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ABREVIATURAS

APP Amenaza de parto pretérmino

ECV Exudado Cervicovaginal

fFEN Fibronectina fetal

IL-1B Interleucina 1 beta

IL-1Ra Antagonista del receptor a interleucina 1

IL-2 Interlucina 2

IL-4 Interleucina 4

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

IL-10 Interleucina 10

IL-12 Interleucina 12

INFy Interferon gamma

MMPs Metaloproteasas de matriz extracelular

MMP-1 Metaloproteasa de matriz extracelular 1/ colagenasa intersticial
MMP-2 Metaloproteasa de matriz extracelular 2/ gelatinasa A
MMP-3 Metaloproteasa de matriz extracelular 3/ estromelisina-1
MMP-7 Metaloproteasa de matriz extracelular 7/ matrilisina
MMP-8 Metaloproteasa de matriz extracelular 8/ colagenasa de neutrofilos
MMP-9 Metaloproteasa de matriz extracelular 9/ gelatinasa B
MMP-12 Metaloproteasa de matriz extracelular 12/ metaloelastasa
MMP-13 Metaloproteasa de matriz extracelular 13/ colagenasa 3
PGE; Prostaglandina E;

TNFa Factor de Necrosis Tumoral

TP Trabajo de parto

TPP Trabajo de parto pretérmino

PALABRAS CLAVE: Trabajo de parto, trabajo de parto pretérmino,

inflamacion.



DESCRIPCION DE MARCADORES BIOQUTMIQOS DEL PROCESO DE
TRABAJO DE PARTO PRETERMINO

RESUMEN

Introduccion: El trabajo de parto pretérmino es un problema de salud publica
mundial. La importancia de comprender el proceso fisiolégico en condiciones
normales, permitiria equiparar lo que sucede durante la patologia. Durante los
ultimos afios se han descrito diferentes moléculas mediadoras del mecanismo de
trabajo de parto que incluyen a citocinas, quimiocinas, metaloproteasas de matriz
extracelular (MMPs) y otras moléculas (hormonas, factores de crecimiento), a fin
de identificar posibles marcadores de prediccion del evento de trabajo de parto,
con énfasis especial hacia el trabajo de parto pretérmino; El objetivo principal, fue
reconstruir y analizar la secrecion de moléculas hacia el exudado cervicovaginal
de acuerdo a la progresion del trabajo de parto. Se secciond el evento total en 5
diferentes estadios y 1 mas con ruptura prematura de membranas, el objetivo final
fue detectar posibles marcadores del evento. Material y método: Se incluyeron un
total de 194 muestras de exudado cervicovaginal, concentradas de acuerdo con el
grado de avance del trabajo de parto de la siguiente manera: 48 en el Estadio O;
22 en el Estadio 1; 34 en el Estadio 2; 43 en el Estadio 3; 28 para el Estadio 4,y
19 en el Estadio 5 con diagnéstico de ruptura prematura de membranas previo a
la toma de muestra. A cada una de las muestras se les determinaron 20 distintas
moléculas entre citocinas (IL-1b, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNFa, INFg e
IL-1Ra); fibronectina fetal, prostaglandina E2 y metaloproteasas de matriz
extracelular (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-12 y MMP-
13). Resultados: En la mayoria de las citocinas se registro incremento conforme
avanza el trabajo de parto. Principalmente las citocinas proinflamatorias como son
IL-1b, IL-6, TNFa e INFg; a diferencia de IL-1Ra que su secrecion disminuye
conforme la progresion. Asi mismo existe un aumento en secrecion de citocinas
inmunoreguladoras (IL-2, IL-10). Las concentraciones de MMPs no mostraron
diferencias marcadas detectdndose cierta tendencia a la disminucién hacia los
altimos estadios. El porcentaje de muestras positivas a fibronectina fetal aumentoé
gradualmente hacia los estadios de trabajo de parto avanzado. CONCLUSION.
La deteccion de un perfil de secrecidon que va en aumento en la mayoria de las
citocinas conforme avanza el trabajo de parto permite postular al evento como
acumulo de sefiales que amplifican las respuestas por parte de los diferentes
microambientes, mismo que permite el avance del trabajo de parto. La respuesta
inmunoreguladora se centra en la la secrecion disminuida de IL-1Ra. La secrecion
especifica de IL-6 hacia la fase mas avanzada del trabajo de parto; el perfil en
aumento determinado para TNFa, y principalmente el perfil de IL-1Ra los hacen
blancos perfectos de posteriores estudios para la determinacion de marcadores
especificos del trabajo de parto.



RESUMEN

ABSTRACT

Introduction: Preterm labor is a global public health problem. The importance of
understanding the physiological process in normal conditions would equate what
happens during the disease. In recent years there have been different molecules
mediating the mechanism of labor which include cytokines, chemokines,
extracellular matrix metalloproteinases (MMPs) and other molecules (hormones,
growth factors), to identify possible markers for predicting event labor, with special
emphasis to the preterm labor; The main objective was to reconstruct and analyze
the secretion of molecules into the cervical fluid according to the progression of
labor. Total event was sectioned into 5 different stages and 1 more with premature
rupture of membranes, the ultimate goal was to detect possible markers of the
event.

Material and methods: A total of 194 cervical fluids, concentrated according to the
degree of progress of labor as follows: 48 in Stage 0, 22 in Stage 1, 34 in Stage 2,
43 in Stage 3, 28 for stage 4, and 19 in Stage 5 with a diagnosis of premature
rupture of membranes prior to sampling. Each of the samples were measured 20
different molecules between cytokines (IL-1b, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
TNFa, IL-1Ra and INFg ), fetal fibronectin, prostaglandin E2 and matrix
metalloproteinase (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-12
and MMP-13).

