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H RESUMEN

La endometriosis es una enfer-
medad cuya etiologia no se conoce
y sobre la cual existen diferentes
teorias que a la fecha no han sido
totalmente demostradas. Esta
claramente demostrado gque las
mujeres gque presentan dicha
enfermedad cursan con infertilidad
y que la recurrencia de aparicion
de los focos endometridsicos es
alta, y al parecer no dependientes
del estimulo estrogénico. Este
fendmeno se ha atribuido a otros
factores de crecimiento y algunos
oncogenes |0s cuales son expre-
sados para contrarrestar la falta del
estimulo estrogénico. Sin embargo,
pocos estudios existen en relacion
a10s oncogenes u otros receptores
hormonales, por lo que el presente
trabajo tuvo por objetivo el evaluar
su expresion tanto en tejido euto-
pico como en ectopico de mujeres
con diagnodstico previo de endo-
metriosis. El analisis de la expresion
tanto de c-myc, neu y el receptor
de prolactina (PRLr) se realizo por
la técnica de RT-PCR. Nuestros
resultados demuestran que tanto
myc como el PRLr se expresan de
manera distinta entre los diferentes
tejidos, en tanto que neu se expre-
sa de la misma manera entre los
dos tejidos. Con estos datos
concluimos que las celulas que
conforman el foco endometridsico
presentan un estado diferencial en

relacion a la expresién de algunos
de sus genes, lo cual favorece el
desarrollo y mantenimiento de los
mismos en un ambiente hormonal
diferente al de la cavidad uterina.

{Zamarripa L., J.M. y col: Expresion de
los oncogenes (c-myc-neu) y el recep-
tor de prolactina (PRL-r) en tejidos de
mujeres con endometriosis. Ginec
Obst Mex 2000; 68:91).

H SUMMARY

Endometriosis is a disease of
unknown ethiclogy; there are
several theories that are unproven.
It is known that women with such
disease present with unfertility, and
that recurrence is very high, and
apparently not depending of
estrogenic stimulus. This pheno-
mencn has been atributed to other
growth factors and some onco-
gens. There are few studies about
oncogens or other hormonal recep-
tors; so, this study tries to evaluate
them in eutopic tissue and in
ectopic one of women with previo-
us diagnosis of endometriosis. Our
results show that myc as PRLr are
expressed differently in the different
fissues; and neuis expressed in the
same way in both tissues. So, it was
concluded that the cells of the
endometriosic foccus, have a
differential status relating to ex-
pression of some of their gens,
which target on their development
and maintenance in a hormonal

environment which differs from the
uterine cavity.

(Zamarripa L., J. M. y col: Expression
of oncogens {c-myc-neu) and the pro-
factin receptor (PRLr) in tissues of
women with endomeliriosis. Ginec
Obst Mex 2000; 68:91).

L a endometriosis es una
enfermedad que clasicamente
se define como la presencia de
glandulas y estroma proveniente
del endometrio fuera de la cavidad
uterina, la cual esta altamente
relacionada con esterilidad de la
mujer que la padece. El origen de
esta patologia se puede resumir en
cuatro teorias: la del reflujo meca-
nico de células del endometrio
hacia los ovarios y el peritoneo en
cada ciclo menstrual, la teoria
inmunolégica que sefiala que las
mujeres predispuestas a desarrollar
endometriosis presentan un estado
inmunolégico dptimo para que las
células se desarrollen en un am-
biente diferente al ttero. Ademas,
existe la teoria de metaplasia celo-
mica y la via hematolinfatica, que
explican el desarrollo de implantes
distantes al area del utero. Sin
embargo, hasta la fecha ninguna de
estas teorias ha sido del todo
demostrada y atin falta mucho por
estudiar.

Por otro lado, es bien aceptado
que la presencia de estradiol
circulante es un factor muy impor-
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tante para el desarrollo de los focos
endometriésicos, asi como para su
mantenimiento ya que la dismi-
nucién de éste por medio de medi-
camentos o mediante la castracién
trae como consecuencia la desa-
paricion de los mismos; sin em-
bargo, el porcentaje de recurrencia
de la enfermedad es cercano a 40%.
(Waller K, 1993). Esto implica que
no s6lo el estradiol regula la prolife-
racion de estas células, sino que tal
vez existen otros mecanismos
moleculares responsables de la
proliferacién y mantenimiento de
estos focos endometriésicos. Con
relacién a este punto se ha venido
proponiendo al “factor de crecimien-
to epidérmico” (EGF) y algunos
oncogenes dependientes de estré-
genos como el c-myc, c-jun, c-fos
{(Weiz A, 1988; 1990} como factores
inductores de la proliferacién de las
células, cuya expresién pudiera
darse aiin en ausencia de estradiol.
Se ha visto por ejemplo que existen
diferencias entre la expresion de
EGF y su receptor (EGFr) en tejido
normal y endometriésico, demos-
trandose una alta expresién princi-
palmente en el tejido endometriésico
en el cual las concentraciones de
receptor de estrégenos es bajo o
nulo (Prentice A, 1992; Mellor,
1994). Recientes estudios han de-
mostrado que una gran cantidad de
células de vertebrados cuentan con
numerosos genes que codifican
para proteinas que son involu-
cradas en la regulacién celular y
diferenciacién. Estos genes son
llamados protooncogenes por la
gran similitud a los oncogenes
virales que se presentan en el
genoma de muchas células tumo-
rales e inducen un crecimiento
celular no controlado. Algunos de
ellos se han sugerido como partici-
pantes activos en el crecimiento y
diferenciacién tanto del tejido en-
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dometrial normal como el endo-
metridsico. En el caso de los onco-
genes como c-myc se han realizado
pocos estudios y atin no existe un
consenso general de si este onco-
gene es realmente relevante para el
desarrollo de la endometriosis, ya
que algunos autores sefialan dife-
rencias entre el tejido sano y el
endometridsico y otros no han
encontrado diferencias signifi-
cativas (Shenken RS, 1991). Por otro
lado, no existe informacién en la
literatura relacionada con el papel
de la prolactina y su receptor en la
génesis y mantenimiento de la en-
dometriosis y tinicamente existen
informes en animales con adeno-
miosis en donde se ha encontrado
- por medio de técnicas de hibri-
dacién in situ y reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) — que la
expresion del receptor de prolactina
es mayor en el tejido con adeno-
miosis uterina, lo cual implica que
posiblemente este receptor esté
involucrado en el desarrollo de es-
te tipo de patologias (Yamasita,
1997; 1999). Por lo anterior, el pre-
sente estudio tiene como objetivo
el demostrar si existen diferencias
en la expresién cualitativa de los
protooncogenes neu y myc y el re-
ceptor de prolactina, dependiendo
del grado de endometriosis, el sitio
de localizacién del foco endome-
tridsico, asi como entre el tejido
endometridsico y el aparentemente

normal desde el punto de vista
macroscopico.

B MATERIAL Y METODOS

Para la realizacién de este estudio
se incluyeron 20 mujeres a las
cuales técnicamente fue posible
tomarles una muestra de tejido
endometridsico previo consen-
timiento de las mismas. A cada una
de las pacientes se les aplicé un
cuestionario que incluia informa-
cién general, antecedentes, motivo
de consulta, duracién del padecimien-
to, diagnoéstico previo de endome-
triosis y tratamiento previo para
endometriosis. Ademads se anota-
ron los hallazgos encontrados enla
histerosalpingografia y en el tiem-
po postoperatorio.

Todas las muestras de tejido
fueron colectadas durante la lapa-
roscopia o laparotomia y clasifi-
cados de acuerdo a los criterios de
la American Fertility Association
(AFA). Los especimenes fueron
congelados inmediatamente des-
pués de la toma de la muestra. S6lo
en algunos casos fue posible tomar
tejido aparentemente sano de la
misma paciente. El diagnostico
macroscdpico de estas muestras fue
hecho por el cirujano que realiz6 la
toma del tejido.

Una vez obtenidas todas las
muestras se procedié a clasificarlas
por grupos de acuerdo al sitio dela
toma de la biopsia (Tabla I).

Tabla |

Clasificacién de la muestra total por grupos

Grupo Sitio de la toma de tejido
{Casos)

| Qvario derecho ¢ izquierdo

1] Fondo de saco anterior ¢ posterior, cuerpo, uterosacro
(Controles)

n Qvario, fondo de saco anterior y posterior, cuerpo

v Qvario




Todas las muestras fueron des-
congeladas en hielo y se procedié
a realizar la extraccién del RNA
total por medio de la técnica de
extraccion con tiocianato de guani-
dina utilizando para ella el reac-
tivo comercial Tripure (Labora-
torios LakeSide). Posteriormente
se procedi¢ a la realizacién del RT-
PCR utilizando oligonucleétidos
especificos para los oncogenes c-
myc, neu y para el receptor de
prolactina humano. La secuencia
de los oligonucle6tidos se muestra
en la figura 1.

La sintesis del cDNA se realizé
utilizando la SuperScript™ RNase
H-ReverseTranscriptase (GibcoBRL,
Life Technologies). La reaccién se
llev$ a cabo de la siguiente manera:
el RNA se desnaturalizé a 90°C, 5;
posteriormente se dejé en hielo por
cinco minutos. La reaccién de sintesis
se realiz6 durante una hora a 42°C.
La RT se inactivé durante cinco
minutos a 95°C y se incubé en hielo
cinco minutos. La amplificacién de
los fragmentos obtenidos se hizo
mediante PCR utilizando el Gene-
Amp® PCR reagent Kit con Ampli-
Taq® DNA polymerase (Perkin
Elmer). Los ciclos utilizados para
este paso fueron los siguientes:

1 ciclko: 5min  94°C (hot start y adicion de
la mezcla de reaccidn)

2min 94°C

1min  65°C

1.5 min 72°C

35 ciclos: 30 seg 94°C

1 min 65°C
1.5 min 72°C

1ciclo: 30seg 94°C
1 min 65°C
7 min 72°C
hielo

Posteriormente los fragmentos
se separaron en geles de agarosa,
teftiidos con bromuro de etidio, du-
rante una hora. Las bandas se
visualizaron con un transilumina-
dor de UV.

La diferencia en porcentaje de
expresion de los oncogenes y el re-
ceptor de prolactina entre los
diferentes grupos se hizo mediante
la prueba de Chi-cuadrada consi-
derando una o = 0.05.

B RESULTADOS

El total de pacientes incluidas en el
estudio fueron 20, con un rango de
edad de 25-45 con una media de
32.5. De estas mujeres se obtuvieron
20 muestras de tejido endome-
triésico (casos) y 12 aparentemente
sano (controles). El grupo I quedé
constituido de 11 muestras de en-
dometriosis ovérica con un rango
de puntaje de AFA de (150-16) con
una media de 86. El grupo I quedé
formado con las muestras de en-
dometriosis extraovarica (n = 9)
cuyo rango de puntaje AFA fue de
(6-2) y una media de 3.5. El puntaje
asignado a las pacientes de las
cuales fue posible tomar muestra

Figura 1

Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para el RT-PCR

c-myc Up
Down

neu Up
Down

*PRLr Up
Down

5'GCAACC CTT GCC GCATCC ACG AAAC 3
5' CTG TGG CCT CCA GCA GAA GGT GATC 3'

5 TGG CTC GGC TGC TGGACATIGAC 3
5' GAA GCC CTG CTG GGG TAC CAGATA Y

5 GTC TGG GCA GTG GTC TTG AAG GGC 3'
5' CAC TTG CTT GAT GTT GCAGTG AAGTTG 3'

*Boutin JM, Mol Endocrinol 3: 1455, 1989

aparentemente sanas (n = 12) tuvo
un rango de (150-2) con una media
de 72.4 (grupo III). Cuando finica-
mente se considerd a los controles
de ovario para fines del analisis el
rango de este grupo (IV) fue de
(130-80) con una media de 99.
(Tabla I).

En la figura 2 se muestra una

fotografia representativa de las
bandas obtenidas por medio de la
técnica de RT-PCR en donde pode-
mos observar que no en todos los
casos se pudieron visualizar dichas
bandas. Asi mismo se puede ver
que a pesar de que se utiliz6 la
misma concentraciéon de RNA (1
Kg) en todos los ensayos, la expre-
sién no fue siempre la misma entre
una muestra y otra, lo cual hace
suponer que la expresién de estos
oncogenes o del PRLr varfa entre
una muestra y otra. El tamafio de
las bandas en cada caso se puede
ver en el pie de la figura.
Los resultados obtenidos en cuanto
a la expresion de los oncogenes y
receptor de prolactina se ilustran en
las tablas II, ITI, IV, V y se encuen-
tran expresados como positivo
(presencia de banda) o negativo
(ausencia de la banda). Las diferen-
cias entre porcentajes de expresién
positiva entre los grupos I-IV para
los oncogenes c-myc, neu y el re-
ceptor de prolactina se puede ver
en la tabla VI

E COMENTARIO

Una de las 4reas poco compren-
didas hasta la actualidad en la
ginecologia es la endometriosis, se
conoce claramente que esta entidad
interfiere con la fertilidad no sélo
desde el punto de vista mecénico,
sino también bioquimico, hor-
monal e inmunolégico. Hay expe-
rimentos clasicos en donde estimula
la aparicién de endometriosis acen-
tuando la menstruacion retrograda,
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y el estado hiperestrogénico. Estos
estudios sugieren que los estroge-
nos sirven como estimulo primario
para la formacién del tejido endo-
metriésico, posiblemente mediado
por algunos factores proteicos a
nivel molecular. Sin embargo, la
regulacion del desarrollo, cre-
cimiento y diferenciacién de esta
entidad clinico-patologica se en-
tiende poco.

Una serie de estudios ha mos-
trado que la respuesta del tejido con
endometriosis a los estrogenos se
manifiesta de manera heterogénea
y raramente hay un ordenamiento
morfolégico de los implantes de
manera ciclica como lo que ocurre
en tejido eutdpico.

Asi mismo, se ha demostrado
que la expresiéon del receptor a
estrogenos en el tejido endome-

triésico no se presenta de manera
homogénea en todos los sujetos, 1o
que obliga a pensar que existen
otros mecanismos adicionales que
influyen en la etiologia de esta
patologia (Agneta E, 1993). Desde
hace mucho tiempo se conoce que
las células contienen genes que
codifican para proteinas necesarias
para su regulacién proliferativa y
de diferenciacidn. Estos genes son
llamados protooncogenes por la
gran similitud a los oncogenes
virales que se presentan en el
genoma de muchas células tumora-
les e inducen un crecimiento celular
en forma no controlada. Algunos de
estos oncogenes son altamente
dependientes del estimulo estrogé-
nico, el cual induce la activacion de
los genes que los codifican; tal es el
caso de los oncogenes c-myc y neu.

En el endometrio estd claramente
demostrada la expresién de estos
dos oncogenes y su dependencia
por los estrégenos, sin embargo en
el caso de la endometriosis existe
poca o nula informacién. En el
presente trabajo pudimos demos-
trar lo siguiente:

a) En relacién a los oncogenes
neu y myc observamos que el
porcentaje de expresién de neu en
los diferentes grupos no muestra
una diferencia significativa, lo que
nos sugiere que este oncogene
aparentemente no tiene relacién
con la proliferacion y diferenciacion
de las células, sin embargo no se
puede descartar la posibilidad de
que la expresion en el tejido aparen-
temente sano sea igual a la del
tejido endometriésico, debido a que
la manifestacién se esté dando a

Fig. 2

Carril

gel A

Carril

PM

gel B

Geles representativos (agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio), en los que se observa el patrén de corrimiento de las bandas
amplificadas con la técnica de RT-PCR, de los oncogenes c-Myc (banda de 1097 pb), neu (banda de 577 pb) y PRLr (banda de 1048 pb).
Geles A y B parte superior: pesos moleculares (carril 1); neu (carriles 2-6); c-Myc (carriles 7-9). Geles A y B parte inferior: pesos
moleculares (carril 1); c-Myc (carriles 2-3); PRLr (carriles 4-8). Cada par de geles representa la amplificacion en una misma corrida de
{os tres genes a partir del RNA de cinco pacientes.
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nivel bioquimico y no se observen
cambios a nivel macroscépico.
Desafortunadamente no se realiz6
el andlisis anatomopatol6gico que
pudiera explicar esta observacion.
Ademais no es posible asegurar que
estos cambios bioquimicos no
preceden ain a los cambios his-
tolégicos.

b) En forma contraria, la expre-
sién del oncogene myc si parece ser
un factor importante en endome-
triosis manifiesta macroscopi-
camente, ya que como se observé
en la tabla VI, el porcentaje de
tejidos que lo expresan el oncogene
myc es mayor en el grupo control
(IIT y IV) cuando se compara con
grupos I y II (casos). Estos resulta-
dos sugieren que las células que
conforman el foco endometridsico
pierden su capacidad de expresién
de este oncogene al momento de
desarrollarse en un ambiente hor-
monal diferente al encontrado en
cavidad uterina. Estos resultados
son contrarios a lo referido por
Schenken, 1991, quien utilizando
métodos de localizacién inmuno-
citoquimica encontré la expresién
de la proteina ¢ myc en las células
glandulares y del estroma, tanto en
el tejido ectdpico como eutdpico.
Aparte de este autor, no existen
otros datos informados en la litera-
tura, por lo que consideramos que
serfa importante el profundizar en
el estudio de este oncogene.

¢) Este mismo comportamiento
se demostré para el receptor de
prolactina, ya que se observé un
porcentaje considerablemente ma-
yor de biopsias con la expresién
positiva del receptor en el tejido
eutépico que en el endometridsico.
Esto hace pensar que tal vez éste
pudiera estar involucrado en el
proceso de diferenciacion de las
células, por lo que seria interesante
el estudiar el mecanismo molecu-

Tabla Il

Grupo |

No. AFS PRLr neu myc Tx
1 150 - + - -
4 88 + + - -
5 80 - + - -
6 114 - + + -
7 80 - + + -
8 120 - - - +

12 62 - + - -

13 130 - + - -

14 16 + - - +

15 85 - + - -

20 21 - + - -

Numero asignado a cada paciente, AFS: Puntaje asignado de acuerdo a grade de endometriosis; neu:
oncogen neu expresado como positiva (+) o (-); myc: Oncogen myc asignado como (+) o {-). PRLr: Receptor
de prolactina, Tx: recibio tratamiento previo (+) o no (-).

Tabla il
Grupo Il

=
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>
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PRLr neu myc Tx

r
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LI |

[T

Numero asignado a cada paciente, AFS: Puntaje asignado de acuerdo a grado de endometricsis; neu:
ohcogen neu expresado como positivo (+) o {-); myc: Oncogen myc asignado como {+) o {-). PRLr: Receptor
de prolactina. Tx: recibié tratamiento previo {+} 0 no (-).

Tabla IV

Grupo [l

No. AFS PRLr neu myc
1 150 + + -
3 6 + + +
4 88 + + -
5 80 - + -
6 114 - + -
7 80 - + +
8 120 + + +
9 2 + + -

1 2 - - -

13 130 + + -

15 85 + - +

17 4 - + -

Nimero asignado a cada paciente, AFS: Puntaje’ asignado de acuerdo a grado de endometriosis; neu:
oncogen neu expresado como positivo (+) o{-); myc: Oncogen mye asignado come (+) o (-). PRLr: Receptor
de prolactina. Tx: recibié tratamiento previo (+) o no (-).
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lar de la prolactina y su receptor
sobre este tipo de patologia.
Actualmente no existen estudios
en esta drea, sin embargo, se ha
visto que el receptor de prolactina
se encuentra incrementado en el
tutero del ratén con adenomiosis
(Yamashita M, 1997) lo cual eleva
la posibilidad de que este recep-
tor pudiera jugar un papel im-
portante en la fisiopatologfa de la
endometriosis.

