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Autoanticuerpos dirigidos contra prolactina en

pacientes con lupus eritematoso sistémico e

hiperprolactinemia
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RESUMEN

Encuestamos a pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) para detectar la presencia de
macroprolactinemia y determinar su origen. De Ias muestras séricas obtenidas en 255 pacientes
con LES en 37 (14.5% )se encontré hiperprolactinemia v éstns fueron tratadas con polietilenglicol
y enonce de 37 pacientes (29.7% ) hubo una proporcidn significativamente alta de precipitacién
prolactina (PRL). Los estudios en filivacién en gel revelaron que la big-big PRL (peso molecular
mayor de 100 kD}a) fue la forma predominante de la PRL sérica en estos paclentes y en ninguna
mujer se encontrd manifestaciones clinicas de hiperprolactinemia como amenorrea y/o galacto-
rrea, La naturaleza de la big-big PRL fue debida a un autoanticuerpo el cual se encontré como
un complejo antigenc-anticwerpo (Ig-FRL). Estos datos sugieren que dos pacientes con LES e
hiperprolactinemis tiene ung frecnencia muy alta de macroprolactinernia y que es debida a un
autoanticuerpo anti-FRL, y que a pesar de la hiperprolactinemia no presentan las manifestacio-
nes clinicas comunes a ella como amenorrea y/o galactorrea y €ata e5 una cansa més que explica
la alta frecuencia de hiperprolactinemina en pacientes con LES,

(Leafios, M.L. y col. Autoanticuerpos dirigidas contra prolactinag en pacientes con LES e hiperpro-
lactinemia. Ginec Obsl Mex 1998; 66: 179)

Summary

We investigated patients with lupus erythematosus to detect the presence of hyperprolactinemia
and to determine it’s origin. From the seric specimens obtained in 225 patients with LES, we
found 37 (14.5 %) with hyperprolactinemia and they were trated with polyethylenglicol, in 11 of
37 patients (29.7 %) had a high significance of prolactin precipitation (PRL). The test in gel
filtration shown the big-big PRL (Molecular weigth >100kDa) was the predominant form from
PRL sericin these patients and no woman had cinic effects of hy perprolactinemin us galactorrhen
and/or amenorthena, The big-big PRL essence was due to an antibody, with it was found like a
immune complex {Ig-PRL). This evidence suggest the patients with LES and hyperprolactinenvia
have a very high incidence of macroprolactinemia relationated to antihodies anti-PRL, and in
spite of the hyperprolactinemia not have clinical effects like amenorthea and/or galactorrhea,
and it is other cause to explain the high incidence of hyperprolactinemia in patients with LES.
{Leanos, MLL. et al: Auto-antibodies VS prolactin in SLE parienis and hyperprolactinemia, Ginec
Crbst Mex 1998; 66: 179)
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Autoanticuerpes dirgidos contra protacling en pacientas con LES & hiperprolactinemia

El lupus erilematosu sistémice (LES) es una enfermedad
reumética gutoinmung, es mas frecuente en mujeres (rela-
cidn mujeres/hembres 9:1) ¥ mas comiin durante la edad
reproductival, este predominio al sexo famenino ha sido
atribuido a las propiedades inmuncestimuladoras de los
estrigenos’. EL LES tiene un espectro amplio de manifes-
taciones clinicas. La fisiopatologia se caracteriza por anor-
matlidades en la respuesta inmune lanto en los hinfocilos B
como T, especialments duranie la actividad de la enferme-
dad causando una exagerada produccion de autoanticuer-
pos. El suete de pacientes con LES se caracteriza por la
reaclividad a una yran variedad de autoantigenos, particu-
larmenie a nuclecproteinas, enlre estos auloantcuerpos,
aquellos que unen DNA, Sm, RNP, Ro, La ¢ histonas han
stdo cxtensamente estudiados. Algunos autoanticuerpos
como anti-DNA v anti-Sm muestran especificidad para
LES, vtros auloanlicuerpos estdn asociados con manifesta-
viones particulares de la enfermedad.

Los niveles séricos elzvados de prolactina (PRL) e inclu-
s0 de hiperprofactinemia (HPRL} se han relacionado a
miltiples altieraciones autoinmunes, coma tiroiditis, uveitis,
hipofisitis linfocitica, insuficiencia suprarrenal autoinmune
y LES™, A partirde 1987 sc hacncontrado en pacientes con
LES niveles séricos elevados de PRL™ y la frecuencia de
HPRL (= 20 ng/ml} en pacientes con LES oscilade 15.3%
230 %"y s6lo Ostendford"* ha informado una frecuencia
de 2.2 %. En contraparte, sélo se espera que tengan hiper-
prolactinemia el 3% de lax mujeres entre los 14 a 43 afios
de edad'.

Las causas de os niveles séricos elevados de PRL o de
HPRL ¢n pacientes con LES ne son claras, en algunos se les
ha detectado un adenoma hipofisario fuacionante'', en
otros s¢ les ha relacienado a causas bien aceptadas del
aumento de laprolactinemia, como embarazo, medicamen-
Los, insuficiencia renal, hipotiroidismo o alieraciones rena-
les'®; otros no se les cncuentran causas que expliquen el
inecremento de la prolactinemia, en estos Gltimos puede ser
gue temgan microprolactinomas que no son identificados
con las pruebas de diagndstico disponibles o que su origen
sea de Srganos linfoides. Haltori enconlrd en algunos
pacientes con HPRL idiopdtica y sin enfermedades autoin-
munes la presencia de autoanticuerpos anti-PRL™* y que
cotrelacionaren con una accién bioldgica débil de la PRL,
es decir, sin alleraciones mensiruales y/o galaciormes.

El LES es una enferinedad gue s¢ caracteriza por una
respuesta inmune descontrolada cuya manifestacién prin-
cvipal es la formacion de maltiples autoanticuerpos, asimis-
mo la HPRL es un fendémeno comun en esta enfermedad y
no presentan manifestaciones clinicas de la accidn bioldgi-
cade la PRL como trastornos menstruales y/o galactorrea;
por o que resulta razonable pensar gque la hiperreactividad
inmunoldgica en el LES se encuentre también dirigida
hacia la PRL y que la presencia de autoaniicuerpos anti-
PRL blequee la accidn bioldgica de 1a PRL. Tambien
pexdria explicar las causas que expligue la HPRL en esto-
pacicnies.

El objetivo del presente estudio fue demostrar la presen-
cia de autoanticuerpos difgides contra PRL y posierior-
mente evaluar en pacientes con LES la frecuencia de
autpanticuerpos anti-PRL. la relacién que existe entre los
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auloznticuerpos anti-PRL con el nivel sérico de PRL com-
paréndolo con personas con hiperprolactinemia espontd-
nea como mujercs embarazadas y evaluar la presencia de
alteractones secundarias a la PRL como altetaciones men-
struales yfo galactorrea.

PACIENTES ¥ METODOS

Los pacientes con edad igual o mayor de 16 afies, con cuatro
o més criterios del Colegio Americano de Reumatologla
para LES® atendides en forma consccutiva {mucstreo no
aleatorio) del 30 de septiembre de 1996 al 30 de abril de
1957 en el Servicic de Reumatologfa del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional Sigle XXI del
Instituto Mexicano del Segure Sccial fuercn elegibles para
el estudic, A todos se les tomd una muestira de sangre entre
las 0900 a 13:00 horas y el suero se congeld a -35°C hasta
la determinacidn de los estudios, adernds se les realizd
historia clinica y exploracion fisica y un inlerrogatario
enfdtico acerca de 1a presencia de galactorrea y en ¢l caso
de las mujeres sobre alteraciones en sus ciclos menstruales.
Come control positive de HPRL se tomaron muestras de
once mujeres con embarazos normales y sin alteraciones.

Dererminacion de PRL. La concetitcacion sérica de PRL
fue medida por duplicado con dos sistemas, RIA con doble
anticuerpo (DPC) e IRMA (Cisorin), los limnites de sensibi-
lidad de estas pruebas son de 1.5 ng/mnl y 0.2 ng/ml respec-
tivamente. Los sueros con HPRL (> 20 ng/ml) se les hizo
extraccion de PRL libre y total de acuerdo a los métedos
usados para la extraccién de insulina en los sueros con
anticuerpas anti-insulina®. Para medir PRL libre, 200 ul de
sugro fueron incubados a 37 °C por dos horas ¥ luego se
agregd 200 pl de una solucidn de polietilenglicol (FEG
6,000) al 25%, esta mezcla fue agitada vigorosamente y
centrifugada a 3,000 rpm a 4 °C durante 30 minutos, en el
sobrcnadante se determing la concentracisn de PRL libre.
Para medir PRL total, 50l de HCLIN se le agregaron a 400
Wl de suero, después de 30 minuwos de incubacion a tempe-
ralura ambienie, se agregd 550Ul de PEG al 25% viamezcla
fue agitada vigorosamente, luego se agregd 100 p de amor-
tiguador 2 M TRIS-HCI {pH 8.3) para neutralizar ¢l suero y
finalmente la mezcla fue centriflugada a 3,000 rpm a2 4 °C
durante 30 minutos, en el sobrenadante se delermind la
concentracion de PRL wotal. Todos los estindares de los kits
fueron tratados de igual manera.

Determinacidn de macroprolactinemia Se deterrning el
porcentaje de macroprolactinemia mediante la siguiente
férmula: (PRL 1otal - PRL libre/PRL total} x 100, Dado que
el PEG a la concentraidn final del 12.5 % precipita las
fracciones de gammaglobulinas con peso molecular mayor
de 100 kDa%, la cantidad de PRL en ¢l sobrenadante de la
extraccidn libre se consideraque estalibre de big-big PRL{>
100 kDa),

Unidn a **1-PRL, Para determinar el porcentaje de unidn
a PRL marcada, 100 J de suero fueron incubados con 25 pl
de B1-PRL (15,000-20,000 cpm) durante una hora a 37 °C,
después de 12 incubacin se apregd 125 W de PEG al 25% v
la mezcla fue agitada vigorosamente y centrifugada a 3,000
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pm a 4 °C durante 30 minutos y el sedimento fue lavado una
vez con PEG al 12.5% y nuevamente centrifugado, y 1a
radicactividad fue medida por un minuto en un contador
gamma.

Cromatagrafiade filtracidn en gel. Lafiltracionen gel
fue hecha en una columaa de 1 x 70 cm de Sephadex G-
100 equilibrada a 4 °C con 0.1 mol/L. de PRS (pH 7.4)
¢onteniendo 0.1% de NaN, y 0.1 % de albimina sérica
bovina. La columna fue calibrada con azul dextrin
{volumen vacio}, #I-IgG (150 kDa), albimina sérica
bovina (66 kDa}, anhidrasacarbénica {29 kDa}, '>*[-PRL
(23 kDa), citocrome C {12.4 kDa) y '"*1 (volumen total},
Un ml de suerc fucron aplicadas a la columna y se
recolectaron fracciones de 1.2 ml con un flujo de 7.2 ml
por hora. La recuperacidn de PRL inmunosreactiva fue
de 78 - 104 %.

Cromatog rafia de dfinidad en gef con proteina A. Para
confictnar que la proteina que s¢ une a la PRL &5 una
inmunoglobulina, se empled una columna 1.2 ml con
proteina A acoplada a sepharosa CL-4B (Sigma). Después
de equilibrar 1a columna a 4 °C con 0.1 mol/L. de PBS (pH
7.4}, conteniendo {.1% de NaN,, 200 pl de suerc fueron
aplicados a la celumna y las proteinas no unidas fueron
lavadas con el mismo amortiguador, luego el complejo Ig-
PRL fue ¢luide con 1 melfL. de glicina-HCI (pH 2.7) ¥
neutralizado inmediatamente con 1 mol/L TRIS-HCI(pH 9).

En el suero de !1 mujeres embarazadas sanas se les
determinaron todas las pruebas antericres para establecer
los valores notmales de referencia. Los cocficientes de
vatiacidn intra como intetensayo de todas las pruebas
fueron menor de 8%.

Andlisis estadistico. Se usaron frecuencias simples e
intervalos de confianza al 935 % para estimar la proporcitn
de los eventos de estudio. El ANOVA se utilizé para
determinar diferencias entre variables continuas en tres
grupos v la prueba de Scheffé para comparaciones a

posteriori y en caso necesario €] ANOY A no paramétrico
de Kruskall-Wallis; y en la comparacién de la varible
continuas entre dos grupos se empled Ja 1 de student para
muestra independientes y laprueha de Ude Mann-Whitney
cuando era conveniente y la prueba exacta de Fisher para
variables categdricas. La correlacion entre PRL eluida de las
fracciones ricas de inmunoglobulinas v de la PRL sérica s
utilizé el coeficiente de comelaciond de Spearmanirs). Elnivel
de significancia fue p < 0.05 bimarginal en todos los casos.

RESULTADOS .
Descripcién general. Se estudiaron un 1otal de 255 pacien-
tes con LES, 238 eran mujeres (93.3%). Se identificaron a
37 pacientes con HPRL (14.5 %, 1C95% 10.2 - 18.8 %), en
14 de éstos se identificé una causa que explicara la HPFRL
{en cinco por medicamentos, en cuatro por nefropatia con
depuracion de creatinina < S0ml/min/1.73 o de superficie
corporal, £n dos por hipotireidismo, en dos por embarazo y
en uno por hepatopatia). El total de las mujeres embaraza-
das (100%) wtilizadas comao contro! positivo presentd hi-
perprolactinemia.

Presencia de macroprolactinemia. La proporcién calcu-
lada acorde a la férmula de: PRL directa - PRL fibre { PRL
directax 100 en las once mujercs embarazadas sanas fue de
11.7+8.2 %, 1a cual fue probablemente no causada perbig-
big PRL, sino por vna absarcidn inespecifica de la PRL al
precipitado con PEG a 12.5 %, sin embargo las mucestras
séricas de los pacientes con LES con una relacidn mayor a
la media + 2 desviaciones estindares (= 36.3 %) de estas
mujeres etnbarazadas sanas fueron considerados gue con-
tendan una macroprolactingmia, bajo este criterio se identi-
ficaron a 11 pacientes con LES con macroprolactinamia
(29.7%, IC 95% 15 - 44.4%). La frecuencia de
mactoprolactinemia en pacientes con LES y sin causa que
explicara 1a HPRL. fue de 9423 (39.1 %, IC 95% 19.2- 39
%) y en pacientes con LES & HPRL securdaria fue de 2/14
(14.3 %, IC 95 % 0 - 32.6%).

Tabla 1.

PORCENTAJE DE UNION A PROLACTINA MARCADA Y DE LA RELACION ENTRE LAS DIFE-
RENTES EXTRACCIONES SERICAS DE LA PROLACTINA

LES

Vatialle Embarazacdas Sin MPRL Can MPRL Yalor de p
N 1 26 1

Unién 1291-PRL{%) 91+20 16.1+51 221+ 73 0.000014
PRL direcia por BIAPRLdirecta por IRMA(%) 840+ 112 851+ 128 515+ 180"  0.00001*
PRL directa por IRMAPRL total por IAMA (%) 127.3+£183  TM92+£138 12471276 OA7F™"
PRL directa por RIA/PRL total por RIA (%) 103.7+162 11131286 7601471 Q05
PRL libre por IRMAFPRL total por IRMA (%} 1146+ 154 1038+ 148 302+ 194* 000001
PRL libre por RIAPAL tolal par RIA (%) 987+ 251 776225 119+ 141" 0.00001™

& MPRL = macroprlactinemia

« " p « 0.05 con MPRL vs sin MPRL ¥ ambarazadas sanas,

o ANOVA,
» * ANCVA no paramétrice de Kruskall-Yyallis,
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Tabla 2.

CARACTERISTICAS CLINICAS Y DETERMINACICNES DE LAS DIFERENTES EXTRACCIONES
SERICAS DE PROLACTINA DE LOS PACIENTES CON LUPUS ERITEMATOSC SISTEMICO

LES

Yariabla Sin MPRL Con MPRL Valor de p
M 28 1
Edad en anos 3M7+108 297+ 85 0.59 T
Mujares 23 11 0.54 T
Evclucisn del LES en meses 795730 489+ 358 0.68 1
PAL directa por ALA {ngfmi} 40.4 + 230 325+ 14.8 Q.30 T
PRI dfrecta por IRMA {ngimi) 477+ 284 7711616 0.14 %
PRL liore por RIA {ngfmil) 26,3 £ 181 45+ 35 0.00001 1
PPRL libre par IRMA {ng/fmi} 418+ 248 138+ 45 00001 hil
PRL tatal por RlA {nggfmi} 651+ 54.7 459 + 381 Q.44 1
PRL total por IRMA (ngiml) 67,3+ 521 48.4 + 366 0.23 1
MFRI. = Macropralaciinemia
1 ! sludlent no pareada.
1 Prueba exacta dae Fisher
1 U-Mann-Whitney.
Flgura 1
Prolactina {ngfml}
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Figura 1. Perfil cromatografice en gel roprasertative de la prelacting en una paciante con (upus erltematoso

sistémico con autoanticuerpos anti-prolactina,

Porcentaje de uniéna '“[-PRL y de la determinacion
de PRL directa, libre y total. Enlatabla 1 se muestra que
el porcentaje de unién a la PRL marcada fue significativa-
mente mayor en el grupo de pacientes con
macroprolactinemia {p =0.00001). En la tabla ] se mues-
tran larelacidn de las mediciones de PRL directa y de sus
cxtracciones, en donde se encontrd que los pacientes con
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macroprolactinemia la PRL directa medida con RIA fue
significativamente menor que la PRL directa porIRMA ¢
total por RIA (p < 0.03), asimismo la PRL libre fue mis
baja significativamente que la PRL total determinada
tanto por R1A como por IRMA {p = 0.00001) y en cambio,
1a PRL directa y laPRL total por IRM A fueren semejantes
(p=0.17.
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Figura 2
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Flgura 2. Porfil cromatagrdfico en gel representativo de la prolacting en una mujer embarazada sana,

Figura 3
Prolacting (ngiml)
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Flgura 3. Ferfil cromatogréfico en gel representativode la prolactina en una pacients con lupus entemaloso
sistdmico sin autoanticuerpos antl-prolactina,
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Comparacién entre pacientes Iipicos con ¥y sin
macroprolictinemia. La tabla 2 muestra algunas caracte-
risticas climicas y de las mediciones de las diferentes
extracciones séricas de PRI, =n donde se muestra que los
pacientes con macroprolactinemia la determinacién de
PRL libre fue significativamente menor total por RIA como
por IRMA {p = 0.00001}, en cambio no hubo diferencia an
cuanto a sexo, tiempo de evolucidn del LES y de las
restantes extracciones séricas de la PRL.

