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RESUMEN

Objetivo: Determinar la asociacidén existente entre polimorfismos de la molécula CD14

y el desarrollo de vaginosis bacteriana en mujeres embarazadas.

Tipo de estudio: Prospectivo, transversal, comparativo y observacional.

Pacientes y método: Se estudiaron 73 pacientes embarazadas en el tercer trimestre:
34 mujeres con diagnostico de vaginosis bacteriana y 39 mujeres sin vaginosis
bacteriana. La determinacion de los polimorfismos se realizd mediante la técnica de

PCR-RFLP seguida del analisis electroforético en geles de agarosa.

Resultados: Los grupos de estudio y control presentaron caracteristicas demograficas
similares entre ellos. La distribucion de ambos polimorfismos en nuestra poblacion
cumplié con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Las frecuencias de ambos polimorfismos
en las pacientes que presentaron vaginosis bacteriana y los controles mostraron

diferencias estadisticas significativas.
Conclusién: La presencia de polimorfismos en el promotor de la molécula CD14 se
asocia e incrementa el riesgo relativo a desarrollar vaginosis bacteriana en mujeres

embarazadas.

Palabras clave: polimorfismo, CD 14 y vaginosis bacteriana.



INTRODUCCION

La vaginosis bacteriana (VB) se caracteriza microbiolégicamente por el reemplazo de la
flora vaginal normal, en donde el predominio de los lactobacilos se ve
considerablemente reducido y como consecuencia ocurre un incremento en Gardnerella
vaginalis, Ureaplasma urealyticum, Micoplasma hominis, Mobiluncus species, Prevotella
species y otros anaerobios. A pesar de que en la actualidad existen diversos estudios,
la causa de esta alteracidn microbiana aun permanece sin entenderse en su totalidad.
1-3

La prevalencia de la vaginosis bacteriana varia de 9 a 37% dependiendo de la
poblacion estudiada, especificamente en pacientes ginecologicas se presenta entre un
15 a 30%, mientras que en mujeres embarazadas es mayor del 50%. En cuanto a los
factores de riesgo podemos incluir el tabaquismo, el uso de dispositivo intrauterino,
nueva pareja sexual y la falta de uso del preservativo ademas de la administracion de

antibidticos de amplio espectro. #*

Estudios actuales relacionan a la VB con complicaciones en el embarazo tales
como el aborto espontaneo, la ruptura prematura de membranas corioamniéticas, el
parto pretérmino, la corioamnioitis, el bajo peso al nacer, la septicemia neonatal y la
infeccion puerperal (endometritis posparto y deciduitis poscesarea). 2° Asimismo, la VB
se ha vinculado con mayor susceptibilidad a las infecciones de transmision sexual
incluyendo al virus de inmunodeficiencia adquirida, ademas de enfermedad pélvica

inflamatoria, la celulitis de la ctpula vaginal posthisterectomia y la endometritis. **%°

La vaginosis bacteriana se caracteriza por no presentar lesiones aparentes ni
signos inflamatorios pero se manifiesta por cambios fisicoquimicos y bioquimicos de la
secrecion vaginal que incluyen cambio en el pH, aumento en la produccion de aminas y

flujo mal oliente.



El cambio de pH se debe principalmente a un metabolismo reducido de la glucosa a
acido lactico por la disminucion de los lactobacilos, mientras que el olor “mal oliente” es
consecuencia del incremento de aminas (metilamina, isobutilamina, putrecina,
cadaverina, histamina, tiramina, feniletlamina y timetilamina) debido a la
descarboxilaciéon de aminoacidos, liberados por las bacterias que colonizan de manera
anormal a la vagina. Asi mismo el aumento de acidos grasos de cadena corta como el
succinato, acetato, propionato, isobutirato e isovalerato se asocia con mayor cantidad
de trasudado vaginal y exfoliacion de células epiteliales. Estos cambios bioquimicos dan
origen a las caracteristicas utilizadas en el diagndstico clinico de Amsel que incluye:

1. Secrecion vaginal gris homogénea

2. pH>45

3. Prueba de aminas positiva tras la aplicacion de hidréxido de potasio al 10%

4. Presencia de células clave (>20%) en el examen en fresco de la secrecion

vaginal

Por otra parte, la funcion del sistema inmunolégico es proteger al huésped de las
infecciones microbianas; los acontecimientos mas importantes durante la infeccion son
la entrada del microorganismo, la invasién y colonizacion de los tejidos del huésped, la
evasion de la inmunidad del huésped y la lesidn tisular o deterioro funcional. Por su
parte, el cuerpo humano dispone de muchas estrategias para protegerse; siempre que
un patdégeno logra superar las barreras de superficie y penetra al cuerpo humano,
inevitablemente se enfrenta a una cascada de diversos factores que vigilan los tejidos
internos. De manera general, la presencia de patdogenos en el organismo induce dos
etapas de repuesta inmunoldgica. La primera es considerada como la inmunidad innata
y se refiere a todas las medidas de resistencia congénitas que se activan y operan
desde la primera vez que el cuerpo se enfrenta a un patdégeno; no requiere de un
encuentro o exposicidon previa a tal agente. Si ésta etapa es superada, se induce una
segunda respuesta conocida como adquirida, la cual se refiere a la resistencia del
cuerpo humano que en el primer contacto con un patégeno nuevo es débil o ausente,
pero que se incrementa sustancialmente con las exposiciones subsecuentes al mismo