B CONCLUSIONES

Con estos resultados podemos
concluir que tanto el oncogene myc
como el receptor de prolactina se
expresan en forma diferente entre
el tejido endometridsico y el eutd-
pico; no asi el oncogene neu el cual
se expresa de manera similar entre
ambos. Este hallazgo abre la posibi-
lidad de que esta patologia se
encuentre regulada por diferentes
factores, ademads del estimulo estro-
génico, entre los que se encuentra
la prolactina. Por lo cual serad de
gran importancia el conocer si estos
tejidos tienen la capacidad de res-
ponder al estimulo con la propia
prolactina y si dicha respuesta esta

TablaV

Grupo iV

No. AFS PRLr neu myc Tx
4 88 + + - -
5 80 - + - -
6 114 - + - -
7 80 - + + -
8 120 + + + +

13 130 + + - -

15 85 + - + -

Nimero asignadc a cada paciente, AFS: Puntaje asignado de acuerdo a grado de endometriosis; neu:
oncogen neu expresado como poesitivo (+) ¢ (-); myc: Oncogen myc asignado como {+) o (-). PRLr: Receptor
de prolactina, Tx; recibi¢ tratamiento previe (+) o ne (-).

Tabla VI

Porcentaje de expresion positiva de los oncogenes (c-myc, neu) y el receptor

de prolactina (PRLr)

Grupo PRLr neu c-myc

| 18.8 81.8 18.2

Il 222 88.8 0.0

Il 58.3 83.3 33.3

v 57.0 85.0 42.0
X? = 59.61 X=22 X?=56.87
p < 0.0001 p> 052 p < 0.0001

relacionada con el incremento o
decremento de la proliferacion de
las células endometridsicas. Consi-
deramos que e] conocimiento ac-

tual de estos mecanismos es muy
pobre y que serd necesaria la reali-
zacion de mas estudios para con-
testar esta pregunta.
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DDT y plaguicidas relacionados presentes en la leche
materna y otros tejidos de mujeres sanas con
embarazos de término

B Dr. M. C. Terrones S, Dr. J. Llamas V, Dr. F. Jaramillo J, Dr. M. G. Espinc L, Dr. J. S. Leén B.

B RESUMEN

Se realizd un estudio descriptivo,
prospectivo y transversal. Fueron
incluidas 10 pacientes sanas del
Hospital Estatal de Ginecologia y
Obstetricia, que cursaron emba-
razo de término resuelto por via
abdominal. Durante la intervencion
quirdrgica se tomaron muestras de
suero del corddn umbilical, suero
y tgjido adiposo materne. En todas
las muestras, junto con la leche
materna recolectada el dia 10 del
puerperio, se midieron las con-
centraciones de los siguientes
plaguicidas organoclorados (POC):
B-BHC, y-BHC, heptacloro, aldrin,
dieldrin, DDE, DDD, DDT y meto-
xicloro. Para las extracciones y
purificaciones de los POC en los
diferentes tejidos, se utilizd la me-
todologia establecida por la
EPA, (1980). La identificacién vy
cuantificacion de los plaguicidas
se realizé mediante la compa-
racion con estandares certificados
por el NIST (National Institute of
Standard Technology). Todas las
determinaciones anaiiticas se
realizaron en el Laboratorio de
Estudios Ambientales del Centro
de Ciencias Basicas de la Univer-
sidad Auténoma de Aguascalientes.
En promedio, las caracteristicas
generales de las participantes
fueron: primigestas, de 24.1 afios
de edad, casadas y de nivel
socioeconémico bajo. En cuantoa

los neonatos, de 39 semanas de
edad gestacional, sexo femenino,
de 3,311 g de peso corporal y talla de
51.1 em. En todas las muestras
analizadas se identifico por lo
menos uno de los plaguicidas
organoclorados estudiados. Los
resultados del andlisis de correla-
cidn entre las concentraciones de
DDT iotal presentes en el suero
materno con las identificadas en el
tejido adiposoc y suero del corddn
umbilical fueron altamente signifi-
cativas, r = 0.97 y 0.87, respsacti-
vamente. En la leche materna se
encontraron las concentraciones
mas elevadas de DDT total, conun
promedio de 2053 ng/g base
lipfdica, lo cual representa 2.8
VECES Mas, la ingesta diaria acep-
tada, establecida por la FAO/OMS
(0.005 mg/kg/dia, IDA). Asimismo,
la concentracion de DDT total en
el suero materno guardad relacion
exponencial creciente con la edad
(r = 0.99).

Palabras clave: Plaguicidas organoclo-
rados, IDA.

{Terrones S, MC y col: DDT y plagui-
cidas relacionados presentes en la
leche materna y otros tejidos de mu-
jeres sanas con embarazo de lér-

mino. Ginec Obst Mex 2000; 68:97).

B SUMMARY

Ten healthy patients with term
pregnancy resolved by abdominal

via. During the surgical procedure
samples of umbilical chord serum
and maternal adipose tissue, were
taken. In all the sampies, together
with the maternal milk coliected the
day 10 of puerperium, the concen-
trations of the following organo
chlorated plaguicides, were mea-
sured up: (PCC); B-BHC; y-BHC,;
heptachloride; aldrin; dieldrin,
DDE, DDD, DDT and methoxi-
chloride. The identification and
quantification of plaguicides was
done by the comparison with
standars certified by NIST (National
Institute of Standard Technology).
The general characteristics of the
participants were: primigestas of
24.1 years aged, married and of a
low socioeconomical level. As to
the neonates, of 39 weeks of
gestational age, femenine sex;
3, 311 g of corporal weight and size
of 51.1 cm. In all the analized
samples at least one of the organo-
chlorated plaguicides was present.
The resuits of correlation analysis
between DDT concentration, pre-
sent in the maternal serum with
those identitied in the addipose
tissue and serum from the umbilical
chord were highly significant: a =
0.97 and 0.87, respectively. In the
maternal milk the highest concen-
trations of total DDT, were found,
average of 2053 ng/g lipidic base,
which is 2.8 times more of daily
accepted intake. Likewise, DDT

Trabajo premiado con el Segundo Lugar en Investigacion Basica, 50° Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia, Méx., D.F.
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concentration in maternal serum
kept exponencial relation, growing
with age (a = 0.99).

Key words: Organochlorine pesticides,
DAL

(Terrones S, M.C. y col: DDT and
related pesticides in maternal milk and
other healthy women's tissues with
term pregnancies. Ginec Obst Mex;
2000; 68:97).

luso indiscriminado de plagui-
cidas para controlar diversos
vectores de enfermedades endé-
micas 0 para aumentar la produccién
agricola, asi como la falta de una
reglamentacioén precisa para su
aplicacién, han contribuido al
aumento de la contaminacién en el
ambiente. Sin duda, la presencia de
plaguicidas en cada nivel tréfico de
la cadena alimenticia representa
una forma del mal uso que han
tenido estos compuestos quimicos
desde su introduccién a la vida so-
cicecontmica del hombre (Redet-
zke, K., 1993). Segiin la informacién
que existe en México, los princi-
pales contaminantes de origen
ambiental en los alimentos son los
plaguicidas organoclorados (POC)
y sus metabolitos (Albert, 1987).
Se ha informado que, debido a
sus propiedades quimicas, estos
compuestos son estables, persis-
tentes y tienden a acumularse en el
tejido adiposo en donde alcanzan
concentraciones muy elevadas
(Kaufer, M., 1984; Teschke, K., y col.,
1993). Existen poblaciones humanas
que son especialmente susceptibles
a la exposicién y efectos nocivos de
los POC, como la mujer embarazada
y el recién nacido (Kanja, 1992). Las
concentraciones de los POC en la
madre determinan las concentra-
ciones de los mismos en el feto, a
través de su paso por la placenta, de
esta manera, el neonato se encuentra
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expuesto durante la vida intrau- -

terina y, si es amamantado, la
exposicion continuara en los prime-
ros meses de vida extrauterina a
través de la leche materna. Hasta la
fecha, las repercusiones de dicha
exposicién en el ser humano no han
sido completamente evaluadas
(Lépez Carrillo y col., 1996).

B MATERIALY METODOS
Se realizé un estudio de tipo des-
criptivo, prospectivo y transversal;
incluyd 10 pacientes que volun-
tariamente aceptaron participar, las
cuales cursaron embarazo de tér-
mino, con ausencia de enferme-
dades concomitantes y sometidas a
operacién cesarea en el Hospital
Estatal de Ginecologia y Obstetricia
del Instituto de Salud del Estado de
Aguascalientes. Se excluyeron las
pacientes embarazadas fumadoras
activas, alcohdlicas crénicas o con
alguna enfermedad diagnosticada.
El estudio fue realizado del 1 de
junio de 1997 al 31 de diciembre
de 1998. Las muestras obtenidas en
quiréfano fueron: 10 ml de sangre
materna (sin anticoagulante), 10 mL
de sangre del cordén umbilical (sin
anticoagulante) y 50 g de tejido
adiposo de la pared abdominal.
Las muestras de leche materna
(30 mL) fueron obtenidas mediante
extraccién manual, a los 10 dias del
puerperio. Todas las muestras
fueron depositadas en recipientes
de vidrio limpios, enjuagados con
acetona G.R. y hexano grado HPLC,
con contratapas de teflén e identi-
ficados adecuadamente y se alma-
cenaron a - 20° C, hasta su andlisis.

Cuantificaciéon de POC en
muestras bioldgicas

El procedimiento empleado en la
extraccién y purificacion de los
POC en las muestras analizadas es
el reportade por la EPA (Environ-

ment Protection Agency, 1980) y
modificado por Reyes y col. Se
utilizaron estdndares de plagui-
cidas organoclorados certificados
por la EPA y trazados a NIST (Na-
tional Institute of Standars and
Technology). Los compuestos ana-
lizados fueron: hexaclorociclohe-
xano (isémeros: B-HCH, y-HCH),
Heptacloro, Aldrin, Dieldrin, p,p-
DDE, p,p-DDD, p,p-DDT y Meto-
xicloro. Los reactivos y disolventes
utilizados fueron adquiridos de las
casas comerciales ]J.T. Baker, Merck
y Sigma. En todos los disolventes
empleados se comprobé su pureza.
La determinacién cualitativa y
cuantitativa de los POC se realizé
mediante cromatografia de gases
con detector de captura de electro-
nes; se utilizé6 una columna capilar
(30 m; ID 0.32 y df 25 p) y nitrégeno
de alta pureza como gas acarreador.
El andlisis cualitativo y cuantitativo
fue realizado mediante el programa
computarizado P.E. Nelson Turbo-
chrom y la Interface Series 900
Perkin Elmer Corporation.

El porcentaje de recuperacién de
muestras fortificadas libres de POC
(gentilmente donadas por el Dr.
Mariano Cebrian Garcia del Labo-
ratorio de Plaguicidas del CINVES-
TAV-Méx) fue de 70 a 110% y los
coeficientes de variaciéon de los du-
plicados al azar no fueron mayores
a 10%.

Los POC fueron cuantificados en
la fraccién lipidica de las diferentes
muestras bioclégicas estudiadas, de
tal forma que los resultados se
expresaron enng de POC por gramo
de lipidos totales (base grasa).

B RESULTADOS

Caracteristicas generales de
las pacientes

El promedio de edad de las 10
pacientes incluidas en este estudio




fue de 24.1 afios (17 a 36). En cuanto
a la paridad, 4/10 cursaron su
primer embarazo, 3/10 el segundo
y el resto manifestaron cursar su 800
tercera gestaciéon o mayor. La
mayoria de las pacientes (8/10)
fueron clasificadas en un nivel
socioeconémico bajo y el resto
como medio-bajo. Por otro lado, los m
resultados del interrogatorio rela-
cionados con el estado civil, indicaron 200
que 9/10 pacientes manifestaron
ser casadas y solo una refirié vivir
en unién libre. Con relacién a la
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Figura 2
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En todas las muestras analizadas se
encontraron residuos de plagui- — 4
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con POC fueron la leche, el suero
materno y del cordén umbilical, en < : : : 0
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diferentes plaguicidas (Fig. 2). Los
POC mas frecuentemente fueron: el
DDT total (suma del p,p-DDT y de

Namero de POC

Namero de plaguicidas organoclorados identificados en cada serie de tejidos analizados.
En las muestras de suero y leche materna fueron detectados el mayor niimero de POC.
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Tipos de plaguicidas organoclorados detectados en las diferentes series de tejidos
analizados. El DDT total y el metoxicioro se encontraron en todas las series, mientras
que el heptacloro solamente se encontré en el suero del corddn umbilical.

Tabla |

Concentraciones de POC en muestras biolégicas. Se expresaron los valores
promedio y el rango en ng/g base lipidica.

Suero
POC Materno Corddn Tejido Leche
umnbilical adiposo materna
669 1323 1235 2053
DDT total (143-2570) (238-4321) {0-6302) 7.6-10271
(n 10) (n7) (n10) {n 10)
669 236 38 82
BHCG total (163-343) (17-71) (10-278)
n1) {n2) (n5) {n B)
117 17
Dieldrin (83-158) N.D. N.D. (10-24)
(n3) (n2)
666
Heptacloro N.D. (180-1869) N.D. N.D.
(ns)
287 2090 57 251
Metoxicloro {167-426) (1198-2655) {33-81) (29-474)
(n3) (n5) n2) (n2)

su principal metabolito p,p-DDE) y

el metoxicloro.

De los BHC se detectaron los

isémeros beta y gama (linda
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denominados, en la Fig. 3, como
BCH total; mientras que los menos
frecuentes fueron el dieldrin y el

no), heptacloro.

Analisis cuantitativo

En la Tabla I se presentan las
concentraciones de los diferentes
tejidos analizados. La mayor con-
centracién de DDT total se iden-
tificé en la leche materna y, al igual
que el metoxicloro, fueron los
plaguicidas més frecuentes, mien-
tras que el heptacloro se encontrd
solamente en el suero del cordon
umbilical. Es importante mencio-
nar que en las muestras de suero
del cordén umbilical y tejido adi-
poso, las concentraciones de DDT
total son semejantes y superiores a
las del suero materno.

En todas las muestras estudia-
das, se identificé por lo menos un
metabolito del DDT, aunque las
concentraciones de estos compues-
tos, en un mismo tipo de muestra,
fueron muy diferentes en todas las
pacientes (Tabla I). Ademds, en una
misma paciente, existe correlacién
entre las concentraciones de DDT
total presentes en los diferentes
tejidos estudiados. En todas las
muestras, la mayor contribucién al
DDT total estuvo determinada por
el p,p-DDE.

Relacion entre la edad materna
y las concentraciones de DDT
total en suero

Las concentraciones de DDT total
presentes en el suero materno
guardan relacién de tipo exponen-
cial creciente con la edad. Las
cantidades mas elevadas se detec-
taron en ¢l grupo de participantes
de mayor edad, mientras que en las
pacientes mas jovenes se regis-
traron las concentraciones menores
(Fig. 4).

H COMENTARIO

El tipo de paciente que predomind
en este estudio fue el de una mujer
joven, primigesta de término, de
nivel socioeconémico bajo, con un




Figura 4
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Concentraciones de DDT total en suero materno en los diferentes grupos de edad. En el
recuadro superior se presenta el anélisis de correlacién exponencial creciente.

grado académico basico y de proce-
dencia predominantemente rural.
De acuerdo con los registros del
Hospital Estatal de Ginecologia y
Obstetricia, las caracteristicas
anteriormente descritas son las mas
frecuentes en la poblacién usuaria
de los servicios de esta institucion.
Conforme a los diagndsticos clini-
cos, en todos los casos, las indica-
ciones quirtirgicas se realizaron por
razones exclusivamente obstétricas.

Segun el Servicio de Pediatria,
todos los productos se considera-
ron de término y fueron diagnos-
ticados como: recién nacidos
sanos y eutrdficos. Estos neonatos
fueron amamantados con lactan-
cia materna exclusiva, por lo
menos hasta el momento de obte-
ner la muestra.

Distribucion de los POC en la
poblacién estudiada

En todas las muestras analizadas se
identificé al menos un compuesto
relacionado directamente con los
POC.

Sin embargo, el tipo de plagui-
cidas o metabolito detectado varié
considerablemente (Fig. 4). Es
importante que entre los POC
identificados en las diversas mues-
tras analizadas, se encuentran
algunos de uso restringido, tales
como: el DDT, el yv-HCH (lindano)
y el heptacloro.

La relacion entre las concentra-
ciones de DDE y DDT (DDE/DDT)
permiten describir las caracteris-
ticas de la exposicién: a medida que
el valor aritmético de este coefi-
ciente es mayor que la unidad y se
incrementa, refleja una exposiciéon
no reciente al DDT (Kanja, 1992;
Mes, 1994; Hernandez, 1993; Redet-
zke, 1993), ademds de la ingestién
de alimentos contaminados prefe-
rentemente con DDE (Frank, 1993;
Kashyap, 1994). En nuestros resul-
tados, en términos promedio, 85.9%
del DDT total corresponde al meta-
bolito p,p-DDE (DDE/DDT 6:1), lo
anterior nos permite postular que
la mayoria de las pacientes no
estuvieron recientemente expues-

tas al DDT. Diversos autores men-
cionan que en los paises desarro-
Hados (Polonia, Canada, Noruega
y Espafia), en donde el uso de estos
plaguicidas estéd restringido y la
aplicacién del marco legal es muy
estricto, la relacién DDE/DDT se
ha incrementado a través del tiem-
po (Mes, 1994; Hernandez, 1993;
Czaja, 1997; Skaare, 1988). Para el
caso de paises en vias de desarrollo
(India, Kenya, Nueva Guinea y
Nicaragua) en donde actualmente
se utiliza DDT con fines agricolas o
sanitarios, es comun identificar en
las muestras biolégicas princi-
palmente el p,p-DDT (Kanja, 1992;
Kumar, 1996; Spicer, 1993; Rugama,
1993). _

La presencia de DDT total en
suero materno y tejido adiposo han
sido considerados como pardme-
tros que permiten estimar la magni-
tud de la exposicioén a estos com-
puestos (Bhatnagar, 1992; Rosell,
1993). En nuestros resultados, las
concentraciones promedio de DDT
total presentes en el tejido adiposo
(1235 ng/g), fueron: 2.14, 14.8 y 20
veces inferiores a las observadas en
Puebla, Torre6én y Veracruz, respec-
tivamente (Lépez Carrillo, 1996). Al
comparar los valores de DDT total
en el tejido adiposo de nuestro
trabajo con los informados en otros
paises, encontramos: 2.2 y 1.25
veces superiores a los detectados en
Alemania y EUA (Waliszewski,
1995).