Cromatografia de filtracién en gel de los sueros con
macroprolactinemia.La filracion en gel de Jos sueros

Figura 4
300

identificados con la presencia de macroprolactinemia con el
métado de precipitacién con PEG mostré que la totalidad de
la PRL o una cantidad substancial de ella fue eluida en la
pasicidn de pesos moleculares de 150 kDa (big-big PRL)en
donde eluyé la '*E-1gG, este pacrén de clucion difirié en los
sueros sin macroprolactinemia determinada medianie el
método de precipitacion con PEGantoenpacientss con LES
comoen las mujeresembarazadas sanas, en donde la PRL de
25105 pacientes eluyé en la posicidn de pesos moleculares de
25 kDa {little PRL). La figura 1-3 muestra los perfiles
cromatogrdfices del suero de los pacientes con LES con y sin
macroprolactinernia y de una mujer embarazada sana.

2754
2504
225

1754
1504
125+

PRL sérica {ng/ml)-

rs=1.0 (p=0.001)

T T T
0 5 10 15

PRL &n las fraccionas da Ig {(ng/ml}

20 25 30 35 4D

Flgura 4. Correlacion entre ia PRL eludids en las fraccionas ricas en Inmunoglobulings de la columna de
afinidad con protaina A y los nivelss de PRL sérica del suera de log pacientes con lupus eriematoso sistémico

y Butcanticuerpos anti-prolactina,

Tabla 3.
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES CON HIPERPROLACTINEMIA Y AUTOANTICUERPOS ANTI-
PROLACTINA

Pacients Edad ancs Sexe  Causa do hiperprolactinemia  Menstruacion  Galactorrea  PRL ngiml® MFAL {%¥
1 19 F Idiopatica Regular No 606 BB
2 17 F Idiopatica Regular No 349 547
3 38 F Idlopética Requiar No 136.0 858
4 43 F Idiopdtica Amenctreat No 336 g2.8
] 22 F Drogas (cloropromacina) Regular Mo 44,0 58.4
6 29 F Idiopatica Regular No 90.5 765
7 27 F Drogas (amilriptilina) Ragular No 223.7 94.6
8 29 F Idicpdtica Ragular No 105.1 851
2 42 F idiopatica Histerectomia No 31.8 71.4
10 k) F Idiopdtica Regiar No 428 775
11 a0 F |diopatica Reguiar No 31 67.2

‘Prolacting directa por IRMA.
*"PRL directa - PRL libre / PAL directa x 100 (por IRMA).

t Antenedenta de dos ciclos dé tratamiento con clclofosfamida Intravenase por glomearulonafita Upo V.
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Cromatografta por afinidad en gel con proteina A. El
suere de cuatro pacientes con macroprolactinetnia fueron pasa-
dos a una columna de peoteina A y 1a PRL se determin en las
wesfraccionesdondese encontréel picomixmodeabsorbancia
medide en un espectofotdmetro a una longitud de onda de 280
nm. La correlacién entre la PRL medida cn las fracciones de Ja
columna de proteina A y de la determinacién sérica de PRL
directa por IRMA fue de r=1.0{p=0:0001). Figura 4.

Presencia de trastornos menstruales y galactorrea en
pacientes con LES y macroprolactinemin. Lax caracte-
tfsticas cllnicas en cuanto a la presencia de galactarrea o
trastornos menstruales de los pacientes con
macroprolaclinemia se muestran en latabla 3. Todas fueron
mujeres ¥ 55(0 en unamujer de 43 afios presentt amenorrea
sin galactorrea, pero con ¢l antecedente de haber recibido
dos tratamientos con pulsos de ciclofosfamida intravenoso
por glometulonefritis ldpica tipe IV. Todas las demds sin
trastornos menstruales y/o galactorres, probablemente de-
bido ala inactividad biologica de 1a PRL por fa presenciade
anticugpos dirigidos contra esta hormona.

COMENTARIO
La frecuenciade tnacroprolactinemiaen pacientescon LES
¢ hiperprolactinemia fue de 29.7 % la cual consideramaes
muy alta. Este es el primer reporte que describe este
fendémeno. En contraste, la frecuencia encontrada de hiper-
prolactinemia en pacientes con LES esta acorde con los
repories previos. La macroprolacting &n estos pacientes
suponemos esta formada por un compleje IgG-PRL
{autoanticuerpo anti-PRL} sobre §a base de los siguientes
hechos:{i) el porcentaje de unién a '*1-PRL fue significa-
tivamente mayor er el grupo de pacientes con mayer
prelactinemia (i) el comportamiento de las mediciones de
las diferentes extracciones séricas de la PRL es semejante
a las informadas cuando estdn presentes los autoanticuer-
pos anti-PRL, es decir; 1) 1a PRL directa por RIA subes-
tima la verdadera prolactinemia al compararla con la medi-
cién de PRL total por RIA como con la directa y total por
IRMA, 2) valores semejaates entre PRL directa por IRMA,
total por IRMA ¥y total por RIA y 3) niveles de PRL libre
tanto por R1A como por IRM A significativamente menores
que 1a PRL total por RIA y que 1a directa y total por IRMA,
{iii) la cromatografia de filtracicn en gel de estos sueros, la
mayor parte de PRL inmuncreactiva sluyd en la posicién
del peso molecular de 1a 1gG (150 kDa), y {iv) la deteccidn
de PRL en las fracciones deeluciéndelas inmunoghibulinas
mediante la cromatoprafia por afinidad a la proteina A.
La frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL fue mas alta
en los pacientes que no tenfan causas probadas de hiperpro-
lactinemia (35.1 %) que en los pacientes con causas proba-
das de hiperprolactinernia {4.3%%), sugiere que la presen-
cia de autoanticuerpos anti-PRL sea una cansa mds que
explique la hiperprolactinemia en pacientes con LES. Esto
s apoyado asn mds por £l hecho de que se sncontrd una
correlacion muy altaentre la PRL recuperada en tas fraccio-
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nes donde eluyen las inmunoglobulinas en la columna con
proteina A ylos niveles séricos de PRL direcia medianle
IRMA.

La causa de 1a presencia de los anticuerpos anti-PRL. no
es ¢lara, se pugde especular que la secrecidn de una PRL
alterada o de su hipersecrecion induzea la formacidn de
autoanticuerpos anti-PRL por un mecanismo desconocido.
Los niveles séricos de PRL pueden estar elevados por la
presencia de autoanticuerpos anti-PRL por los siguientes
dos mecanismos: 1) la PRL libre es ficilmente filirada por
el glémerulo, perala PRL unida al anticuerpo y en virlud de
su tamafic molecular escapa a la filtracion glomerular y per
lo tanto disminuyendo la degradacién de la PRL por el
rifién, un drganc importante para el carabolismo de la
PRL** y 2) la PRL juega un papel autorregulatotio en la
hipéfisis o hipetdlamo, la PRL unida puede alterar eslos
mecanismos de autorregulacién provecando hipersecre-
cidn de PRL. Los niveles elevados de PRL en pacientes con
autoanticuerpos znt PRL puede ser andlogo al sindrome
autoinmune & la insudina, en la cual grandes cantidades de
insulina son almacendas y unidas a los anticoerpos anti-
insulina®™,

El significado fisiolégico de los auloanticuerpos antl-
PRL ademds de incrementar la prolactinemia es atenvat la
actividad biolégica de 1a PRL, en 10 de las 11 mujeres que
estudiamos nohabfa aiteraciones menstruales o galactorrea
y s6lo una con amenorrea sin galactorrea, perc estapaciente
estuve sometida a dos curses de pulses de ciclofoslfamida
intravenosa y el uso de este citotdxico es causa conocida de
taxicidad gonadal y es probable que esta haya sidola causa
de la amenoirea, al igual que nosctros Hattorl tambidn
encontrd ausencia de las manifestacionss clinicas de hiper-
prolactinemia en las pacicntes que ¢f estudio con anticuer-
pos anti-PRL, lo anterior apoya la idea de que los autoan-
ficuerpos anti-PRL bloqueen la accifn biolégica de la PRL
en sus células blanco por interferic con la unidn a su
receptor o por Ja imposibilidad de egar a ellas a través de
la circulacidn sanguinea en virtud del tamaiio molecular.
La macroprolactinemia no relacionada a la presencia de
autoanticuerpos anti-PRL tiene muchas similitudes a la
hiperprolactinemia relacionada a la presencia de autoanti-
cuerpos anti-PRL, &5 decir, un peso molecular mayor a 100
kDa y la fahia de manifestaciones clinicas de hiperprolacti-
nemia®¥,

La hiperprolactinermia con niveles séricos dc PRL ma-
yores de 200 ng/ml es casi patogndmonica de
prolactinoma*!, nesotros sélo encontramos una paciente
con un nivel gérico mayor de 200 ng/ml pero no tuve
evidencia de tumor hipofisaric por TAC o resonancia
magnética, de cualquier forma ante una paciente con PRL
sérica mayor de 200 ng/mi, sin la presencia de lesidn
demostrada por TAC o RM y sin ausencia de manifesta-
ciones clinicas o de niveles séricos de PRL menores de
200 ng/ml y sin manifestaciones clinicas de hipetprolac-
tinemia o de causas probadas de etla se debe sospechar la
presencia de autoanticuerpos anti-PRL.
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Estudio de la osteoporosis y osteopenia por

medio de radiologia, densitometria, morfometria
y microscopia de barrido en la tercera vértebra
lumbar en una muestra de hombres y mujeres en

la ciudad de México.
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Risumen

Ohjetivg, Determinar en la tercera vértebra lumbar de un grupo de hombres ¥ mujeres de la
Cindad de Méxicoladensidad dses estableciendoy correlacionand olas caracteristicas morfornétricas
del cuerpo vertebral, por medio de técnicas especificas y por defectar grapos con alteraciones de
osteoporosis y osteopenia.

Metodologin. El estudio se realizé en la tercera vértebra lumbar de 23 caddveres del Servicio
Médico Forense, 8 mujeres de 21 a 72 anios y 15 hombres de 25 a 62 anos. Los estudios efectuados
fueron: radiolégicas, densitometria Gsea y andlisis de imagen, enla que se determind espesor de las
trabéculas verticales ¥ horizontales. Con microscopia electronica de barrido por medio de la
técnicade rayos X se determind en forma semicnantitativa la presencia de ealcio, fosforo, magnesio
ysodio y enformacualitativala distribucién decalcio en una drea determinada del cuerpo vertebral
mediante la técnica de energia dispersada de rayos X,

Resultados. Estudio radiolégico en el grupo de mujeres ninguna vértebra estudiada fue normal,
todas ellas presentaron cambios degenerativos, de éstas cinea con trabeculacién aumentada y tres
con evidencia de fractura, con respecto al grupo de hombres siete foeron normates y ochocasos con
cambios degenerativos de éstos seis presentaron densidad dsea con densitometria con DEXA encl
grupo de mujeres s6lo una se determind normal, tres osteopenia ¥ cincoe con ostecporosis, en €l
grup de varones cinco fueron normales, cinco con osteopenia ¥ ¢inco con osteoporosis. En la
determinacitn del mapeo de ealcio por medio del microscopio de barrido, se pudo observar la
distribucion de calcio, en los casos normales se ohservd su distribucion en forma densa y
homogénea, en los casos con osteopotosis esta distribucion se presenta menos densa existiendo
freps en las que el calcio se encuentra disminuido o bien se encuentra ausente.

Enel estudiomorfométricose determind el espesor trabecularde nneve vértebras, de cincomujeres
¥ cuairo hombres, en &l grupo de mujeres, una presentd un espesor trabecular promedio normal
de 222.1.um, en las cuatro restantes con osteoporosis el ragoe fue de 126.3 a 156.2 pm, en el grupo
de varones se encontraron dos normales ¢on Un espesar trabecular promedin de 249.7 um, en los
dos cas0s restantes ung con gsteopenia y otro con vstenporosis el valor promedio fue de 186.4 Lun.,

Instituto Macional de Perinatologia, México, ILF,

Trabajo premiade, 2do. lugar Investigacién bisica, V11 Congrese Nacional de Ginccologia y Obstetricia, Querétars, {ro.
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Estudio de la ostecporosis y oslecpenia

Conclusidn. El estudio realizado enlas 23 vértebras de hombres y mujeres se puede determinar
que estos cambios degenerativos comeo son la osteopenia ¥ la osteaporosis se estan presentando
en edades mis tempranas que lo informado en la literatura, en teorfa posiblemente las causas
gue lo estén originandoe sean factores de origen alimenticio, baja ingesta de calcio, falta de
actividad fisica, éthico y gendlico,

fVillegas, C.H. y col. Estudio de {a osteoporosis vy osteopenia por medio de rodielogia, densitometria
v microscopia de barrido en la tercera vértebra lumbar en un muestra de hombres y mujeres en it
ciniclud de México. Gince Obst Mex 1998, 66: 187)

SUMMARY

Ohbjective: To determine bone density in the third lumbar vertebra in a group of men and
women from the Mexico City correlating the morphometric characteristics of vertebral body
by specific techniques and to detect groups with alterations like osteoporesis or osteopenia.
Methodology: The study was made in third lumbar vertebra from 23 patients dead of the
Medical Service Forense-México, 8 women between 31 to 72 years old and 15 men hetween 25
yo 62 years old. The studies were: Radiological, bone densitometry and by image in which was
detrminated density of vertical and horizontal trabeculaes. With x-ray technique in scanning
electron microscopy was determined in form semiguantitative the presence of Ca, P, Mg and
Na, and Ca distribution by technique of x-ray energy dispersed.

Results: In the radiological trail all vertebras of the female group were abnormal, the major
finding was degenerative feature; 5 Showed trabeculation increased 3 fractured; in the males
group 7 patients were normal, degenerative fracture in 8; of these six had densitomethry with
DEXA; in the females group only one was normal, 3 osteopenia, 5 osteoporosis; in the male
gronp: 5 osteopenia and 5 osteoporosis. Scanning electron microscopy examination exhibit a
homogeneous and dense expression pattern, wherever SEM demostrated the absence or
decrease of depasit calcium in osteoporosis. A morphometric examination of the trabecular
thickness demosirates a differcnce between the two sexes. The normal median was 222.1m,
the osteoporosis range was 126.3 to 156.21im in the female osteoporosis, in male gronp was
found two normal values with a trabecular density mean of 249.7 um, in the iast ¢two cases one
with osteopenia and the other with osteoporosis, the mean value was 186.4ym,

Conclusions: In the present study, was demostrated that the degenerative alterations in
osteoporosis and osteopenia in young people are more frequent to respect other reports. The
following observations require special emphasic efther because they provide clues to the
mechanism of altered expression of calcinm: Genetic, ethnic, consume, sedentary and others.
{ Villegas, C.H. et al: Radiologic, densitometry, morphometric and sacanning electron microscopy
study of osteoporosis or osteopenia ot the third lumbar vertebra in to female and male of the Mexico
ciry. Clinic Obst Mex 1998; 66: 87)

La osteoporosis es una de las cavsas de mayor morbilidad
ymortalidad en la vejez, definidacomo: enfermedad carac-
terizada por una disminucién de la masa dsea y deterioro de
la microarguiteciura del tejido, que conduce al incremento
de la fragilidad dsea y en consecuencia un aumenlo en el
riesgo de fractura'” Los expertos de la Organizacidn
Mundial de la Salud sugieren que operativametne sea
definida como el nivel de densidad mineral dsea (DMO) en
mujeres que caiga més de 2.5 desviaciones estdndar (DE)
por abajo de la media para jovenes adultos saludables de 30
a 40 afios de edad >+

La incidencia y prevalencia de la osteoporosis aumenta
cot laedad y por |2 ultima definicidn ¢n Estados Unidos se
estima que 9.4 millones de mujeres blancas
postmenopdusicas {30%) tienen osteoporosis en cadera,
vértebra y antebraza distal, aproximadamente 4.8 millones
{169) sufrirdn fracturas por un traumatismo de bajo grado *
Sélo 15% de mujeres de 50a 59 afios serdn afecladas, pero
este porcesitaje aumenta dramdticamente con la edad para
incluit 70% de mujeres de 80 aiios o mds. ™ 60% de este
grupo ha experimentado una ¢ mds fracturas de la cadera,
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vértebra, antebrazo distal, hiimero proximal o pelvis. En
Europa 23% de las mujeres mayores de 50 afios o mds
tienen osteoporosis.’