patégeno especifico. '3



Generalmente, los dos tipos de inmunidad actuan de manera coordinada y
suelen depender una de la otra para generar sus efectos maximos. La funcion principal
de la inmunidad innata es el control de la infeccibn mediante el reconocimiento de
constituyentes microbianos que desencadenan una respuesta celular y humoral
caracterizada por activacion de neutrofilos, células endoteliales, monocitos-macréfagos
y la sintesis de citocinas proinflamatorias.™ Los productos microbianos que activan esta
respuesta son: lipopolisacarido, peptidoglicanos, acido lipoteicoico, lipoproteinas, DNA,
glicolipidos, y fragmentos de pared celular que en conjunto reciben el nombre de
patrones moleculares asociados a patéogenos (PAMPs: Pathogen Associated Molecular
Patterns).' Los receptores celulares encargados del reconocimiento de los PAMPs se
denominan receptores de reconocimiento de patrones (PRR: Pattern Recognition
Receptor), los cuales se han seleccionado en el transcurso de la evolucién para

reconocer a los PAMPs.">"7

Un blanco especialmente favorecido por el reconocimiento inmune es el
lipopolisacarido bacteriano (LPS), esta macromolécula se encuentra soélo en la bicapa
lipidica externa que rodea a las membranas celulares de bacterias gram negativas y es
reconocida por dos proteinas, la proteina de union a LPS (LBP) y la molécula CD14.
Cada una de éstas moléculas tiene la capacidad para formar complejos con el LPS, que
a su vez, son reconocidos eficientemente por un grupo de PRRs, que por su semejanza
en estructura y funcion con el sistema Toll de Drosophila se denominan receptores
semejantes a Toll (TLRs: Toll like Receptors)."® Cabe mencionar, que la interaccion de
los complejos LPS-LBP o LPS-CD14 con los TLRs, transmite sefiales de transduccion
en el interior de la célula, las cuales generan la liberacion de citocinas proinflamatorias
tales como el factor de necrosis tumoral alfa, interleucina 6, 8, 12 y 18, el interferén

gamma, el leucotrieno B4, el factor activador de plaquetas y diversas quimiocinas ). '™



La respuesta innata es un proceso autorregulado que en la mayoria de los casos
es benéfico para el organismo, ya que limita los procesos infecciosos. Si por alguna
razon esta respuesta no es adecuada, entonces los microorganismos son capaces de
colonizar al organismo y por lo tanto desarrollar una infeccion que puede causar dafo.
El grado de la respuesta inmune innata dependera en gran medida de la capacidad de
las células para responder al estimulo antigénico, y de manera mas especifica a la
integridad del sistema CD14-TLRs. Recientemente, se han descrito la existencia de
variaciones alélicas de estas moléculas en el humano, y que han sido asociadas a
diversas patologias como la sepsis, vaginosis bacteriana e infecciones
gastrointestinales. '®** Estas variaciones alélicas son conocidas como polimorfismos,
las cuales no forzosamente presentan modificaciones en la estructura de la proteina,
pero si modifican la cantidad de proteina sintetizada. Los polimorfismos de un sélo
nucledtido (SNPs), son un tipo de variaciéon en donde existen diferencias de una sola
base que aparecen en la secuencia del DNA entre individuos de una poblacion. Los
SNPs estan presentes en el genoma humano con una frecuencia de una por cada
1,000 pares de bases.?* Estos cambios en ocasiones alteran los sitios reconocidos por
enzimas de restriccion, caracteristica que ha sido ampliamente utilizada para su
estudio. La posibilidad de asociar los polimorfismos genéticos con la capacidad de
respuesta a un proceso patoldégico ha proporcionado un avance importante para el

entendimiento de la fisiopatogenia de las enfermedades.

El establecimiento de la vaginosis bacteriana depende de la calidad de la
respuesta inmunologica innata del huésped, la cual a su vez esta determinada por la
sintesis adecuada de diversas moléculas. Es sabido que la presencia de polimorfismos
en los genes de la respuesta inmune innata alteran su sintesis y se han asociado a
diversos procesos infecciosos. En lo que respecta a la vaginosis bacteriana, no existen
estudios de la asociacion de estas variaciones alélicas con su desarrollo, por lo que el
propésito del presente estudio es determinar si los polimorfismos de los genes de la
respuesta inmune favorecen el desarrollo de este proceso infeccioso en mujeres

embarazadas.

