aquellas que si la tenian
(7.9 vs. 4.2 ovulos “maduros” res-
pectivamente) (Cuadro II).

Uno de los objetivos en la his-
toria de la medicina ha sido el rea-
lizar observaciones clinicas dia-
rias que puedan servir de
experiencia a quienes se dedicana
esta profesion y poder tener pun-
tos sencillos para ser considerados
como parametros de evaluacion
en la respuesta de un paciente a
un determinado esquema tera-
péutico. En relacion con la induc-
cion de la ovulacion, tema que
ocupa a la presente comunicacion,
ha sido preocupacién fundamen-
tal del clinico el contar con ele-
mentos que le permitan estimar
que paciente tendra una respuesta
adecuada al tratamiento y dife-
renciarla de aquellas que no. Los
costos y las expectativas que tanto
la pareja como el médico tienen
respecto al resultado de la tera-
péutica son lo suficientemente ele-

Cuadro |

Caracteristicas demograficas de pacientes con factor tuboperitoneal
con y sin antecedentes de cirugia tuboovarica

Variable Con cirugia
Numero de pacientes (n=46
Edad (anos) 324 £ 25
FSH (mUl/mL) 6227
LH (muUl/mL) 40 x 23
Estradiol (pg/mL) 590 = 271
Peso (kg) 624 = 114
Talla (cm) 160 + 53
Indice de masa corporal (IMC) 241 + 36
Valores expresados como la media + desviacion estandar cor

Sin cirugia P

38
83 4

589

H W O B

.




Resultados de los parametros de estimulacién ovérica por grupo

Cuadro Il

Variable Con cirugia
Numero de pacientes (n=46)
Numero de ampolletas 235 = 5.7
Grosor de endometrio (mm) 106 = 1.49
Pico de estradiol (pg/mL) 3818 £ 2372
Dia de hGC 144 + 24
Nuamero total de dvulos 84 + 21
Metafase Il (MII) 42 + 27
Profase | (PI) 133 + 14
Cigoto (2pN) 512 = 3.59
Numero de embriones transferidos 318 £ 1.5

Sin cirugia P
(n=53)
243 + B4 ns
10.0 + 1.69 ns
4423 + 2,861 ns
131 £ 15 ns
151 ¢+ 2.2 0.004
79 + 36 0.008
713 £ 513 0.0004
6.25 £ 5.22 ns
38+ 19 ns

Valores expresados como la media + desviacion estandar con un valor significativo de p < 0.05

vadas como para dejar al azar la
respuesta.

Considerando lo anterior, se sa-
be por ejemplo, que la mujer que se
acerca a la menopausia tiene una
deplecion cuantitativa y cualitativa
de su cohorte folicular, deplecién
que se ve ejemplificada en la clini-
ca por una pobre respuesta ovula-
toria espontanea e inducida, asi co-
mo por el fendmeno, en los
programas de reproduccion asisti-
da, en donde se aprecia una tasa de
fertilizacion, segmentacién y em-
barazos menor conforme avanza la
edad materna, ademas del hecho
de verse significativamente incre-
mentados tanto la posibilidad de
aborto como de malformaciones
congénitas.

Desde un punto de vista hor-
monal y fuertemente relacionado
con la edad de la mujer, se sabe
por demads que la elevacion de las
gonadotrofinas al principio de un
ciclo menstrual por encima de las
15 mUl/mL, principalmente de la

FSH, representan un factor pro-
nostico altamente negativo no so-
lo para la ovulacién y captura de
ovocitos, sino para la misma con-
secucion de un embarazo.! Tam-
bién se ha mencionado que el vo-
lumen ovdrico y su resistencia
vascular se asocian con la respues-
ta 6vulo-folicular.4

Por otro lado, se sabe que los
procesos pélvicos adherenciales
pueden influir en el aporte al ova-
rio de gonadotrofinas alterando la
circulacion folicular ya sea por un
fenomeno de “barrera” mecanica
implicito en la presencia de las ad-
herencias, asi como también por
deficiencias circulatorias creadas
por una “mutilacion quirdrgica
vascular”, de modo tal que a pe-
sar de encontrarse los factores
predictivos de una buena respues-
ta folicular normales, éstos sélo
determinen marcadores periféri-
cos que no reflejen lo que local-
mente puede suceder en el ovario
en funcién de que el aporte hor-
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monal puede verse limitado por
situaciones mecadnicas y circulato-
rias netamente pélvicas que no se
reflejen a nivel sistémico.

Lo anterior fue la hipétesis
general del presente trabajo que
pretende reconocer un marcador
clinico general y facilmente
identificable como es el antece-
dente de cirugia pélvica y poder
estimar qué tanto, con los con-
ceptos antes expuestos, puede
predecir una repuesta a los in-
ductores de ovulaciéon su pre-
sencia o no independientemente
de los demas factores. Los resul-
tados obtenidos nos llevan a su-
poner que las pacientes que tie-
nen antecedente de cirugia
pélvica tienen una posibilidad
de respuesta inferior a las gona-
dotrofinas exdgenas basados en
el hecho de contar con una cuota
de ovocitos cuantitativa y cuali-
tativamente inferior. Es cierto
que habra que estimar en un fu-
turo otras variables tales como el
numero y tipo de cirugia efec-
tuada pero es posible considerar
por ahora que el antecedente
quirdrgico pélvico en general
debe de ser tomado en cuenta
como una variable mas para pre-
decir la respuesta folicular a los
inductores de la ovulacion y que
explica de una forma sencilla el
porqué mujeres jovenes con go-
nadotrofinas normales, estradiol
adecuado, volumen ovarico nor-
mal y variables antropométricas
prometedoras no responden de
una forma adecuada. |
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