Por la definicién sugenda por la Organizacion Mundial
de la Salud, en Estados Unidos una de nueve mujeres de 60
a 70 afos tiene una densidad mineral Gsea “normal”, casi
una de tres mujeres tiens oskeopotrosis ¥ el resto tiehe
osteapenta, Asf, 54% (16.8 millones) de todas las mujeres
blancas postmenopdusicas en Estados Unidos tiensn
osleopenia ¥ otro 309 (9.4 millones) tiene Osteoporosis v
de este dltime el 50% ya Liene una fractura *

D¢ esta forma la osteoporosis es un problema de salud
piiblica responsable de al menos 1.2 millones de fracturas
cada afo en Estades Unidos, los sitios de estas fraciuras
son: vérebras con $38 K casos, caderacon 227 000 casos,
antebrazo distal con 172 000 y oiros sitios de los miembros
283 000 casos. Un lercio de mujeres de 65 afies tendrin
tractura vertebral por edad extrema, una de cada tres
mujeres ¥ una de cada seis hombres tendrdn fractura de 1a
cadera, este tipe de [raciura es fatal en 12 a 20% de los
casns.!
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Laincidencia de fractura vertebral diagnosticada clfnica-
mente fue para el afto de 1992 en Estados Unidos de 7.3/
10,000 personas-afio en hombres y 14.5/10,000 personas-
afioen mujeres, a proporcién femenina es substancialmen-
te mds alta entre {as edades de 45 v 85 afios.*

En nuestro Pals se ha logrado aumentar la esperanza de
vida al nacer hasta 70 aflos, o cual trae como consecuencia
un incremento en la poblacidn de viejos,” para 1988 el
11.3% de la poblacion total fue mayor de 50 anos y en uh
estudio del Hospital de Traumatologia Magdalena de 1as
Salinas del IMSS se estimé una frecuencia de fracturas de
la cadera de 20 000 al afo." En la Repiblica Mexicana para
clafio 1993 existian 3014 332 personas mayores de 65 aios
¥ se calcul$ que para inicie del siglo XX scrdn 4 820 634,
esto représenta un incrementa de 379 de la poblacién de
anecianos, con base en estos datos se ha estimado que la
poblacidn en riesgo de la osteoporosis es de 7.3 millones de
mujeres mayores de 43 afios v 1.2 millones de hombres
mayores de 65 afies lo que se espera que para el afio 2000
estos grupos s¢ incrementardn a 8.4 y 3.5 respectivamente.”
Asf mismo estiman que para uha poblacién de 20 millones
de habitanies del Valle de Méxice un promedio de 235 (00
fracturas en personas de 30 afios 0 méds con una franca
tendencia al aumento,

La pérdida de masa ésea se considera un fendmenao del
envejecimiento *22 El pico méximo de desarrolle de 1a
masa Gsea se aleanza en ambos sexos a la mitad de la tercera
década de la vida v es de alrededor de 30% mas alto en
hombres que en mujeres. B 90% se acurmula antes de los 20
afios y el 10% restante entre los 30 y 35 afics ™!

De acuerdo con Riggs ¥ Melton’ 1a osteaporosis involu-
tiva se clasifica en: Tipo 1 (Postmenopéusica) cuando la
disminucitn ripida de la masa 6sea sigue a la supresién
hormonal de estrégenos, afecta a mujeres de 51 a 75 afios
de edad (15 a 20 afos después de lamenopausia} la pérdida
dsea es aceleradz principalmente en el hueso trabecular,
donde hay perforaciones de 1as liminas trabeculares con
pérdida de la estructura trabecular, los sitios de fractura
son: vértebras v antebrazo distal. La fractura verebral es
por aplastamiento o compresion asociada a dolor y defor-
macién. La lipo I (Senil) cuando la disminucién lentade la
masa dsea se dacn la sencctud, afecta a hombres ¥ mujcres
de mds de 70 afios de edad, los sitios de fractura mds
frecuentes son en cadera, vértebra, himero proximal. La
fractura vertebral es por cufia miltiple que conduce a la
cifosis dorsal.

El abjetivo de eske trabajo ¢s determinar ¢n la poblacidn
mexicana abierta, la densidad Ssea en vértebra lumbar 3,
establecer y correlaciona las caracteristicas morfométricas
dei cuerpe vertebral por rayos X, densitometria dsea, mi-
croscopia dphica esterocscdpica con sistema de andlisis de
imagen y por, microscopia de barrido,

MATERIAL ¥ METODOS

E! material s¢ obtuve del Servicio Médico Forense, de
individuos de ambos sexos, que murieron cotno resultado
de: traumatismo crdneo encefilico, heridas por proyectil de
arma de fuego, infarto del miocardio, pancreatitis
hemorrdgica e intoxicacién alcohdlica, sin historia de en-
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fermedad 6sea aparente. El estudiocomprendié 23 casos de
autopsia, ocho mujeres de 31 a 80 adtos de edad (promedic
de 56.6 afios) y 15 hombres de 25 a 75 afios de cdad
(promedio de 47.7 afios). En esie grupo por antecedentes
fatniliarestres varones tentan antecedentes de aleoholismo.
Se extrajo la tercera vértebra lumbar (L3) de ceda autopsia,
los especimenes se fijaron en formol al 104, se disecaron
retiranda los restos de tejidos {muscular, adiposo y nervio-
50).

ESTUDIO RADIOLGGICO.

Se obtluvieron proyecciones radiogrificas de 23 cuerpos
vertebrales (L3) en amteroposterior, latorial y axial con foco
de 100 MA, 18 As y kv de 56 a 58, Con base en laimdgenes
obienidas se realizé un andlisis subjetive para valor; Den-
sidad dsea (con base en la experiencia del observador),
gradode trabecuiacidn, cambios degenerativos y evidencia
de fractura. Para la densidad dsea se consideraron dos
opeiones: normal, si ladensidad estabaconservada v dismi-
nuida, si la densidad 6sea era menot. En relacidn a la
trabeculacidn dsea se considerd dos opeiones: normal, en
caso de no apreciar alteraciones y aumentada, si se aprecid
prominecia y/o engrosamiento de las trabéculas. Para los
cambios degeneratives consistentes en osteofitos y/o escle-
rosis se consignan dos opeiones: con osincambios degene-
rativos. La evidencia de fractura se obtiene por la altura del
cuerpo vertebral en proyeccidn lateral, midiendo este pard-
metro a nivel del borde anterior, parte media y borde
posterior, si ¢n alguno de ellos 1a altura 25 menor a 33% en
relacion con la medida mayor se presenian dos opciones
con o sin evidencia de fractura.

ESTUDMO) DENSITOMETRICO.

Sc realizd fotodenszitometrfa radiolégica de doble fotdn
(DEXA} con baz de abanico con un equipo modele Expert
XL marca Lunar Corp. (Madison, Wisconsin) en el Centro
para ¢l Estudio del Clithaterio y Osteoporosis, utilizando
software de pequefias partes para £l uso en investigacién.
Esta equipo tiene un coeficients de variacidn de 0.3%
{n:312) en el andlisis diaric de control de calidad,

‘Las vértebras se colocaron en wn recipiente pldstico con
gelatina como ventana radiol 6gica de densidad neutra para
tnantenerlas fifas durante el rastreo. Los bordes vertebrales
{ROI} se delimitaron en forma estindar en el contorno del
hueso. EL resultado cuantificado es la densidad mineral
Gsea (DMO) expresado en p/em?,

ESTUMO MORROMETRICO.

A cada vértebra 3¢ le practicaron dos cortes frontales a
partit del centro del cuerpo vertebral de 3 a 5 mm de
espesor, & uno de estos cortes a su vez s¢ fragmentd en
forma longitudinal en cuatro porciones iguales, vn frag-
mento s¢ desting para €l estudio e microseopio electrénica
de barrido convencional, y un corte frontal completo para
la medicitn de del espesor trabecular er el microscopio
esterenscdpico con sistema analizador de imégenes.

ESTUDIO CON EL MICROSCOPLS ELECTRONICO AMBIENTAL.
Con ¢l fin de demostrar los beneficios, {a informacién que
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Fygura 1.

s¢ puede oblener y el ahormo de tempo en procesar uha
mucsira para ¢l microscopio de barrido convencional, al
azar se escogid un corte frontal de vértebral Tumbar de 25
mm de ancho por 45 mm de large y un espesor de 5 mm, sin
descalcificar y libre de médula dsea. Esta muestra sin
ningtin otra proceso se observd en ¢l microscopio electrd-
nica ambiental de bamido Philips XL 30 CP de alto ¥ bajo
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Flig. 1a. Imagen ge hugso
cortical yo esponjosa, en
al Que el mapec, los ignes
de calcio presentaron Luna
chstribucién densa y
hamoganega,

Fig. 1b. Se ohserva la
digposicion de rabéculas
verlicales (&) y Horizenta-
les {11 en un cuerpo
vertical normal . La figura
delaize. e un aumerts
de la zona qua se
MugElrad.

vacio con analizador EDAX DX4 vy software. Las dreas
observadas fucron de 3 por4 mm localizadas enel cuadran-
te superior derecho del corte, a estas zonas se les realizé un
mapeo para calcio, s¢ muestra la topografia en la fig. I.
obscrvarlaimagen obtenida por elecirones retrodispersades
en lafig. 2, notar la resolucidn y los detalles que se pueden
obtener en con este equipo.
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Fig. 2. 2 resolucian mas fina de un micrescopis da Barrido, permita identificar con precision cuaiquier detalle del hueso aqul son
evidonics log arifisios de los capilares da los sonductos oo Havers (&)

ESTUDIN POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDG ¥
DETERMINACIGN DE CALCIO,

Un fragmento del corte frontal del cucrpo vertchral se
wlilizé para ¢i estudio de microscopia electronica de barmi-
do, ¢l tamaio de estamuesiea fue de 2em de largo por | om
de anche, se lavaron con agua, se Gjaron en gloturaldehido
al 2.3%, se deshidrataron en alcoholes graduales ¥ poste-
ricrmenle se colocaron en una mexcela de alcohol absolulo
¥ acetorna en una proporcion 1:1 durante dos horas. Las
muesiras se montaron ¢n cilindres metdlices sobre una
cinta conductora de carbdn debidamente ¢liquetadas, s
cubricron con grafito y plata en una evaporadora de metales
Jeol. Se observaron en un microscopio electrénico de
barrido Jeol, se tomaron micrografias elecirdnicas de las
muestras mediante la seiial de clectrenes secundarios, Para
la detcrminacidn de la composicidn quitnica (magnesio,
{Gsfure, calcio v sodio) se analizaren zonas al azar en la
parte superior, media e inferior de 1as muestras, para gsto e
utilizéi laseiral de rayos X para ¢l microandlisis guimico. Se
realizaron mapeos de calelo por medio del especirémetro
de dispersidn de energia de rayos X (EDS} modeloe Oriee
sistema 5000,

EsTimio MORFOMETRICO £ON MICROSCOPIO

ESTERECSCOPICO Y EL SISTEMA DE ANALISIS DE IMAGENES.
Se escogieron al azar nueve cortes frontales de diferentes

YoLumen $8, Mave 1998

viéricbras L3 de aproximadarmente 3 o4 mm de espesor, sin
descaleificar, se lavaron cuidadosamente con agua caliente
para retirar la médula sea y el tejido adposo. Se les
clectuaron mediciones del espesor v longitud de las
trabéculas dseas, en un sistema analizador de imdgencs
asistido por computadora “Zeiss hmage™ version 3.00 para
Windows 93/NT, Stereomicroscopio Carl Zeiss maodela
SV-11coniluminacidn dehalégeno 6V, 10W, pormediode
luz reflejada con lente Plan 1X, las imdgencs s capturaron
a 00X, cscala cn mm, con una cdmara de (elevision Sony
DXC 1514, con tecnologia CCD,

Para cada caso se dividié 1a superiicic en ochio partes
iguales, cuatro supctiores y cuatro inferdores, se eligicron
dos zonas {una medial superior wzquierda y una lateral
inferior derecha) se realizaron de § a 10tmediciones en cada
zoma, en lotal por core fromal se realizaron 16 a 20
mediciones. Cada zona s¢ dividid en tercios y se realizaron
las mediciones de trabéeulas horizonales ¥ verticales en
espesor. Se delinearon los limites longitudinales de cada
trabécula y se determind el espesor al obtener la media del
valor minime y el maximo de cada trubécula medida. En
todas las muestras analizadas se tomaron forogratas,

RESULTADGS

ESTUDIO RADIOLOG I
Los resultadas del estudio radieldgice gue se realizden 15
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Tabla 1.

Carrglacidn del estudio de rayos X, densitomstria ¢sea con edad, talla y peso en mujeres

Hallazgos radiclagicos

Edad Talla Peso Densidad  Trabegu- Ewidencia Cambios  OMO

fomp {kg} bsea lacion da FX degene-  [plem2)

rafivos.

kil 160 a3 [n] M Mo gi 1114 M
A0 152 41 N M Na Si 0934 /0PN
45 164 68 n] A Si Si D.F7IIOP
45 160 a3 ] A Si 3i 018 JOP
66 173 78 [ & Mo Si 0.358 /QP
0 145 &0 D A Mo Si 0.958 /0P
2 150 ad D A ha 5i 0.625 JOP
80 150 54 ] N Si Si 0.834 JOPM
DMO = Densidad Minaral sea M = Mormal

D = Disminuida
A = Aumentada
Fx = Iractura

QPN = Ostaopenia
QP = Osteoporosis

Tahia 2.

Corrafacién del estudio de rayos X, densitomeatria ésea con edad, talla y peso en hombras.

Hallazgos radiologicos

Edau Talla Pasn Dengidad Trabecw- Evidencia Cambios DMO

{cm} (k) dsea lacidn de FX degene-  (gfcma)

rativos

25 170 72 M M Ma =i 0.726 /0PN
28 157 53 M M Ha M 1.063 /M
28 171 5a Il H Ma Moy 0.638 /OF
] 150 74 M M Mo [§s] 1.102 N
45 169 65 M M Ma Moy 0656 /OFP
46 165 74 M M s} Ty 1.248 /M
47 164 82 ] A e Si (.74 [OPN
47 169 i M M ha Mo 04641 [OP
50 158 60 [n] M Ha Si 0776 fOPM
51 162 4] ] & ) 5i 0.88% JOFM
55 thY &7 o] M Mo S (.866 M
85 154 55 M i) Ha Mo 1,245 /N
B2 166 V5 H M Ma R]] 0.868 [OFN
72 168 ol 0] & Me Si 1.573 fOF
75 153 a5 D M Mo Si 0,644 JOP
DMO=Densidad Mineral Osea N=Mormal
[=Drsminyica QPN=Osieopenia
A= Aumentada QOP=0steoporasis

Fa=fractura

hombres v ccho mujeres através de un andlisis de proyeccio-
nes rediograficas de la lercera vértebra lumbar en posiciones
anteroposterior lateral ¥ axial se rmuestran en la tabla No. 1
¥ 2. En ¢l grupo de las mujeres con una edad promedio de
56.6an0s y conunatallay pesopromediosde 156.7cmy 615
kg respectivamente, se observd que ninguna vértebra L3 de
lag ocho cstudiadas presents los cuatre pardmetros radiolo-
wicos normales, ¢s decir, con densidad dsea y trabeculagion
normal, asi como sin evidencia de fraclura ni cambios
degencrativos. En relacidn a los datos radioldgicos por
separado: la densidad dsca fue normal en 12.5% (unamujer)
y disminuida en 87.5% (siete mujeres); la trabeculacion
aumentada en 62.5% {cinco mujeres) ¥ normal en el 37.5%
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(tres mujeres); con respecto a la evidencia de fractura cn
37.5% (lres mujeres) vy sin evidencia de fractura en 62.5%
{cincomujeres) y en el dltimo pardmetro 100% de este grupo
presenid cambios degenerativos. En el grupo de varones con
uni edad promedio de 47. 7 afios y unatalla y peso promedios
de 165.2 em y 66.5 kg respectivamente, se observd que
46.6% (siete hombres) presentd los cuatro pardmetros radio-
l6gicos normales. En relacidn a los pardmeiros radiclégicos
por separado: la densidad dsea disminuida en 40% (seis
hombres) y normal en 605 (9 hombres); la trabecutacidn fue
normal en 20% (tres hombres) v aumentada en 80% (12
hombres); con evidencia de fractura en 6.6% (un hombre} y
sin evidencia de fractura en 93.3% (catorce hombres) y en

GiseeuLucia v OssTEMRICIA BE MEXION
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Flg. 3a.Tema lateral per rayos ¥ enunavérebra L3 condensidad
y raceculacidn normal, sin evidencia de fractura ni camoics
degonarativos

telacidn a los cambios degenerativos presentes en 53.3%
{ocho hombres) y ausentes en 46.6%: (sicle hombres).

ESTUDLO DENSITOMETRICE

El estudio densitométrico es un procedimiento seguro, no
invasivo y se puede difinir con cierta exactitud los cambios
en la densidad Gseca,

WoLusen 66, Marvw 1993

Fig. 3b. Analisis densitornétrico en una vértebra L3 normal £on
una densidad mineral dsea de 1.24 gicm®

En los resultados obtenidos en las 23 vérebras 1.3 con la
totodensitometria radioldgica de doble [utén sc pudo determi-
nar la densidad mincral Gsea, se encorurd que en grupo de
rmujeres solamente wna de 31 anos fue normal (12.6%) con
1.114 gfem?® de DMOQ), res mujeres con osteopenia {37.5%) y
CUAS MUJEres Con ASteoparosis (530%); enel yrupode varvnes
vince-de cllos fucron nemales (33.3%) con una DMO prome-
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=
Fig. 3c¢. Toma lzteral por rayos X en una vé'tebra L3 con
nxlezponia. dersidad o328 dism nuvida, trabeculacidn aamerta-
da sin ewidensia de fractura v 0on carbias dagenerativos.

Fig. 3o, Toma laleral por raycs X en uha wéraebea L3 con
oslecporosis Densidad 9sea disminuica trabecu'acidn aumenia-
da con ligera disminugian en allura en la parle oosterior con
cambigs degengrativas

diode 1,125 g/om?, cinco varones con osteopenia (33.3%) y
cincode ellos con osteoporasis (33.34), ohservar las grificas
ly2 viig 3

En relacidn con la edad de los varones diagnosucados con
usteopenia tres de ellos lentun antecedenles de alcoholismo,
llamando la atencidn que la edad de un vardn cra de 25 afios
y en el andlisis del grupe con astenporosis en varenes, se
encontaron (es menores de 50 anos en cllus no Tus posible
obtener de los familiares informacidn scerea de sus untece-
dentes de patolegia asociadas.

EsTumio MoRFOMETRICO:
Estudin por microscopia electednica de barrido v derermi-
nacidn de caleio,

Se reafize un andlizis purtual para la determinacian de la
CcomposICIon quintica ¢ tres puntos de los fragmentos de
vériehras: supenior, medioe infenor, de siete tujeres y nueve
hombres, Tos elementns mds abundantes daterminados
porcentualmente Tuerom caleio v (Gsforo, lo mds abundantes
independicenternenie de lacdad y sexa, Wmar en cuentague este
andlisis al ser puntmal no refleja la wtalidad de coalguier
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Flig. 3d. Analiss dersilemétricoenunavencbra L3 conostaononia
densizad minesal 2sea disminuida con 0.726 gfem?