Results: The majority of cytokine increase was registered as labor progresses.
Mainly pro-inflammatory cytokines such as IL-1b, IL-6, TNFa and INFg, unlike IL-
1Ra secretion decreases as its progression. Also there is an increased secretion of
immunoregulatory cytokines (IL-2, IL-10). The concentrations of MMPs showed no
marked differences detected a tendency to decrease towards the later stages. The
percentage of fetal fibronectin-positive samples increased gradually toward the
stages of labor progress.

CONCLUSION. The detection of a secretion profile that is increasing in most of the
cytokines with advancing labor allows us to postulate the event as accumulation of
signals that amplify the responses from the different microenvironments, it allows
the progress of work delivery. Immunoregulatory response focuses on the
decreased secretion of IL-1Ra. The specific secretion of IL-6 into the most
advanced stage of labor, the increasing profile given to TNF, and mainly the profile
of IL-1Ra make them perfect targets for further studies to determine specific
markers of labor.
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INTRODUCCION

El trabajo de parto pretérmino (TPP) es un problema de salud publica para el que
no se cuenta con medidas preventivas o terapéuticas efectivas, que se explica por
el conocimiento parcial que tenemos de la fisiopatogenia del proceso. El TPP se
define como presencia de actividad uterina con intensidad que se acompafada de
cambios cervicales antes de cumplir las 37 semanas de gestacion. Se considera
que el origen de esta patologia es multifactorial, y en general se acepta que los
mecanismos fisiopatogénicos involucrados afectan la funcion de los tejidos que

operan durante el trabajo de parto normal.

Entre los factores de riesgo asociados frecuentemente con el desarrollo de TPP se
encuentran variables sociales, malformaciones uterinas o fetales, partos
pretérmino previos, asi como la infeccion del tracto cervicovaginal o a nivel

intrauterino, causada por diversos patdgenos.

A diferencia de esta patologia, la etapa final de la gestacion normal, es un proceso
fisiol6gico que enmarca el inicio del trabajo de parto, evento que se caracteriza por
la interaccion tanto de factores maternos como fetales y que culmina con el
nacimiento del producto alrededor de la semana 40 de gestacién. EI mecanismo
del trabajo de parto no ha sido totalmente descrito; sin embargo, se acepta la
participacion sincrénica de los diferentes tejidos involucrados en el evento como
son: la placenta, el miometrio, el cérvix y las membranas corioamnidticas. Cada
uno de ellos contribuye de manera coordinada durante el evento realizando
diversas actividades y liberando sefiales que actian de manera paracrina y/o
autocrina sobre los otros tejidos. Un ejemplo de ello es la liberacion de
prostaglandinas por la placenta, quienes actian sobre el miometrio para estimular
las contracciones regulares y efectivas; asi mismo las membranas liberan una
serie de enzimas degradativas, que dan como resultado la remodelacion del cérvix

y de las propias membranas fetales para el momento del parto. Es importante
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resaltar que no solo es una molécula o un tejido especifico el responsable de esa
activacion del mecanismo del trabajo de parto, sino que es indispensable la
intervencion de una red de sefiales, lo que hace aln mas complicada la

comprension de dicho mecanismo.

Debido a la alta incidencia de pacientes con amenaza de parto pretérmino (APP) y
el alto costo de los servicios especiales que el sector salud debe proporcionar
tanto a la madre como al recién nacido, es de suma importancia comprender el
proceso fisioldgico del parto en condiciones normales, para poder equiparar lo que
sucede durante la patologia. Trabajos enfocados hacia este conocimiento podria

ofrecer una solucién o alternativa para el tratamiento adecuado de cada paciente.

Asi, durante los ultimos afios se han descrito diferentes marcadores y mediadores
del mecanismo de trabajo de parto con el fin de identificar o predecir eventos
dentro del proceso y en especial del trabajo de parto pretérmino. Dentro de ellos
podemos mencionar a citocinas, quimiocinas, metaloproteasas de matriz
extracelular (MMPs) y otras moléculas (hormonas, factores de crecimiento),
Desgraciadamente, ningin marcador tanto clinico como bioquimico ha mostrado
tener utilidad general y la prevalencia mundial de parto pretérmino permanece sin
ser modificada desde hace 40 afios’. El objetivo principal en este trabajo, fue
reconstruir y analizar la progresion del trabajo de parto conjugando el grado de
activacion clinica; es decir la presencia o no de actividad uterina, porcentaje de
borramiento del cérvix, asi como la presencia o no de ruptura en las membranas
fetales. El tipo de muestra utilizada fue exudado cervicovaginal (ECV) de
pacientes que acudieron al servicio de urgencias por iniciar con sintomas de
trabajo de parto. En ellas se analizaron una serie de moléculas biologicas, que han
sido documentadas como probables participantes de dicho proceso. El objetivo
final fue detectar marcadores bioquimicos, que pronostiquen a una persona con
riesgo elevado a desarrollar parto pretérmino, ubicando el grado de avance en la

secuencia del trabajo de parto.
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Son necesarios diversos estudios para comprender totalmente la fisiologia del
trabajo de parto, en este contexto, el presente trabajo trata de aportar un nuevo
enfoque de estudio al fraccionar el evento en diferentes estadios de activacion y
realizar para cada uno de ellos un analisis global de mdultiples moléculas. Esta
perspectiva puede referir la participacion de dichas moléculas durante un

momento especifico de la activacion del trabajo de parto.