Con relacién a las concentra-
ciones de DDT total en suero mater-
no, el valor promedio encontrado
en nuestro estudio fue de 669 ng/
g, concentracién 8.7 veces inferior
a la reportada por Bhatnagar y col
en 1992 en la India, pais en donde,
hasta la fecha, se permite la utiliza-
cion del DDT y BCH, en la agricul-
tura y en la salud prblica (Kumar,
1996).
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Los resultados del andlisis de
correlacién lineal entre las concen-
traciones de DDT total en suero
materno y tejido adiposo son alta-
mente significativos (r = 0.97; P <
0.0001). De acuerdo con los para-
metros anteriores, existe una estre-
cha relacion entre estas variables.
Resultados similares han sido
reportados por diferentes autores
(Sasaki, 1991; Kanja, 1992). Lo an-
terior confirma la utilidad de estas
determinaciones analiticas como
indicadores de exposicién a los
POC.

Recientemente se ha asociado la
presencia de DDT total en suero con
la prevalencia de cidncer de mama.
Wolff (1993) informo un incremento
de 3.68 veces la probabilidad de
padecer cancer de mama con valo-
res de 19 ng/mL de DDT total en
suero. Sin embargo, otros autores
no han encontrado una relacién
significativa entre estas variables
(Krieger, 1994). Es importante
mencionar, que de acuerdo a nues-
tros resultados, s6lo 1/10 pacientes
presento valores superiores a los 19
ng/mL de DDT total.

En el suero del cordén umbili-
cal se identificaron diferentes POC
(Cuadro No. 1); resultados simi-
lares han sido obtenidos por otros
autores, tanto en suero del cordén
umbilical como en el suero del
recién nacido (Skaare, 1988; Kanja,
1992; Nair, 1996). Lo anterior confir-
ma la capacidad de estos compues-
tos para difundir a través de la pla-
centa y llegar al producto. De
acuerdo a nuestros resultados, las
concentraciones de DDT total en el
suero del corddn umbilical fueron
superiores a las encontradas en el
suero materno. Ademas, los resul-
tados del andlisis de regresion li-
neal (r = 0.87; P < 0.0008), nos
permiten proponer una relacién
altamente significativa entre las
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concentraciones de DDT total del
suero materno y suero del corddn
umbilical. Kanja y col. (1992),
informaron concentraciones de
DDT total en suerc del cordoén um-
bilical menores que en suero mater-
no y bajos coeficientes de correla-
cién entre estos pardmetros. Sin
embargo, Skaare (1988} encontrd
resultados distintos en dos grupos
de mujeres con diferentes grados de
exposicién. Lo anterior demuestra
que existen grandes variaciones en
los resultados como consecuencia
de consideraciones metodologicas
y de factores no controlados, en
poblaciones humanas expuestas.
Segun nuestros resultados, la
concentracién promedio de DDT
total en leche materna (2053 ng/g),
fue tres veces mayor que la del
suero materno. Nair en la India
(1996) y Kanja y col. (1992), repor-
taron concentraciones de DDT to-
tal en leche materna 2.3 veces
superiores a las encontradas en este
estudio, aunque la proporcién
suero materno/leche materna fue
similar. En contraste, Hernandez y
col. (1993) y Shaare y col. (1988),
cuantificaron DDT total en leche
materna en Espafia y Noruega, res-
pectivamente, y observaron con-
centraciones promedio 3.3 y 2.5
veces inferiores a las de este trabajo.
Es necesario considerar que la
leche materna es, en un cierto
estadio del desarrollo biolégico, el
unico alimento para el neonato. Por
otra parte, existe consenso en la
bibliografia, y en nuestros resul-
tados, de que la leche es una de las
mas importantes vias de elimina-
cién de POC (Hayes, 1991). De
acuerdo con lo anterior, muchos
recién nacidos estdn expuestos,
durante la etapa de la lactancia, a
una importante carga de POC, e,
inclusive, proporcionalmente ma-
yor que para los adultos (Viveros,

1988). Por otra parte, aunque exis-
ten informes que enfatizan los
efectos hepato y neurotdxicos de
algunos POC, son escasos los estu-
dios que analizan los efectos toxicos
por exposicién crénica al DDT y sus
metabolitos sobre el desarrollo
ontogénico del sistema nervioso en
los primeros meses de vida (Casa-
rett, 1986; Fernicola, 1985; Barros,
1994; Lembowicz, 1991).

La importancia toxicoldgica de
la presencia de DDT total en leche
materna, no es ficil de evaluar. La
Organizacién Mundial de la Salud
(1986) establecié como ingesta
diaria aceptada (IDA) para el DDT
total, la cantidad de 0.0056 mg/kg/
dia {tomando como referencia la
leche de vaca entera y calculada
para un adulto). Este valor repre-
senta la cantidad maxima permi-
sible de DDT que se puede ingerir
en un dia, durante la vida, sin que
se manifieste daiio aparente al
organismo (Albert, 1997). Es nece-
sario considerar que este parametro
fue establecido para una persona
adulta, la cual presenta condiciones
fisiolégicas diferentes a las que
prevalecen en el recién nacido.
Ademds, no es posible determinar
si la exposicién a valores esta-
blecidos en la IDA carece de riesgos,
aunque se sabe que representan un
nivel aceptable del mismo, sin
embargo, este parametro no es
garantia de seguridad (Albert,
1997).

Tomando como referencia la
cantidad de DDT total presente en
la leche materna, asi como los
siguientes pardmetros promedio:
3,000 g de peso corporal y un
consumo de 700 mL/dia de leche
con 3% de lipidos, se calculé al in-
gesta diaria estimada (IDE) parael
DDT total, en los neonatos que
participaron en este estudio. Como
se puede observar en la Fig. 5, 4/




10 muestras de leche materna
exceden, desde 3.4 a 14.3 veces la
IDA; asi mismo, el coeficiente
promedio IDE/IDA fue de 2.8
(rango 0.009-14.4). Esto significa
que, en promedio, la ingesta diaria
de DDT total en los recién nacidos
estudiados fue 2.8 veces mayor que
la permitida para un adulto.

Consideramos que los resul-
tados anteriores cobran especial
importancia si tomamos en cuenta
que actualmente diversas organi-
zaciones internacionales (UNICEF)
han promovido, sobre todo en
paises en vias de desarrollo, la
practica de amamantar al recién
nacido.

Sabemos que la leche materna
constituye, por muchos motivos, el
alimento ideal para el recién naci-
do; sin embargo, existe la posi-
bilidad de que ésta contenga con-
centraciones toxicolégicas impor-
tantes de diferentes xenobiGticos,
tales como los POC.

Existen diferentes circunstancias
ambientales, laborales y nutriciona-
les que influyen en la magnitud de
la exposicién a los POC (Rivero,
1997; Albert, 1997).

Las caracteristicas fisicoqui-
micas de los POC determinan su
gran estabilidad en el ambiente y
su capacidad para acumularse en
la cadena alimenticia, en donde el
hombre es el reservorio final.
Tomando como referencia lo ante-
rior, es factible considerar una
estrecha relacion entre la acumu-
lacién de estos compuestos en los
tejidos y la edad. Varios autores
han demostrado que las personas
de mayor edad presentan concen-
traciones mayores de DDT total,
tanto en tejido adiposo (Kashyap,
1993; Teschke, 1993) como en la
leche materna (Mes, 1993). En
nuestro estudio, la relacién entre
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la concentracién de DDT total en
el suero y la edad de las parti-
cipantes (Fig. 4) se ajust6é a un
modelo de crecimiento exponen-
cial {r = 0.99). Consideramos que
los factores que influyen para que
este fenémeno se presente posi-
blemente estdn relacionados con
los hébitos alimenticios y la ten-
dencia a la obesidad, que frecuen-
temente se presenta en esta etapa
de la vida.

Los POC no relacionados con el
DDT encontrados en las muestras
estudiadas fueron los siguientes: b-
BHC, y-BHC, dieldrin, metoxicloro
y heptacloro. Conforme al marco
legal que regulala utilizacién de los
POC en México, el uso de dieldrin
estd prohibido, mientras que el
DDT, el metoxicloro y el lindano
s6lo se pueden utilizar en campa-
fias de salud priblica, para el con-
trol de vectores de enfermedades

endémicas (Catdlogo Oficial de
Plaguicidas, 1993).

En el estado de Aguascalientes
oficialmente no existen informes
que senalen la utilizacién de estos
plaguicidas para controlar brotes
sanitarios. La presencia de estos
compuestos en las muestras ana-
lizadas nos permite postular, por lo
menos, las siguientes posibilidades:
1) que estos compuestos se utilizan
de forma clandestina en nuestra
region, 2) la ingestién de alimentos
contaminados provenientes de
otras regiones del pais donde se
utilizan POC para controlar, brotes
epidémicos de dengue o paludismo
(Veracruz, Tabasco y Chiapas), o
plagas que atacan cultivos agricolas
(Sinaloa, Tamaulipas, Durango,
Coahuila y Chihuahua) (SARH,
1994); y 3) la més probable, es que
ocurra una combinacién de las dos
anteriores.
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Factor de necrosis tumoral-o e interleucina-1 3 en
los compartimentos intravascular materno, fetal
y retroplacentario en parto a término y pretérmino
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B RESUMEN

El nacimiento prematuro del neonato
representa mas de 80% de muertes
perinatales, no atribuibles a malfor-
maciones congénitas. A la fecha se
desconocen las causas gue originan
el desencadenamiento de trabajo de
parto pretérmine como a término.
Evidencias experimentales involu-
cran diversas citocinas inflamaterias
en el inicio y/o mantenimiento del
evento, El objetivo del trabajo fue
determinar la concentracion de TNF-
o e IL-1p en los compartimentos
vasculares retroplacentario, fetal y
materno en mujeres con embarazos
atérminoy pretérmino que presenten
trabajo de parto, y en mujeres con
embarazos a término sin trabajo de
parto. La determinacion de las
citocinas TNF-a. e IL-1P, se llevd a
cabo mediante ensayos inmunoen-
zimaticos comerciales. Los resul-
tados chtenidos de las citocinas agul
estudiadas, no mostraron diferencia
estadistica alguna (prueba t) al
comparar los diferentes compar-
timentos intra e intergrupo. Sin
embargo, la concentracion de TNF-
o muestra una tendencia a encon-

trarse en mayor proporcion el ambien-
te fetal y retroplacentario, en los
grupos con trabajo de parto (a
término y pretérmino), comparada
con el valor del grupo a término sin
trabajo de parto. Dei mismo mode, la
concentracion de IL-1p mostré una
tendencia de mayor concentracién
en los grupos de mujeres con trabajo
de parto (a término y pretérmino),
pero solo en el compartimento
retroplacentario. Las tendencias
encontradas nos permiten proponer
al compartimento retroplacentario y
fetal, como los sitios blanco donde
se sintetiza TNF-a e IL-1(. Asimismo,
la observacién de la compartamenta-
lizacion de ambas citocinas, parece
indicar la existencia de un gradiente
de sintesis que identifica al feto como
productor inicial de TNF-cx.

Palabras clave: Citocinas inflama-
torias, Factor de necrosis tumoral-c,
Interleucina-1 B, Parto pretérmino.

{Hernandez G, C y col: Facior de
necrosis tumoral-alfa e interleucina-1
beta en los comparfimentos infra-
vascular materno fetal y retropla-
centario en parto a términoc y protér-
mino. Ginec Obst Mex 2000; 68:105).

B SUMMARY

Neonato preterm birth (before 37
pregnancy weeks) account more
than 80% perinatal deaths not attribui-
ble to congenital malformations.
Preterm and term labor full mecha-
risms are unknow at present. Proin-
flammatory citokynes direct partici-
pation have been involved in the
phenomena by several experimental
evidence. The study's aim was to
determine TNF-o. and IL-18 concen-
tration at maternal, fetal and fetal-
maternal vascular compartments in
women with term and preterm deli-
very and in women at term childbirth
without labor. TNF-cc and IL-1B con-
centration were determinated by
comercial immunoassay. TNF-a
concentration showed a tendency to
be in more propertion at fetal and
fetal-maternal compartments in
preterm and term childbirth groups
versus TNF-a. concentration in term
group without labor at same places.
IL-1B concentration showed same
tendency of increase than TNF-a. in
preterm and term childbirth groups,
but alone at fetal-maternal compar-
tment. Statistical difference were not
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documented at any compartment or
group compared. Data allow to
identify fetal-maternal compartments
as target places where TNF-a.and IL-
1p were synthesized. Gradient con-
centration synthesis of citokynes
allows to intend fetus as TNF-c. initial
producer.

Key Words: Proinflammatory citoky-
nes, Tumor necrosis Factor-alpha,
Interleukin-1 beta, Preterm birth.

(Hernandez G, C y col: Tumor necrosis
factor alpha and interleukin beta at
maternal, fetal and fetal maternal intra-
vascular compartments in term and
preterm outcome. Ginec Obst Mex

2000; 68:105).

a gestaciéon en la especie

humana se prolonga durante
37 a 40 semanas, en este lapso
acontecen las adaptaciones fisio-
logicas y bioquimicas que permiten
autonomia al producto una vez
abandonado el seno materno. Sin
embargo, en alrededor de 10% de
todos los embarazos, la perma-
nencia del producto in utero no
alcanza el valor limite inferior de
madurez presentidndose parto
pretérmino; que se define como el
nacimiento del producto antes de que
se completen 37 semanas de
gestacion (menos de 259 dias) a
partir del primer dia del dltimo
periodo menstrual.

El parto pretérmino es la causa
de mayor mortalidad perinatal, ya
que a ella se deben mas de 75%
(hasta 90% en paises subdesarro-
llados} de las muertes neonataies
no atribuibles a malformaciones
congénitas.! En el area obstétrica,
esta patologia ha sido la mas impor-
tante durante los Gltimos cuarenta
afios, en que ha permanecido sin
cambio en lo referente al porcentaje
acontecido afio con afio.?

A la fecha se desconocen en la
mayoria de los casos las causas que
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originan el parto pretérmino, iden-
tificindose asociacion con diversas
variables por lo que el evento se
postula como rigido bajo un proceso
multifactorial. En forma general y
sin perder en cuenta la complejidad
del evento, es posible destacar tres
grandes rubros asociados a la
aparicioén de parto pretérmino. El
mas comun de estos es la ruptura
prematura de membranas amni6-
ticas, que es responsable de 30 a
40% de todos los casos de parto
pretérmino. En un porcentaje pare-
cido al anterior, es imposible encon-
trar una causa aparente, por lo que
se le denomina idiopético. El dltimo
rubro que alcanza valores entre el
20 al 30% lo suman causas obsté-
tricas, donde la interrupcion del
embarazo antes de 37 semanas de
gestacién es debida a indicaciones
terapéuticas.*

La explicacién de los mecanis-
mos involucrados en la aparicion
de parto pretérmino, parten de la
premisa que se desconocen con
precision los eventos asociados en
el inicio de trabajo de parto normal.
En la explicacién del evento patolo-
gico, se ha postulado que este
simplemente se encuentra disocia-
do en tiempo con respecto al suceso
normal. Para la explicaciéon del
evento normal como patologico se
han propuesto diversas hip6tesis,
dentro de las que podemos comen-
tar en forma general abatimiento de
progesterona, prostaglandinas, ute-
rotoninas (distintas a prostaglan-
dinas), citocinas inflamatorias, etc.”®
Se ha postulado que el producto
una vez que ha madurado, genera
una serie de sefiales que viajando
por difusién a través del liquido
amniodtico, contactan a las mem-
branas amniodticas y decidua, esti-
mulando la sintesis de las prosta-
glandinas PGF,_ y PGE,, las cuales
inducen la contraccién de muisculo

liso del miometrio. Los estudios
han mostrado que estas moléculas
son capaces de inducir contraccién
de diferentes musculos lisos en
estudios in vitro, incluyendo el
muisculo vascular liso y el musculo
liso miometrial de mujeres no
embarazadas. Se ha identificado a
las membranas amniéticas (corion
y amnios) asi como a la parte ma-
terna (decidua y miometrio), como
fuente en la sintesis de las prosta-
glandinas PGF, y PGE,.*" Por otro
lado, diversas moléculas diferentes
a las prostaglandinas con capa-
cidad de mediar actividad ténica
del miometrio, han sido involu-
cradas en el inicio de trabajo de
parto. En forma general se les deno-
mina “uterotoninas”, siendo la
Endotelina-1 la molécula natural més
potente identificada, con capacidad
de inducir contraccién de musculo
liso del mjometrio al realizar ensayos
in vitro, que emplean células miome-
triales confluentes, o tiras del miome-
trio analizadas en forma ex vivo. Asi
mismo, se ha documentado que
células en cultivo de corion y amnios
son capaces de sintetizar endotelina-
1, bajo estimulo de diversas citocinas
inflamatorias comoIL-1B, IL 6 y TNF-
a_ll,lZ

Las hipétesis de citocinas infla-
matorias como mediadoras del
trabajo de parto, se origina en
estudios™'® que han mostrado la
presencia de interleucina-1 beta (IL-
1B, antagonista del receptor de
interleucina-1 (IL-1AR), inter-
leucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-
8), interleucina-10 (IL-10), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-o) en el
inicio y durante el trabajo de parto
en muestras de liquido amniético,
obtenidas de mujeres con emba-
razos normales a término y pretér-
mino, asi como en modelos anima-
les utilizando primates (Macaca
mulatta, Macaca nemestring) donde




ha sido posible monitorear los
compartimentos amniético, circula-
torio fetal, circulatorio materno y
circulatorio placentario.'”’'® En
todos los modelos mencionados se
identifica un aumento en la concen-
tracién de las citocinas IL-1J, IL-6
y TNF-ot en liquido amniético y el
ambito periférico materno. Para el
caso de las mujeres que presentaron
parto normal este aumento sucede
horas antes de que diera inicio el
trabajo de parto.”® Al margen de
su papel dentro de una posible
cascada de eventos que conducen
al parto, algunas citocinas como IL-
1B muestran una potente capacidad
uterotonica.

El presente trabajo plantea de-
terminar la concentracién de las
citocinas inflamatorias TNF-o e IL-
1B, en los ambientes periférico fe-
tal, periférico materno y retropla-
centario de mujeres que presenten
parto pretérmino con ausencia
clinica y microbioldgica de infec-
cién, parto normal a término y en
muestras de embarazos a término
sin trabajo de parto, obtenidas
mediante cesarea electiva.

B MATERIAL Y METODOS

Grupos de estudio

Se estudiaron mujeres entre 25y 30
de edad, con caracteristicas clinicas
generales semejantes, las cuales
resolvieron su embarazo en el
Instituto Nacional de Perinatologia
durante el periodo comprendido
entre el primero de junio y el 31 de
diciembre de 1998. Segtin la edad
gestacional y la presencia o0 ausen-
cia de trabajo de parto, se inclu-
yeron en alguno de los grupos de
estudio descritos a continuacién.
Grupo 1 (Pretérmino). Pacientes
con embarazos entre 24 y 36 sema-
nas de gestacion, calculadas por
fecha de dltima menstruacion

(FUM) o por ultrasonido (US)
realizado durante el primer trimes-
tre de la gestacién, corroborada
mediante el método de Capurro®
aplicada a los recién nacidos. Con
trabajo de parto y resuelto por via
abdominal o vaginal.

Grupo 2 (Término). Pacientes con
embarazos mayores a 37 semanas
de gestacién, calculadas por FUM
o por US realizado durante el
primer trimestre de la gestacion,
resuelto por via vaginal.

Grupo 3 (Testigo). Pacientes con
embarazos mayores a 37 semanas
de gestacion, calculadas por FUUM
o por US realizado durante el
primer trimestre de la gestacion, sin
trabajo de parto y resuelto por
cesdrea indicada por cualquier
causa materna, obstétrica y fetal
excepto las indicadas en los crite-
rios de exclusion.