Flg. 3f, Analeis densitomatrico en una vartebra LI con ostecpa-
rogis con denzidad mineral $sea de 00358 glome

elemento presente ¢n la muesira completa, En mujetes el caleio
varic de 635 a T325% y e fasforo de 23.4% 0 34.4.9%, En
hemtbires ¢l rango e calcio lue de 64.4% a 79 89% y ol [Gsfure
de 17.09%: a 32.9%. Curos clementos se pudieron detectar en
algunos cases corno el magnesio y el sodiv, estos siempre se
preseniaron en menor cantidad, en mujeres ¢l magnesio va de
2.4% a |.03% y el sodio de 3.75% a 2.06%:; cn hombres cl
magnesio fe de FO95Ga 1,415 y ol sodio de 2.23%0 4 4.58%,
En ¢l caso de que estos dos altiros clemerntos no se pudieron
detectar fue porque se encontrd en poca cantidad siendo
imposible detectarlos eon el aparato. Fn la fig. 4a se muestra
un mapeo de calcio determinade por la téemca de encrgla
dispersa de rayos x, ¢n esla imagen se pueden apreciar a la
izquierda un framento de vértebra de una mujer de 40 afins en
la cual s¢ ohserva la presencia de trabéeulas disrminindas cn
espesor, 281 como la presencia de estructuras en $ag cuales se
ha depositada caleio en forma anormal debido a la fractura, a
cstamisma zana se le realizd un mapeo de calcio en laque s
obseryva la distribucidin de este elernento en forma mads densa
cn las partes superficiales, en estas mismas zonas se presentan
pequeiias dreas enlas cuales el calcio seencuentradisminuido,
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comparativamente se muesira la trabécula de una mujer de 31
afios en lacual se aprecialadistribucidn de caleio erruna forina
mds densa y homogénea, Nig. 4b.

ESTUDIO MORFOMETRICO CON MICROSCOPLO
ESTEREQSCOPICD ¥ EL SISTEMA DE ANALISIS DE IMAGENES.
La estructura hdsica del cucrpo vertebral normal consiste
cn liminas o placas dscas onduladas con pegucias
fenestriiones (que Jlimitan cspacios medulares, L orenla-
vitn de estas lAmimas (mas hien que trabéculas ) es predomi-
nantemenle vertical y horizonial, en las regicnes cercanas
a las superficics superior ¢ inferior del cuerpo veriebral,
esdas estrucluras son mds densas que en la pare centoal ¥
esto se debe al aumento en el espesor de las liminas
horizontales y su arreglo s cercano particularmente a
nivel de la parte central inferior, en la parte superior las

laminas tienen una disposicién aproximadamente radial ¥
también son mids cercanas una Jde otrg, fig, 5a,

El aniligis morfométrico de la microarguitectura
trahecular ha demostrade que con 12 edad a pérdida de la
masa 6sca os ¢l resultado del adelgzazamiento de las
trabéeulas horizontales, En las observaciones cualitativas.
las trabéculas en forma de placas o liminas en la gente

joven son os elementos estructurales predominates,

En las véticbras que cortspendicron 4 personas mayores
de 60 anos se obscrvd gque cast todus las trabéculas consi-
deradas comao placas se habfan transformado en trabéculas
delgadas formando una arquitectura con mayores espacios
medulares, fig. Sbh.

De las 23 vérlebras gue sc les efectudel estudio radiologic o
y densilométrico, se escogieron al azar nucve wiricbras. de
las que se obtuvo un corte {rontal sin descaleilicar, se

Fig. d4a. A 1aizq. 52 prasenta un cugrpo vartebral de una mujer de 48 afios se aprecian lrabaculas adelgazadas (&) v 13 prasangia de
ur posible callo gebide a una fractura {T), a la derecha mapao de la disiribucion de calzio de la misma zena, s8 pressntaran Argas on

la que s2 chserva 1a disminusian o pardidas de calcio {T) Bl

1262

Flig. db. A la irg. rabésula e una muger de 31 anos sin alteracionas. a la daracha Se presenta un mapes de calsio de la misma zona,

la distribucidn as homogénea v abundante 180x.

VoLuMeN 66, Mavi 1958
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clectuaron de 16 a 20 mediciones del espesor trabecular en
cada corte frontal de wriebra, de acuerdo alo establecida en
material y métedos, Elmativo de habwer analizado ua grupo
iy reductdo se debid a que exte estudio se tealizd con un
equipo prestado por lnCompaiiaZeiss, sinembargo, se pude
Thewar acaber Las mediciones en tres véricbeas nonnales: dos
hombres de 28y 46 afies ¥ unamieger de 31 aios: unavénlebra
con osleopenia: un hombre de 62 afios ¥ cince vénebras con
osteenorosis: cuoatro mujeres de 45, 48, 60 ¥ 72 abos y un
hombee de 47 afios, ver g 6a. by 7a. Al analizar 1as fablas
de resultados 3 y 4, se observa que Jos varones v La mujer
normalmente fueron menores de 300 aios ¥ los valores del
espesor trabecular promedio en los varones fue muy similar
(2487 v 2459 7pm) y ol de la mujer fue figeramente menor

{222, 1pm). 580 un espécimen de los estudiados presenta
osteapenia por densitometria y corrsponde a un vardn mayor
de 50 afios con un espesor trabecular promedio de 1835.5% y
finalmente el srupo de osteoporosis un hombre menor de 50
afing con un espesor trabecular promedio de 1864 um y
cuatro muferes: dos menores de 50 anes cun un espesor
trubccular promedio de 126.5 ¥ 143.5 pun v dos mayores de
Sthaiios con un espesor trabecular promedio de 1542 v 1433
wm. Los resultados obtenidos se muestra en las tablas 3 v 4.

En vartos casos analizados Tas trabéeulas presentaron una
discontinuidad terminande en forma libre come lu muesto
la fig. 7h. Esta pérdida de unién es incapar de proveer una
estahilidad en esa zona. Este tipo de rompimientios se obser-
vo en vértebras de pesanas maveres de &0 anos.

Flg. Sa. Core fronial de una vértenra L3 nermal son un espasar de 3 mm. Okservase |a distnbucian cn lorma regular de las rabéculas verticales y

herizortales con una densidad mayar en zonas cercanas al periostio ().

Fig. 5b. Curle ontal deuna vérebra L3 cbesérvese |a pard da derabdculas horirortales {T). Lastrab:éeulas herizontales de encuentizn
disminuidas en sy groso (TT) la vérdica ce rabéculas vertcales y horsommales lerman aspacios medulares ge mayor tamarns ().
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COMERTARIO
La osteoporosis €s un problema de salud piéblica ¥ cn
Cstadas Unidos se ha estimado que 9.4 millones de mujeres
blancas pastmenopaiisicas fenen oteopnrosis ¥ que cerca
de 4.8 millones han tenido una fretura, En Europa s ha
informadn que cercade 23% de mujeres en laquinta déeada
de su vida tienen ostcoporosts:* sin embargo exislen pocos
reportes en relacidn con laincidencia de fracturas vertehra-
les. En un estudio en Rochester la incidencia de fraciuras
fue de 7.3/10000 personas on varones por ane v de 1457
10000} persohas en mujeres por afio. ™
En nucstro pais son muy escasos los informes epidemio-
](‘miun de fracturas de la columna vertcbral por osteoporo-
siz* y lamayoria de la informacidn disponible estd relacio-

nada con pacientes hospitalizados, que presentan {racluras
osteoporticas de cadera y estos estudios se han hecho
debido a que es mds fdeil wWennficar la poblacidn a estu-
diar, -

Nuesterrreporte por tratarse de una poblacion abierta, en
dunde se descunoce cualquicrantecedente de patolegia gque
pudiera estar relacionady con La pérdida de calcio, hipogo-
nadismo, oalorectomia, menapausia EmMprana o aspeelas
goenéticos. no se hard ningdn comentario o conclusion en
relacicin eon aspectas clinicos.

La cavsa de muerwe ded grupo estudiada fue por muente
sibita, debido principalmente a traumatismuos crineo
enceldlicos, heridas por proyectil de arma de luego, infactu
ded miocardio, pancreatitis aguda e intoxicacion aleohdlica.

L B

Fig. 6a. Corta franlal de una vértebra L3 normal en dende se sefialan las mediciones de las trabdeolas horizonatales y verica.es,
efactuadas con un analizador de imégenes en una mujer de 31 afios. Bl espesor rabecular promedio fue de 222 1 micras.

Flg. 6b. Corte frontal dg una virlehira L3 en wardn de 52 afios con asteopenia con adelgasamiento de las kabdeulas y aumenta dal
famano de los espacios madulares. Bl capesar rabeculas premedio fus de 185.5 micras

WoLUNMEN 68, Mary [098
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#

Fig- 7a. Corle fronlal de gna vériebra L3 con oslcoporasis en una mujer de 48 anos en donde se puede ver &l
pdelgaramionty oxligems de 'as frabaculas norizantales y verticales con aumento de |os espacios medulares. El espesar

lrabiesular promodio fue ce 143.5 micras

b

Ca e
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Flg. 7h. Corle frontal de una vértekra LI con osteoparssis en una 7ona cercana al panoshic del misma caso antarior. Notese la pérdida
trabecular y & incrementa de espacios medularas v la discontinuided de las rabeculas terminando en forma libra (B

En la literatura existen dos rabgjos electuados en vérte-
bras lumbares, In cual nos permitird hacer algunas compa-
ruciones. Mosekilde™ midié 1as trabéculas de la tercera
lumbar, encontrando gue las trabéeulas horizoniales se
adelgazan paulatinamente de acuerdo con la edad, sin
mencionar sus caracter(sticas en relacion a grupos de edad.
Grote™ informd una pérdida del volumen dsco de laregidn
lumbar hasta 53% en individuos entre 30y 80 afios mientras
que laregidn woricicadisminuia 419 y en laregion cervical
era de 24%.
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En nuestrocsiudioencontramos que el espesor trabecular
promedio medido ¢n micrémeteos disminuyd 45% en ¢l
grupo de mujeres que presentaban osteoporosis con edades
comprendidas enire los 45 y 72 afios y que en ¢l vardn la
pérdida de espesor fuc de un 25% entre los 47 v 62 afios. La
importancia de estos cambios en la microarguitectura
trabecular horizontal, hace que ¢l sestén de las trabéculas
verticales prerda resistencia, ademds de que cuando las
trabéculas se plerden, los espacios medulares se hacen
mayores ¥ la pérdida de estas trabéculas no se vuelven a
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Tabla 2.

Corrslacidn del espesor rabecular promedio y densidad
mineral Gsea en mujares.

Tabla 4.

Correlacion del espesor trabecular prormedia y densi-
dad mineral dsea en hombres,

Edad Espasar OMO Edad Espesor DMO
trabecular {glcm2) trabecular {glema)
promedio promeadio
{umd furm

3 2221 114N 28 248.7 1.063 N

45 126.3 G733 0P 48 248.7 1.248 /N

48 1435 0.618 /0P 47 186.4 0.614 fOP

fts3 154.2 0.288 jOF B2 iB5.5 0.868 rOPM

7z 1562 0.825 jOF

DMO = Densidad Mineral Ogea
W = Niprrmal

QPN = Csteopenia

OF = Osteoporosis.

recuperar. En condiciones normales todas las trabéculas
son bechas por el proceso de osificacion endocondral, de
estamanera trabéculas nuevas no pueden aparecer después de
unafusién aexcepciénde ciertas patologlas como laenferme-
dad de Paget que da lugar 1a formacién de 1ejido dseo dentro
de la cavidad medular.

El inayor probletna pata efecluar un andlisis de las
1rabéculas hotizonlales ¥ verticales es el poder obtener un
corte delgado del cuerpo vertebral. En nuestro trabajo se
hizo un corte de laL3 incluyendo periostio, hueso cortical
y trabecular con un espesor no mayor de 3 mm. Al efectuar
el andlisis de las trabéculas se pudo determinar que existian
dos zonas en donde las trabéculas se adelgazaban o se
perdian por desgaste, estas zonas se localizaron en lz parte
central o bien cerca del periostic como se muestrasn laFig,
(5b). La pérdida de las trabéculas horizonatales y persisten-
ciadelas verticales, es lo que hace que el radidlogo informe
trabeculacion aumentada y ésto se explica porgue la vérte-
bra ha perdido densidad y el radiélogo s6lo percibe lineas
verticales.

En este estudio se encontrd que entre mujeres de 30 y 40
afios la densidad Gsea estaba disminuida y se presentaron
camnbios con trabeculacidn aumentada. Consideramos que
estos cambios estin ocurriendo en una edad més temprana
de acuerdo & io publicadoenlaliteratura,”* Laexplicacidn
puede ser que estas mujeres por ser de estrato socicecond-
mico bajo, su ingesta de calcio en su nifiez y pubertad haya
sido muy baja o bien puede estar relacionada con aspectos
étnicos 0 que se haya presentado una menopausia temprana.

Enlaliteratura s¢ hamencionado que existen otros ionesque
intervienen en la masa dsea® Se ha demostrado una estrecha
relacidn entre potasio, megnesio, vitaminac y fibra vegetal. La
vitamina ¢ interviene en |2 hidroxilacisn de la coldgena y el
magnesio juega un papel imporiante en la estabilizacidn del
fosfato de calcio amorfo. En nuestro rabajo encontramos que
£l magnesio fue determinado ¢n siete CAS0S por Tayos X y
microscopia electrnica de barrido y en nueve casos no se
detectd, En teotia suponemos que las areas estudiadas al azar
en laque no habla magnesic, se debid aque éste se encontraba
por abajo del umbral para el cual estd calibradoel equipo, esto
noquiere decir que el idn esté susents y paraque sea detectado
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por el aparato se requiere una cantidad minma deverminada.
Los elementos que se pueden detecar por andlisis de rayos x
con un microscopio de barrido debe ser por arriba de G.3% ¥
esle seraun andlisis semicuantitativo ¥ en un mapeo general el
andlisis serd cualitativo.

Wachman y Bernstein*? proponen que en el adulto existe
una horneostasis dcido bdsica en ¢l esqueleto, y que la
osteoporosis en parte pusda deberse a una movitizacidn de
las sales del esqueleta para balancear los &cidos endégenos,

Estudios de hueso invitro mencionan que a acidificacidn
extracelular incrementa la actividad de los esteoclastos
{células gue intervienen en 1a resorcidn 6sea) ¢ inhiben la
actividad de 1os osteoblastos (células que intevienen en la
formacion dsea).™

La densidad dsea se ha considerade un pardmetro bien
validado, para conocer los I{mites entre ostecpenia y osteo-
porosis, ennuestroestudio larelacién gfom?® de hidroxiapatita
estuvo dentre de los limites normales, en un caso en el
grupo de mujeres ¥ cuatto en hombres. Dentro de la
osteopenia se encontraron a Cinco varones y ires mujeres y
con osteoporosis cuatro mujeres ¥ cinco hombres. En este
iiltimo grupees importante sefialarla presenciade osteopenia
y osteoporosis en verones jdvenes. En la literatura se ha
publicado que ¢l grado de osteoporosis en hombres con
edades entre 40 ¥ 53 afios es minima, sin embargo en este
trabajo se encontrd que el vardn puede presentar osteopo-
rosis en edades mis tempranas, si existen antecedentes de
alcoholismo y tabaquismo.

En la literatura se ha informado gue la asociacion de
alcohol, reduce notablemente los indices de formacién de
bueso, disminuyendo la densidad dsea. Spencer™ en su
trabajo informaque 1os varones que tienen antecedentes de
alcoholismo desde su juveniud, presentan osteoporosis
amtes de que se presente una cirrosis. Los trabajos de Bikle
y col.” efectuados en ocho pacientes alcohslicos sin ningu-
na patologla asociada come hipogonadisme, tratamiento
con esteroides, hipercalciuria, encontré en sicte de ellos
que la densidad de las vértebras estaban por lo menos una
desviacién estdndar por debajo de lo normal y en sus
observaciones encontrd una pérdida desproporcionada del
hueso cortical.
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Es bien conocido que la ingesta de alcohol inhibe el
transporte de calcio asi como la emodelacion del hueso.
Las trabajos de Rico™ pudieron demostrar que los niveles
de osteocalcina son suprimidos durante una intoxicacién
aguda de alcohol y que la osieocalcina se encuentra en
nivelas bajos en personas con alcoholismo crénica, actuan-
do el alcohol en forma dirscta en la actividad osteobldstica.

Datos histomoifométricos sugieren que el alcobol suprime
la formacién de hueso e inctemnenta la resorcidn dsea. Existe
la hipdtesis de que tante la ostecblastogénesis y la
oslcoclastogénesis pueden ser afectados en forma directa por
el alcohol . Los casos informados con osteopenia y osteopo-
rosis en este estudio son personas en la sepunda década de su
vida y no podemos descartar que los cambios dseos pueden
tenct un origen idiopdtico.

Enlas cheervacionesefectuadas con microscopioelectonico
de harride para la localizacidn puntual del calcio se enconis
en una persona normal que la distribucion de los iones de
calcioeradensa y homogénea, sin embargo cuando el anilisis
seefectuden una persona con osteoporosis donde La densidad
ésea estaba disminuida con cambios degenerativos ¥ con
evidenciade fractura, s¢ observo que en ¢l sitio de la probable
fraciura, se apreciaba una zonainegular que semejabaun callo
dse0 v en este mismo sitio 1a localizacién puntual de iones de
valcio era densa comparada con las trabéculas y ofras dreas en
donde se apreciaba disminucidn de eslos iones.