ANTECEDENTES

TRABAJO DE PARTO

En humanos, el periodo gestacional tiene una duracion de alrededor de 40
semanas; al término de este lapso, se inicia una serie de cambios bioquimicos y
estructurales en los tejidos gestacionales denominado trabajo de parto; este
término, define al proceso fisiolégico en donde el miometrio, cérvix, membranas
corioamnidticas y feto, se preparan para la etapa final del embarazo, misma que
concluye con la expulsion del feto y la placenta desde la cavidad uterina materna,
a través de las vias genitales. El evento exacto que lo induce aun se desconoce;
sin embargo, la descripcion de algunos de los eventos participantes, sugiere que
el inicio y progresion del trabajo de parto es el resultado de una compleja sincronia
de sefiales provenientes de cada uno de tejidos antes mencionados?, y que induce
a la conjuncion de la actividad miometrial con los cambios estructurales del cérvix
y membranas corioamniéticas®. De manera general, este evento se encuentra
enmarcado por un cambio en el patron de la actividad contractil presentada por el
miometrio durante el periodo gestacional previo. Dicha actividad presenta varias
fases desde el inicio hasta el final de la gestacion; Durante la mayor parte del
embarazo el miometrio se encuentra en un estado denominado de latencia (con
presencia de actividad irregular, esporadica y de muy baja intensidad); lo que es
crucial para asegurar el crecimiento y maduracion del feto. Una vez concluido el

periodo gestacional y con las primeras contracciones perceptibles de trabajo de
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parto, la actividad uterina comienza a presentarse con mayor regularidad, de
intensidad y frecuencia alta, siendo capaz de inducir la activacién y secrecion de
segundos mediadores que de forma autocrina y/o paracrina, estimulan y activan al

cérvix y a las membranas corioamniéticas®.

De esta forma el trabajo de parto representa el evento obstétrico donde los
fendmenos locales activos y pasivos, los cambios anatémicos de los érganos
maternos, la dindmica uterina, y la expulsion del feto ocurren dentro de la
secuencia, magnitud, y duracion aceptadas como naturales, sin interferencias,

accidentes o complicaciones que ameriten la intervencion terapéutica.

Individualmente el miometrio, membranas fetales y cérvix contribuyen con el
evento secretando o activando nuevas sefales y en su caso respondiendo a ellas,
generandose asi un concierto de sefales, indispensables para la progresion de los

cambios bioquimicos y estructurales, caracteristicos del trabajo de parto.

TEJIDOS INVOLUCRADOS EN EL TRABAJO DE PARTO

MIOMETRIO

Como se menciono antes, este tejido se encuentra relajado durante la mayor parte
del periodo gestacional, con minimas contracciones de baja intensidad y de forma

esporadicas hasta momentos antes del inicio del trabajo de parto.

Su funcidn principal es la coordinacion de las contracciones musculares durante
todo el periodo de gestacion. Debido a su organizacion estructural basada en
musculo, es un tejido rico en tres tipos de filamentos contractiles: actina, miosina y

el filamento intermedio que une a la actina y miosina en una unidad mecénica.

La miosina es una proteina grande formada por dos cadenas pesadas y dos

ligeras. La contraccion se genera cuando las cadenas pesadas de la miosina se
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unen con la actina; asi mismo la funcién de las cadenas ligeras es regular esa
interaccion, cuando éstas se encuentran fosforiladas se induce la contraccién y su
defosforilacion conduce a la relajacion del musculo. Las enzimas que actian en
estos eventos son: la cinasa de las cadenas ligeras de miosina, la que requiere
para activarse de calmodulina y del i6n calcio; y para la defosforilacion es

necesaria la accion de la fosfatasa correspondiente.

Las prostaglandinas acenttan el grado de excitacion del miometrio promoviendo el
influjo de calcio al interior de las células miometriales. La oxitocina estimula la
contractibilidad mediada por calcio al actuar sobre sus receptores, mismos que
incrementan como respuesta al aumento de los niveles de estrogenos al término
de la gestacion. Al contrario, la progesterona provoca la relajacion muscular por la
disminucién del flujo de calcio. La relajacion también es realzada por el AMP
ciclico, el cual promueve el secuestro del calcio en el reticulo endoplasmico y

disminuye la actividad de la cinasa de cadenas ligeras de miosina.

La contraccién muscular del Gtero debe ser regular y coordinada para que se lleve
a cabo un trabajo de parto efectivo. Recientemente, se ha demostrado la
existencia de conexiones intercelulares en el miometrio, llamadas uniones en
puente (“gap junctions”), las que aumentan la conductividad eléctrica durante el TP
y que son probablemente responsables de coordinar la actividad uterina. La
formacion de estas uniones, al parecer esta controlada positivamente por los
estrogenos quienes probablemente controlan la sintesis de proteina, ademas de
las prostaglandinas F2a (PGF2a) y E> (PGE3) que promueven la insercion de las
proteinas funcionales llamadas conexinas dentro de la membrana plasmética. La

regulacion negativa se da por la accién de la progesterona.

La actividad del miometrio durante el embarazo presenta cuatro fases:
1. Quiescencia: estado de latencia en que se encuentra el tejido uterino
desde el inicio hasta justo antes del final del periodo gestacional. Las

caracteristicas de esta etapa, es la presencia de actividad uterina
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esporadica, irregular y de minima intensidad, lo que impide su
efectividad para activar el mecanismo del trabajo de parto. Para que el
tejido uterino conserve su estado de quiescencia es necesaria la
participacion de diversas hormonas tales como la progesterona,
prostaciclina, relaxina, péptido relacionado con la hormona paratiroidea,
hormona liberadora de corticotropina, lactégeno placentario humano,
péptido relacionado al gen de la calcitonina, adrenomedulina, péptido

intestinal vasoactivo y oxido nitrico.

Activacion: fase en que se induce el estimulo para el comienzo de los
cambios bioquimicos y en el patron de actividad miometrial. Para esta
fase es necesaria la accion de estrogeno, existe incremento en la
expresion de receptores a prostaglandinas y oxitocina, activacion de
canales de iones y un incremento de conexina 43 (importante en las

uniones en puente).