Para el caso de mujeres con
embarazo normal a término con y sin
trabajo de parto, se incluyeron cinco
muestras para cada compartimento
analizado, mientras que para los
embarazos que presentaron parto
pretérmino se incluyeron 17 mues-
tras en los tres compartimentos.

Todas las pacientes incluidas en
el estudio firmaron una carta de
consentimiento, después de cono-
cer los objetivos, procedimientos y
riesgos del estudio.

Criterios de inclusién

1. Mujeres embarazadas sin com-
plicaciones médicas como: diabetes
mellitus, asma, artritis reumatoide,
lupus eritematoso, hipertensién ar-
terial sistémica crénica y nefropatias.
2. Sin complicaciones obstétricas
como: malformaciones uterinas,
placenta previa, acretismo placen-
tario, preeclampsia, incompetencia
istmico cervical, sindrome antifos-
folipide primario, 6bito, polihi-
dramnios y oligohidramnios severos.

3. Mujeres embarazadas sin altera-
ciones fetales, evaluadas clinica y
ultrasonograficamente.

Criterios de exclusion

1. Pacientes que no desearon parti-
cipar en el estudio.

2. Mujeres embarazadas con evi-
dencia clinica de infeccién, median-
te historia clinica general.

3. Pacientes con cultivo positivo en
orina y/o exudado cervicovaginal
para: estreptococo del grupo B, E.
coli, Gardnerella vaginalis. Neiseria
gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis.
4. Pacientes con embarazos meno-
res a 24 semanas de gestacion.

Obtencién y manejo de muestras
sanguineas

Para realizar la determinacién
inmunoenzimética de TNF-o e IL-
1B, se empled plasma proveniente
de sangre vascular de los siguientes
sitios:

Sangre periférica. Se obtuvieron 10
mL de sangre venosa anticoagulada
utilizando 2 miligramos (mg) de
dcido etilendiaminotetraacético
(EDTA, Gybco BRL, U.S5.A) por
mililitro (mL} de sangre, mediante
puncién de antebrazo al momento
de la expulsién del producto en el
area de tococirugia, en los casos de
parto a término y pretérmino. Para
el grupo de mujeres con embarazos
a término sin trabajo de parto, la
toma de la muestra se realizé du-
rante la cesdrea.

Sangre fetal. En los tres grupos
estudiados la sangre se obtuvo en
el drea de tococirugia una vez
expulsada la placenta, a partir de
puncién venosa del cordén umbili-
cal, recuperandose 10 mL de sangre
anticoagulada usando 2 mg de
EDTA /mL de sangre.

Sangre retroplacentaria. En los tres
grupos estudiados, la sangre se
obtuvo en el drea de tococirugia, a
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partir de la parte materna en la pla-
centa recién expulsada. Se colec-
taron alrededor de 10 mL de sangre
empleando una pipeta Pasteur, los
cuales se depositaron en un tubo
con anticoagulante (EDTA), a una
concentracién de 2 mg/mL de
sangre.

En todos los casos, las muestras
sanguineas fueron transportadas
de inmediato al laboratorio donde
fue separado el paquete celular del
plasma, mediante centrifugacién a
3500 r.p.m. durante 15 minutos a 4
grados centigrados (°C). El plasma
recuperado fue puesto en alicuotas
de 450 microlitros (LL) y alma-
cenado a -70°C, hasta el momento
de llevar a cabo los ensayos inmu-
noenzimaticos.

Cuantificacion de citocinas
TNF-c. e IL-13

La determinacién de la concen-
tracién de las citocinas TNF-o e IL-
1B, se llevé a cabo mediante ensa-
yos inmunoenzimaticos cuanti-
tativos tipo “sandwich” (ELISA)
utilizando reactivos especificos
{Genzyme Co. USA). En forma ge-
neral se describe la metodologia
empleada. Se colocaron 100 pL de
una solucién de anticuerpos mono-
nucleares de captura anti TNF-c o
anti IL-1B en cada caso, en placas
de ELISA de alta unién proteica
{Marsisolb, Nunc Co. USA), a una
concentracion de 2 ug de proteina/
ml de 4 pg de proteina/mL respec-
tivamente. Una vez unido el anti-
cuerpo de captura, se adicionaron
100 uL de suero proveniente de la
sangre vascular materna, fetal y
retroplacentaria de los grupos de
estudio y grupo testigo, dejindose
en incubacién a temperatura ambien-
te por dos horas. Al término de la
incubacién la placa fue lavada para
eliminar todo material no unido al
anticuerpo monoclonal, con una
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solucion amortiguadora denomina-
da de lavado la cual contiene
Trishidroximetilaminometano 5
mili Molar (mM), Tweeen-20 al
0.01% y cloruro de sodio 15 mM,
pH 7.4. Se adicionaron 100 pL del
segundo anticuerpo (anticuerpo de
detecciéon) conjugado con biotina
en cada pozo de las placas, a una
concentracion de 2 ug de proteina/
mL de solucién para el caso de
TNF-o y de 4 ug para IL-1pB, los
cuales se dejaron en incubacién
durante una hora a temperatura
ambiente. Al término de la incu-
bacién, la placa de ELISA fue
lavada exhaustivamente con solu-
cion de lavado, adicionandose el
conjugado de estreptavidina/
fosfatasa alcalina diluida 1:1000, la
que se dejé incubar por 30 minutos
a temperatura ambiente. E]l desa-
rrollo de color se llevé a cabo
mediante la utilizacidén del cromé-
geno para-nitrofenilfosfato, deter-
minandose la absorbancia de las
muestras y curva estandar en un
lector de ELISA marca Dynatech a
450 nanémetros de longitud de
onda. La concentracion de las
citocinas en las muestras problema
se determind mediante interpola-
cién de la absorbancia obtenida, en
la curva de calibracién de absor-
bancia versus concentracion de la
citocina estandar, realizada en cada
ensayo para ambas citocinas. En
todos los casos se analizo el coefi-
ciente de correlacién de la curva de
calibracion obtenida, asi como el
coeficiente de variacién interensayo
observado en los estdndares bajo,
medio y alto empleados en cada
experimento de ambas citocinas.

W RESULTADOS

Se incluyeron un total de 30 pacien-
tes en el estudio, veinte corres-
pondieron al grupo 1 (nacimiento
pretérmino) y cinco a los grupos 2

y 3 (nacimientos a término con y sin
trabajo de parto respectivamente).
Del grupo uno se excluyeron tres
pacientes, dos por presentar corioam-
nioitis documentada por cultivo
microbiolégico y una més por
desarrollo de preeclampsia durante
el puerperio.

La edad, paridad y evolucién
del embarazo entre los tres grupos
fue similar y no mostré diferencia
estadistica significativa utilizando
prueba t (Mann-Whitney Rank
Sum (Test), datos no mostrados. Por
otro lado, la edad gestacional fue
diferente entre los grupos de naci-
mientos pretérmino y de término
(32 £ 2 SDG ws. 38 + 2 SDG) obte-
niéndose valores significativos
estadisticos utilizando la prueba t
antes sefialada (P < 0.05).

La concentracién de las citocinas
TNF-cte IL-1p determinada median-
te inmunoensayos enzimaticos en
muestras de sangre periférica,
sangre fetal (cordén umbilical) y
sangre retroplacentaria, prove-
niente de mujeres que presentaron
parto normal a término, parto
pretérmino y embarazos a término
sin trabajo de parto (cesareas electi-
vas), fue determinada en ensayos
que mostraron curvas de calibra-
cién con coeficiente de correlacion
mayor del 0.95; con variacién
interensayo menor a 10% en los
estdndares bajo, medio y alto inclui-
dos en cada experimento.

El andlisis de la concentracién
de TNF-¢ obtenida en los diferentes
compartimentos de los grupos
estudiados, no mostré diferencia
estadistica al compararse intra e
intergrupo mediante prueba t
{(Mann-Whitney Rank Sum Test).
En el compartimento materno de
los tres grupos el valor promedio y
la desviacion estandar de la concen-
tracion de TNF-¢, mostraron valo-
res muy parecidos con desviaciones




Figura 1

2000

2000

TERMING PRETERMINO

1500 1500

1000 1000

500 500 7

(=]
-t

TNF-alfa pg/mL
[=]
— H
N
[
Y
TNF-alfa pg/mL
[=]
|

o
2000
CESAREA
_l -
% 1500
g- 1. Compartimentc periférico
= 1000 T 2. Compartimento fetal
w 3. Compartimento retroplacentario
Z _
~ 500
0 T
0 1 2 3 4

Factor de necrosis tumoral-alfa en los tres compartimentos de los grupos estudiados:
A) Trabajo de parto a término; B) Trabajo de parto pretérmino; C) Término sin trabajo de
parto.

Figura 2
A B
10000 10000
TERMING PRETERMING

g g

1000 E 1000
2 g
[4+] [2+]
T 100 5 100
L O
A A
= 10 = 10

14 1 | |
o 1 2 3 4 0 1 2 3 4
c
10000
CESAREA
E 1000
D . o
a 1. Compartimento periférico
£ 100 | 2. Compartimento fetal
- 3. Compartimento retroplacentario
-
= 10
i -

0 1 2 3 4

Interleucina-1 beta en los tres compartimentos de los grupos estudiados: A) Trabajo de
parto a término; B) Trabajo de parto pretérmino; C) Término sin trabajo de parto.

estandar pequefias. Sin embargo, y
aunque no existen diferencias
estadisticas, es posible observar
cierta tendencia a encontrar en
mayor concentracién esta citocina
en los compartimentos fetal y
retroplacentario, de los grupos de
mujeres que presentan trabajo de par-
to (a término y pretérmino), al
contrastarlo con el valor obtenido
en los mismos compartimentos en el
grupo a término sin trabajo de
parto {figura 1).

Para el caso de IL-1P no existié
diferencia estadistica alguna, al
comparar los diferentes comparti-
mentos en un mismo grupo y entre
ellos, utilizando la prueba t (Mann-
Whitney Rank Sum Test), pero al
igual que con TNF-a es posible
observar tendencias de mayor
concentracién de IL-1B, en los
grupos con trabajo de parto a
término y pretérmino, al parecer de
manera exclusiva en el compar-
timento retroplacentario, pues los
valores promedio de la concen-
tracion de esta citocina en la parte
materna de los tres grupos, asi
como en el ambiente retroplacen-
tario de las mujeres con embarazo
a término sin trabajo de parto, son
muy parecidos con dispersiones muy
pequenas (figura 2).

B COMENTARIO

Las citocinas inflamatorias son
proteinas que median gran parte de
la respuesta inmunolégica, tanto
especifica como inespecifica en la
defensa frente a organismos extra-
nios como virus o bacterias. Estas
moléculas son producidas por una
gran variedad de estirpes celulares,
siendo producidas en la inmunidad
innata fundamentalmente por
monocitos mononucleares.* Sin
embargo, se ha observado que su
participacién tiene que ver con gran
cantidad de procesos biolégicos,
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que nos son exclusivos de la defen-
sa del hospedero en contra de
agentes patégenos.”* En este
ambito, diversos autores han pro-
puesto la participacién de citocinas
inflamatorias TNF-or, IL-153, IL-6, IL-8
con aspectos involucrados en el
trabajo de parto en forma normal
como pretérmino.?*?® Las eviden-
cias experimentales han logrado
establecer fuertes vinculos entre la
actividad mediada por diversas
citocinas inflamatorias y mecanis-
mos asociados en el inicio y/o
mantenimiento del trabajo de parto.
Empleando modelos animales de
experimentacion' se ha observado
que la administracién intrauterina
de las citocinas IL-15, IL-6 y TNF-ot
en forma simple o combinada en-
tre ellas; inducen trabajo de parto
y nacimiento prematuro al utilizar
hembras prefiadas de conejos,
cobayos, ratones. Asimismo, las
citocinas IL-1fB, IL-6 y TNF-¢, son
capaces de inducir la sintesis de
prostaglandinas PGE, y PGF, en
células amnidticas, coridnicas,
deciduales y miometriales al culti-
varlas in vitro. Dichas moléculas
eicosanoides han sido sefialadas
preponderantes en el desarrollo de
trabajo de parto (hipétesis de las
Uterotoninas), debido a su capa-
cidad para inducir la contraccién de
miusculo liso del miometrio.?® Al
nivel de la expresién genética,
Dudley analizé la presencia de
mRNA en células provenientes
de tejido amnidético, coriénico y
materno (decidua) en muestras
obtenidas a lo largo de la gestacién,
en grupos de mujeres con trabajo
de parto a término y con parto
pretérmino, logrando identificar
una mayor expresion de mRNAs
de las citocinas TNF-q, IL-13 e IL-6
en los tres tejidos analizados, en las
muestras de los grupos con trabajo
de parto normal a término y pretér-
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mino, siendo esta expresién menor
en muestras provenientes de muje-
res con embarazos del segundo
trimestre, asi como en embarazos a
término sin trabajo de parto.”

Los datos contenidos en la litera-
tura, sin duda dan fuerte soporte
para aceptar la participacién de
diversas citocinas inflamatorias en
los mecanismos involucrados en el
trabajo de parto. En este momento
se desconoce si estas moléculas per
se son las encargadas de sefializar
el fin de la gestacién del producto,
o aparecen en respuesta al inicio de
trabajo de parto. Alin maés, se
desconoce con precisién la fuente
de inicié en su sintesis, pues existen
datos en la literatura que apoyan la
participacién de células inmu-
nolégicas (monocitos /macréfagos)
presentes en la interfase materno-
feto-placentaria, en la produccién
de tales citocinas, asi como células
del corion, amnios y decidua, o
asignan su origen en la parte fetal **'
En este &mbito nuestro estudio trata
de identificar a nivel categorico de
compartamentalizacién, cudl pue-
de ser el sitio blanco donde se lleva
a cabo la sintesis de las citocinas
TNE-a e IL-1B, ya sea que represen-
ten la sefial que da término a la
gestacién, o forme parte de los
mecanismos desencadenados en el
trabajo de parto, activados por otra
via. Nos es claro que el ambiente
periférico y fetal representan uni-
versos bien definidos al momento
de la toma del producto, los cuales
responden con precision la pregun-
ta asignada. Por otro lado, pareciera
existir falta de definicién en el
andlisis realizado a partir de la
sangre retroplacentaria, debido a la
gran cantidad de estirpes celulares
locales (amnios, corion, decidua,
fibrolastos) y de transito (mono-
citos, macréfagos, linfocitos, gra-
nulocitos) capaces de sintetizar

diversas linfocinas, monocinas,
interferones, factores de crecimiento,
los cuales pueden tener efecto anta-
gdnico y /o sinérgico diferente sobre
las células productoras de TNF-¢. e
IL-1/3. Sin embargo, es seguro que la
concentracién final determinada en
el plasma de la sangre recolectada en
esa regién, representa la suma total
de eventos acontecidos después del
acuerdo molecular al que llegan las
células locales y de transito. Esto es
posible debido a que las citocinas se
producen durante la fase de acti-
vacion de las células, siendo un
proceso breve y regulado ya que
estas no se almacenan como molécu-
las preformadas y su sintesis inicia
con la aparicién de novo de los
mRNA que las codifican, liberan-
dose al espacio extracelular en
forma inmediata a las modifica-
ciones postranscripcionales (gluco-
silacion generalmente) a que haya
lugar3>%

El andlisis de la concentracién
de TNF-a en los tres compartimen-
tos de los grupos estudiados, al ser
analizada mediante procedimiento
estadistico no mostré diferencia
alguna entre los compartimentos
intra e intergrupo, sin embargo, es
posible observar una tendencia a
estar en mayor concentracion en el
ambiente fetal y retroplacentario,
comparada con el valor observado
en sangre periférica. Esta tendencia
sOlo es observada en los grupos de
mujeres con embarazos a término
con trabajo de parto, y en el grupo
que presentd nacimientos pretér-
mino. La concentracién de esta
citocina en los compartimentos
retroplacentarios y fetal, manifiesta
los valores de mayor dispersién
comparados con el que presentan
tanto el ambiente retroplacentario
de las mujeres con embarazos a
término sin trabajo de parto, y con
el que se presenta en el compar-




timento materno de los tres grupos.
Las tendencias comentadas ante-
riormente sobre la concentracién de
TNF-o. En primera instancia pue-
den explicar la falta de soporte
estadistico para identificar dife-
rencias significativas al comparar
los grupos; lo que en el ambito
biolégico se interpreta como un
mayor grado de activacion, por
parte de las células involucradas en
la produccién de esta citocina en el
ambiente fetal y retroplacentario.
Por otro lado, las concentraciones
de IL-1B observadas en los compar-
timentos analizados de los grupos
estudiados, no mostraron dife-
rencias estadisticas significativas al
compararse entre ellas, sin em-
bargo, al igual que con TNF-a es
posible observar cierta tendencia a
estar aumentada en el grupo de
mujeres con trabajo de parto a
término y pretérmino, pero sola-
mente en el compartimento re-
troplacentario, ya que los valores en
plasma fetal y materno asi como el
retroplacentario del grupo a tér-
mino sin trabajo de parto, muestran
valores muy parecidos con desvia-
ciones estdndar muy pequefas.
Estos resultados confirman y estan
acordes con datos previos en el que
se ha determinado la concentracion
de ambas citocinas, en el liquido
amnidtico de mujeres con emba-
razos a término con y sin trabajo de
parto, observando una mayor con-
centracion estadisticamente signi-
ficativa en el liquido amniético de
mujeres con trabajo de parto, tanto
de TNF-a como de IL-1p. Los estu-
dios antes citados pudieron docu-
mentar una mayor concentracién
de ambas citocinas, en el liquido
amniético de las mujeres que pre-
sentaron parto pretérmino y en los

casos donde se identifica infeccion
intraamnidtica, los valores alcanzan
érdenes de magnitud por arriba de los
obtenidos en los grupos de mujeres
sin infeccién. 162