Esta tecnologia puede ser muy valiosa y comparativa con el
densitimetro, siempre y cuando se efectuars un andlists com-
pletode wodo el cuerpo veriebral, sin embargo, un estudic total
requiere més de 20horas detrabajo y es costoso. Esimportants
mencionar que existen otras metodologias para la determina-
cién de elementos que constituyen la materia orgénica para
determinar T cantidad woal de calcio en un cuerpo vertebral
come son; latécnica de espectroscopia de absorcion atdmica®
o bien la 1écnica de digestion con horno de microendas.™

La necesidad de conocer los riesgos de una osteopenia y
osteoporosis en una poblacidn abierta del Distrito Federal nos
permiti6 confinmnar la importancia que tiche CONOCEr ASpEctos
étmicos y mutricionales en personas de estralo socicecondmico
bajoy poder compararlos con ofros trabajos de paises desarro-
llados. En la literatura existe una investigacion realizada en
una poblacién americana mexicana,™ informado el autor que
laprevalenciade fracturas de colmmna vertebral eramenor que
en laraza blanca. Estos resultados llaman la atencidn, porque
en nuestro trahajo la osteopenia y/o osteoporosis se presentd
eh persenas més jévenes de lo publicado en la lileratura,
probablemente este haflazgo puede estar relacionado con
aspecios nutricionales, Stnicos y grados de actividad fisica.
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Apoptosis y degradacién de matriz extracelular
en corioamnios durante ¢l trabajo de parto y en la

ruptura prematura de membranas.

DR. FELIPE VADILLO ORTEGA, DR. FABIAN ARECHEVALETA,
DR. JORGE BELTRAN MONTOYA

RESUMEN

Antecedentes. Los mecanismos molecolares que conducen a Ia ruptura de las membranas
corioamnidticas durante el trabajo de parte invelucran a vn grupo de enzimas denominadas
metaloproteasas de matriz extracelular {MMP}, que se sobreexpresan en la ruptura
prematura de membranag (RPM), Uno de los miembros de esta familia de enzimas, Ia
colagenasa tipo IV de 92 kDa se induce selectivamente durante ambos eventos, Desconace-
mos los mecanismos regulatorios de la expresion de estas enzimas en el corioamnios.
Objetive. Determinar la presencia de fenémenos de muerie celular programada y expresién
de MMP-9 en el coricamnios humano durante el trabajo de parto normal y en la ruptura
prematura de membranas.

Material y Métodos: Se midié actividad gelatinolitica por zimografia en extractos de
memhbranas con: (1) trabajo de partg, (2) cesdrea ¥ {3) RPM. Se analizd fragmentacion del
DNA in sitte ¥ en DNA extraido de las mismas membranas. Por medio de histogquimica se
identificé MMP-9.

Resultados. Se observd aumento de actividad gelatinolitica en los extractos con RPM y
trabajo de parto, comparativamente con los de cesirea. En todasas muesiras se localizaron
células apoptéticas, sin embargo, fueron escasas, abundantes o muy abundantes en las
muestras de cesdrea, trabajo de partoy RPM, respectivamente. La fragmentacidn in situ fue
corroborada en las muestras de DNA extraido. La inmunohistoquimica mostrd positividad
para MMP-9 en las muestras provenientes de trabajo de parto ¥ de RPM, no asi en las de
cesireas. La inmunorreactividad de MMP-9 fue extensa en los casos de RPM y sélo se
encontrd en ¢élulas que se encontraban en muerte celular programada,

Conclusion, Los resultados nos permiten asociar la presencia simultdnea de muerts celutar
programada ¥ la expresidonfactividad de MMP-9 en el fenémeno de lisis ¢ ruptura de las
membranas fetales durante €l trabajo de parto normal y su sobreexpresion en los casos de
RPM. Estos dos fenémenos parecen ser secuenciales en el tiempo ya que sdlo aquellas células
que van hacia apoptosis inducen 1a expresion de la MMP-9,

fvadillo, O.F. y col. Apoptosis y degradacion de matriz extracelular en corioamnios durante el
trabajo del parto y en la rupticra prematura de membranas. Ginec Obst Mex 66; 202)
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Summary

Background: The molecular mechanisms of choricamniotics membranes rupture during
labor are relationated with a group of enzymes named metalloproteinases of extracellular
matrix {MMP), the production of these enzymes are elevated in premature ruptur of
membranes. The collagenase IV {molecular weigth 92 kDa} is induced in specyfic form during
both events. We unknown the regulatory mechanisins to these enzymes in the choricamnios.
Objetive: To determine the presence of apaptosis and expression of (MMP-} in human
choricamnios during the labor and premature of the fetal membranes.

Material a0d methods: The gel lyuis using zimography was determined in membranes of 1)
Labor, 2) Cesarean section, 3) PRM. The analysis of DNA fragmentation in situ and DNA of
the membranes was studied. Using immunochistochemistry techniques was identified MMP-9.
Results: It was observed increase of gel lysis in stracts with PRM and labor in comparation
with cesarean section, In all the specimens were found apoptotics cells, however, they were
scareces, abundants or very shundants in cesarean sectionspecimens, labor or PRM respectively.
The fragmentation in situ was confirmed in specimens of DNA. The immunchistochemistry
showed positively te MMP-9 in labor and PRM specimens, and not in cesarean section
specimens. The MMP-% immunorreactivity was extensive in PRM and only was found
apuoptosis,

Conclusions: The results demostrate that apoptosis and expression-activity of MMP-9 can be
associated to membranes rupture during labor and 1ysis, the same explanation may be true for
the increased expression of MMP-9 in PRM both phenomena seems to have a sequence.
{Vadillo, D.T. el al: Apoptosis and degradation exiracelular matrix in charinamnios during labor

artd prematire membranes rupture Gine Qbst Mex 66: 202}

Las membranas felales o coricamnios son tejidos cuya
funcidnmds gencral es mantener aislado al productoduran-
tc la gestacidn, sin embargo, desempedan funciones poco
comprendidas ¥ que incluyen la sintesis del liquido
ammnidnteo, el inicio del trabajo de parto, mantenimiento de
la tolerancia inmunoldgica al productn, secrecidn de hor-
monas, neuropéptidos, citocinas, ote'. Las membranas
letales se maniienen fntegras y funcionales hasta las prime-
ras {ases del trabajo de parto normal pero, en hastael 17%
de todos los embararos, pueden sufrir ruptura espontédnca
en ausencia de trabajo de parto y en forma previa al término
de la gestacidn, condicién patoldgica del embarazo que se
denomina ruptura prematura de membranas (REM)?. Las
explicaciones que se han dado para entender la causa de la
RPM son ain insatisfactorias y se manifiestan de modo
claro cn la ausencia de medidas médicas preventivas yfo
terapéuticas.

Diferentes estudios han sefialado defectos mecinicos en
las membranas fetales que se rompen de modo prematuro
¥ dado que la fuerza tensil de estos tejidos reside en la alta
proporcién de tejido conectivo que contienen, la investiga-
¢i6n de los mecanisiios de estaenfermedad se ha orientado
al estudio de defectos en la mamiz extracelular que sostiene
mecinicamente al corioamnios se debilita por accién de un
grupo de enzimas denominadas metaloproteasas de maltriz
extracelular (MMP), las cuales funcionan como mediado-
ras fisioldgicas de 1a degradacién del wejido conectivo’. La
caracterizacion de este sisterna enzimdtic o enel coricamnios
ha permitido identificar la expresicn selectiva de la colage-
nasa lipo IV de 92 kDa (MMP-9) durante ¢l trabajo de parto
normal y su sobreexpresion en la RFM*, En consonancia
con ¢stos hallazgos, otros grupos han informado la apari-
cidn de fendmenos de destruccidn tisular en la membrana
fctal durante ¢l trabajo de parto. Asi, en un modelo en tatas
sc ha mostrado estrecha relacidn entre la degradacidn de la
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matriz extracelular coincidente con la activacidn de muerte
celular programada (apoptosis) en el corioamnios durante
el trabajo de parto®.

En este trabajo se pretende determinar la asociacicn
temporal entre la expresién de la MMP-9 ¥ 1a presencia de
apoptosis en membranas corigamnidticas humanas durante
¢l trabajo de parte y con RPM.

MaTERIAL ¥ METODOS

Tejidos,

Se colectaron membranas fetales de embarazos a término,
con RPM v de embarazos a término con indicacion de
cesdrea, sin lrabajo de parte. Un fragmenio de cada mem-
brana fue fijado en solucién de formalina (formol al 10%¢en
solucidn amorliguadora de fosfatos) para realizar los estu-
dios de inmunohistoquimica y la deteccién de fragmenta-
cidn DNA in situ. Otros fragmentos se congelaron a-70°C
en solucian amortiguadora de fosfatos para la extraccidn de
MMF y DNA. S¢ separaron manualmente ¢l corion ¥ ¢l
amnios para scr procesados individualmente.

Preparacidn de los extractos de corion y amnios.

Se homogeneizaron de 1 a 2 g de amnios y corion por
separado en dos vohimenes de Tros 50 mM pH 7.4, gue
contenfa NaCl 0.15 M y CaCl, 100 mM de acuerdo al
método de Woessner y Taplin®. Laconcentracion de protef-
nas de los homogeneizados se cuantificd de acuerdo al
método de Bradford®.

Extraccion de DNA.de corion y ammios,

Se utihizé DNAzol (Gibeo, BRL, Bethesda, U.5.A.) de
acuerdo al método descrito por Cox®, el cual consiste en
homogeneizar 30 mg de tejido en un m! de DNAzol,
seguido de incubacién a temperatura ambiente durante 10
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minutos ¥ centrifugacién a 3.000 rpm para eliminar los
fragmentns grandes. EI DINA se precipitd con la adicion
de 0.5 rul de etanol al 100% por cada m] Je DNAzol v
centrifugacidn a 13,000 ¢ duranie cineo manwwos. Se
realizaron tres lavados con etanol al 704% y finalmente se
resuspendio en Trs 10 mM pH 7.5 con EDTA 1.0 mM.

Zimografia.

Sc corneron electroloresis en reles de poliacrilamida
-8SD% al 184 de acuerdo a la enjea de Laemmli™, con
cxeemeionde que se agregd Lihmefml de gelatinadurants
la polimenieacion. Se uihad un sistema con formato de
mini-gel {Bio-Rad, Richmond. CA).

Se aplicaron 10 g de las muestras a cada carril en
condicioncs no desnaturalizanies ¥ s¢ corrieron a L0 mA
constantes durante cuatrs horas, Los meles se lavaron con
Tritdm X- 100 durante 33 manutos para chiminar el SDS y
se incubaron durante 24 horas o 37°C en selucion de Toy
A0 mM plI 7.4 con NaCl (.15 M, CaCl, ZO0mM y azida de
sodio 0412%. AL finabtizar la incubacidn los geles se
tificron con azul de coomassic R-250. En cada corrida se
imcluyd un carrtl que conlenia marcadores de pesos
moleculares pretefiidos y MMP-Y puriticada con esuindar
(Gibew BRI, Bethesda, .5 ALY 1as bandas de actividad
fucron cuantilicadas por densiiomereia en un equipo
EagleEye (Stratagene, CA) y expresadas como actividad
roliliva,

Andlisis clectroforétice del DNA gendémico.

Las muesiras dc DNA obienido se analizacon enun gel de
agarosail 1|8 segiin el mérodode Risl", el cual consisus
en incubar durante 60 minutos 1 pg de DNA con 5 U de la
podimerasa Klenow y 0.5 aCi de “P-dCTP en solucién de
Tris IBmMpH 7.5 ¥ MgCl, 5 mM. Al linal de Taincubagion
se agresd EDTA 10 mM v Tos nucléotidos no incorporados
fueron removidos medianie tres precipitackones con acetato
de amanio 2.5 M ¢ isoprépanol. Finalmente el DNA mar-
cade se resuspendit en Tris-EDTA pH 7.3, Se corrieron
250 ng del DNA marcade en clectroforesis en gel de
agarosa al 1 8% durante dos horas a 75 ¥ constanles,
Después de secar et gel en papeles Whatman 3 MM, se
realizd autoradiografia.

Deteecidn inmunchistoquimica del DNA fragmentado
i site v la gelatinasa de 92 kl}a.

La deteccidn del DNA ragmeniadao in st se realizd de
acucrde al método deserito por Sgonc, en donde se
desparafinaron cortes de membranas segdn ¢l procedi-
miento esldndar. A estas preparaciones se les adiciond
JUTP-fluoresceinado en presencia de la deoxinucleondil
transferasa terminal por 30 minutos a 37°C. La deleccion
del dUTP se realizd medionte la adicién de un anticucrpo
conjugado, antlluoresceinu-peroxidasa, revelindose con
una solucidn de diamine benzidina. Una vee wiminada csia
fase secontnudeon ladeteceitn inmunchistoguimicade la

Figura 1.

Zimegratia de los extractos de memiranas ammicdicas y coridnicas de 1os lies grupos y su lrase denistornélrico. Las camles 1, 3,5y
7 corrasponden a extractos de membranas amricticas del grups du cesdarca, rakago do parlo y BPM respectivamentoe, Los 2,4, 6y 8
corresporden a las memtranas cordnicas dal grupo de cosdrga, frakajo de parg v RPM eeposivamenle. En esta Igurd so chears
sumenls dela aclivicad enzimatica correspondignta a la MMP-B en los carriles 5, 7y 8, sutrazo denstiomotrico mugstrs que e ol Sasa
del carril 5 la aclividad aumenta 2 veces mientras que en los carriles 7y & hasla tres vecos en comparacian con os carnlas 181 4,
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Fig. 1b
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Figura 2a

Figura 2c

Figura 2. Inmunchistoquimica de la. localizacior de nocleos
apopitlcos y MMP-9 en membranas fetales. {a) cesdrea 40w (b}
tratzaps do parto 10x, (c) RPM 10x v (dY RPM 43x. En esta fiqura se
obzorva ncramento de niciecs apoptdlicos ¥ de la enzima en las
mempranas con trabajo de partc v BPM ern camparasion con las
mempranas de cesarea. El ndmeg de células apoptdticas se
correlaciona directamente con el incremento en la expresidn dala
MRIP-S.

MMP-9 cn las mismas laminillas, wilizando el anticuerpo
Ab-110 (gentilmente donado por el Dr. William Stetler-
Stevenson, NIH), que reconoce la region inmediata al
domino de unidn con los metales de la MMP-9. La tincién
se realizé de acuerdo a la téenica del complepo aviding-
biotina-fosfatasa alcalina (Vactastain AP-ABC kit, Vecior,
Burlingame, CA). Las laminillas s¢ incubaron durante 20
minutos en presencia de sucro de cabraa 37°C. El anticuer-
po primario se adiciond s dilucidnde [ 1000y se incubd por
45 min a 37°C. Esta incubacidn fue seguida por una
segunda incubacién de 30 minutos con el conjugado
anticonejo-bictina y 30 minutos mds con ¢l complgjo
avidina-fosfatasaalealina. El revelado se reatiz6 utitizando
come sustrato fosfato de bremocloroindel y azul de
nitrotretrazolio.

Resultados

Al explorar la expresion de la MMP-9 cn las membranas
fetales por zimogralia, se confirmaron los hallazgos pre-

WEH.UMEN Db, Belavo 1998
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Figura 2d

vios*, en donde se observd incremento de la actividad
gnzimditica tante en el trabajo de partocome en la RPM. En
algunas muestras la actividad gelatinolitica fue mayor en el
arunios que encorien (Figura 1) La actividad de Ja banda
cortespondiente ala MMP-9 s¢ ineremento hasta tres veces
en los casos con RPM porarmibade los extriclos preparados
de membranas ohtenidas por cesdrea y hasta dos veces por
arriba de los extractos obtenides de muestras contrabajo de
parta. Un gel representativo de €510 €nsay0s ¥ su razo
densitoméinico correspondiente se presentan en la figura 1.
La identificacifin de apoptosis it sit con latéenica TUNEL
reveld que ¢l ammos e3 1a zona donde predotninan oflulas
positivas paraeste indicador de muerte celular programada.
La distribucidn de células positivas para apoptosis fue muy
diferente entre las distintos tepidos. Las membranas prove-
nienies de cesdreas programadas mostraron escasas células
positivas esparcidas a lo largo del amnios (Figura 2a). Las
membranas provenicnies de (rabajo de parto mostraron
zonas al estilo de “parches” que fucron intensamente positi-
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Apoptosia y degradacion de matnz extracelular

=
=

L

Figura 3.

g

Geles ge agarcsa dal DMA exiraldo de memioranas con trabajo de paria, cesaraa y REM. El panal{a} corresponcla al DMA da membranas
amnesieas mientras que el (o) correspands al corian. Les carriles 1y 2 coresponden al grupn detrabajo da parig, 3y 4 al te cesdraa.
Ry fala BPM y o 7 alos pesos moleculares. Enesta figura 2a cheerva aumanin de la fragmentazion del DA axtralde de amnios del
qrupa e trabajo de parto vy de la AP en compasacian con gl DA dal grupe da casdrea. En cuanlo al DA exiraido de corion se observa

que salo en el fratajo de parto v 1la RPM existe fragmentagion.

vas, que se afternaban con zonas en las que algunas células eran
pasitivas ¥ atras na (Figura 2b). El amnios proveniente de los
¢asos con RPM mostrd la reactividad mds intensa de los
analizados ¢ incluyd casi 12 totalidad del amnios y porciones
extensas del carion (Figura 2¢). TLa fragmentaciin de DNAen
las muesiras referidas arriba fueron confirmadas por
clectroforesis en geles de agarosa (Figura 3). La
inrmunodelecsidn de la MMP-9 revel§ patrones semejantes a
lus de apaptosis con nula reactividad intermedia en 1as mues-
tras provenicntes de cesdreas {Figura 22), reactividad interme-
dia en las muestras con trabajo de parto, en fas que selocalizé
en el exiroma {Figura 2b) y alta reactividad ¢n las mucstras de
casos con RPM, en las que se localizd tantoen elestromacomo
enelinterior de las células {Figum 2d). Lainmunorreactividad
wve cormelacion directa con los datos de simografia.