Estimulacion: durante esta fase la estimulacion de la actividad uterina
sigue en aumento y el ritmo de las contracciones se realiza con mayor
regularidad logrando la coordinacién con los cambios en el cérvix y las
membranas corioamnidticas, a manera de retroalimentacién positiva
para inducir el trabajo de parto y generar los cambios estructurales
necesarios. La estimulacibn de la actividad uterina depende

principalmente de la oxitocina y de las prostaglandinas E, y F2a.

Involucion: es la fase en donde el Utero comienza la regeneracion
uterina para regresar a su estado de no gravidez. Esta fase es iniciada

principalmente por la oxitocina.
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CERVIX

El cérvix uterino humano es un 6rgano heterogéneo sumamente complejo que
experimenta grandes cambios a lo largo del embarazo y durante la fase del parto®.
Funciona como una valvula responsable de mantener al feto dentro del Utero hasta
el final de la gestacion y como una barrera de proteccion contra la invasion de
microorganismos de la vagina hacia el Utero; durante el trabajo de parto el cérvix
se dilata para permitir el paso del producto hacia el mundo exterior por via vaginal.
En cuanto a la estructura de este 6rgano, en el cérvix domina principalmente el
tejido conectivo fibroso; compuesto de una matriz extracelular que consta
fundamentalmente de colagena, elastina y proteoglicanos; la porcion celular se
compone de musculo liso, fibroblastos, epitelio, y vasos sanguineos. La
proporcion relativa de muasculo liso en el tejido conectivo no es uniforme a lo largo
del cérvix; es decir la porcion distal contiene mayor proporciéon de musculo liso en
el tejido conectivo que la parte superior del cérvix mas cercana al miometrio. El
proceso de remodelacion que experimenta el cérvix se presenta desde el inicio de

la gestacion hasta el periodo posterior al parto.

La remodelacion del cérvix es un proceso extremadamente complejo que involucra
la participacidbn de cascadas bioquimicas completamente sincronizadas, de la
interaccion entre los componentes celulares embebidos en la matriz extracelular, y
de la infiltraciébn de células inflamatorias hacia el estroma cervical tales como
neutréfilos y macréfagos. El balance perfecto en la remodelacion del cérvix
permite al utero cumplir la compleja tarea de mantener un embarazo a término; y
el posterior "proceso de destruccion del cérvix" a través del cual se dilata el tejido,
facilita el paso del producto durante el parto. La reparacién cervical posterior al
parto permite que el tejido retorne a su estado de no gravidez a manera de que un
préximo ciclo de embarazo pueda repetirse exitosamente. La falta de sincronia en
estos procesos puede dar origen a un parto prematuro o conducir a un nacimiento

post término.



INTRODUCCION

Parte de la incapacidad en la comprensidbn completa de los mecanismos
involucrados en el control de la gestacion y del parto humano, es el conocimiento
parcial que actualmente se tiene de las cascadas y procesos que afectan a los

cambios necesarios a los que el cérvix humano debe someterse.
Estructura de la matriz extracelular del cérvix

El mayor componente de la matriz extracelular del cérvix es la colagena,
principalmente colagenas tipo | (70%) y 1l (30%)°, la caracteristica helicoidal que
la proteina presenta en su estado nativo, produce una proteina rigida,
fundamentalmente no elastica, lo que aunado a la proporciéon en los tipos de

colagena le confiere la fuerza y rigidez caracteristicos del tejido cervical.

Cuando se organiza la triple hélice de la proteina, ésta puede entrelazarse en
fibrillas, fibras, y cordones. El tamafio de las fibras de colagena debe tener un
minimo de 20 ym de longitud para mantener la resistencia a la traccién’, y el
proceso de entrecruzamiento posterior entre las fibras aumenta la fuerza ténsil de

la colagena.

La enzima encargada de generar los entrecruzamientos en la colagena es la
peptidil lisina oxidasa. Esta enzima utiliza dos diferentes cofactores, el cobre y la
vitamina C; cuya deficiencia se relaciona con anomalias en la resistencia del tejido
conectivo. La forma entrecruzada de la colagena le confiere cierta proteccién a la
proteina porque la hace menos accesible a las colagenasas y proteasas capaces
de degradarlas. En el cérvix humano, el proceso de remodelacion al parecer es

causado primordialmente por las colagenasas.

Otra molécula importante involucrada aparentemente con la estructura de la
colagena en el cérvix humano es la decorina, un proteoglicano de bajo peso
molecular®. Durante el embarazo humano, las células cervicales secretan

decorina, un pequefio dermatan sulfato que al encontrarse en concentraciones
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similares a las de colagena recubre las fibrillas de ésta. Hacia el final del
embarazo y durante el trabajo de parto, los niveles de decorina aumentan con
relacion a la colagena lo que probablemente es causa de la dispersién de las

fibrillas de colagena y conduce a la desorganizacion de las fibras de colagena® *°.

En el cérvix de mujeres no embarazadas, la colagena se encuentra densamente
empaquetada y de forma irregular. Sin embargo, una vez que se inicia el
embarazo, la colagena es sintetizada activamente! y se remodela continuamente
de forma precisa por las colagenasas secretadas tanto por las células cervicales,
asi como por los neutréfilos®® 2. La colagena puede ser degradada por las
colagenasas tanto intracelularmente, para eliminar la procolagena defectuosa
estructuralmente y asi evitar la formacion de fibras de colagena débiles, como
extracelularmente, para debilitar lentamente la matriz de coldgena (durante la

llamada apertura o maduracién) evento que permite el nacimiento.

Hacia el final del primer trimestre de embarazo, los cordones de colagena se
encuentran menos empaquetados. Esto se traduce en una disminucion global de
la concentracion de colagena. Sin embargo, con las células de musculo liso y
tejido elastico, las fibras de colagena se alinean en una direccion definida de
forma paralela una sobre otra. De este modo, el cérvix se sentird mas suave que
en el cérvix de mujer no embarazada, pero esta capacitado para mantener el

embarazo en el Utero.