Los resultados obtenidos en el
presente trabajo sugieren a los
compatimentos fetal y retroplacen-
tario como el sitio donde da inicio
la sintesis de las citocinas TNF-o. e
IL-1B, una vez que el trabajo de
parto es manifiesto, los cuales
apoyan la hipétesis que descarta al
compartimento materno como el
sitio marcador para que el evento
dé inicio. En este aspecto, a partir de
las tendencias de aumento de TNF-o.
en el compartimento fetal y retro-
placentario, en los grupos de muje-
res con trabajo de parto (a término
y pretérmino), asi como de IL-18
exclusivamente en el ambiente
retroplacentario en los mismos
grupos, es posible postular un
gradiente de TNF-co. que identi-
ficarian al producto, como el com-
partimento que dirige la produc-
cién de esta citocina inflamatoria.
La concentracién de TNF-a obser-
vada en la parte retroplacentaria,
puede reflejar la sintesis inicial
llevada a cabo en el ambito fetal, la
que al equilibrar su concentracién
en la interface madre-feto-placen-
taria sumada a la produccion local
de TNF-o, induce la cascada de
citocinas inflamatorias en diversas
células de este compartimento, lo
que en nuestro estudio representa
la tendencia a existir en mayor
cantidad IL-1P en el compartimento
retroplacentario, pues se sabe que
el TNF-a es una de las moléculas
naturales mds potentes identi-
ficadas, en la induccion de sintesis
de IL-1PB, IL-6, 1L-8 por diversas
células inmunoldgicas y no inmu-

nologicas.* Al respecto se podria
argumentar que la concentraciéon
de TNF-a fetal, podria generarse a
partir del ambito retroplacentario
bajo el planteamiento antes comen-
tado, sin embargo, si asi fuera el
caso deberiamos observar valores
similares de IL-1J3 en la parte fetal
y retroplacentaria, lo cual no es
observado. Por otro lado, hemos
podido identificar significativa-
mente un numero mayor de linfo-
citos T activados (CD3+/HLA-
DR+), en el compartimento fetal y
retroplacentario de muestras pro-
venientes de mujeres con trabajo de
parto pretérmino, comparado con
el nimero de células identificadas
en los mismos compartimentos en
muestras provenientes de mujeres
con embarazos a término sin traba-
jo de parto.® La identificacién de
marcadores de activaciéon superfi-
ciales en linfocitos, manifiesta que
estos han sido reclutados para
iniciar funciones efectoras dentro
de la que destacan proliferacién,
actividad citotdxica, comunicacién
celular, migracion, sintesis de
citocinas, etc.*® Los datos comen-
tados reafirman la hipétesis plan-
teada, en el sentido que el producto
puede participar de manera activa
en el inicio de los eventos involu-
crados en el trabajo de parto,
utilizando mecanismos del sistema
inmunolégico pues ello le asegura
gran plasticidad en la regulacion
del evento. De ser confirmada la
participacién activa del producto
en el término de la gestacion ya sea
normal o patoldgica, la visién
pasiva actual de muchos mecanis-
mos inmunoldgicos en la etapa
intrauterina y en los primeros
meses de vida del nuevo ser, ten-
dra que ser replanteada.
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Rio de la Loza**, Enf. Laura J. Mendoza Torres****, Dra. Irma Coria Soto*****, M. Marcela Zambrana
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® RESUMEN

Con el cambio en &l estilo de vida
de la mujer se ha incrementado el
tabaquismo, el consumc de bebi-
das con cafeina y el sedentarismo,
por lo cual se intensifican los
factores de riesgo y se favorece la
descalcificacion, constituyendo un
problema de salud pubiica por el
aumento en la incidencia de frac-
turas osteoporéticas conforme
avanza la edad, sobre todo en la
mujer posmenopdusica, la cual
lleva a una mayor morbimortalidad
secundaria a esta entidad, siendo
una causa importante de discapa-
cidad fisica, afectando en forma
directa el bienestar psicoemo-
cional de la mujer. Con el desarrollo
de la tecnologia, cada vez se
cuenta con equipos de diagndstico
mas sensibles y especificos para
detectar la descalcificacion en
estas mujeres; se utilizaron dos
métodos de osteodensitometria,
uno a través de rayos X, y otro a
través de ultrasconido en 138
mujeres en la etapa de la pos-
menopausia con un promedio de
indice de masa corporal de 29. Se
compararon ambos resultados de
densidad dsea, puntuacion de T,

con osteopenia y osteoporosis. Se
realizd doble densitometria a las
138 pacientes de columna lumbar
conequipo DEXA, y de calcaneo con
equipo DTU-one, por el mismo
técnico, calculando la diferencia
del puntaje de T en el doble
estudio.

(Llaca R,V y col: Evaluacién compara-
tiva de la densidad mineral ésea en
mujeres mexicanas entre el osteo-
densitémetro de rayos X y el de ulira-
sonido. Ginec Obst Mex 2000; 68:113).

H SUMMARY

With lifestyle changes in women,
tabaguism and use of beverages
with caffeine, and sedentarism
increasing, so the risk factors for
decalcification, increase; which is
a public health problem by the
higher incidence of csteoporotic
fractures, as the age advances,
specially in the post-menopausic
woman, which means a greater
secondary marbi-mortality; an
important cause of physical disca-
pacity, which directly affects psy-
choemotional welbeing in women.
In this study two methods of ostec-
densimetry, were used; one of x

ray, and other with ultrasound in
138 women during postmenopau-
se with an average index of
corporal mass of 29. Both results
were compared of osseum densi-
ty, T measurement with osteo-
penia and osteoporosis. Dou-
bledensitometry, was done in the
138 patients of lumbar spine with
DEXA equipment, and of calca-
neum with DTU-cne equipment,
by the same technitian, finding
the difference of T punctuation in
this double study.

(Llaca R,V y col: Comparative evalua-
tion of mineral bone density in Mexi-
can women with osteodensimeter of
X ray and ultrasound. Ginec Obst Mex
2000; 68:113).

D e los principales factores de
riesgo para fractura es la re-
sistencia esquelética baja ya que la
masa Osea en total corresponde
hasta 85% de la resistencia esque-
lética. Desde hace tiempo la medide
de la masa 8sea por métedo no
invasivo ha representado un papel
importante en el diagndstico y la
prevencion de la osteoporosis.

La utilizacién de marcadores
bioquimicos de remoldeado éseo 'y
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el estudio de los factores de riesgo
permite reconocer a las poblaciones
de menor y mayor riesgo en la
prevalencia de osteoporosis, sin
embargo, ninguno de estos estudios
sustituye la medicién formal de la
masa 6sea de manera individua-
lizada; el realizarlo de esta manera
permite predecir el riesgo de fractu-
ra en zonas de interés para el
clinico, tomandose en cuenta los
factores de riesgo y el estilo de vida
de la paciente.

A lo largo de los afios se han
desarrollado diversas formas para
medir la calidad y cantidad de
masa dsea, entre ellas cabe destacar
a los patrones morfolégicos de
radiografias simples de esqueleto,
andlisis semicuantitativos de rayos
X de columna y cadera, radiogra-
metria metacarpiana y medicion de
la densidad mineral ésea en seg-
mentos definidos a través de rayos
Xy a través de ultrasonido. La co-
rrelacién de la interpretacion de
éstas técnicas ha sido en general
baja.

En cuanto a la osteodensito-
metria hoy en dia se utiliza princi-
palmente mediante tomografia
computarizada cuantitativa o
rayos X con doble foton de baja
energia (DEXA) como lo utilizado en
el Instituto Nacional de Perina-
tologia. Estos métodos requieren
equipos de computacién y pro-
gramas especializados en donde
se realizan andlisis morfométricos
cuantitativos de los cuerpos verte-
brales en proyeccion lateral para
diagnostico de fracturas por com-
presidon. Se analizan distintas
areas del cuerpo como pueden ser
los cuerpos vertebrales, cuerpo
entero, cadera, antebrazo en pro-
yecciones lateral como ya men-
cionamos y en anteroposterior. El
resultado se obtiene en gramos
por centimetro cuadrado de la
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imagen obtenida. En relacién a la
densitometria foténica doble,
precisa un menor tiempo, no tiene
el riesgo de disminucién inadver-
tida de la actividad isotopica de
la fuente, su software permite
lecturas totales o parciales de
cualquier parte del esqueleto y
presenta una elevada precision,
0.5%. Sin embargo, tiene limi-
taciones en cuanto a la presencia
de osteofitos y calcificaciones
extradseas las cuales no las discri-
mina del hueso cortical o trabecu-
lar. Los resultados obtenidos
puede expresarse de dos maneras.
En forma de “T-Score”, valor que
representa el grado de desviacion
que tiene la densidad 6sea de la
paciente problema, respecto del
pico de masa dsea alcanzado por
la poblacién adulta joven. Los re-
sultados expresados en forma de
“Z-score” representan el grado
de desviacién de los valores de
densidad mineral 0sea obtenidos
en nuestro paciente problema,
respecto de los de la poblacion de
referencia de la misma edad y
caracteristicas. La Z-Score no
permite, entire otras cosas, cono-
cer si el ritmo de pérdida 6sea
observado en varios controles
sucesivos se ajusta a la dismi-
nucién fisiolégica correspon-
diente a la edad o, por el contrario,
responde a una situacién patold-
gica. En definitiva, esta informa-
cidén es la que nos ayuda a tomar
decisiones desde el punto de vista
terapéutico.

La técnica de ultrasonido se basa
en que la atenuacién o la trans-
misiéon de un haz de ultrasonido
estd en relacion con la densidad del
hueso que atraviesa. De esta mane-
ra, pueden emplearse como para-
metros de referencia la medicion de
la atenuacién de los ultrasonidos
mediante unidades BUS, expresa-

das en dB/MHz y de SOS, veloci-
dad de transmisién del sonido
expresado en m/seg. Para ello, se
emplea un emisor-receptor a cada
lado del hueso problema, siendo
elmas frecuentemente estudiado el
calcdneo. Esta técnica presenta
como ventaja més importante el
estar libre de radiacién y su princi-
pal inconveniente es que no per-
mite el estudio de las partes que se
afectan con mds frecuencia en el
climaterio como vértebras y fémur.
Por otra parte, el calcdneo es un
hueso que puede experimentar
cambios trabeculares en funcién de
otros parametros como peso y ac-
tividad del individuo, que poco a
nada tienen que ver con la os-
teoporosis.

Desde el punto de vista clinico
y practico, el aspecto méas impor-
tante a tener en cuenta para el
diagnostico de la osteoporosis y
para la definicion del umbral de
fractura y el de algunos grupos
de riesgo, perdedoras rapidas, es
sin duda, el conocimiento de los
valores normales de densidad 6sea
de la poblacidon que se esta estu-
diando. En estudios realizados por
Pérez Canoy col. en Espafia en 185
pacientes en donde se utilizé equi-
po DEXA, demostré como el pico
de masa 6sea es mayor en el varén
que en la mujer y como en esta
altima se produce una pérdida
Osea de 25% entre los 35 y los 65
afios, correspondiendo 60% del
total de la producida durante la
década posterior a la instauracién
de la época del climaterio.

Objetivo del estudio

Comparar el valor de T de las
densitometrias por rayos X y por
ultrasonido realizadas por el mis-
mo técnico en una muestra de 138
pacientes en el Instituto Nacional
de Perinatologia, para obtener el




valor real de las mismas en la mujer
mexicana.

Justificacion

En el Departamento de climaterio
del Instituto Nacional de Perina-
tologia se cuenta con dos tipos de
densitometros para el estudio de la
paciente climatérica. Uno de ellos
es el Norland XR-26 de tipo DEXA,
cuyo funcionamiento es a base de
radiacién por rayos X comparando
su valor de T respecto del pico de
masa 6sea alcanzado por la pobla-
cién joven en pacientes mexicanas;
el otro es el DTU-one cuyo funcio-
namiento es a través de ultra-
sonido aplicado al calcdneo com-
parando su valor de T respecto del
pico de masa dsea alcanzado por
la poblacién joven en pacientes
europeas. Considerando la dife-
rencia de valores para la osteo-
densitometria con mujeres de raza
distinta que trae consigo alimen-
tacién y culturas diferentes, nos
parece relevante tener determi-
naciones en nuestras mujeres con
todos los valores propios de ellas
para conocer las cifras reales en la
medicién de hueso.

B MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 138 pacientes posme-
nopausicas de origen mexicano con
edad promedio de 53 afios, con al
menos dos afios posteriores a la
fecha de tltima menstruacion,
clinicamente sanas y sin ante-
cedente previo de fracturas. Todas
las pacientes se encontraban en
tratamiento de reemplazo en algu-
na de sus alternativas, ademas de
la ingesta de carbonato de calcio
de 1.5 g al dia. Todos los sujetos
fueron incluidos en el estudio pos-
terior a un consentimiento infor-
mado. Se utilizaron para la realiza-
cién de las densitometrias un equipo
tipo DEXA de rayos X y un equipo

DTU-one para ultrasonido de
calcéneo.

Las 138 pacientes fueron divi-
didas en dos grupos pareados. El
primer grupo de (n = 138) fue
sometido a osteodensitometria por
rayos X analizando la regién lum-
bar y obteniendo el valor de (t) con
respecto a la poblacién joven del
mismo origen étnico, posterior-
mente se sometié a las mismas
pacientes (n = 138) a osteoden-
sitometria con equipo de ultra-
sonido obteniéndose el valor de (t)
con respecto a la poblacién joven
de origen caucasico.

Se compararon ambos resulta-
dos, utilizandose como estiandar
deoro el valor de la densitometria de
rayos X, agrupandose a las pacien-
tes de acuerdo a lo reconocido
universalmente para su clasificacién
con desviaciones estindar: pacien-
tes normales de +1DE a -0.99DE;
osteopenia de -1.0 DE a -2.49-
DE; osteoporosis de x <-2.5 DE.

Para la comparaciéon de ambos
grupos se utilizaron analisis estadis-
ticos en un sentido para todos y
pareado con prueba de t de Student
y Chi cuadrada. El nivel de signi-
ficancia para todas las pruebas esta-
disticas fue de 0.914. La correlacién de
Pearson fue empleada para estudiar
la interrelacién entre los distintos
parametros utilizados y se recurrié
al método de regresién estadistica
para el valor de (t) sobre el valor de
(t) obtenida por ultrasonido.

B RESULTADOS

En el grupo 1 pacientes valoradas
con osteodensitometrias (DMQO) de
rayos X se encontrd: Normales
38.4%, con osteopenia 50.7% y con
osteoporosis 10.9%. ..

El grupo 2 valorado con ultraso-
nido calcdneo mostrd los siguientes
valores: Normales 44.2%, con osteo-
penia 38.4% y con osteoporosis 17.4%.

Al comparar los valores de am-
bos grupos con los analisis estadis-
ticos ya mencionados, se encontré
una diferencia promedio de -
0.0072 con una desviacién estan-
dar de .788 con un indice de error
de 0.067 con una correlacién de .362
y una (p) de 0.000 (significativa). Se
obtuvieron 137 grados de libertad
con un nivel de significancia total
de .914.

De acuerdo a la Tabla I del total
de las pacientes diagnosticadas
como normales por osteodensi-
tometria de rayos X, tinicamente
60.4% fueron diagnosticadas por
osteodensitometria por ultrasonido
de calcaneo. De las pacientes con
diagnostico de osteopenia por
DMO por rayos X, tinicamente
41.4% fueron diagnosticadas por
DMO por ultrasonido. Por otro
lado, del total de las pacientes
diagnosticadas como osteoporosis,
tinicamente 46.7% fueron diag-
nosticadas como tal con el método
de DMO por ultrasonido.

Al realizar el método de regre-
sién estadistica se observé en la
DMO por ultrasonido el diagnos-
tico de un porcentaje de pacientes
normales 63.4%, por lo cual se
obtiene una especificidad demasia-
do baja, casi de 50 por ciento en
comparacién con DMO con rayos
X, para un aparato que intenta ser
un método de pesquisa o tamizaje.
Por otro lado se encontré una
sensibilidad muy pobre al sobre-
diagnosticar casos patolégicos de
osteopenia y osteoporosis en 93.3%
cuando el total diagnosticado por
rayos X fue de 71.6%.

M COMENTARIO

Ante la diferencia de valores obte-
nidos en la préctica de la densi-
tometria en pacientes que asisten al
Departamento de Climaterio de
nuestra institucién ya que tenemos
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DTU-one

Calculation Report

OSTEOMETER MediTech A/S

DTU-one

****Instituto Nacional de Perinatologia****

17/09/1999, 13:19

S/N: 0037

AMP - Measured: 14/07/1999

Image not for diagnostic use

70

Female Left, BUA

M
I
E
o
g=J
10
20 30 40 50 60
25 35 45 55 65 75
| Age
Position {x,y) = (72,101)
ROI radius = 4 &q d = 4.8mm Female Left, SOS
Automatic calculation
1580 ,
1560
o 1540
E
1520 =
1500 -+ + + + + + + + + } +
= 20 30 40 50 60 70
25 35 45 55 65 75
Age
Amplitude 13.170 T-Score SD Young Mean% Z-Score SD Age-Matched%
BUA 32.341 dB/MHz -3.06 62.20 -1.42 78.01
S0S 1567.144 m/s 0.92 100.60 3.10 102.06
Patient Data:
First name: Code: 0014 Address:
Last name: Site: Left Postal Code:
Date of Birth: 03/11/1926 City: México

Sex: Female
Current Age: 72
Menopausal Age: 49

Year since Menopause {YSM): 23

Height: 1.46 m
Weight: 47.0 kg

Doctors comments:

Ejemplo No. 1

E! valor de (t) coincide con DMO por Rx
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Depto. de Climaterio y Osteoporosis INPer

Nombre: Crigen: Mexicana
ID 2789 Altura 1.46
Edad 72 Sexo Mujer Peso 47

H Colum. AP 14/07/9% Sequencia 1
L2-L4 Caucasian
Norland 392
1.488

D
M
(8]
0.490
20 Edad 90
14/07/99 0.673
% Pobl. Joven 57.9
Puntaje-T -3.03
% por la Edad 73.5
Puntaje-Z -1.50
.-| i 1
Imagen no para proposite diagndstico. ]
Posicion Manual
DMO CMO Longitud
g/icm? g cm
L2 0.689 9.629 3.15
L3 0.699 10.225 3.15
L4 0.637 10.375 3.30
L2-L4 0.673 30.229 9.60

Estdr. CVs para L2-L4 DMO: 1.0 CMO: 1.5 Vea Guia para otros CVs.
1.5 x 1.5 mm, 60.0 mm/s, 12.00 cm Rev. 2.3.0/1.2.1 Calib. 14/07/99

COMENTARIOS
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OSTEOMETER MediTech A/S

DTU-one

****Instituto Nacional de Perinatologia****

DTU-one Calculation Report 12/08/1989, 156:54
S/N: 0037
AMP - Measured: 12/07/1999
| Image not for diagnostic u_se Feémale Left. BUA
70T
60
50 1
I
s 40 i
s 30 +
20
10 —t
20 30 40 50 60 70
25 35 45 55 65 75
- ) - ) Age
Position (x,y) = (59,103}
ROI radius = 4 eq d = 4.8mm Female Left, SOS
Automnatic calculation |
1580
1560 *
1540 +
o
E
1520 +
1500 t y t t + t 1 4 } + t
- 20 30 40 50 60 70
25 35 45 55 65 75
Age
Amplitude 3.271 T-Score SD Young Mean% Z-Score SD Age-Matched%
BUA 33.420 dB/MHz -2.89 64.28 -2.53 67.30
S0S 1573.932 m/s 1.59 101.03 2.82 101.86
Patient Data:
First name: Code: 006 Address:
Last name: Site: Left Postal Code:
Date of Birth: 07/01/1943 City: México

Sex: Female
Current Age: 56
Menopausal Age: 51

Year since Menopause (YSM): 5

Height: 1.62 m
Weight: 57.0 kg

Doctors comments:

Ejemplo No. 2

se le realizé densitometria con qr1500

El valor de (t) por US no coincide con valor de (t) por DMO por Rx
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Depto. de Climaterio y Osteoporosis INPer

Nombre: Crigen: Mexicana
ID 2057 Altura 1.62
Edad 56 Sexo Mujer Peso 57.7

Colum. AP 12/07/9%  Sequencia 1

L2-L4 Caucasian
MNorland 392

1.488

M
D
O
I -4
0.490
20 Edad a0
12/07/99 1.047
12/12/97 0.924
i % Pobl. Joven 90.0
Puntaje-T -0.72
% por la Edad 103.5
Puntaje-Z -0.22
Imagen no para propésito diagnéstico. |
Cambio % Y/ ARD
Corto 13.4 8.5
DMO CMO Longitud Largo 13.4 8.5
g/cm? [*] cm
L2 0.998 13.205 3.30 Posicidn Manual
L3 1.046 15.297 3.45
L4 1.090 17.115 3.45
L2-L4 1.047 45.617 10.20

Estdr. CVs para L2-L4 DMO: 1.0 CMO: 1.5 Vea Guia para otros CVs.
1.5x 1.5 mm, 60.0 mm/s, 12.00 cm Rev. 2.3.0/1.2.1 Calib. 12/07/99

COMENTARIOS
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tuvimos la inquietud de comparar
los resultados obrenidos por las
distintas metodologias en la misma
paciente.