Comentario

El trahajo de parte humano resulta de laactvidad simultinea
de diferentes tgjidos coma el miometrio, el cérvix ¥ las
membranas felales, que funcionan acoplados yoen secuencia
durante el parto normal. Una de las fases del parto consisic en
la preparacidn de las membranas para su eventual ruptura
durante la salida del producto de la cavidad werina. Los
carnbios biogulmicos que eperan durante este periodo estin
dinigides a debilitar 1a Tuerea mecdnica del cerioamnios, cstos
mecanismos molecutares han sidodescritos recicniemente y
deseonoeemns 1a totalidad de los procesos regulatonios de su
expresidn. En este rabajo se presenta dos fendmenos que
patencialments contribuyen ala lisisde las membranas fetales
en ¢l parto nonmal y ¢n la RPM. Por un lado se demuestra la
induceidn de ruernte celular programada y la seerecion/activi-
dad de MMP-9 en coinaidencia con ¢l eventa de ruptura de
membranas normal ¥ anormal. Aunque en la RPM ambos
fendmenus parocen estar sobrexpresados en comparacion con
el trabajo de parto normal, la ausencia virtwal de apoptosis ¢
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inmunormreaclividad de MMP-9 en los tejidos de casos de
cesdred, en donde por definicion las membranas se encuentran
mtegras confirma laasociacidn de muerte celular programada
y coexpresicn de MMDP-9 s6lo en los casos en los que las
membranasseestin degradando. Laidentficacién simultdnea
de células en apoptosis e inmunomeactividad & MMP-9 en el
mismo tejido impone 1a necesidad definir cual es el evento
inicial. Ex sabido que la degradacicn de 1a matriz extracelular
induce apoptosis en algunas estirpes celulares’, lo.cual podria
establecer que la secreciin de MMP-9 precede a la induccidn
provenientes de los hallazgos en las membranas con cesdrea y
algunas zonas de las membranas provenientes de casos con
trabajode pacto cnlasque (uc posible demostrarmuc e celular
pragramada en ausencia Je reactividad a MMP-9, nos permite
suponer que la activacion de apeptosis precede a la induccitn
de enzimas que degradan matnz extracelular. En este sentido
podriamos incluir a las MMP dentro de la oleada de enzimas
proteocliticas inducidas durante la apoptosis, aunque habria
que resaltar que la MMP-Q seria la primera de esalistaque
ticne cleews liticos extacelulares. Asi, la sefial de inicio
de depradacion del corioamnios durante el trabajo de
parta o en la RPM, deberia ser un factor o factores que
inducen apoptosis, que entre otras manifestaciones inclu-
yc la seerecidn de metalopreteasas de matriz extracelular,
gue degradarian ¢l tejido conectivo de las membranas. En
conjunta, ambas procesos debherian dar por resultado final
disminucidn en la fuerza rensil de las membranas fetales,
que antelaactividad mecdnica de las contracciones uterinas
lerminaria en ruptura de normal o prematura.

Lasccuenciade eventas vy los mediadores que controlan
los procesos descrilos permanecen desconocidos, sinem-
kargo, ¢ aumento de ciertas citocinas como ¢l THNF-o
durante la fase final del embarazo o 1a RPM'**1o hace un
candidalo importante para iniciar alguno o ambos de los
Procesos.
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“Un nuevo parametro para evaluar la
luteinizacién prematura: la relacién molecular
preovulatoria entre las concentraciones séricas de
progesterona y estradiol”

DR. ALBERTO KABLY AMBE, DR. GERARDO MENDEZ ESPINOSA,
DR JESUS BARRON VALLEJO.

RESUMEN

El objetivo fue evaluar la relacidén molecular entre los niveles séricos preovulalorios de
progesterona (P) y estradiol (I1,) y determinar el efecio que tienen en los resultados obtenidos
con fertilizacién in vitro. Se estudiaron 62 parejas tratadas con ¢l procedimiento, fue estable-
cida Ia tasa molecular entre Py E, inmediatamente anies de administrar la gonadotropina
coridonica humana (hCG). La concentracién de P el dia de la aplicacion de hCG fue de 1,45 &
1.06 ng/mL, el valor de la relacidn P; E, fue 0,63 £ 0,L3(), S¢ observaran embarazos a partir de
tasas moleculares de 0,22, no hubo gestaciones con tasa > 1.02, Ne presentaron luteinizacién
prematura en relacion con las que no la tuviercon. En cuanto a la tasa de implantacion aunque
fue menor en pacientes con luteinizacion prematura, no hubo diferencia significativa con
pacientes que no la presentaren. Se concluye gue la relacion mediante fertilizacion in vitro. En
este trabajo como en otros reportes, la luteinizacion prematura ne tuvo cfecto sobre los
resultados reproductivos.

fKably, &.A. y col. Lin nueve pardmetro para evaluar ta hutetmizacion prematura; la relacion
molecular preovulatoria entre las concentraciones séricas de progesterona v estradiol. Ginee Obst
Mex 1998; 66 208

Palabras clave: Esterilidad, luteinizacion prematura, hiperestimulacion ovirica controlada,
fertilizacidn in vitro,

Summany

The vbhjective was to evaluate the molecular ratio between the serum levels of progesterone (P)
anid estradiol (E,} and to determine it's effect on the in vitro fertilization performance. Sixty
two couples were studicd, the molecular P: E, ratio was established the day of human chorionic
gonadotropin (hCG) inyection. The mean serum P concentration the day of hC'G administra.
tion 1.45 £ {50 ng/mL,, while the mean P: E, ratio was 0.63 £ 0. Pregnancies were observed
since molecular ration of (.22, no pregnancies were obtained if the molecular ratio was >1.02.
No significant difference was detected in the fertilization and pregnancy rates in the patients
who have or not premature luteinization. The implantation rate was low in patients with
premature luteinization, however, there was not significant difference with patients without
premature luteinization, In conclusion, the P: E, ratio surreounding 1.0 is desirable to obtain

Dlinica de Infertilidad, Endoscopia y Embarazo de Alto Ricsgo, Méxica, DK
Trabaje premiado, ler. lugar Investigacion clinica, Y11 Congrese Nacianal d2 Ginecologla y Obsiarricia, Quenélaco, Qro,
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addecuate results in in vitro fertilization programs. In this werk as others, the premature
luteinization do not have effect in the reproductive results.

{Kably, A.A. y col. A new parameter to evaluale the premature {uteinization: the preovalatory
molecular ratio between serum progesterone and estradiel. Gineco Obst Mex 1998; 66: 208)

Key words: Infertility, premature luteinization, controlled ovarian hyperstimuolation, In vitro

fertilization.

Tedricamente 1a luteinizacion prematura produce altsra-
ciones en lacalidad de los Gvulos'y los embriones as{ commo
en la receptividad endomeirial que pueden tener electo
nocivo sobre el prondstico reproductiva de los pacientes.
En la actualidad cxiste controversia sobre las posibles
consecuencias que tiene la elevacién prematura de los
niveles de hormona luteinizante en los resultados de los
programas de Reproduccidn Asistida'?,

Ante 1a aparente necesidad inhibir la luteinizacidn pre-
matura, la tasa de cancelacién € incremento al éxito de la
fertilizacién in vitro se haheche comiin el uso de agonistas
de GnRH. No obsiante, a pesar de la supresion hipefisaria
consecuente siempre s& observa una pequedia produccion
de progesterona en los dias que preceden a la administra-
cién de 1a gonadotropina coridnica humana (hCG). Algu-
nos autores han descrito un nivel ctitico de progesterona
> (1.9 ngfmL. {Factor de conversidn a 81 3. 18} para definir
a pacientes que tiene luteinizacidn prematura y este valor
empicza a considerarse tipico de esta situacién®t,

Aunqgue el mecanismo mediante el que la elevagidn
prematura de progesterona puede tener efecto adverso
sobre la fertilizacidn in vitro no se ha establecido, se
supone gue la liberacién precoz de la hormona por si
rustma puede reducir la duracidn de [a ventana de implan-
tacién. Los ciclos en donde se observa luteinizacidn
prematura son compatibles con la génesis de embriones de
buena calidad. Cuando estos embriones se congelan y
transfieren enciclos ulterioras, losresultadosreproductivos
son similares a los vistos con la transferencia de embrio-
nes obtenidos en ciclos en los que no hubo liberacién
prematura de LH, Esto apoya también el concepto de un
probable efecto deletéreo endometriat de la luteinizacidn
prematural?,

Por otra parte, se ha mencionado que los niveles
suprafisioldgicos de estradiol observados durante la hi-
perestimulacién ovdrica pueden también alterar la
receptividad endometrial. Este fendmeno se observa prin-
cipalmente en pacientes que ticnen una respuesta ovdrica
intensa a la induccidn de la ovulacitn®.

Es probable que por lo menos anivel sérico se tequiera
que las concentraciones de estradiol y progesterona guar-
den una relacién equilibrada, de (al manecra que laenorma
elevacién de estradiol antes de la aplicacidn de lahCG no
afecte 1a calidad del endometrio.

Hasta el momento actual no se han realizado wrabajos
que establezcan larelacidn “ideal” entre las dos hormonas
mencionadas en ¢l dia en que se induce la maduracidn
final de los Svulos en los programas de fertilizacidn in
vitre,

Este estudio clinico sc¢ disefio para establecer un limite
de corte de la relacion progestetona: estradiol (P E,) en &l

VoLuMen &6, Mavo 1998

qus s& observan resultados reproductives adecuados, esto
no temando en cuenta la definicidn “clisica™ de
luteinizacidn prematura. Es necesario aclarar que se esta-
blecerd una relacién sérica molécula-molécula ¥ no la
comparacién habitnal entre concentraciones absolutas de
las hormenas medidas en unidades de sistema métrico
decimal.

MATERIAL Y METODOS

El reporte comprende 1os ciclos de tratamiento efectuados
cnire el 1 de julic de 1995 al 31 de diciembre de 1994, Se
incluyen parcjas tratadas con fertilizacion in vitro con-
vencional (n1=62). Las fechas para la realizacion de cicles
de fertilizacidn in vitro se establecieren cada seis a oche
semanas. A las pacientes cuya menstruacién no coincidia
con los dias programados se les administré acetato de
noretistercna 10 mg/dia a partir de la fase ldtea media del
ciclo previo. El medicamento se suspendié los dias des-
pués de iniciar la supresidn hipofisaria.

Las pacientes que fueron tratadas mediante supresitn
hipofisaria con acetato de leuprolide. El medicamento se
inicid en la fase lGtea media del ciclo previo a la estimu-
lacién ovérica adosisde 1.0 mg/dia por via subcutinea. El
objetivo fue producir supresién de la funcién ovérica
(Estradiol sérico <20 pg/ml. Factor de conversién a SI
3.671). Una vez iniciada la estimulacién con gonadotro-
pinas de dosis fue disminuida a (.5 mg/dia. El andlogo de
(nRH se adminisitd hasta €i dia de la aplicacidn de la
gonadotropina coriénica humana (hCG).

Para evaluar el desarrollo folicular se realizé ultrasoni-
do transvaginal con transductor de 5.0 megaHertz (S8D-
1100%el diados del ciclo measirwal y se tomd una muesica
de estradiol sérico. 5i existié supresidn ovérica se inicid
e} protocolo de hiperestimulacién gue consistié ea la
aplicacidén de FSH pura (Urefolitropina) 300 Ulidia
durants tres dias y menotropinas 300 Ul/dia hasta el dia
siete del ciclo, A partit del dia ocho del cicle se efectuaron
exdmenes ultrasonograficos diarios y el estradiol también
se midid de manera cotidiana mediante inmunoandlisis
{Laboraterio bioMérieux sa. Lyon, Francia). La variacién
intra e interensayc de las determinaciones de estradiol fue
< 7.5% y < 9.5%, respectivamente. La dosis de
menotropinas se ajustd entonces de acuerdo alos resulta-
des del examen ultrasonogrifico y los niveles de estradicl
sérico. Las menotropinas se omitieron el dfa de la aplica-
cién de 1a hCG.

La meta del protocolo de hiperestmulacién ovdrica
controlada fue obtener un crecimiento folicular de 1-2
mmfdfa. Una vez que se observaron tres folfculos domi-
nantes con didmetro 216 mm; se administraron 10000 U1
de hCG.
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El dia de la aplicacidn de la hCG se midicron mediante
inmunoensayo los niveles de progesterona sérica (Labo-
ratorio Ciba-Corning. México, D.F.); variacién intra e
interensayo 11.9% y 13.3%, respectivamente.

La hCG fue omitida y el ciclo cancelado si la paciente
twve riesgo de desarrollar sindrome de hiperestimulacidn
ovérica (valeres de estradiol fueron mayores de 3500 pg/
mL. Faclor de conversidn a SI 3.671).

La captura ovular fue realizada bajo sedacitn. Se efec-
tué por via vaginal mediante guia ultrasonografica 36
horas después de aplicar la hCG. La transferencia de los
preembriones fue realizada a las 48 horas de haber prac-
ticado la captura de los dvulos.

A las pacientes quc lograron el embarazc se les realizé
suplemenlo de fase ldtea con progesterona 100 mgfl2
horas por via intramuscular, En caso de embatazo, ¢l
medicamento fue suspendido al completarse las 12 sema-
nas.

Paralos fincs del trabajo, se tomd en cuenta tinicamente
la existencia de embarazos el{nicos. Estos fueron defini-
dos como aquellos en los cuales la fraccidn beta de hCG
en suero fue positiva (25 mUI/mL. Factor de conversién
a 8L 1.0} {1* Estandard Internacional de refcrencia, 75/
53%7. Laberatorie Ciba-Coming. México, D.F.), cuya va-
riacidn intra e interensayo fue <5.0% y <8.5% respecliva-
mente, Ademds, de la deteccion de actividad cardfaca
fetal por medio de ultrasonografia transvaginal.

Para eslablecer la relacidn molecular entre progestero-
na y estradiol se usé la sigoiente férmula [Concentracion
sérica de progesterona {ng/mL) x 3180 {51 x 10°) - concen-
tracion sérica de estradiol (pg/mL) x 3.671] .La compara-
cién es estrictamente cuantitativa y toma en cuenta una
relacidn molécula-molécula a nivel sérico.

Parael anilisis estadistico, fue creada una base de datos
en un programa comercial para computadora D-Base para

Windows®, La evaluacion de los datos se efectud me-
diante pruebas de estadistica descriptiva, X® ¥ compara-
cidn de varianzas. El valor de P <0.03 fue considerado
estadisticamente significativo en todas las pruebas. Los
valores expresados representan promedio & desviacidn
standard a menos que se haga alpuna acotacién especial al
respecto.

RESULTADOS
Los datos demogrificos de las parejas incluidas en el
estudio pueden obscrvarse enla tabla 1.

Al evaluar el (ipo de esteriiidad sc obscrvé esterilidad
primaria y secundaria en 54.5% y 45.6% de los casos,
respctivamente.

La lesién tuboperitoneal continda siendo la indicacion
mas comin para realizar fertilizacién invitre (figura 17.
Dentro de las indicaciones complementarias (algunas
parejas tenfan dos miés causas de esterilidad) se menciona
Ia existencia de factor masculino; en estas circunstancias
los autores se refieren en pricticamente todos los casos a
pacientes con ausencia completa de células germinales.
En ellas la fertilizacién se ralizd con semen de donador
previamenue criopreservado.

Los exdmenes hormonales basales previos al procedi-
miento se tlusiranen latabla 2. Por otra parte, los valores
de estradio! sédco duranle el protocolo de estimulacidn
son presentadosen lafigura2 (en este caso especificolos
datos son mostrados como promedio £ error standard).

Las concentraciones de progesterona de todas las pacien-
tes estudiados el dfa de la administracion de la hCG fueron
de 1.45 £ 0.60 ngfmL (Factor de conversidn a 513.18). El
valor promedic de la relacidn molecular sérica progestero-
na: estradicl antes de inducir la maduracidn final de los
Gvulos fue de 0,63 £ 0.30 (valores referidos como melécu-
las de progesterona por cada melécula de estradiol}. Se

Tabla 1.
Catos demegraficos da las parejas.

Edad ds la Edad del Duracién de Pest (k) Talla {m) IMC
Paciente conyuge la ssterilidad {Kgm)
{afios) {ahos) {afos)
333144 JnBL57V 52+2% OV +£90 166+ 006 235+ 31
Figura 1.
Causas Principales Causas complementanas
oy
|
= Ancreulacian
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observaron embarazos con tasas meleculares a partic de
0.22 sin embargo, no hubo gestaciones cuando la relacidn
molecular entre las dos hormanas fue >1.02.

Se presentaron embarazos en pacientes que cumplieron
definicién clisica de luteinizacidén prematura, inclusive
hubo un ndmere similar de gestaciones en mujeres con
valores de progesterona precvulatoria <0.9 ngfmL (X?
P>0.05). No hubo diferencia significativa en los valores de
progesterona s4Tica en pacienies que presentarem
luteinizacidn prematura en relacidén con pacientes que no
tuvieron el mismo hallazgo endocrino {niveles de progeste-
ronade 1.3240.76 versus 0.75210.34, respectivamente). No
hubo diferencia significativa en le relacién molecular entre
las dos hormonas estudiadas al comparar las pacientes con
embarazos intra y extrautetinos (P=0.05).

Los resultados bisicos del laboratorio de pametos son
mostrados en la tabla 3. No hubo diferencia significativa en
las tasas de fertilizacidn de las pacientes con o sin
lutienizacidn prematura (Gato no mostrado).

La tasa global de implantacién fue de 18.5%. Aunque la
tasa de implantacién de las pacientes que tuvieron
lutginizacion prematura tendid a ser menor que las que no
la presentaron, no hubo diferencia estadisticamente signifi-
cativa al comparar ambos valores (21.6 + 2.36 versus 26.3

t 2.3, respectivamente). La tasa de embarazos ecidpicos
fue de 14.2%, tasa de aborto 28.5%.

En la fipura 3 se obseva la distribucién de los embarazos
de acuerdo ala causa del problema reproductive. La lesién
de la anatomia pélvica fue la coadicién en la cual el
proceditiento es mds eficiente.