Conforme se acerca mas el término del embarazo, existe nuevamente una
disminucién en la concentracién de colagena total**. La concentracién de coldgena
disminuye aparentemente como una relativa "dilucion" de colagena que se
dispersay que es remodelada en fibras mas finas. La dispersién de la colagena al
parecer se debe por el aumento en la proporcion de decorina respecto a la
concentracion de coldgena. Debido a que las fibras se dispersan, la concentracién
de agua aumenta a medida que la concentracion de acido hialurdnico incrementa.

Este Gltimo es secretado por los fibroblastos'® y tiene una alta afinidad por las
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moléculas de agua. La disminucion en la concentracion de colagena se hace
clinicamente evidente en el cérvix "suave". Algunas anomalias asociadas con
cambios en la dispersion de colagena pueden ocurrir durante las fases tempranas
del embarazo y en consecuencia en condiciones patoldgicas tales como la

incompetencia de cérvix.

A medida que se dispersa la colagena, se ha documentado que existe un aumento
en el metabolismo asociado con la actividad de colagenasas, esto probablemente
debido a la infiltracibn de macrofagos y neutréfilos hacia el cérvix. Estas células

16,17 por otra

son una fuente importante de proteasas, colagenasas, y elastasas
parte, los fibroblastos y las células del musculo liso también contribuyen al
aumento de enzimas degradativas, las cuales son estimuladas por el &cido
hialurénico®®. Cuando el trabajo de parto inicia, existen cambios significativos en
los niveles de acido hialurénico, citocinas (interleucina-1p y la interleucina-8), y
colagenasas que provocan aun mas la degradacion de la coldgena cervical. Esta

compleja interaccién permite que el cérvix se relaje y se prepare para la dilatacion.

Componente elastico de la matriz extracelular del cérvix.

Ademas de la colagena, otro de los componentes importantes de la matriz
extracelular del cérvix humano es la elastina. Las fibras de elastina se organizan
de forma paralela y se mezclan entre las fibras de colagena, ensamblandose en
una banda de 20 a 30 um de espesor'®. Estas hojas delgadas son capaces de ser
extendidas en cualquier direccidén sin perder sus caracteristicas. Con una tensién
mecaénica, la elastina puede estirarse al doble de su longitud lo que permite al
cérvix que pueda dilatarse durante el parto. La importancia de este componente en
el cérvix se documentd a partir de biopsias de pacientes con cérvix incompetente
evidenciado clinicamente, la evaluacién histoldgica reveld que existe tanto una
disminucién en la cantidad asi como una arquitectura anormal de la elastina®.

Las fibras de elastina aparecen rotas y fragmentadas en comparacion con
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muestras de mujeres con embarazos a término que revelaron la orientacion de

elastina de forma similar a una banda.
Componente celular del cérvix

El componente celular del cérvix humano consiste de muasculo liso y fibroblastos.
En las primeras fases de la gestacion, el cérvix se somete a una hiperplasia para
que estas células proliferen y a medida que el embarazo avanza, ocurre una
muerte celular fisioldgica. Las células van desde una fase proliferativa a una fase
de quiescencia en donde se produce la muerte celular, y que funciona como un
mecanismo de regulacion positiva para la decorina. La decorina a su vez, inhibe
aun mas la proliferacién de las células, lo que representa el mayor aumento en los
niveles de decorina, este proceso ayuda a dispersar las fibras de colagena. La
desorganizacion de la colagena sumada a la afluencia de agua hacia el tejido

favorece el aumento en la capacidad del cérvix para ser extendido?.

La regulacion de la muerte celular puede ser afectada por multiples vias, incluida
la de las hormonas y citocinas. El patron de la muerte celular fisioldgica al parecer
es controlado con precision durante las distintas fases de la remodelacion del
cérvix. La onapristona, una antiprogestina, no sélo provoca alteraciones en la
matriz extracelular, causadas probablemente por un aumento en la decorina, sino
también inhibe el proceso normal de proliferacion celular y afecta a la muerte
celular. La muerte celular fisiolégica induce la invasion hacia el estroma cervical de
neutrofilos y macréfagos. A su vez estas células liberan elastasas y colagenasas,
que interactian con las colagenasas y elastasas secretadas por las células del

estroma cervical, para posiblemente afectar a la remodelacion del cérvix.

13



INTRODUCCION

Elementos que afectan la maduracion cervical

Aln no se conoce el momento exacto ni la mayoria de los procesos involucrados
en la maduracion cervical, proceso que permite la dilatacién y apertura del cérvix
durante la fase de parto. Algunos factores que al parecer estan implicados en este
proceso incluyen a la decorina, &cido hialurénico, hormonas, citocinas y proteasas.
En conjunto, todos ellos son responsables de aumentar el contenido de agua en el
cuello uterino, disminuyendo la concentracion de coldgena, y cambiando la

organizacion de la misma.

Como se menciono anteriormente la decorina se une a la superficie de las fibrillas
de colagena, y la proporcion de decorina con respecto a la coldgena se
correlaciona en forma inversa con la relajacion del cérvix. Cuando las células del
cérvix entran en muerte celular fisiolégica, la proporcion de decorina aumenta con
respecto a la concentracién de colagena, lo que ocasiona una ruptura o dispersion

de las fibras de colagena.

El segundo mecanismo al parecer responsable del borramiento y dilatacion del
cérvix implica la participacién de degradacion enziméatica de la matriz extracelular,
en este caso las colagenasas, metaloproteinasas de la matriz (MMP) quienes
rompen la triple hélice de la coldgena, y elastasas. Los niveles de elastasas y
metaloproteinasas en el tejido cervical podrian elevarse como consecuencia del
aumento en la secrecion de enzimas por parte de las células; algunas de las
probables causas que inducen esto ultimo son la apoptosis, el aumento de acido
hialurénico y posiblemente, los cambios hormonales.