Lo anterior nos permitié conocer

Tabla |

Relacién de valores de t de rayos X en comparacion con valores de t
de ultrasenido

(t) Rx {t) Bx {t) Rx .
Osteoporosls Osteopenia Normales Total en una muestra de 138 pacientes
objetivamente diferencias existen-
m s 7 18 2 2 tes con los distintos métodos; el que
Osteoporosis 46.70% 18.60% 7.50% 17.40% X ’
(0 US - o9 17 53 funciona con una fuente de rayos
Osteopenia 48.70% 41.40% 32.10% 38.40% X nos permitié obtener mayor
{t) US 1 28 32 61 especificidad y sensibilidad alta-
Normales 6.70% 40.0% 60.40% 44.20% mente resolutiva’ ello nos dara
Totales 15 70 53 138 oportunidad de lograr el objetivo
10.90% 50.70% 38.40% 100%

trazado en el inicio de esta inves-
tigacién, encontrar valores especi-
ficos en la mujer mexicana enlo que
se refiere a la pérdida 6sea durante
la época del climaterio.

la oportunidad de contar con un Norland XR-26 de tipo DEXA y el
densitdmetro que funciona con la que funciona por ultrasonido apli-
metodologia de rayos X que es el cadoal calcAneo quees el DTU-one
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Apoptosis en trofoblasto de pacientes con aborto
espontaneo recurrente de causa no identificada

B Dr. Felipe Vadillo Ortega’, Dr. Marco Antonio Avila Vergara?, Dr. César Herndndez Guerrero', Dr. Fabian
Arechavaleta Velasco', Dr. Jorge Beltran Montoya'

B RESUMEN

El aborto espontanec recurrente de
causa no identificada o idiopéatico
es un importante problema de
salud reproductiva. En este trabajo
se ha iniciado el estudio de uno de
los mecanismos que podrian
mediar en esta patologia del
embarazc humano, La hipdtesis
general que se propone, es que en
los casos de pacientes con aborto
espontaneo recurrente de causa
no identificada (AER), existen
fenémenos en el entorno materno/
feto/placentario gue se manifiestan
en dafo en la funcionalidad y/o
vitalidad del tejido placentario. La
hipdtesis planteada fue consistente
con el hallazgo de activacion
masiva de muerte celular progra-
mada en todos |los casos con AER
estudiados en este trabajo.

(vVadillo O., F. y col: Apoplosis en
trofoblasto de pacientes con aborto
espontdneo recurrente de causa no
identificada. Ginec Obst Mex 2000;
68:122).

H SUMMARY

Recurrent spontaneous abortion of
unidentified cause or idiopatic is an
important problem of reproduction
health. In this study, the study has
been started of one of the mecha-
nisms that could act in the patho-
logy of human pregnancy. The
general hipothesis proposed, is
that in the case of patients with

recurrent spontaneous abortion of
non identified cause (RSA) there
are phenomens in the materno/
fetal/placentary means that mani-
fest themselves in harm to the
functionality and/or vitality of
placentary tissue. The hipothesis
was consistent with the finding of
massive activation of cellular death
in all the cases with RSA studied in
this work.

(Vadillo O, F y col: Apoplosis in tropho-
blast of patients with recurrent spon-
taneous abortion of non identified
cause. Ginec Obst Mex 2000; 68:122).

laborto es la complicacién més

frecuente del embarazo,' y
cuando se presenta de modo recu-
rrente — dos 0 mds en forma conse-
cutiva — representa, ademas de un
problema de infertilidad, una
fuente de desestabilidad emocional
para las parejas que viven el pro-
blema.** Médicamente el aborto de
repeticion representa un reto para
el ginecdlogo que enfrenta el pro-
blema, ya que en mas de la mitad
de los casos a pesar de agotar los
recursos diagnoésticos clinicos y de
laboratorio propuestos por los
grupos de consenso,”® no es posible
establecer la causa,***" denomi-
nandose aborto espontaneo recu-
rrente de causa no identificada
(AERi).>**5 Por lo que las posibi-
lidades de intervenir de manera
eficaz en la historia natural de la

enfermedad, hasta el momento son
minimas. Ademas de incremen-
tarse €] riesgo de un nuevo aborto
conforme se repite el evento.'s??
Durante los tltimos afios, entre los
estudios sobre los mecanismos que
condicionan el aborto recurrente,
destaca la existencia de un balance
funcional de citocinas producidas
en la interfase fetoplacentaria-
madre.?? Asi, los datos provenien-
tes de modelos animales demues-
tran el papel abortogénico de
algunas citocinas. Chaouat G. y
cols.® examinaron el efecto de
inyectar varias citocinas y obser-
varon que el factor de necrosis tu-
moral alfa (TNF-a), el interferén
gamma (IFN-y), y laIL-2 incremen-
tan la proporcién de reabsorcidn
fetal en los cruzamientos de ratones
propensos al aborto de la cepa
CBA/] x DBA/2 y en ratones no
susceptibles de la cepa CBA/] x
BALB/cy C3H x DBA /2. El efecto
fue dependiente de la dosis de
TNF-o y de la edad gestacional; en
cambio citocinas de la familia CSF
(IL-3 y GM-CSF) produjeron el
efecto contrario en cepas de ratones
propensos al aborto. Clark DA etal.
y Ark PC et al.?**?® han demostrado
que el éxito o falla en el desarrollo
del embrién implantado es deter-
minado por un balance entre las
citocinas proinflamatorias tales
como: factor de necrosis tumoral-
alfa (TNF-a), interleucina-2 (IL-2),

Subdireccién de Investigacion Biomédica, Instituto Nacicnal de Perinatologia® y Hospital Regional No. 1, IMSS, Culiacan, Sinaloa®
Trabajo premiado con el Segundo Lugar en Investigacion Clinica; 50° Congresc Mexicano de Ginecologia y Obstetricia, Méx., D.F.
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interleucina-1 (IL-1) y el interferén-
gamma (IFN-y) por una parte, y por
otra, citocinas que contrarrestan a
las primeras, tales como inter-
leucina 10 (IL-10) y factor supresor
de factor transformante de crecimien-
to-p2 (TGF-B2). Destaca el efecto
sinérgico de las citocinas prein-
flamatorias en la génesis del aborto,
a través de la induccién de apop-
tosis o necrosis en el trofoblasto.?#3°
Las observaciones en humanos in-
dican la existencia de una red
funcional de citocinas en la inter-
fase fetoplacentaria y materna, que
puede regular el desarrollo del
embarazo favorablemente o des-
favorablemente.®* Asf, los estu-
dios de Garcia-Lloret y cols.,®
demuestran que los efectos de CSF-
1 y GM-CSF citocinas linfohe-
mopoyéticas, estdn implicados en
el desarrollo placentario, ya que
estimulan el desarrollo del trofo-
blasto y concomitantemente con
esta diferenciacién morfolégica,
ejercen un mecanismo de regu-
lacién positiva “upregulation” en la
produccién de las hormonas pla-
centarias somatomamotropina y
gonadotropina coriénica, mediado
a través de IL-1 y TNF-q. El efecto
de TNF-o en el desarrollo del
citotrofoblasto depende del tiempo
de exposicién y dosis. Yui y cols.,*
demostraron la citotoxicidad direc-
ta del TNF-o sobre placentas huma-
nas. En su trabajo analizaron in vitro
el efecto de TNF-a e IFN-y sobre
los trofoblastos de placentas de
embarazos a término y observaron
que TNF-o. y el IFN-y incremen-
taron la proporcién de trofoblastos
con apoptosis. Sugiriendo que la
funcién de TNF-o e IFN-y es regu-
lar la muerte celular por apoptosis
en el citotrofoblasto velloso. Las
repercusiones clinicas de una sobre-
produccién de esta citocina o des-
balance a favor de citocinas proin-

flamatorias, han sido implicados en
cursos clinicos desfavorables, como
en el caso de choque séptico, ma-
laria, leishmaniasis y lepra.** En
el embarazo, la produccién de TNE-
o por la placenta/decidua en res-
puesta a infecciones microbianas,
ha sido implicada en la patogénesis
del parto pretérmino. Sugiriendo
que esta citocina participa en los
mecanismos de desencadenamien-
to del parto o terminacion del
embarazo.* Aunque algunas de
estas condiciones clinicas atin son
controversiales. En el caso del
embarazo, estas observaciones
apoyan fuertemente la hipétesis de
una relacién directa entre apoptosis
y TNF-¢, como un mecanismo de
dafio celular al trofoblasto. Por lo
que en este estudio se realizaron
experimentos para identificar la
magnitud del fenémeno de apopto-
sis y si existe una asociacién entre
apoptosis y la presencia de TNF-o
en el trofoblasto de pacientes con
AERI.

B MATERIAL Y METODOS

Este estudio se realiz6 en el Depar-
tamento de Ginecologia y Obste-
tricia del Hospital General Regional
No. 1,IMSS, Culiacéan, Sinaloa y en
la Subdireccién de Investigacion
Biomédica del Instituto Nacional
de Perinatologia, México, D.F. Se
estudiaron 24 pacientes derecho-
habientes del IMSS, con la aproba-
cion del Comité de Investigacion y
Etica del Hospital, previa autori-
zacién de los pacientes.

Seleccidn de pacientes

Las pacientes se seleccionaron dela
consulta externa de Ginecologia y
Obstetricia y en la unidad de
tococirugia al momento del evento
obstétrico. Se distribuyeron en tres
grupos de estudio, de acuerdo alos
siguientes criterios de inclusién:

Grupo I Ocho pacientes con aborto
esponténeo recurrente de causa no
identificada (AERi). Con antece-
dente de pérdida de dos o mas
embarazos menores de 22 semanas
de gestacion en forma consecutiva®
y haber completado todas las prue-
bas de escrutinio®” con resultados
normales. Se excluyeron las pa-
cientes que recibieron progesta-
genos para inhibir el aborto. Grupo
. Ocho pacientes con embarazo a
término, trabajo de parto normal,
eutdcico y recién nacido vivo sano,
se excluyeron a las pacientes con
cervicovaginitis, ruptura prema-
tura de membranas y corioamnioi-
tis. Grupo III. Ocho pacientes con
embarazo a término y feto vivo,
sanas, programada para ceséarea
iterativa o electiva sin trabajo de
parto. Se excluyeron las pacientes
con trabajo de parto o que hayan
recibido inductores de la madurez
pulmonar.

Obtencion de las muestras

Las muestras de tejido placentario
se obtuvieron al momento del
legrado en el caso de los abortos, o
en el alumbramiento posterior a la
atencién del parto o cesdrea, en la
unidad de tococirugia del HGR No.
1. Se colecté el total del material
extraido en el caso de los abortos,
para seleccionar el tejido de ca-
racteristicas corioplacentarias. En el
caso delas placentas de los embara-
zos a término, se seleccioné un gajo
de la placenta que incluyera cotile-
dén y membranas de cualquier
segmento de la placenta. La ruptura
y fijacién de las placentas se realizé
dentro de los primeros tres minutos
inmediatamente después del alum-
bramiento. Se excluyeron las pacien-
tes a las cuales en la etapa de
recoleccion de tejido placentario, no
fuera suficiente o sufrir dafio du-
rante su procesamiento. El tejido
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seleccionado se fijé en formol
amortiguado en solucién salina con
pH 7.4 y posteriormente se incluyé
en bloques de parafina para hacer
los cortes para su examen histo-
l6gico, histoquimico e hibridacién
in situ en el laboratorio de biologia
molecular del Departamento de
Biologia de la Reproduccién del
INN.

La identificacién de apoptosis
en el trofoblasto se realizé mediante
las técnicas de TUNEL®4! y DAPL*

Para la técnica de TUNEL, se
definié como presencia de apopto-
sis cuando al observar las laminillas
en el microscopio de luz con el
objetivo 40x se observé desarrollo
de color marrén/sepia asociado al
nticleo de las céhulas trofoblasticas.

Para la técnica de DAPI, se
considerd apoptosis a la presencia
en el trofoblasto de ntcleos con
apariencia de grumos aglomerados
cuando se observaron las prepara-
ciones al microscopio de epiflures-
cencia con filtro azul y con objetivo
de inmersién a 100x.

Para cada una de las dos técni-
cas utilizadas (TUNEL y DAPI), las
muestras de placenta de cada uno
de los pacientes de los tres grupos
estudiados, se analizaron por tripli-
cado (tres laminillas) y por dos
observadores en forma indepen-
diente y ciega. En cada laminilla se
observaron cinco campos al azar
para contar con el nimero de
células positivas y obtener un
promedio por cada una.

Para la identificacién del mRNA
de TNF-a mediante hibridacién in
situ,” se analizaron muestras de 12
pacientes cuatro de cada grupo de
estudio), con sus respectivos con-
troles. Para realizar una evaluacién
semicuantitativa, se contaron la
proporcién de granulos positivos
en el trofoblasto, en al menos cinco
campos al azar por laminilla obser-
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vada, obteniendo un porcentaje de
células positivas por cada laminilla.
Las observaciones fueron hechas
por dos investigadores en forma
independiente y cegados respecto
al diagnéstico clinico. Un tercer
investigador abri6 el cédigo y
estableci6 las correlaciones.

B PROCEDIMIENTOS

Identificacion de apoptosis en
células trofoblasticas

1. Técnica de TUNEL (TdT-medi-
ated X-dUTP Nick End Labeling).
La determinacién de la fragmen-
taciéon del DNA se realizé con el
método descrito por Sgonc y cols.*4!
utilizando el kit In situ Cell Death
Detection Kit, POD (Boehringer
Mannheim). Cortes de 6 um de las
placentas preparadas fueron despa-
rafinados por calentamiento a 60°C
y tratamiento con xileno. Se rehi-
drataron en etanol de concen-
tracion decreciente y se incubaron
con proteinasa K por 30 minutos a
37°C. Para el marcador de los
extremos terminales libres 3'OH
del DNA gendmico con fluorocei-
na-dUTPT, se agrego desoxinucleoti-
dil transferasa terminal (TdT) y se
incubaron las laminilias 30 minutos
a 37°C. La deteccion de los dUTP
se realiz6 por adicién de un anticuer-
po antifluoroceina acoplado a
peroxidasa de rdbano. Los com-
plejos se revelaron por desarrollo
de color al agregar diaminobenzi-
dina tetrahidrocloruro. Los tejidos
fueron contratefiidos con hemato-
xilina de Harris. Se definié como
presencia de apoptosis cuando al
observar las laminillas en el micros-
copio de luz con el objetivo 40x se
observd desarrollo de color ma-
rron/sepia asociado al niicleo de
las células.

2. Técnica de DAPI.* Para confir-
mar la presencia de fragmentos de

DNA en los niicleos y correlacionar
esta caracteristica morfologica con
el criterio bioquimico de la técnica
de TUNEL, se tifieron otras lamini-
llas provenientes de las mismas
muestras con el colorante fluores-
cente 4',6'-diamidino -2 - fenilindol
(DAPI). Las laminilias se despara-
finaron y rehidrataron como se
sefialé antes. Se agrega la solucién
de DAPIy se incuba por 15 minutos
a temperatura ambiente en os-
curidad. Los tejidos se lavan y se
montan para su observacion. Se con-
sider6 apoptosis a la presencia de
niicleos con apariciencia de gru-
mos aglomerados cuando se obser-
varon las preparaciones al micros-
copio de epiflurescencia con filtro
azul y con objetivo de inmersién a
100x. Se siguié 1a misma estrategia
anterior con los observadores que
calificaron y evaluaron la presen-
cia de apoptosis con la técnica de
TUNEL.

Idenfificacion de mRNA de TNF-
en trofoblastos

Hibridacién in situ para expresion
de mRNA de TNF-a.. Se prepararon
nuevas laminillas de los casos
colectados y se procesaron para la
identificacion de mRNA de TNF-a.
utilizando una ribosonda radiac-
tiva y usando la técnica de Pardue
y cols.® Los tejidos fueron despara-
finados y rehidratados con el méto-
do convencional. Los tejidos fueron
digeridos con 0.2N HCI a tempera-
tura ambiente, seguido de trata-
miento a 70°C x 15 minutos en solu-
cién SSC 2x y posfijados en para-
formaldehido al 4%. Luego de
equilibrar las laminillas en Ditio-
tritol 10mM, se bloquearon con
solucién de iodoacetamida/N-
ethylmaleimida, lavadas y secadas.
Se preparé una ribosonda utilizan-
do un plasmido en el que se inserto
la secuencia del gene de TNF-a




humano correspondiente a los
exones 3, 4A y 4, asf como sus
secuencias intermedias para generar
una sonda de 126 bp, el inserto se
encontraba flanqueado por los
promotores SP6 y T7. Se realizo
transcripcion tipo run-on para
generar las sondas sentido y contra-
sentido, con incorporacién de 355-
UTP (NEN, Dupont). Las sondas
fueron agregadas a las laminillas,
se hibridaron durante 12 horas,
lavaron y después se agreg6 emul-
sién fotografica diluida y se incu-
baron durante cuatro horas. Al cabo
de este lapso se revelaron y contra-
tifileron con hematoxilina/eosina.
La reaccion positiva se observa al
microscopio de luz como granulos
sobre las células.

Andlisis estadistico

Para la comparacién de promedios
de células apoptéticas entre los tres
grupos de estudio se utiliz6 ANOVA,
y para la comparacién de propor-
ciones de presencia de mRNA de
TNF-¢, prueba de Kruskal-Wallis.
Para la medicién de asociacién entre
apoptosis y TNF-a, prueba de Ji
cuadrada. Se calculé la variacién en-
tre ambos observadores para la
estimacién de promedios de células
concada téenica, utilizando la prueba
de t y la concordancia entre obser-
vadores con Kappa. Todas las prue-
bas connivel de significancia p <0.05.

@ RESULTADOS

Identificacion de apoptosis en
células trofoblasticas

Se estudiaron 24 pacientes, distri-
buidos en tres grupos. El primer
grupo de ocho pacientes corres-
pondié a los casos de aborto espon-
taneo recurrente de causa no identi-
ficada (AERi), con un promedio de
3.0 £1.0 abortos y edad gestacional
de 14.6 + 3.3 semanas. El segundo

Cesarea
{(n=8)

Parto
{n=28)

256 £6.5 (17-36)

40.1 + 0.8(38-41)

27.5 + 4.1 (20-35)

39.0 + 0.7(38-40)

2.5+ 1.3(1-4) 2.6 1 0.7(2-4)
2.0 + 0.9(1-3) 0.3 + 0.7{0-2)
0.25 + 0.4{C-1) 0.1 + 0.3(0-1)
0.3 + 0.5(0-1) 2,12+ 0.3(2-3)

Tabla |
Caracteristicas clinicas de las pacientes estudiadas
AERi
(n=8)
Edad 25.5 +4.5 (18-32)
Semanas de
gestacion 14.6 +3.3(10-18)
Gesta 3.2 +1.1(2-5)
Para 0.2 £ 0.4(0-1)
Aborio 3.0 + 1.0(2-5)
Cesarea 0
Edad del
esposo 28.2 £ 3.9(24-35)

27.5 + 8.9(18-40)

32.3 + 4.3(27-38)

X = DE (x). Promedio + 1 desviacidn estandar {rango).