COMENTARID
En este trabajo se mforman los resultados de 1a evaluacién
del estado hormonal de las pacientes tratadas mediants
fertilizacidn i vitro inmediatamente antes de administrar
la gonadotropina coridnica. Se utilizé una férmola que
convierte Jos valores expresados en unidades del sistemna
métrico decimal en nimere de moléculas presentes en un
volumen especifico de suero. Con 1a metodelogia anterior
s¢ efectud una relacidn estrictaments cuantitativa entre el
nimero de moléculas séricas de progesierona y estradiol
antes de que se observe el efecto luteinizante de 1a hCG.
La hiperestimulacidn evirica produce enormes cambios
en el ambiente endocrine de las pacientes tratadas en
métodos de Reproduccidn Asisitida. En el casodel estradiol
siempre s¢ alcanzan concentraciones que son
suprafisioldgicas. Aunque resulta controversial, se afirma
que las concentraciones elevadas de estradiol pueden afec-

Tabla 2.

Exdamenes hormonales basales.

FSH (mUimL) LH {muimiy

Estradiot (pa/mL

82x37 6247

589+ 380

Figura 2,
Valores de estradiol sericg

pg/mL
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Un nueva pardmatrs para ovaluar la lutcinizacion prematura

Tabla 3.

Resulladas del Laboratorio de Gametos.

Owulos obtenidos Owlos fettilizados

Tasa de fertilizacian

Preembriones transteridas

R S Sfiz34 EB.S+ 267 41+ 1.7
Figura 3.
[h=ibLcian de los embarazos de acuerdo & la causa de la esteriidad,

:‘:I 1 1 = NDmeal

tar Jas tasas de fecnlizacian ¢ implantacidn en las pacientes
tratadas con fertilizacidn in viere™™ En madelos animatles se
ha observadoque Ta hiperestimulacicn ovarica pugde redu-
cir la tasa de implantacidn de las preembriones, micntras
que en seres humanos los resultados son discordantes™ Y,

Los requerimientos precvulatorios de estradiol son rela-
tivamente hajos cuando se comparan con los observados
cuando se utilizan dosis elevadas de inductores de la
avilacidn, Adn ne se determina por qué los niveles eleva-
dus de estradiol pueden en algunas ncasiones tener efecta
nucivo subre ¢l endometrio, pero se ha establecido que los
valores superiores a 25300 pgfml. disminuyen de manera
significativa la posibilidad de implantacidn. Se ha mencio-
nado que este es un umbral endocrinoldgico por arriba del
cual la ventana y la capacidad de implanlacion se reducen
de mancra sighificativa®'™®.

Es posible que los niveles elevados de estradiol alteren la
fisiologia e histologia endometniales. Se ha visto que el uso
de inductores de la ovulacidn incrementa la frecuencia de
ciclos con endometrio asincronico cuanda se compara con
ciclos no estimulates™,

Lo més notorio de los reportes de la literatura que se
refieren al electo del hipeeestrogenismo sohre 1a fertiliza-
cidn in vitro es la discordancia en los resultados. Algo
simnilar sucede cuando se evaldael efecto de las concentra-
ciones precvulatorias de progestercena. Por gjemplo, este
reporte al igual que otros negaria alguna aceidn perjudicial
de la luteinizacién prematura sobre los resultados
reproductives,

212

La cvaluacidén del efccto de Ja LH ¥ progesterona en la
fertilicacitn i vitre al 1gual que cn ¢l caso del esiradiol
también ha sido eminentemente aislado. Hasta el momento
no s han hecho estudios que determinen el efecto sinerd-
nice de ambas hommonas sobre la Reproduccion Asistida,

Mas gue las concentraciones totales de estradiol o
pregesterona €s posible que la relacion entre ambas esta-
hlezca parcialmente la posibilidad de é€xite o fracaso de la
fertilizacidn in vitre, Ademds de los supuestos efectos de la
luteinizacion prematura sobre 1a calidad del dvulo y ¢l
preembridn hay gue tomar en cucnla la accrén de laproges-
terona a nivel del endometrio. Es bien sabido que la
hormonaretringe losefecios fisioldgicos y suprafisioldgices
del estradiol, En este sentido es también probable que se
necesite unac onceniracion sérica y principaimente endo-
metrial de progesterona que limite ¢l efecto nocivo de Jes
niveles elevados de estradiol sobre la capacidad y la venta-
na de implantacidn.

En este trabajo se obscrvd que la relacidn preovulatoria
sérica entre progesterena y estradiol ¢s alrededor de 1.0 en
pacientes gue logran el embarazo. Esto no quiere decir que
sea Ta concentracidn ideal, sino la méds aceptablemente
obscevada on condiciones de hiperestimulacidn ovérnca
controlada. Es necesario recordar que en un ciclo natural el
valor de la relacidn es aproximadamente de cinco molécu-
las de progesterona por cada molécula de estradiol sérico.

Las coneentraciones séricas de {as hormonas no delermi-
nan su accién bioldgica, sdélo son una forma prictica de
cstudiarla, los autores sugicren realizar una cvaluacidn
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exhaustiva de las relaciones moleculares entre hormonas
esteroideas en condiciones nommales y enciclos artificiales.
Mo obstante, &5 probable que la cuantificacion de recepto-
res estercides a nivel de endometric ¢ los ensayos bioldgi-
c0s sean mds utiles en este sentido.

Ya sea que se realicen determinaciones de relaciones
moleculares a niveles sérico o de receptores celulares, es
probable que se necesite determinar cuales son las condi-
ciones ideales engue las concentraciones suprafisioldgicas
de etradiol no tengan efecto nocivo sobre la receptividad
endometrial. Otro aspecto importante para evaluar en el
fururo &5 la hipdtesis mencionada por los autores, en €l
sentido que la progesterona precvulatoria pueda tener efec-
to restoctive sobre la accidn del estradiol. Quizds sea
necesario plantear nuevamente el conceptode luteinizacidn
prematura, y determinar exactamente cual es €l papel y
accion de las elevaciones precoces de progesterona.

Comocorolario se puede establecer que larelacién sérica
entre progasterona y esttadiol parece en parte detcrminar la
posibilidad de que una paciente logre el embatazo cuando
se realiza fertilizaciSn in vitro. La medicidn aislada de los
niveles absolutos de estradic] y progesterona has demosira-
do ser poco cenfiable en una gran cantidad de estudios ¥
debe de ser analizada profundamente.
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Donacién de ¢vulos: experiencia de tres afios en
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Monterrey.
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Resumen

Ohjetivo: Valorar las tasas de embarazo, nacidos vivos, indice de implantacién y tipo de donadora
en nuestro programa de Reproduceidn Asistida con donacion de dvalos.

Introduecidon. La donacion de dvulos es un pilar en la reproduccion asistida ya que nos aumenta
lus tusas de embarazos en pacientes con gusencia o disminucion de la funcién ovirica dando las
mismas oportunidades que Jas pacientes sin disfuncién ovirica.

Material ¥ métodos: Se incloyeron 98 procedimicntos de denacidn en pacientes receptoras de los
cuales fueron 87 FIV-TE y 11 GIFT entre marzo de 1994 y junio de 1997, Las subdividimos por
grupos de edad grupo 1: mencres de 30 anos, grupe 2: de 30 a 34 anos, grupo 3: de 38 a2 W afos y
grupo 4: de 40 niios y méds. Dividimos las donadoras enandnimas (72) ¥ conocidas {26) ¥ analizamos
resuitados.

Resultados: de tos 87 FIV-TE-D seobtuvieron 48 embarazos (55.17 % ) con 31 nacidos vivos(35.635%).
De los 11 procedimientos de GIFT-D hubo cinco embarazos y cinco recién nacidos vivos (45.45%).
Elindice de implantacion fue de 17.5 % para FIV-TE y 13.8 para GIFT. Delas donadorasandnimas
fueron 44 embarazos (61.11%} y de las conocidas 9 {34.61%).

Conclusiones: Nuestros resultados se encuentran dentro de los informados a nivel mundial
observando una diferencia muy significativa entre las tasas de embarazo con éwulos de donadoras
conocidas y andnimas por lo que se debe hacer especial énfasis en la seleccion adecuada de la
donadora conocida.

{Montemayor, G.R. y col: Donacidn de dvulos: experiencia de tres afios en el Centro de Ginecologia y
Obstetricia de Monterrey, Ginec Obst Mex 1998; 66:214)

Surinoary

Objetive: Evaluating the rate of pregnancies, neonates, implantation rate and kinds of donor in our
program Assisted Reproduction with cocyte donation.

Introduction: The oocyte donation is the most important support in assisted reproduction hecause
in patients with ovarian failure, offering the same oportunicty to female without ovarian alterations
to increase the rate of pregnancies.

Matcrial and methaods: 98 donor’s procedures were included in host patients; 87 were FIV-TE and
11 GIFT hetween march to june 1997, The patients were divided in age group: 1) <30 years, 2) 30
to M years, 3} 35 to39 years, 4) 240 years. The donors were divided in known (26) amd unknown
(72). The results were analysed.

Results: 48 pregnancies (55.17%) of the 87 FIV-TE-D group were obtained with 31 neonaies

Centro de Ginecnlogla y Obstetricia, Monterrey, N.IL.
Trabajo premisdu, 2do. lugar Investigacin elinicn, Y1 Congreso Nacional de Ginecologia y Obstetricia, Querétaro, Qro.
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The implantation rate was 17.5% to FIV.TE group and 13.8 to GIFT group. 44 (61.11%) pregnancies
were from unknown donors group and 9 (34.61 %) from known donors group.

Conclusions: Qur results are similars to others intermational reports, we have observed a little and
significative difference between pregnancy with cocytes from known donors and unknown donors; this
is the principal motive to be selective in the svitable known donor,

{Montemayor, G.R. et al: Qoeyte donation: three vedrs of experience in the Ginecology and Qbsterric Cerntter

af Manterrey. Ginec Obst Mex 1998 66: 214,

El descenso normal de la fertilidad humana en relacidn con
la edad de Jamuyger estd bien documentado tanto en el caso de
las pargjas fértiles como en ¢l las inféntiles. Los estudios
epidemioldgicos llevados acabo en pagientes que se some-
tzn a tratamientos de infertilidad ban demostrado que el
embarazo acumulativo y los indices de nacides vivos san
mnuy estables hasta 1oz 34-37 aiios. Después de esa edad se
observa un descenso'. Existe un debate en que si este
descenso en la fartilidad fermenina relacionado con la edad
depende principalmente del procese de envejecimiento del
vtero o del ovecito. La creciente incidencia de pérdidas
tempranas en el embarazo ¥ anonmalidades cromosémicas
del ovocito en mujeres mayores, s¢ ofrece como una eviden-
claque apoya lareduccion de la calidad bioldgica del ovecita
con la edad. Ademis el cambio de sentido de las tasas de
embarazo mas bajas, al igual que unas tasas de aborlo mas
altas, en pacientes de mus edad apoya fuerternenle esta
evidencia.

Existen otras posibilidades de disminucidn o pérdida dela
capacidad reproductora como Ja disminucidn del volumen
ovirico pot quimiotcrapia ¢ radioterapia, la extirpacion
quinficgica parcial o total ¥ ia falla ovidrica prematura™,

La donacién de ovocitos es una técnica de reproduccitn
asistida, en la cual, el gameto femenino s aponado por una
mujer distinta a la que reeibird ¢ste o el embridn resultante.

Laprimera gestacién obtenida mediante estatécnicafue en
1983 por Trounson y col y la primera gestacién a término en
1984 por Lutjen ¥ col en una mujer con falla ovdrica. La
relativa inaccesibilidad de los gametos femeninos y La difi-
cultad de 1a sincronizacidn entre ¢l proceso ovulatorio de la
donante y el desarrollo endometrial de la receptora produje-
roq un retrascde 99 afios en conseguir gestacidn con gameras
ferneninos donados con respecto a los masculinos®.

En 1987 Yovichy colintroducen con éxito la transferencia
whbirica de cigatos en donacidn de ovocitos y en 1988 Asch
¥ col la transferencia whiérica de gametos (GIFT). El mismo
afio fue también publicado el primer embarazo con cigotos
criopreservados’®?,

Actualmente la donazidn de ovecitos €5 una alternativa
de tratamienvo altamente eficiente debido al perfecciona-
miento en las técnicas de reproduccidn asisida, para el
mangjo de la infertilidad en la mujer con factor ovdrico.
Independientemente del diagnéstico. Las receptoras de
todas las edades experimenian rangos de nacimientos de
30-40 % por ciclo de transferencia; si a este porcentaje se
le suma la tasa acumulativa el rango de embarazo y naci-
mietito exceds ¢l 309% durants el cuarto ciclo de transferen-
cia'#, estas altas tasas de implantacisn y nacimiento vistas
adn en pacientes perimenopdusicas han hecho que durante
los dltimos afios se hayaincrementado el nimero de centros
de tratamiento de infertilidad que manejan donacidn de

VGLUMEN 66, MaYo 1998

ovocitos y asi mismo, que las indicaciones se hallan
expendido y s& hallaconvertido en un métado de tratamiento
mas comtin y mas aceptadot®12,

Es el objetivo de este estudio comparar los resultados del
indice de implantacién y nacidos vivos en nuesiro programa
de donacisn de Svulos en las diferentes edades, con los
publicados a nivel mundial y asi mismo, valorar otros
factores, como 2l diagndstico de la receptora y el lipo de
donadora.

MATERIALES Y METODOS

Se incluyeron e esle estudio todas las pacienies que ingresa-
ron al programa de reproduccién asistidas con donacién de
dvulos entre Marzo de 1994 y Junio de 1997 en el Instituto
Para el Estudio de la Concepeidn Humana del Centro de
Giencologla y Obstetricia de Monterrey.

Metodologia del reemplazo hormonal de estrégenos y de
estimulaclén ovérica. )

a} Protocolo de reemplazo hormonal en las receptoras:
Se utilizd un agonista de la Hormena Liberadora de Gonado-
tropina (a-GnRH) en pacientes con funcidn ovérica, inician-
do seis dlas antes del ciclo de reemplazo hormonal para la
transferencia.

En las pacientes sin funcidn ovdrica se realizé un ciclo
menstrual con honmonales combinados previo al protocole
de reemplazo bormonal y no se utilizd a-GnRH.

Para el reemplazo hormonal se utilizé valeraniato de
estradiol 2 mg diarios por via oral del dia 2 al 4 del ciclo, 4
mg del dfa 52l 7, 6 mg del dfa 8 al 10, contindandocon 6 a
8 mg diarios de acuerdo a la respuesta obtenida en cl
endometrio. Esta respussta fue valorada por ultrasorido
trasvaginzl (Hltachi EUB-315 Transductor de 5.0 Mhz) v
monitorizacidn sérica de estadiol a partir del dia 8 del
cicla. El abjetivo fue lograr un endometro mayor de 8 mm
y trilaminar, con un estradiol sérice mayor de 300 pg/dl.

En las receptoras se utilizd un agonista de la Hormona
Liberadora de Gonadotropina (a-GnRH) en pacientes con
funcién ovirica, iniciando seis dias antes del ciclo de
reemplazo hormonal para ta transferencia.

En las pacientes sin funcidn ovirica se realizé un cicle
mensirual con hormonales combinados previo al protoce-
le de reemplaze hormenal ¥ no se wiilizd a-GnRH.

b) Protocolo de estimulacién.

Las donadoras se dividieron en dos grupos, las andnimas
¥ las conocidas por las receptoras, analizando ¢l porcen-
taje de embaraze en cada grupo. En la estimulacidn
ovirica de las donadoras se utilizé el protocolo interme-
dio con a-GnRH y menotropinas hipofisarias iniciando el
segundeo dia del ciclo de estimulacién.
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Donacién de dvulos: expeniencia de lres anos

Se realizd monitorizacién del crecimiento y desarrollo
folicular por ultrasonido vaginal, considerando madurez
folicular un didmetro superior a 16 mm y un estradiol sérico
de 250 a 300 pgfdl por foliculo.

Se aplicd Gonadotropina Coridnica Humana 10,000 UI
por via intramuscular en dosis dnicael dia 12 0 13 del eiclo
{de acuerdo a la madurez folicular) y 36 horas después se
realizd aspiracidn folicular por via trasvaginal guiada por
ultrasonido, con una aguja de aspiracién de Asch (Echotip
Asch Aspiration needle set 17 35 cineon lubo de suceion de
la casa Cook Og/Gyn USA).

Se inseming con una concentracidn de espermatozoides
de 30 a 200,000 espermatozoides por Ovuln con
precapacitacién previz en tople gradiente de Percoll, se
valord fertilizacidn a las 24 h v a las 48 h. En la valoracidn
de Tos preembriones a las 48 horas ds inseminados se
realiza la seleccién de los que serdn transferidos a la
cavidad uterina ¥ los que scrén criopreservados.

La transferencia embrionaria se realiza con un catéler
de Frydman (Frydman catheter for embryo transfer de la
casa comercial Laboratorio cod, Paris Francia). En los
procedimientos de GIFT, los dvulos se inseminaron con la
misma concentracidn de espermatozoides, transfiriéndo-
ge a trompa de falopie con un catéter de Marrs (Marrs
GIFT catheter 5 Fr 30 cmns de |a casa comericial Cook b/
Ciyn USA).

Se suplementd con progesterona intramuscular (100 mg
IM de solucion oleosa ) iniciindo el d{a de la aspiracitn de
la donadora y continuando hasta el dia 14 postransferencia
en que se realizd fraceidn beta cuantitativa de HOG sérica
continvando por 80 dias si el resultado fue positive.

La terapia de reemplazo estrogénico, contintia también
por un lapsc de 80 dias si el resultado fue positivo.

Cuando la Fraccidn Beta séricaresulté positiva, el emba-
razo se monitorizé hasta corroborar el embaraze clinico
{visualizacidn del saco gestacional con actividad cardiaca
fetal} y posteriormente ¢l control prenatal se manejé en
forma acostumbrada.

En esie estudio se incluyeron 98 procedimientos de
donacidn en pacientes receptoras del programa de repro-
duceién asistida del Instituto Para el Estudio de la Concep-
ci6n Humana del Centre de Ginecelogia y Obstetricia de
Monterrey de Marzo de 1994 a Junic de 1997, De estas 98
pacientes fueron 87 de FIVTE y 11 de GIFT, subdividién-
dolas por grupos de edad: Grupo [: < de 30 afios, Grupo II:
de 30-34 afios. Grupo III: de 35 a 32 afios. Grupo [V: de 40
afios 0 mas.