La actividad de las MMP es regulada por sus inhibidores tisulares (TIMPs 1-4) y
por la alfa 2 macroglobulina, mismos que han sido localizados en el cérvix durante
el embarazo y al parecer el proceso de remodelacién del tejido cervical depende
del balance entre la biosintesis y la degradacion de la colagena. Al final del

embarazo la relacion de las metaloproteasas y sus inhibidores pierde ese
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equilibrio y la balanza se inclina hacia una mayor actividad enzimatica para

permitir la degradacion de la colagena de la matriz?.

Las citocinas, como la interleucina-1f8 vy la interleucina-8, inducen el aumento de
la actividad de las colagenasas. En procesos inflamatorios, se ha documentado
que lainterleucina-18 puede inducir la expresion de MMPs, disminuir la expresion
de sus inhibidores de MMP, asi como inhibir la sintesis de matriz extracelular. En
el cérvix, los niveles de interleucina-1B y de interleucina-8 aumentan durante la
fase de trabajo de parto, y al parecer la primera estimula tanto la produccion de
interleucina-8 como la liberacion de elastasas y colagenasas por los fibroblastos
cervicales. La interleucina-8 también parece ser un potente quimiotactico de
neutrofilos y activador del factor 27 que puede estimular la extravasacion y

degranulacién de neutréfilos®.

El &cido hialurénico también estimula la sintesis de enzimas proteoliticas por los
leucocitos humanos semejante a IL-1B**. Los niveles de &cido hialurénico
aumentan con la maduracién cervical siendo mayor durante el parto, retornando a
niveles basales inmediatamente después del parto. El &cido hialurénico es
producido por los fibroblastos y es estimulado por diversos agentes, como la
interleucina-1 y prostaglandinas. El &cido hialurénico juega un papel importante en
el aumento del contenido de agua del cuello uterino a término, lo que lleva a una
relajacion y dispersion de las fibras de colagena. Asi mismo participa durante la
neo vascularizacion, proceso observado durante la maduracion cervical, asi

mismo incrementa la respuesta quimiotactica de los neutréfilos®.

Las hormonas también participan durante la maduracién cervical, debido a que el
cérvix presenta receptores a estrégenos y progesterona. Los estr6genos y sus
precursores estimulan la produccion de colagenasas y la progesterona mantiene
los niveles altos de enzimas que degradan el &cido hialurénico e interviene
inhibiendo a los tejidos del cérvix en la producciéon de interleucina-8. Por lo tanto,

como el efecto de la progesterona disminuye hacia el final del embarazo, los
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niveles de interleucina-8 pueden aumentar de manera acorde con el acido
hialurénico. Por otra parte, cérvix tratados con antiprogestinas (agentes conocidos
para inducir la maduracién cervical) muestran un aumento de acido hialurénico y

en los niveles de decorina en el cuello uterino.

Finalmente, la maduracion cervical es un proceso cronico, que comienza desde el
primer trimestre del embarazo y que avanza progresivamente hasta el parto, se
divide en tres fases denominadas relajacion, borramiento (adelgazamiento), y la
dilatacion del cuello uterino. (Estos dos ultimos son eventos agudos, e
indispensables para que se lleve a cabo el nacimiento). Los tres diferentes
eventos son indispensables para la preparacion del tejido y deben ocurrir en
secuencia. La relajacion se considera que es un proceso vital porque las fases de
borramiento y dilatacion no pueden ocurrir sin que exista la remodelacion del
cérvix. El avance en el borramiento y la dilatacion cervical a menudo se asocian
con las contracciones uterinas, siendo evidente que la relajacién se produce de
forma independiente a las contracciones. Mas adn, en casos patolégicos como la
incompetencia cervical, puede existir relajacion y dilatacion cervical, sin la

presencia de contracciones uterinas.

La conjugacién de la inactividad uterina con la cervical conduce a la culminacion
de un embarazo a buen término, debido a que el embarazo se mantiene por la
ausencia de contracciones uterinas efectivas y por un cérvix competente
fuertemente cerrado. La presencia de contracciones efectivas ante un cérvix rigido
es incapaz de provocar el parto, contrario a lo sucedido en la patologia
denominada incompetencia cervical caracterizada por la incapacidad del cérvix de
retener al feto, y puede llevar a nacimiento pretérmino aiun en ausencia de
contracciones uterinas. Asi, los cambios apropiados y oportunos en la funcién
cervical durante la gestacibn son cruciales para la culminacion a tiempo del

embarazo.
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MEMBRANAS FETALES
El tercer tejido participante durante el parto son las membranas fetales, también
denominadas membranas corioamniéticas; nombre que recibe el saco membranal,

que contiene al producto dentro del liquido amniético.

Lleva a cabo diversas funciones ya que interviene en el mantenimiento de la
homeostasis fetal, representa una interfase altamente especializada entre la
madre y el feto, ademéas de proveer junto con el liquido amniético de proteccion
mecanica, aislando al producto durante el periodo gestacional, y generando asi
ese microambiente de esterilidad por su funcion de barrera protectora en donde
protege al feto contra las diversas infecciones ascendentes del tracto

genitourinario materno.?®

A grandes rasgos, la estructura de las membranas fetales se da por la adherencia
de dos diferentes tejidos: amnios y corion, formando una unidad estructural y
funcional. Ambos tejidos estan constituidos de diferentes tipos celulares tales
como células epiteliales, inmunoldgicas y de trofoblastos, embebidos en una
matriz extracelular en donde el mayor constituyente es la colagena®’. A lo largo
del periodo gestacional, este tejido presenta una gran elasticidad, capaz de
soportar la presiéon intramnidtica asi como los movimientos fetales, sin que se
presente algun cambio fisico estructural; sin embargo, una vez avanzado el trabajo
de parto, se ha documentado que existe pérdida de esa fuerza ténsil, debido al
aumento en la degradacién de varios de los componentes de la matriz extracelular
(principalmente de los diferentes tipos de colagenas), generando con ello la
ruptura de membranas, este proceso es muy importante ya que antecede al
nacimiento. En el evento de degradaciéon de las membranas actian tanto las
MMPs como sus inhibidores, y se ha documentado que horas antes de que inicie
el trabajo de parto comienza un aumento en la expresion de MMP-9, marcando su
participacion crucial en el evento del parto, es por esto que esta enzima ha sido
considera por algunos autores como un marcador bioquimico del evento de

ruptura de membranas fetales.
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Una de las funciones importantes de las membranas fetales durante el trabajo de
parto, es la produccion de PGs® intrauterinas; en respuesta a diversos estimulos
como citocinas (IL-1b) o endotoxinas bacterianas.