10



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existe asociacion entre la presencia de polimorfismos del promotor de la molécula

CD14 y la vaginosis bacteriana en mujeres embarazadas?

11



OBJETIVO GENERAL

Determinar si los polimorfismos en el promotor de la molécula CD14 se asocia con la

vaginosis bacteriana en mujeres embarazadas.

12



HIPOTESIS

Los polimorfismos de los genes de la molécula CD14 se asocian con la presentacién de

vaginosis bacteriana en mujeres embarazadas.

13



PACIENTES Y METODO

Se realiz6 un estudio observacional, prospectivo, transversal y comparativo en la
UMAE, HGO 4 “Luis Castelazo Ayala” del IMSS, en donde participaron 73 mujeres
embarazadas con o sin vaginosis bacteriana. La poblacion total se dividio en dos
grupos, el primero considerado el grupo control fueron pacientes que resultaron
vaginosis negativa, y el segundo grupo se conformé de aquellas pacientes con

vaginosis positiva de acuerdo a los criterios de Amsel.

En todos los casos se cumplieron con los siguientes criterios:

1. Inclusiéon

e Pacientes de 28 a 34 semanas de gestacion con y sin evidencia clinica de
vaginosis bacteriana.

e Derechohabientes.

e De cualquier edad.

2. Exclusion

¢ Ruptura de membranas.
e Deseo de abandonar el estudio.

3. No inclusiéon

Pacientes con embarazo menor de 28 semanas.

Pacientes con embarazo de término.

Embarazo gemelar.

Polihidramnios.

Muerte fetal.

Malformaciones fetales.

Patologia asociada (diabetes mellitus gestacional, preeclampsia, infeccién de
vias urinarias, etc.).

Ruptura de membranas.

¢ No derechohabiente.

14



Una vez seleccionadas las pacientes se les procedié a la obtencion de una
muestra de exudado vaginal del fondo de saco posterior mediante el uso de un hisopo
estéril. El hisopo se colocd en un tubo que contenia buffer de fosfatos con albumina al
3% y se centrifugaron a 12,000 g durante 10 minutos, con el objeto de obtener las
células presentes en la muestra. Las muestras obtenidas fueron congeladas a —70°C
hasta su procesamiento. Para determinar los polimorfismos de los genes de la
respuesta inmune innata se utilizé la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y el analisis de fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLP), para lo
cual se extrajé DNA total de las células obtenidas en el exudado vaginal empleando
1 ml de DNAZzol (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA) segun las instrucciones
del fabricante. Para la PCR se utilizé una mezcla de reaccion utilizando Platinum PCR
SuperMix (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA), 200 nM de cada uno de los
oligonucleotidos (Anexo |) y 200 ng del DNA en un volumen final de 50 pl. La
amplificacion se llevé a cabo en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf
Hamburg, Germany) bajo las siguientes condiciones: un ciclo de inicial a 94°C por 5
min. seguido por 35 ciclos de 94°C por 45 seg., temperatura de alineamiento especifica
para cada oligonucleotido (Anexo I) por 45 seg. y 72°C por 1 min. Finalmente, la
amplificacién se completé con un ciclo de 72°C por 7 min. Los polimorfismos fueron
analizados por digestion con enzimas de restriccion especificas para cada uno de ellos
(Anexo I). El resultado de la digestion con enzimas de restriccion se analizé por

electroforesis en gel de agarosa al 2%.

El analisis estadistico de las variables experimentales se efectué usando un
programa estadistico SSPS 13.0 for windows (SPSS Inc.) en el cual se realizé la prueba
de chi-cuadrada. En dicha prueba, el limite maximo permitido del valor alfa (o) fue de

0.05. Asimismo se realiz6 el calculo de la razon de momios e intervalos de confianza.

15



RESULTADOS

El analisis estadistico entre los dos grupos con respecto a: edad, semanas de gestacion
al ingreso, gestas, partos, cesareas y abortos, no mostrd diferencias significativas
(Tabla 1).