Figura1 A,ByC.
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grupo de ocho pacientes lo consti-
tuyeron pacientes con embarazo a
término de 40.1 £ 0.8 semanas de
gestacion y con trabajo de parto
eutdcico, con recién nacido vivo, sin
complicaciones. El tercer grupo de
ocho pacientes lo constituyeron
pacientes con embarazo a término
de 39.0 £ 0.7 semanas de gestacion,
sin trabajo de parto, programadas
para cesdrea electiva o iteractiva.
Las caracteristicas clinicas gene-
rales se muestran en la tabla L.

Identificacion de apoptosis por
medio de las técnicas de
TUNEL y DAPI

En las pacientes con AERj, la identi-
ficacién de células apoptéticas conla
técnica de TUNEL fue en promedio
de 91.1 £ 6.7 y con intervalos de
confianza de 95% para la media de
(IC95%90.1,92.2) Figura 1A. Parala
técnica de DAPI el promedio fue 83.2
+ 128 y los intervalos de confianza
(IC 95% de 80.6, 85.8) Figura 2A.

En las pacientes con PARTO, la
identificacion de células apop-
toticas con la técnica de TUNEL fue
en promedio de 49.3 + 12.3 y con
intervalos de confianza para la me-
dia de (IC 95% de 47.1, 51.5) Figura
1B. Para la técnica de DAPI el
promedio fue 46.9 + 12.9 y los
intervalos de confianza (IC 95% de
449, 48.9) Figura 2B.

En las pacientes con CESAREA,
la identificacién de células apopto-
ticas con la técnica de TUNEL fue
en promedio de 7.85 £ 4.26 y con
intervalos de confianza para la me-
dia de (IC 95% de 7.32, 8.38) Figura
1C. Para la técnica de DAPI el
promedio fue 5.31 + 3.63 y los
intervalos de confianza (JC 95% de
4.60, 6.02) Figura 2C.

Comparacion entre grupos
Al compararlos promedios de células
apoptoéticas tanto con la técnica de
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TUNEL, como con DAPI, entre los
grupos de pacientes con AERI, parto
y cesdrea. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas en
cada uno de los grupos (p < 0.0001).

Variacion entre observadores
Se calculé la variacién entre obser-
vadores para valorar cada técnica al
comparar laslaminillas 1,2 y 3decada
paciente, en el mismo orden entre el
observador 1 y el observador 2.

En el grupo de pacientes con
AERi, con la técnica de TUNEL el
observador 1 estim6 un promedio
de 92.7 £ 6.08 y el observador 2,
un promedio de 89.5 + 7.1, no se
observaron diferencias estadis-
ticas significativas {p = 0.09) entre
ambos observadores. Con la téc-
nica de DAPI el observador 1
estimé un promedio de 82.2 +11.7
y el observador 2, un promedio de
84.2 + 14.08. No se observaron

Figura2 A,ByC.
A




diferencias estadisticas signi-
ficativas (p = 0.58) entre ambos
observadores.

En el grupo de pacientes con
PARTO, con la técnica de TUNEL
el observador 1 estimé un prome-
dio de 46.8 + 14.0 y el observador
2, un promedio de 51.7 = 10.2. No
se observaron diferencias estadis-
ticas significativas (p = 0.16) entre
ambos observadores. Con la técnica
de DATPI el observador 1 estimé un
promedio de 46.3 £ 14.3 y el obser-
vador 2, un promedio de 47.5+11.7.
No se observaron diferencias esta-
disticas significativas (p = 0.76) en-
tre ambos observadores.

En el grupo de pacientes con
CESAREA, con la técnica de TUNEL
el observador 1 estimé un promedio
de7.8+49y el observador 2, un pro-
medio de 7.8 £+ 3.5. No se observaron
diferencias estadisticas significativas
{p = 0.97) entre ambos observadores.
Conla técnica de DAPI el observador
1 estim6 un promedio de 525+3.73 y
el observador 2, un promedio de 5.37
+ 3.60. No se observaron diferencias
estadisticas significativas (p = 0.90)
entre ambos observadores.

La concordancia entre observa-
dores fue Kappa = 0.68

Comparacion de amhas
técnicas

Al comparar ambas técnicas en el
grupo de pacientes con AERi. Con
la técnica de TUNEL el promedio
estimado fue de 92.7 + 6.08, y con
la técnica de DAPI el promedio fue
de 82.2 + 11.7. La comparacion de
ambas técnicas mostrd diferencias
estadisticamente signicativas (p =
0.003). Es decir, 1a técnica de TUNEL
sobreestima el nimero de células
apoptéticas.

Al comparar ambas técnicas en
el grupo de pacientes con PARTO.
Con la técnica de TUNEL el prome-
dio estimado fue de 46.8 + 14.0, y

con la técnica de DAPI el promedio
fue de 46.3 £ 14.3. La comparacion
de estas técnicas no observé dife-
rencia estadisticamente significa-
tiva en este grupo de pacientes (p
= 0.91).

Al comparar ambas técnicas en
el grupode pacientes con CESAREA.
Con la técnica de TUNEL el prome-
dio estimado fue de 7.8 £4.9, y con
la técnica de DAPIL el promedio fue
de 5.2 £ 3.7. La comparacién de
estas técnicas mostré diferencias
estadisticamente significativa (p =
0.044). Por lo tanto con la técnica
de TUNEL se sobreestima el ntiime-
ro de células con apoptosis.

W IDENTIFICACION DE mRNA
DE TNF-o. EN EL
CITOTROFOBLASTO

Se estudiaron 12 pacientes, cuatro
casos de cada uno de los grupos de
estudio. La identificacién de mRINA
de TNF-o fue posible en todos los
casos de cortes de placenta de los gru-
pos estudiados. Por otro lado, a
pesar de ajustes multiples a las
condiciones de hibridacién y lava-
do, en todos los casos evaluados, se
detecté presencia de sonda pegada
de modo inespecifico al fondo de
las laminillas. Se decidié que esta
sefial era inespecifica (background)
debido a que aparecia solamente
con la sonda sentido (sense) y
sistematicamente se le encontraba
asociada al fondo de la laminilla y
nunca al tejido. De este mismo
modo, la sonda antisentido {anti-
sense) siempre reconocié un compo-
nente asociado a células y no al
fondo de la laminilla.

El mayor niimero de granulos
radiactivos se encontrd en los casos
de AER], en los que fue posible
demostrar que hasta 60% de las
células con morfologia y locali-
zacion de trofoblastos vellosos
fueron positivas para el mRNA de

TNF-o (Figura 3A, 3B). La sefial no
fue detectada cuando se utiliz6 la
sonda sense (Figura 3C).

Los cortes de placentas de casos
con trabajo de parto mostraron
granulos positivos escasos, locali-
zados en no mas de 3% de las
células totales, aunque la hibri-
dacién con la sonda sense mostrd
unién no especifica.

Los tejidos placentarios deri-
vados de cesdreas no mostraron
positividad para la expresién del
mRNA de TNF-a, aunque fue
posible identificar algunas célu-
las, con morfologia de trofoblasto
con algunos granulos positivos en
no mas de 1% de las células, que
aparecieron también en los cortes
hibridados con la sonda sense.

Las diferencias entre los grupos
fueron estadisticamente signi-
ficativas (p < 0.001). Ademads se
observé una estrecha asociacion
entre la presencia del mRNA de
TNEF-a en el trofoblasto y el na-
mero de células que fueron posi-
tivas para presencia de apoptosis
(p < 0.0001).

B COMENTARIO

El aborto espontaneo recurrente
de causa no identificada o idio-
patico es un problema de salud
reproductiva que se manifiesta en
muy diferentes esferas y dado que
desconocemos los mecanismos
que lo condicionan, es poco pro-
bable modificar su curso natural.
Por ello, las medidas preventivas
y terapéuticas son inexistentes
hasta la fecha, haciendo el manejo
médico de estos casos un pro-
blema con connotaciones que
frecuentemente implican dilemas
éticos.

En este trabajo se ha iniciado el
estudio de uno de los mecanismos
que podrian mediar el dafio en esta
patologia del embarazo humano.
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La hipétesis general que se propone
en esta linea de investigacién,
sefiala que en los casos de pacientes
con aborto espontaneo recurrente
de causa no identificada (AERi),
existen fenémenos en el entorno
materno/feto/placentario que se
manifiestan en dafio en la funcio-
nalidad y/o vitalidad del tejido
placentario. La hipétesis planteada
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fue consistente con el hallazgo de
activacion masiva de muerte celu-
lar programada en todos los casos
con AERi estudiados en este traba-
jo. El fenémeno de activacion
generalizada de apoptosis no ha
sido informado en pacientes con
AERIi hasta el momento, aunque se
ha sugerido en la literatura la
posible conexién entre la expresion

de TNF-o en tejidos placentarios y
su efecto de citocina abortogénica
mediado por activacién de apop-
tosis local. Lea y col.,* identificaron
la presencia in situ de TNF-o.inmu-
norreactivo en células trofoblasticas
de pacientes con AERi, con una
expresiéon muy parecida a la que se
encontrd en el presente estudio;
desafortunadamente, en el estudio
de Lea y col.* no se controlo la es-
pecificidad de la asociacién, utili-
zando otros tejidos placentarios. En
este sentido, la inclusién de dos
grupos control en nuestro estudio
nos permitié evaluar la posible
existencia de variables confusorias
en la interpretaciéon de los fend-
menos explorados. Es importante
resaltar que este estudio es el
primero en el que se incluye una
seleccién clinica exhaustiva de
verdaderos casos de AERI idio-
péticos, que por definicién incluye
aquellos casos en los que se ha
agotado la bisqueda de factores
desencadenantes y /o asociados. Al
mismo tiempo, se definié con el
mismo cuidado la seleccidén de
todos los pacientes de los grupos
con trabajo de parto normal y
cesarea. Esta es una de las mejores
virtudes del presente estudio ya
que es precisamente en la denifi-
cién de los grupos en estudio
clinico donde se explican la mayor
parte de las divergencias en las con-
centraciones. Con este enfoque, es
posible distinguir que la induccién
de apoptosis estd relacionada con
un mecanismo, probablemente
tisiolégico, que marca el final de Ia
gestacién y que coincide con el
trabajo de parto. Esta conclusion
s6lo es posible al comparar el
evento en los grupos con embarazo
a término cony sin trabajo de parto,
corregidos para la edad gestacional,
en los que se demostré que no es
un evento ligado a la cronologia del




embarazo, sino al momento en que
aparecen los fenémenos del parto.
De este modo, también es posible
concluir que en los casos con AERi
el namero de células con apoptosis
es cuantitativamente mayor que
durante el trabajo de parto normal,
aunque en este tltimo existe un
nidmero grande de células experi-
mentando muerte celular progra-
mada. La presencia de células del
trofoblasto experimentando apop-
tosis durante el trabajo de parto se
ha demostrado en algunos estu-
dios, utilizando modelos animales
experimentales y en muestras
humanas®*y se ha sugerido que se
trata de un mecanismo que permite
la eliminacion del tejido placentario
sin las consecuencias de la necrosis
y el fenémeno inflamatorio subse-
cuente.*® Aunque en los resultados
de Smith y cols.*® se muestra que
existe un incremento conforme
avanza el embarazo, el resultado al
final del embarazo en cuanto a
promedio de células apoptdticas es
similar en nuestro grupo de pacien-
tes, sin trabajo de parto; pero, difiere
de manera significativa de las
pacientes con trabajo de parto, ya
que en sus resultados no es mayor
de 1%, en cambio en nuestro estu-
dio es cercano a 50% con ambas
técnicas.

La identificacién de células
positivas a muerte celular progra-
madas no es un problema técnico
trivial y para aceptar la demos-
tracién de su presencia es necesario
confirmar la positividad con otra
técnica alterna, que generalmente
es la identificacién morfolégica y
un criterio bioquimico, como lo
sugieren Ansari y cols.* Esta presu-
posicién quedé manifiesta en este
estudio al comparar las técnicas de
TUNEL y DAPI, en su capacidad
para distinguir verdaderas células
en apoptosis. Dado que la técnica

de TUNEL se basa en la actividad de
una enzima que reconoce extremos
terminales libres de polinucleé-
tidos, no es capaz de distinguir el
DNA roto por accion de nucleasas
presentes durante el fenémeno de
necrosis. Por otro lado, la técnica de
DAPI es més confiable ya que el
elemento de calificacién reside en
detalles morfoldgicos del niicleo que
son caracteristicos de las fases
intermedias de la apoptosis. Por los
fines de este estudio, el estandar de
oro para calificar la presencia
de muerte celular programada, fue
la técnica de tincién con DAPL La
comparacion de ambas técnicas
muestra que TUNEL tiende a so-
breestimar el niimero de células
apoptéticas, y tal y como lo
encontraron Grasln-Kraup y cols.,
quienes informaron alta tasa de
falsos positivos con la técnica
de TUNEL.#

Al iniciar la caracterizacion de
los posibles mecanismos fisiopa-
togénicos que podrian conducir a
la activacion de muerte celular
programada en los tejidos placen-
tarios de casos con AERi, se planted
inmediatamente la necesidad de
establecer la asociacién temporal
entre los eventos de apoptosis y la
expresion simultdnea y/o sincré-
nica del TNF-g, citocina que ha sido
senalada como un mediador poten-
cial de este proceso. La inmuno-
deteccién del TNF-a en los tejidos,
puede conducir a localizacién de
fuentes celulares espurias de TNF-¢,
ya que los anticuerpos solamente
revelan la presencia de la proteina
inmunorreactiva y no sefialan el
proceso activo de sintesis de la
citocina, por esa razén, se decidid
detectar el mRNA del TNF-« por
hibridacién in situ y corroborar la
sintesis activa de la proteina y
al mismo tiempo ubicar el linaje
celular involucrado. Con este enfo-

que, se pudo demostrar la existen-
cia de asociacién temporal entre
sobreexpresion del mRNA de TNF-o
y presencia de apoptosis en tro-
foblasto de pacientes con AERi.
Hay que insistir en que este hallaz-
go se debe caracterizar como una
asociacion y aunque es muy posible
establecer un lazo de mecanismo
hipotético inmediato, nuestro estu-
dio no explor¢ la asociacion causal
entre expresion de TNF-a y apop-
tosis. Esta observacién fue primi-
tiva del grupo de AERIi y ello
refuerzala posibilidad de que en el
AERi operen mecanismos fisiopa-
togénicos especificos y que ademds
no se encuentran presentes en los
eventos obstétricos normales (parto
0 cesarea).

La coincidencia de sobreexpre-
siéon del mRNA de TNF-a y presen-
cia de apoptosis en las placentas
con AERi, permite proponer la
posibilidad de que el trofoblasto se
encuentre en un mecanismo auto-
crino de suicidio. De este modo, el
trofoblasto estaria secretando una
citocina que resultaria citotdxica
para el propio tejido placentario,
que al contar con receptores para
TNF-q, interpretaria la estimu-
lacién como una sefial de activacion
de muerte celular. Y aunque en el
embarazo a término con trabajo de
parto fue posible demostrar presen-
cia de apoptosis, en estos tejidos,
cuantitativamente existe menor
expresion del mRINA de TNF-a, lo
cual hace pensar que una posibi-
lidad es que la muerte celular
programada se encuentre activada
por otra sefial o bien, que el propio
TNF-a provenga de células extra-
placentarias.

Como se menciond, los fenéme-
nos de muerte celular programada
parecen inducirse también durante
el parto normal, sin afectar una
proporcion de células tan grande
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como en las placentas de AERi v no
coinciden con los resultados mos-
trados por el grupo de Smith y col.#
“en este trabajo la proporcién de
células con apoptosis en parto nor-
mal excede en forma significativa”.

El posible desbalance de secre-
cién de citocinas proinflamatorias
durante el AERi, podria encontrar
sustento en la observacién de parto
pretérmino y mayor produccion de
TNF-o.. De ser asi, el efecto de datio
celular seria mediado por TNF-¢ prin-
cipalmente. Entonces si TNF-aes
la citocina importante en la induc-
cién de apoptosis en las pacientes

con AERI, y al margen de su signi-
ficado bioldgico, quedaria por
determinar su utilidad clinica, es
decir, validar la informacion que da
esta citocina como marcador clini-
co, estableciendo su valor diagnos-
tico y predictivo. Al respecto exis-
ten escasos informes de que TNF-a
estd elevada en forma significativa
en estas pacientes,’? faltando atin
su uso como una herramienta de
utilidad clinica diagnéstica o tera-
péutica. En conclusién, los resul-
tados obtenidos de este estudio,
demuestran que el dafio al trofo-
blasto de pacientes con AERi es via

apoptosis, existiendo asociacién
entre la expresién de mRNA de
TNF-a en el citotrofoblasto y la
proporcién de células apoptéticas.
Esta asociacion sugiere que TNF-o
juega un papel importante en la
induccién de apoptosis en las
pacientes con AERI.
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B RESUMEN

Son bien conocidas las ventajas de
cultivar preembriones humanos
hasta etapa de blastocisto. Esto no
es nuevo, lo que es reciente es el
empleo de medios de cultivo
secuenciales sin el apoyo de
células somaticas. El objetivo fue
cultivar preembriones humanos
hasta etapa de blastocisto para
determinar las tasas de recupe-
racién, tasa de implantacién y tasa
de embarazo en pacientes some-
tidas a FIVT/TE o ICSI. Una vez
obtenidos los dvulos de las pacien-
tes, fueron inseminados/inyectados
para posteriormente ser cultivados
por 72 horas. usando medio P1 al
10% de SSS bajo aceite mineral
para posteriormente ser trans-
feridos a un medio complejo para
cultivo de blastocistos por 48 horas.
y finalmente ser transferidos. Se
incluyeron 13 pacientes (9 de FIV
y 4 de ICSI) obteniendo 205 dvulos,
fertilizaron 143 y 131 tuvieron
division celular. Se cultivaron 121
preembriones a etapa de blasto-
cisto de los cuales 53 alcanzaron
esa etapa (43.8%), transfiriendo 28
y congelando 25, En promedio se
transfirieron 2.1 blastocistos por
paciente. Se presentaron cuatro
embarazos y un recién nacidc vivo
atérmino para unatasade implan-
tacion de 14.2% y una tasa de
embarazo de 30%. El estudio

muestra nuestra experiencia inicial,
la cual demostré una aceptable
tasa de recuperacion de blas-
tocistos y de embarazo.

(Hernandez C, A y col: Cultivo de
biastocistos humanos con medios
secuenciales. Ginec Obst Mex 2000;
68:132).