PLACENTA Y FETO

Otros participantes, aungue no menos importantes en el trabajo de parto son la
placenta y el feto, quienes secretan o inhiben la sintesis de sustancias u
hormonas®®. Tales como progesterona; estrégenos; neuropéptidos (oxitocina,
relaxina); hormona liberadora de corticotropina (CRH); asi como los productos del
estimulo al eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA), de donde proviene la sefial de
maduracion que se postula que envia el feto para el comienzo del trabajo de parto.

Algunas moléculas participantes como las prostaglandinas (PGs)*® principalmente
la PGE,, histamina, cortisol, progesterona y oxitocina®, interactian con las
citocinas secretadas ya sea por las células locales asi como por las células
inmunolégicas que arriban al entorno, en clara respuesta inflamatoria, lo que

genera toda una cascada de respuestas con multiples efectos.

La accion de las PGs en el trabajo de parto se da por el aumento en la sensibilidad
uterina a las prostaglandinas, la cual incrementa conforme avanza el periodo
gestacional, y que se acompafia de aumento en la sintesis de metabolitos
precursores de PGs considerado como uno de los principales promotores de la

actividad uterina durante el trabajo de parto®.

En cuanto a la progesterona, una de las funciones que realiza durante el periodo
gestacional es inhibir la actividad espontanea del miometrio, asi mismo presenta
actividad inmunosupresora y antinflamatoria. Caso contrario a los estrogenos, de
quienes se ha documentado que aproximadamente unas semanas antes del
trabajo de parto, sus niveles comienzan a elevarse, mismos que se relacionan con

el aumento de receptores a oxitocina®.
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Con base en lo anterior, la participacion en forma sincrénica de los diferentes
microambientes abarca tanto la activacidon del miometrio asi como del tejido
cervical y de las membranas fetales, todo en un proceso de preparacion y/o
maduracién de los tejidos previo al nacimiento; la actividad uterina inducida por los
distintos agentes uterotonicos, asi como disminucion en la concentracién de
progesterona y el aumento de prostaglandinas, permiten la secrecién de segundos
mensajeros que actiuan en el proceso de maduracién cervical, que incluye los
cambios bioquimicos de la matriz del tejido conectivo fino cervical, mismos que
generan el acortamiento y la dilatacion del cérvix para inducir la relajacion cervical;
en tanto que en las membranas fetales, los modelos propuestos de maduracién
para la etapa final de la gestacion, se relacionan con la actividad proteolitica
aumentada que afecta la estructura de su matriz extracelular, debido a la
degradacion de los componentes de la matriz por las MMPs, asi durante el
alumbramiento, el tejido pierde su elasticidad, rompiéndose para permitir la salida

del recién nacido.

FASES DEL TRABAJO DE PARTO
Funcionalmente, el trabajo de parto presenta tres fases, que permiten evaluar la
evolucion del parto: 1) fase preparatoria 0 de latencia.; 2) fase activa: que se
subdivide en: fase de aceleracion inicial, fase de maxima aceleracion y fase de
desaceleracion, que termina con la dilatacion completa, y 3) fase pélvica, que se

corresponde con el periodo expulsivo. Figura 1.
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Figura 1: Fases del trabajo de parto. Tomada de OMS 19943,

1). Fase preparatoria o de latencia

Es llamado asi el periodo que sirve para la preparacion uterina para el parto,
ocurre al final del embarazo y comprende desde el inicio de la actividad uterina
regular, hasta que el cérvix presenta 3-4 cm de dilatacion y se encuentra
completamente borrado lo que marca el inicio de las contracciones del trabajo de
parto. Los aspectos a destacar en este lapso es la relajacion cervical, el aumento
importante en el nimero de receptores para oxitocina a nivel de las células de
miometrio, aumento sustancial en las uniones en puentes y el numero de
conexinas a nivel miometrial y por consiguiente una mayor sensibilidad a los

agentes uterotonicos.

2). Fase activa
Lapso que representa el trabajo de parto activo, su inicio se marca cuando existen
3 cm de dilatacion y las contracciones uterinas son aptas para producir un avance

en el trabajo de parto; a su vez esta fase se divide en tres periodos:
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Primer periodo. Se inicia cuando las contracciones uterinas alcanzan la
frecuencia, intensidad y duracion suficientes para causar borramiento y
dilatacion del cuello uterino, y finaliza cuando éste se encuentra en
completa dilatacion. El lapso de tiempo que dura es variable, pero se acepta
como normal hasta diez horas en primigravidas y ocho horas en
multigravidas; pero independientemente de esto, se debe considerar como
adecuado si el borramiento y la dilatacion cervical son progresivos e
ininterrumpidos.

Segundo periodo. Se inicia con una dilatacion cervical completa y termina
con la expulsion del feto; tiene una duracion variable, y tiene como
caracteristica que el evento es progresivo e ininterrumpido.

Tercer periodo. Este comienza inmediatamente finalizada la expulsion fetal
y termina con la expulsion total de la placenta y las membranas
corioamnidticas; a este periodo se le conoce también como de

“alumbramiento” y es el mas corto de todos.