Todas las mujeres fueron genotipadas para la presencia de ambos polimorfismos
en el promotor de la molécula CD14. La distribucion del polimorfismo C-159T en nuestra
poblacién cumplié con el equilibrio de Hardy-Weinberg (0.54 [CC]+0.46 [TT]=1; con una
distribucion predicha de 29.28% (CC), 49.66% (CT) y 19.80% (CC), comparado con la
distribucion observada del polimorfismo que fue 27.40% (CC), 53.42% (CT) y 19.8%
(CC); P >0.05). Asimismo, el polimorfismo A-1145G también cumple con el equilibrio de
Hardy-Weinberg (0.53 [AA]+0.47 [GG]=1; con una distribucién predicha de 27.81%
(AA), 49.85% (AG) y 22.34% (GG), comparado con la distribucién observada del
polimorfismo que fue 26.03% (AA), 53.42% (AG) y 20.55% (GG); P >0.05). Las
frecuencias de ambos polimorfismos y la distribucidén de genotipos en las pacientes que
presentaron vaginosis bacteriana y los controles mostraron diferencias estadisticas

significativas (Tabla 2).
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DISCUSION

Las respuestas inmune innata y especifica forman parte de un sistema integrado de
defensa en el huésped en el que existe una cooperacion funcional de numerosas
células y moléculas.""'? Estudios a nivel celular demostraron que el LPS es capaz de
activar una serie de proteinas con actividad cinasa, que finalmente inducen la
traslocacion del factor nuclear kB (NF-xb) al nucleo celular, con la consiguiente

transcripcion de diversos genes responsables de la sintesis de citocinas. 13

En los ultimos afios, diversos grupos de investigadores han identificado una serie
de moléculas involucradas en los eventos tempranos de la transduccidon de esa senal
concluyendo que la TLR4 es la proteina transductora de la actividad de los LPS. Cabe
mencionar que este receptor requiere de moléculas accesoria para llevar a cabo su
funcién de manera adecuada, tal es el caso la molécula CD14 que es la encargada de
reconocer y transportar al LPS hasta el TLR4. El funcionamiento correcto del sistema
CD14 - TLR4 asegura una respuesta inmune innata adecuada, por lo que cambios en
este sistema conlleva al desarrollo de procesos infecciosos y patoldgicos. La presencia
de polimorfismos en el promotor de la molécula CD14 podria explicar, en parte, el
funcionamiento inadecuado de dicho sistema y asociarse a diversas patologias como la

sepsis, aterosclerosis y recientemente con parto pretérmino. 2%’

De acuerdo con los resultados del andlisis genético para los polimorfismos en el
promotor de la molécula CD14 de las pacientes de ambos grupos, se observo que la
presencia de estas variaciones alélicas o genotipicas incrementa el riesgo relativo a
padecer una vaginosis bacteriana, por lo que concluimos que estos polimorfismos
juegan un papel importante en la respuesta inmunolégica durante la vaginosis

bacteriana.
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Anexo l. Secuencia de oligonucleotidos, temperaturas de alineamiento, enzimas de
restriccion y tamafio de los fragmentos que se utilizaran para la deteccién de los
polimorfismos en los genes de la respuesta inmune innata.

SNP Secuencia (5’ — 3) Tm (°C) Enzima Tamaio Alelo
CD14 GTGCCAACAGATGAGGTTCAC 59 Ava ll 453 C
C-159T GTGATCAGGGTTCACAGAGG 355 + 98 T
CD14 CTCAGGAATCTGAGGCAAGA 65 Hpy 4v 300 G
A-1145G AGTACAATCTCTGTGCCCTA 230 A

20



Tabla 1. Caracteristicas demograficas de las pacientes.

no VB (n=39) VB (n=34)

Edad maternal (afios) 26.43+4.98 25.88+4.78
Edad gestacional (semanas) 30.99+1.83 30.60+1.84
Numero de gestacion?®

Primigestas 12 (30.8) 12 (35.3)

Multigestas 27 (69.2) 22 (64.7)
Paridad @

Nulipara 21 (55.3) 18 (52.9)

Multipara 18 (46.2) 16 (47.1)
Cesérea ?® 9 (23.7) 6 (17.6)
Aborto ° 7(18.4) 5(14.7)
Parto pretérmino ? 5(13.2) 7 (20.6)

Los valores son promedios + desviacion estandar.

@Numero de pacientes (porcentaje)

no VB, mujeres sin vaginosis bacteriana; VB, mujeres con vaginosis bacteriana
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Tabla 2. Correlaciéon de los genotipos con la presencia de vaginosis bacteriana.

VN VP
SNP R. R. (95% IC) P
(n=39) (n=34)
C-159T | Genotipos
15
CC 5(0.147)
(0.385)
20 19
CT
(0.513) (0.559)
10
TT 4 (0.102) 0.026
(0.294)
24 29
CT+TT 1.65 (1.12-2.44) 0.023
(0.615) (0.853)
A-1145G | Genotipos
14
AA 5(0.147)
(0.359)
20 19
AG
(0.513) (0.559)
10
GG 5(0.128) 0.059
(0.294)
25 29
AG+GG 1.59 (1.07-2.36) 0.040
(0.641) (0.853)

22



	Portada
	Índice
	Texto
	Introducción
	Resultados
	Bibliografía