H SUMMARY

The advantages of cultivating
human pre-embrios to the stage of
blastocites, are well known. The
use of media of culture sequencial,
without the backing of somatic
cells, is new. The objective was to
cultivaie human pre-embrios o the
stage of blastocite to the determine
the recuperation indexes, implan-
tation index and pregnancy index
in patients subjected to FIVT/TE or
ICSI. Once obtained the ovules of
patients were injected/inserminated
to latter be cultivated for 72 hours
using P1 medium at 10% of SSS
under mineral oil for, latter, be
transfered to a complex medium for
blastocites culture for 48 hours,
and finally be transferred. Thirteen
were included (9 of FIV and 4 of
ICSI) obtaining 205 ovules; fertili-
zed 143 and 131 had callular
division. One hundred and twenty
one pre-embrios were cultivated to
blastocist stage, from which, 53
reached that stage (43.8%); trans-

ferring 28 and freezing 25. In
average, 2.1 blastocists were
transferred by patient. There were four
pregnancies and one alive new-
born, at term for an index of
implantation of 14.2% and a preg-
nancy index of 30.7%. The study
shows our initial experience, which
demostrated and acceptable idea
of recuperation of blastocists and
pregnancies,

(Hernéndez C., A. y col: Human blasto-
cysis cullure with sequential media.
Ginec Obst Mex 200; 68:132).

as ventajas inherentes de tener

la capacidad de cultivar em-
briones humanos hasta la etapa de
blastocistos es bien conocida,'” por
lo que el cultivo de blastocistos no
es nuevo. Sin embargo, lo que se
puede considerar nuevo es el méto-
do por el cual se pueden cultivar.
‘En el pasado se han empleado
medios simples®® y técnicas de
cocultivo con células somaticas,'®
sin embargo, ninguno ha demos-
trado mejorar significativamente
las tasas de implantacién. Por el
contrario, el desarrollo de medios
de cultivo secuenciales ha permi-
tido el cultivo de blastocistos
altamente viables con tasas de
implantacién de alrededor de 50%
que culminan en tasas de embarazo
de cerca de 60% con s6lo dos blasto-
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2k aboratory Director. Shady Grove Reproductive Science Center, Rockwille, Maryland, USA.
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cistos transferidos disminuyendo
el riesgo de embarazo miiltiple y el
namero de preembriones conge-
lados.™

B OBJETIVO

Cultivar preembriones humanos
hasta etapa de blastocisto usando
medios de cultivo secuenciales sin
el apoyo de células en cocultivo,
determinando la tasa de recu-
peracion de los mismos para ser
transferidos y determinar la tasa de
implantacién y de embarazo en
pacientes sometidas a un programa
de fertilizacién in vitro e inyeccién
intracitopldsmica de esperma.

B MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio prospectivo,
longitudinal y descriptivo en el cual
se incluyeron pacientes con esteri-
lidad que se sometieron a un pro-
grama de reproduccion asistida ya
sea fertilizacién in vitro con trans-
ferencia de embriones (FIV-TE) o
inyeccién intracitoplasmaética de
esperma (ICSI) de agosto de 1998 a
julio de 1999 a las cuales se les
informé6 de antemano y se obtuvo
consentimiento escrito para ingre-
sar al protocolo de estudio. Los
criterios de inclusién fueron pacien-
tes con expectativas de obtener mas
de 10 6vulos al momento de la
aspiracién y que hubieran aceptado
participar en el estudio. Se excluye-
ron aquellas pacientes en las cuales
se obtuvo pobre respuesta a la
induccién de ovulacién y las que no
otorgaran consentimiento escrito.
Las pacientes fueron sometidas a
un protocolo de hiperestimulacién
oviérica estdndar con el empleo de
anticonceptivos orales (Nordet®,
Laboratorios Wyeth, México) una
tableta diaria por 21 dias desde el
ciclo previo a ser estimulado para
programar la fecha de menstrua-
cién, junto con analogos de GnRH-

acetato de lauprolide- (Lucrin®,
Abbot Laboratories, England, UK)
0.5 mg diarios subcutdneo desde la
fase litea media del ciclo previo a
ser estimulado para lograr supre-
sién hipofisiaria, disminuyendo la
dosis a 0.25 mg diarios hasta el dia
de administracién de hormona
gonadotropina coriénica - hCG -
(Profasi®, Laboratorios Serono,
México). Se realizé la estimulacion
ovérica empleando una combina-
cién de gonadotropinas menopédu-
sicas humanas (Pergonal®, Labora-
torios Serono, México) y urofolitro-
pina - FSH altamente purificada
urinaria- (Fertinorm-HP®, Labora-
torios Serono, México) o bien,
folitropina alfa recombinante -
rFSH- (Gonal-F®, Laboratorios
Serono, México) por via intramuscu-
lar diariamente determinando la
dosis individual deacuerdoalaedad,
indice de masa corporal, etc. ini-
ciando el segundo dia del ciclo y
ajustando la dosis de acuerdo a la
respuesta ovérica de cada pacien-
te. Se realizé vigilancia del creci-
miento folicular por medio de
ultrasonido transvaginal seriado
con transductor de 6.5 MHz (Hita-
chi EUB-405, Hitachi Medical Corp.,
Tokyo, Japén) y determinaciones
seriadas de estradiol sérico en
sangre por medio de radioinmu-
noensayo en fase sdlida con conta-
dor de centelleo sdlido {Coat-A-
Count® Isocomp I, Diagnostic Pro-
ducts Corporation, Los Angeles,
California, USA) hasta el dia de
administracién de hCG. Una vez
que se observaron al menos tres
foliculos con didmetros mayores a
18mm. Se administrd Profasi® 10,000
Ul por via intramuscular de 32 a 34
horas. antes de la aparicién folicular
transvaginal guiada por ultraso-
nido, la cual se realizé en una sala
de quiréfano bajo sedacion endove-
nosa usando propofol (Diprivan®,

Laboratorios Zeneca, México) intra-
venoso a dosis calculada por el
médico anestesiélogo usando un
ultrasonido con transductor vagi-
nal de 5 MHz (Hitachi EUB-315,
Hitachi Medical Corp., Tokyo,
Japén) con aguja de una luz (trans-
vaginal Echotip Asch 17 GA 35 mm,
Cook Group Company, Spencer,
Idiana, USA), tubos de aspiracién
de poliestireno (Falcon® 2001,
Becton-Dickinson Labware, Flan-
klin Lakes, NJ, USA) para recolectar
el liquido folicular y una bomba de
aspiracion (Pioneer Pro-Pump, Gen
X International, Inc. Madison, CT,
USA) lavando cada foliculo con
medio HTF modificado (Irvine Sci-
entific, Santa Ana, California, USA)
el liquido folicular fue examinado
bajo campana de flujo laminar
(Nuaire® NU-201-430 serie 19,
Nuaire, Plymounth, MN, USA) y
con estereomicroscopio (Olympus
SZ60 Olympus Optical, Co. LTD,
Japon) y pipeta Pasteur en caja de
Petri (Falcon® 1029, Becton-Dickin-
son Labware, Franklin Lakes, NJ,
USA) en platina caliente a 37°C,
realizando disecciéon del cumulus
oophorus de los 6vulos retirando
detritus celulares, coagulos hema-
ticos, etc. lavandolos posteriormen-
te con medio HTF Quinn suple-
mentado al 10% con suero sintético
sustituto-SSS- (Irvine Scientific,
Santa Ana, California, USA), clasifi-
candolos como inmaduros, madu-
ros y posmaduros de acuerdo a la
clasificacién de Veeck." La muestra
de semen fue obtenida por eyacu-
lado, preparando el semen por
medio de técnica de gradientes con
empleo de Isolate (Isclate stock 90%
y upper/lower medium, Irvine Sci-
entific, Santa Ana, California, USA)
en caso de FIV o por medio de
técnica de lavado y resuspendido
con medio HTF 5% (Irvine Scien-
tific, Santa Ana, California, TJSA).
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En el caso de FIV los 6vulos fueron
inseminados dos a cuatro horas
después de su aparicion en grupos
de 10 con 50-80,000 espermatozoi-
des/mL; en el caso de ICSI fueron
inyectados usando microscopio de
fase invertida (Nikon Eclipse TE
300, Nikon Corp., Tokyo, Japon),
micromanipuladores (Nikon Nara-
shige, Nikon Corp., Tokyo, Japon)
con microinyectores (Rl Limited,
Penryn, Cornwall England) asi
como micropipetas de manipula-
cién y de inyeccién rectas (Huma-
gen, Charlottesville, Virginia, USA)
en platina caliente a 37°C (Ther-
moplate®, MATS-USSR30, Tokai
Hit Co., LTD, Japon) en medio HTF
al 5% de albtimina (Irvine Scientific,
Santa Ana, California, USA) asi
como hialuronidasa tipo VII y
polivinilpirrolidona (Hyasa-10x y
PVP, Scandinavian IVF Science AB,
Gothenburg, Sweden) para denu-
dar los cocitos (por no més de 15
seg) de las células de granulosa y
mantener los espermatozoides. Se
inseminaron o inyectaron (segtin el
caso) los 6vulos en metafase Il para
posteriormente ser incubados por
18-20 horas. en medio 1 al 10% de
SSS 150 uL bajo aceite mineral
(Irvine Scienfic, Santa Ana, Califor-
nia) en incubadora (Forma Scien-
tific 3110, Forma Scientific, Marie-
tta, Ohio, USA) a 37°C en un medio
ambiente con 5% CO,, 5% O, y 90%
de N, revisando 24 horas. después
la fertilizacién y comprobandola
por la presencia de dos proniicleos
y dos cuerpos polares, removiendo
con pipeta Pasteur adelgazada en
flama las células de la granulosa
adheridas y descartando los preem-
briones sin fertilizacién o con
fertilizacién anémala. Después de
la fertilizacién todos los preembrio-
nes fueron cultivados en una gota
de 150 pL de medio P1 al 10% de
SSS bajo aceite mineral (Irvine Sci-

134 GinvecoLoGia ¥ OBSTETRICIA DE MEXICO

entific, Santa Ana, California, USA)
incubdndose por 24 horas al cabo
de las cuales se verificé la divisién
celular y volviendo a incubar por
24 horas con mismo medio de
cultivo. A las 72 horas se verificé la
divisién celular contando el niime-
ro de células de cada preembrién
para ser clasificados también de
acuerdo a la clasificacién de Veeck!
transferidos después a un medio
complejo de cultivo de blastocistos
suplementado con SS5 al 10% bajo
aceite mineral {Irvine Scientific,
Santa Ana, California, USA) siendo
incubados por 48 horas mas. En un
dia 5 postaspiracién se revisé la
presencia de blastocisto revisando
sus caracteristicas — expandido,
cavitado, etc. — segiin la clasifi-
cacién de Tucker (comunicaciéon
personal) seleccionando aquellos
que presentaban masa celular
interna bien definida, cavidad
trofobldstica, expansion total del
mismo y zona pelucida delgada
entre otras, siendo seleccionados
para su transferencia la cual se llevd
a cabo con catéter Soft-Pass® (Cook
Group Company, Spencer, Indiana,
USA) en medio de transferencia con
50% de SSS con HTF-HEPES (Irvine
Scientific, Santa Ana, California) en
volumen total de 15-20 puL Se
suplemento la fase litea con pro-
gesterona vaginal 90 mg al 8%
diarios (Crinone® gel 8%, Wyeth
Laboratories, England, UK) por 14
dias al cabo de los cuales se deter-
ming la fraccién beta de hormona
gonadotropina coriénica humana
en sangre cuantitativa para detec-
tar embarazo por ensayo de micro-
particula enzimdtica (Axsym® sys-
tem, Abbott Laboratories, Abbott
Park, Illinois, USA). En caso de ser
positiva (> 25 UI) se continta la
administracién de progesterona
por 60 dias adicionales y se realiza
ultrasonido transvaginal a las

cuatro semanas de la transferencia
para determinar la presencia de
saco gestacional y de embrién con
latido cardiaco. En los blastocistos
que se congelaron se usé la técnica
de Menezo de dos pasos con sucro-
say en caso de congelar en dia dos
o tres se usa el protocolo de Testart
modificado®? utilizando un apa-
rato de congelacién (Planer Kryo
10 serie III%, Planer Products, LTD,
England) en un tiempo de 90 minutos.

Los datos se recabaron de los
expedientes clinicos y se empled
una computadora comercial penti-
um II 233 MHz con programa Ex-
cel 97 para la captura de datos y
analisis de los mismos, presentados
en proporciones y porcentajes.

B RESULTADOS

Se incluyeron 13 pacientes, nueve
del grupo de FIV/TE y cuatro del
grupo ICSIL No se excluy6 ninguna
paciente. La edad promedio de las
pacientes fue de 31.1 afios. El
esquema para induccién de ovula-
cion fue hMG/FSH en 10 casos y
rFSH en tres casos. Se usé acetato
de leuprolide en todas las pacien-
tes. La cifra de estradiol promedio
fue de 3,389 pg/mL en el dia de
administracién de hCG. Se realizé
la aspiracién folicular en dia 12 en
un paciente, seis en dfa 13, cincoen
dia 14 y uno en dia 15. Se obtu-
vieron en total 205 6vulos, 15.7
6vulos en promedio por paciente,
de los cuales 152 fueron maduros
(74.1%) 14 inmaduros (6.9%) y 39
posmaduros (19.0%). Se insemi-
naron/inyectaron (segiin FIV-ICSI)
197 6vulos presentando fertiliza-
cion 143 (72.5%) de los cuales 131
(91.6%) presentaron divisién celular
en el dia dos o a las 48 horas
después dela aspiracion. 75 preem-
briones eran grado I (57.3%), 53
grado II (40.5%) y tres grado III
(2.2%). Se dejaron cultivando a
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etapa de blastocisto 121 preem-
briones en dia 3 (72 horas postas-
piracién) de los cuales 53 alcanzaron
la etapa a dia 5 (120 horas. pos-
aspiracién} que representa 43.8%.
Se congelaron 25 blastocistos,
algunos de ellos en etapa de dia

seis, dado que no habian alcanzado
su expansion completa en dia cinco;
congeldndose ademds ocho em-
briones en dia tres. En total se trans-
firieron 28 blastocistos en dia cinco
con catéter Soft-Pass, excepto tres
que se transfirieron con catéter-

aguja de Kato-Asch por via trans-
miometrial por estenosis cervical
importantes. En promedio se transfi-
rieron 2.1 blastocistos por paciente.
Se presentaron cuatro embarazos
detectados por B-hCG cuanti-
tativas en sangre, detectando
cuatro sacos gestacionales y pos-
teriormente cuatro embriones con
latido cardiaco en cuatro pacientes,
para una tasa de implantacién
(sacos gestacionales/embriones
transferidos) de 14.2%, con tasa de
embarazo por transferencia de
30.7%. De los cuatro embarazos
existe un recién nacido vivo a
término y tres embarazos actual-
mente con buena evoluciéon. No
existieron embarazos miltiples.

W COMENTARIO

Jean Purdy fue el primero en
observar un blastocisto humano.”
Enla dltima década ha existido un
resurgimiento del interés en la
fisiologia embrionaria que ha
culminado con el desarrollo de
nuevos medios de cultivo de em-
briones en varias especies, entre
ellas el humano. Desde hace mas
de 20 afios en que se informé el
primer nacimiento de un ser hu-
mano por medio de FIV, las tasas
de implatacién se han mantenido
relativamente constantes a pesar
de multiples modificaciones en los
medios de cultivo.*®® Es impor-
tante recalcar que en forma nor-
mal, al llegar el embrién al ttero
lo hace ya que en etapa de blas-
tocisto y no en 4-8 células.”* Al
transferir en esa etapa, el embrién
se expone a un medio ambiente
distinto al que encuentra en el in-
terior de la trompa de Falopio, en-
tre el que se encuentra el pH, el
gradiente de concentracion de glu-
cosa, de nutrientes, etc. lo que
significa estrés para el embrién con
la subsecuente pérdida de via-
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bilidad'>¢ Se ha observado tam-
bién que el embrién es capaz de
regular los cambios metabdlicos
por si mismo en forma gradual
conforme avanza a la cavidad
uterina, lo que significa un grado
de madurez creciente.’”'® Otra
consideracién estriba en que des-
pués de la etapa de ocho células
inicia la transcripcién del genoma
humano, por lo que al transferir
embriones en dia 2-3 impide la
seleccién natural de aquellos embrio-
nes con menor o mayor potencial de
crecimiento.'#

Sabemos que se pueden culti-
var blastocistos con medios sim-
ples e incluso sin glucosa (la cual
es muy importante una vez que se
ha iniciado la transcripciéon del
genoma) pero la calidad de los
mismos no es la éptima.? Se han
dilucidado los requerimientos de
aminoacidos, glucosa, oxigeno y
otros nutrientes del embrién, lo
que ha permitido el desarrollo de
los nuevos medios de cultivo para
blastocisto por etapas tratando de
simular la fisiologia normal.?* La
formulacién de los nuevos medios
de cultivo incluye aminoacidos no
esenciales, glutamina y un que-
lante para las primeras 48 horas
seguido de una mezcla de aminoé-
cidos esenciales y no esenciales,
con vitaminas especificas y predo-
minancia de glucosa para favore-
cer la glucélisis anaerobia, la
formacién de una buena masa
celular interna y por consiguiente
mayor capacidad de invasién del
endometrio.?2

Con €l empleo de estos medios
de cultivo se han informado por-
centajes de desarrollo de blasto-
cistos de 50%'¥ y tasas de embarazo
similares (50%). En nuestro estudio
alcanzamos 40% de desarrollo de
blastocistos con una menor tasa de
implantacién y con 30% de tasa de
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embarazo por transferencia. Las
mejores pacientes para ser some-
tidas a cultivos de blastocistos son
aquellas con moderada a buena
respuesta a la estimulacion ovérica,
por ej. > 10 foliculos mayores de 12
mm el dia de la aplicacién de hCG*
que es el grupo que esta en riesgo
de desarrollar embarazo muiiltiple.

4

EMBARAZO = 30.7%

No observamos ningtin embarazo
muiiltiple en nuestro estudio con un
promedio de 2.1 blastocistos trans-
feridos por paciente. Existen algu-
nas clasificaciones de blastocistos
en la literatura® y muchas otras
personales no publicadas sin exis-
tir hasta el momento un consenso
mayoritario al respecto.




Aunque nuestra casuistica es
poca, representa la experiencia
inicial en el cultivo de preem-
briones humanos hasta etapa de
blastocisto y el primer informe
de uso de medios secuenciales en
Meéxico. Existe lugar a discusién
en cuanto al medio de cultivo uti-
lizado, pues existen varios de
distintos laboratorios. Aunque
aparentemente existe la ventaja de
algunos,? la mejor forma de com-
probarlo es usarlos, adquiriendo
experiencia con ellos. Existen
informes de éxito con buenas tasas
de embarazo con el medio que
usamos en nuestro estudio®* por

lo que es dificil para nosotros
decir si es mejor uno u otro medio
hasta no tener la experiencia de
usarlos, aunque aparentemente,
por el porcentaje de recuperacién
de los blastocistos en nuestro
estudio (40%) —que no dista de lo
informado en la literatura - pu-
diera inferirse que la tasa de
implantacién y de embarazos
obtenida aqui, sea debida a una
alteracién en la implantacién, ya
sea por defecto en la suplemen-
tacién con progesterona, por
algtin defecto intrinseco al endo-
metrio, por el nimero de casos
incluido en el estudio o por ser

nuestra experiencia inicial y siem-
pre existe el temor de no tener al
menos un blastocisto para trans-
ferir — mucho menos para con-
gelar — después de cinco dias de
cultivo. Finalmente, creemos que
se debe continuar el usc de estos
medios en los programas de re-
produccién asistida en México
con el afan de buscar la mejoria
en las tasas de embarazo y final-
mente, de recién nacidos vivos.
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