De las donadoras, fueron 72 andnimas (73.49%) y 26
conocidas (26.5%), siendo generalmente hermanas de la
receptora.

Se analizaron el porcentaje de embarazos, los recién
nacidos vivos, indice de implantacién y el ripo dedonadora.
El indice de implantacidn se obtuvo cen base en ¢l ndmero
de embrionss transferidos en cada grupo de pacientes y a
los sacos gestacionales observados por ultrasonide
trasvaginal (No, saces gestacionales X 10OV No, embriones
transferidos}. El andlisis estadfstico fue el de miltiplos de
la media y porcentual.

Las donadoras en nuestro programa son generalmente
menores de 30 afios y siempre menores de 35, de preferen-
ciacon Fertilidad probada, sanas, sin antecedentes de enfer-
medades genéticas y estables psicolégica y emocionalmente,

La seleccién de las candidatas a donacion de dvulos se
{levi a cabo bajo los siguientes puntos y en esa secuen-
cia.

A) Contacto inicial: Realizado por el médico encargado
del programa de donacidn y es para proporcionar la
imformacicn detallada sobre el procedimiento, o que esla
reproduccién asistida, el protocle de estimulacidn ovirica
y la aspiracién folicular y los ricsgos potenciales de estos
procedimientos.

B) Valoracién médicar Se realiza el mismo dia del
contacto inical ¢ incluye un examen médico inegral, desde
una historia ¢linica completa, hasta un examen ginscolsgi-
c0 ¥ un ultrasonicdo trasvaginal, para la valoracion de dtero
¥ anexos,

C) Valoracitn psicolégica: Es aplicada por una Licencia-
daen Psicologia con especialidad en el manejo de pargjas
con esterilidad en pregramas de reproduccién asistida y se
lleva a cabo mediante una entrevista personal donde se
investiga el drea reproductiva, el estada mental, Ia historia
sexual, la relaci6n de pateja, la relacidn familiar, el nivel
cultural y 1a influencia religiosa de ladonadera. Asi misme
se realiza una evaluacidn de la personalidad a través del
inventario multifacético de 1a personalidad (MMPI) y se
evalia el estado de ansiedad ubilizando ] inventario de
ansizdad rango-estado (IDARE}

D) Valoracién genética: Realizada por un genetista v
enfocada principalmente a la exploracién del drbol
genealdgico v a la valoracién de malformaciones menores
gue pudieran orientar a la presencia de sindromes
subclinicos.

E) Valoracién de laboratorio: Los exdmenes de laborato-
rio que se practican a la donadora, incluyen los de rutina
como hiometrfa hemética, quimica sangulnea, grupo vy RH
y general de orina, asi como pruebas especiales guiadas
principalmente al diagdstico de enfermedades infecto-con-
tagiosas, como pruchas de funcionamiento hepético, Anti-
cuerpos antihepatitis, VIH, VDRL y otros.

Tabla No. 1.
Resultados globalas de embarazo e indica de implantacicn en procedimiantos de donacian de
Svulos,
Procedimisnto Casos Embarazos % R.H. Wiwas % Implantacisn
FIVTE-D 87 48 5517 Kl A6 17.6
GIFT-D 11 5 45.45 g 4545 136
TOTAL g8 53 54.08 367 357 15.7
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Tabia No, 2
Resultados de embarazos, recién nacidos e indice de implantacidn por grupe de edad en
FIVTE-D.
Edad Casas Embarazas % RLN, vivos % Indice de
receptara Implaniacion
<30 g 4 50.00 4 50000 22.2
30-34 18 7 38.88 3 3333 111
35-38 # 20 64,51 11 35,48 18.0
40 y= 30 17 56.55 1 36.66 206
TOTAL &y 48 5517 ol 35,63 17.9
Tabla No. 3.

Resultados de embarazo, recién nacidos e indice de implantacién por grupos de edad en GIFT-D.

Edad Casos Emiarazas % RN, vivos % Indice de
Receptora Implantatitn
<30 1 0 0300 0 a 0
30-34 1 1 100 1 100 25
35-39 B 3 B0 3 60 22
W0y> 4 1 25 1 25 g3
Total 11 5 45,45 5 45 45 13.8
Tabla No. 4.
Comparacidn de porcentaje ds resultados de embarazo por grupos da dondotas andnimas y
conocidas.
Donadoras Casos % Embarazos %
Anonimas 2 73.46 44 81.11
Conocidas 2% 26,54 a 34 81
Total 98 100 53 54.08

Despuésde estos puntos de valotacidn, 1a paciente donadora

fue aceptada para ingresar a nuestro programa de reproduc-
cida asistida.

RESULTADOS

Entre Marzo de 1994 y junio de 1997 se realizaron un total
de 98 procedimientos de donacién de Svulos. De estos 98
procedimientos, 87 fueron de FIVIE y t1 de GIFT. De los
&7 procedimientos de FIVTE-D se obwvieron 4% embarazos
(35.17%), con 31 nacidos vivos (35.6%) v dos embarazas
queactualmente se encuentran a finales de! primer timestre.
Delos 11 procedimientos de GIFE-D hubo cinco embarazos
(45.45%) y cinco recien nacidos vivos. El fndice de implan-
wacién fue de 17.6% para FIVTE y 13:8% para GIFT. Delos
08 casos, hubo 53 embarazes (54%) con 36 nacidos vivos
{36.79) y dos que se encuentran en gestacién. (tabla 13,

Los resnltados por grnpo de edad son como sigue:
Fertilizacion in vitro: Grupo 1{< de 30 afios) fucron ocho
casos resultado cuatro embarazos (50%) y cuatro recién

nacidos vivos; el fndice de implantacidn fue de 22.2%. En
el grupo 1T (30-34 afios) 18 casos con siete embarazos

VoLumen 66, Mayo 1598

{38.88) ¥ seis recién nacidos vivos {33.33); el indice de
implantacién fue de 11.1%. En el gropo 3 (35-39 afios) 31
casos con 20t embarazos {64.51) ¥ 11 recién nacidos de
término (35.48) y un embarazo gemelar cursando el final
del primer trimestre; ¢l fndice de implantacidn fue de
18.0%. En &l grupo I'V-(40 o mdés afios) bubo 30 pacientes
y 17 embarazos clinicos (56.55%) con 11 recién nacidos de
términe (36.66%) y uno en evolucion; ef indice de implan-
tacidn en este grupo fue de 20.6%. En total de los 87
proczdimientos de FIVTE-D hubo 48 embarazos (55.17%)
con 31 recién nacidos vivos (35.63%) ¥ dos embarazos ¢n
evolucidn de tos cusles uno es gemelar; £l Indice de implan-
tacién fue de 17.9%. (tabla 2).

Transferencia intratubaria de gametos {GIFT): GrupoL: un
caso sin Jograrse embaraze, grupo IID un caso logrindose
embarazo con un saco gestacional y un recién nacido vivo
{100%); el fndice de implantacidn fue de 25%. En el grupo
{IThubo cinco pacientes, logrindose tres embarazes clinicos
(60%) con un indice de implantaci6n de 22.0%. En el grupo
IV fueron coatro pacientes, lograndose un embaraze (25%),
con un indice de implantacide de 8.3%. El total de procedi-
mientos de GIFT-D fueron 11, logrdndose cinco embarazos
con un {ndice de implantacién de 13.8%. (Tabla 3).
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De las 96 pacientes donadoras 72 fucron andnimas
(73.46%) de las cuales se embarazaron 44 (01.11%). Las
restantes 26 donadoras que fueron en su mayoria hermanas
de las receptoras se embarazaron 9(34.61%). {Tabla 4).

COMENTARIO

La donacidn de ovocitos es un modelo ideal pata estudiar
la implantacién v el embaraze humanoe debide a que se
separa por completa 12 calidad del embridn y la del dtero
receptor, A este respecto, diversos estudies sugieren que en
las pacientes de 30 a 50 ailos, el dtero humano no sufre
cambios sustanciales en lo gue respecta a itnplantacidn de
embriones y mantenimiento de esta implantacion' 2114, Asi
mismo, el grasor endometrial, los receptores de estradiol,
progesteronay la histologia endometrial, permanecen cons-
tantes desde la tercera a la sexta década de la vida'™". Sin
embargo, otros autores han subrayade que el envejecimien-
toendometrial es el principal factor responsable de las tasas
de embarazos decrecientes en humanos'? y se ha sugerido
¢l aumento en |a dosis de progesterona de 50 a 100 myg por
diaen pacientes de mas de 40 afios para mejorar 1a calidad
endometrial,

Las tasas de embarazo con donacida de ovocitos son
generalmente mas altas que las conseguidas por FIV-TE
convencicnal®. La mayoria de Los autores creen que las
tasas de embarazo en la donacién de ovocilos son tan
buenas debido a la ausencia de hiperestimulacidn endome-
trial ¥ a las minimas alteraciones debidas a la inferulidad
como causa de falla en la calidad ovular, por ejemplo, en
peientes con endotnetriosis pélvica ya sea leve o severa
(grade IV de AFS) se sabe que se encuentra alterado el
proceso y lacalidad ovulaloria e incluso el mismo ovocito,
cuando son receptoras de dvulos donados, € indice de
implantacidn y embarazo es similar a las pacientes sin
endometriosis pélvica, esto comprueba que la endomnetrio-
sis como tal no afecta el procesa de implantacifn, pero sila
ovulacién, ferilizacién y transporte de los gametos"™.

Muchos son las estudios que se han realizado reciente-
mente en relacidn con la receptividad endometrial, 1a cual
se puede disminuir por varias cavsas comouna luteinizacién
temprana ¢ uha baja respuesta a la terapia de reemplaze
hormonal con estrégenos, por o coal se ha investigado una
sustancia antiprogestina (RU486) que puede corregir la
luteinizacidn precoz del endometrio y mejorar la
receptividad aumentando las tasas de éxito de losciclos de
estimulacién ovirica, desgraciadamente, la aplicacién préc-
tica mas extendida actualmente de esta sustancia en los
paises Buropeos, es como abortivo, ya que por su alia
selectividad sobre los receptores de progesteronaen los que
funciona como antagonista, provoca en pocas horas el
colapsa vascular y glandular en todo ¢l endometrio provo-
cando desprendimiento del sitio de implantacién®.

Seestdn utilizando asi mismo los implantes subdérmicos
de estradiol de 100-250 g que s¢ colocan desde seis hasta
13 semanas antesde la donacion, principalmenie en pacien-
tes con baja respuesta en el crecimiento endometrial con el
uso de los esquemas habituales de reemplazo hormonal con
esta liberacidn subdérmica de estradiol se han observado
altas tasas de implantacidn y embarazo en gste tipo de
pacientes®.

218

Los niveles altos de progesterona en la donadora se han
visto relacionados con decremento en la calidad de los
ovecitos y los preembriones, lo cual disminuye jas tasas de
embarazo, por lo que se deberd poner especial énfasis en
medir 1os niveles séricos de progesterona ¢t dia de la
aplicaci6n de 1a HCG®.

La donacidn de Svulos a pesar de ser una aliemativa
excelente en reproduccidn asisiida come pilar fundamental
para el manejo de las pacientes con decremento o pérdida
de la Tuncidn ovirica, se ha estado utilizando en los dltimoes
tiempos, mas alli de los que pudiera ser naluralmente
aceptable, estando con esto sobrepasando los limites pro-
pios de 1a vida y aumentando los riesgos presentes y futures
tanto para una madre mayor de 30 afios, como para el
producto de ese embarazo, iniciando con los riesgos fisicos
de un embarazo a mayor edad y terminande con la dismi-
nucidn en las espectativas de calidad de padres que sc
ofrecen a ese nuevo individuo, €n fin, aumentando la
morhilidad-mortalidad materno-fetal a un grado que puede
Tlegar a ser ética, rmoral y médicamente no aceptable® 24,

La ética juega vn papel crucial en estos procedimientos y
debido a que existen varios tipos de donadoras (ocasiona-
les, relacionadas oconccidas de las receptoras, pacientes de
FIVTE y las profesienales), ¥ cada una tiene sus propias
molivaciones, resistencias, ventajas y desventajas, se han
formado comités que han analizado estos puntos ¥ han
llegado a la conclusidn de que deberd ser aceptada la dona-
cidn por su alta eficacia en sus resultados siempre ¥ cuando
no exista ningdn bpo de presidn hacia la donadora. La
remuneracién o pago, no es posible estandarizarlo y es muy
varizble, asi mismo se ha comprobado que los problemas
familiares en la donacidn de conocidas son maycres y con
mas repercusién que con las donadoras andnimas en el nifto
cuandosale ala luz el origende Ja donacidn, sin embarge los
diferentes comités de ética han concluido que aunque se
prefiere la donacién andnima, la decision final, deberdn
realizarla los futures padres™?" sin embarge ¢l costo-benefi-
cio para la pareja receptora es altamente satisfactorio, con la
ventajade que ne importa la edad, el diagndstico ai ¢l iempo
de esterilidad, observandose los mismos indices de embara-
z0 & implantacisn®=,

Otras aplicaciones ética y moralmenie aceplables, son las
pacientes portadoras de enfermedades genéticamente
trasmisibles y algunos sindromes como ¢s ¢n pacientes con
sindrome de Tumer en que s¢ tiene tasas altas de implanta-
¢idn, aungue también tasas altas de pérdidas tempranas por
anormalidades anatémicas ulerinas como hipoplasias y dite-
ros bicones o tabicados, relacionadas con este sindrome®.

Respecto a las donadoras es importante valorar que las
donadoras hermanas de una paciente con pobre respucsta
en cilcos previos de hiperestimulacitn ovérica, serd mala
candidata para la donacidn, ya que se han cbservado baja
tasa de embarazos, relacionada con baja recuperacién de
ovocitos™, ademas se ha demostrado que las pacientes
pobres respondedoras no se ven beneficiadas avn con altas
dosis de menotropinas en programa de reproducicn asistida
y si s¢ gleva mucho el costo del procedimiento™, situacién
que nosucede cuandose emplean donadoras andnimas para
este tipo de pacientes en que se infommean tasas altas de
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Tabla No. 5.
Experiencia can donacion de dvulos en E.U. ssgun la SART.

Ana Mo, Clinicas Embriaras Embarazos % Macimiontos %
Transferidos Clinicas

1987 7 &0 12 20 11 128

19940 a7 547 160 29 122 22

10494 163 2,758 1139 4 929 34

implantacidn y embarazo y esto s¢ mejora adn mas si s¢
tealiza transferencia de los preambriones donados en un
ciclo “Malurzl” de la receptora™.

En nuestro estudio, 1a diferencia encontrada en )as tasas
de embarazo entre las donadoras andnirmas y Jas conocidas,
fue altamente significativa, pues disminuye de un porcen-
tajc de embarazo de 61.1% on receptoras que recibicron
Gvulos de donadoras andnimas, hasia 34.6% en las gue lo
hicieron de donadoras conocidas, esto principalmenle se
debe a que las donadoras hermanas de las receptoras son
generaimente mujeres mayores de 30 afics, Gue aunque sus
perfiles hormonales de reserva ovular se mantengan en
limites normales, el microambiente interno del ovario y 1a
calidad de los ovecitos, no serd 1a dptima para un procese
de donacidn.

Por otra parte, los (ndices de implantacidén y embarazo
2n nuesita estudio estdn dentro de los rangas informados
a nivel mundial en este tipo de procedimeintos segiin ¢l
reporie mundial de Técnicas de Reproduccidn Asistida
(T.R.A.) preseittado en el X congreso Mundial de Repro-
duccién Asistida en Vancover Canadd en Mayo de 1997
en el que se informan 6.166 casos de donacidn en 1995 en
todo el mundo (FIVTE:141.150: GIFT:D,148:
ICS1:47,654), con tasas de recién nacidos vivos entre 3~
40%.

En ia actualidad, el mimero de clénicas de Reproduccidn
Asistida en todo el mundo se han incrementade y con ello
¢l manejo de donacion de dvulos a ido adguiriendo mayor
acepracidn por sus excelentes resultados. En México,
aunque no estdn adn bien formalizados los programas de
donacion de Svulos, ante el crecimients nacional en el
ndmero y calidad de este tipo de Centros de Reproduceitn
Humana se vislumbra un futuro mas concreto en este tipo
de técnica debido principalmente a! beneficio en las tasas
deembarazey atadisminucion del costo en la hiperestinu-
lacidn ovérica. En la tabla 5 la Sociedad Americana en
Téenicas de Reproduccidn Asistida {SART), muestra la
expetiencia que con donacién de dvulos se ha tenide en
Estados Unidos en los ditimos afios.

CONCLUSIONES
Podemos concluir que los procedimientos de donacidn de
6vulas son un pilar en los programas de reproduccisn
asistida y que ofrecen ¢l gran beneficio de mejorar el indice
de recien nacides vivos asi como la disminucidn de los
costos del ciclo de hiperestimulacidn.

En la actualidad hay mucho por investigar para mejorar
aln mas los fndices de implantacidn, como es 1a estructura
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y comportamicntoendometrial confos diferentesrégimenes
de manejo asi como tnejorar 1a calidad ovulat ¥ de los
preembriones.

Nuestros resultados se encuentran dentro de los porcen-
tajes informados anivel mundial tantcen fndice de implan-
tacién como ¢n tasas de cmbarazo y recien nacidos vivos.

Mo encontramos diferencia en el indice de implantacidn
y embarazo de acuerdo al tipo de procedimiento, edad y
diagnéstice pero se observS una disminucién significativa
enlastasas deembarazecuando el procedimiento se realizé
con dvulos provenientes de unadonaderaconocida o traida
a nuestro programa de reproduccidn por Ia receptora, esto
debido principalmente a que se trata de dondoras general-
mente mayores de 30 aiios y/e hermanas de pacientes con
diagndsnico de pobre respuesia ovdrica que se ha visio
rclacionada con disminucidn en la recuperacidn ovular,

Entonces, se deberd poner mas énfasis en el control de la
aceptacion de las donadoras Familiares de las receptoras,
para siendo estrictos en los criterios de inclusion poder
contribuit a mejorat el resultado final de auestros procedi-
mientos.
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