Se postula que el proceso del nacimiento es tiempo-dependiente y para que se
lleve a cabo es indispensable la compleja coordinacion de los tejidos
participantes®; secretando la oleada de sefializaciones bioquimicas durante el
proceso, con el fin de inducir la activacion y estimulacion de los tejidos para que
avance el trabajo de parto, y finalmente se culmine con el nacimiento. La

interrelacion entre los tejidos se esquematiza en la figura 2.
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Figura 2. Microambientes participantes en el trabajo de parto. El Gtero, cérvix y membranas
fetales, contribuyen en forma coordinada, a manera de retroalimentacién positiva para inducir la
activacion y progresion del trabajo de parto.

Siguiendo el contexto de “normalidad” con el que se realiza el trabajo de parto,
existen ciertas anormalidades del evento, mismas que representan uno de los
mayores problemas de salud mundial, denominado “nacimiento pretérmino”.
Patologia que, a diferencia del evento fisiologico “normal”, en forma espontanea y

bajo condiciones patoldgicas, induce la activacién de los tejidos participantes en el
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trabajo de parto, en edad gestacional menor a 37 semanas y su principal

caracteristica es que se realiza en total falta de sincronia.

Estudios previos sobre la etiologia del nacimiento pretérmino nos conducen a
aceptar que es un sindrome causado por mdultiples patologias, en donde
principalmente se pierde la sincronia presente en el trabajo de parto fisiolégico
antes de cumplir las 37 semanas de gestacion. La Organizacién Mundial de la
Salud define como pretérmino a todo aquel nacimiento de mas de 20 y menos de
37 semanas de gestacion®. Su incidencia se marca en alrededor del 10% de
todos los nacimientos siendo la explicacibn mas aceptada para el 70% de las

muertes neonatales a nivel mundial®’.

Se establece cuando antes de llegar a la edad gestacional mencionada
anteriormente ocurre por lo menos alguno de los siguientes eventos:
contracciones uterinas (6 o0 mas en 1 hora); modificaciones cervicales
(borramiento e inicio de dilatacion en el orificio interno); pérdida sanguinolenta por
via vaginal o expulsion del tapon mucoso; originando tres de las diferentes
patologias que conforman alrededor del 65% de los nacimientos pretérmino:
trabajo de parto pretérmino (TPP), ruptura Prematura de membranas (RPM) e

incompetencia cervical (IC), las que se definen de la siguiente manera:

- Trabajo de parto pretérmino: es la presencia de actividad uterina que va
en aumento en intensidad, frecuencia y duracion, de origen iatrogénico y
gue finalmente puede llegar a ser efectiva para inducir o no la activacion del

cérvix y membranas fetales en edad gestacional menor a 37 semanas.
- Incompetencia cervical: que es un acortamiento, y relajacion del tejido

conectivo fino del cérvix que lo hacen incapaz de sostener el feto, aun en

ausencia de actividad uterina.
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- Ruptura prematura de membranas: que se refiere a la salida de liquido
amnidtico transvaginal, por lo menos 2 horas antes de que inicie el trabajo

de parto.

El analisis de cada una de estas patologias, nos conduce a aceptar que el inicio
de actividad se realiza sélo especificamente en uno de los tres tejidos
participantes durante el trabajo de parto fisiolégico. Reafirmando que la actividad
iniciada actia con falta de sincronia e independientemente de los otros dos

tejidos.

Este inicio en la actividad durante la patologia del TPP a pesar de ser iniciado por
multiples causas, so6lo puede originarse a través de dos vias de accion, la primera
de ellas provocado por un desajuste en el mecanismo responsable de la
quiescencia uterina controlada durante la mayor parte del periodo gestacional; y la
segunda al generarse una sobre estimulacion de alguno de los ejes mas

importantes en la cascada de activacion del trabajo de parto normal.

Es importante destacar que, de manera semejante al evento fisiolégico, esta
patologia presenta las fases de la actividad uterina, asi como la maduracion y
dilatacion cervical, indicando con ello que las Unicas diferencias con el proceso
fisiolégico, es la edad gestacional en que se presenta, asi como el motivo
patolégico que lo desencadend. El mecanismo exacto aun no ha sido totalmente
descrito; sin embargo, en los dltimos afios, se han llegado a detallar algunos de
los eventos involucrados, como son, accidbn de prostaglandinas en las
contracciones uterinas®, degradacién de matriz extracelular en el cérvix y
membranas fetales®®, debido a la actividad proteolitica incrementada; sin dejar de
mencionar la participacion de la respuesta inmune, donde se activan
principalmente los ejes de respuesta inmune, como es la respuesta

proinflamatoria.
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FACTORES DE RIESGO:

Solo el veinte por ciento de los partos prematuros culminan por intervencion
obstétrica debido a indicacion materna o fetal; sin embargo el 80% se da de forma
espontanea después de un trabajo de parto prematuro, de una ruptura prematura
de membranas, o de un sangrado vaginal. Muchos estudios se han dirigido a la
basqueda de herramientas de seguimiento para identificar a las mujeres riesgo

elevado de desarrollar parto pretérmino espontaneo.

Existen factores de riesgo elevado asociados con el trabajo de parto y nacimiento
pretérmino, tres de ellos son el haber culminado embarazos anteriores pretérmino,

personas de raza negra y la gestacion multiple.

La historia clinica de partos pretérmino previos es el principal factor de riesgo en
personas multiparas, con un riesgo relativo (RR) de 2.62% y un intervalo de
confianza (IC) de 95%*. Este factor de riesgo se eleva si la edad gestacional del
nacimiento pretérmino previo disminuye o si la cantidad de partos prematuros

previos aumenta®*’.

El sangrado vaginal durante el primer trimestre también ha sido relacionado con
riesgo elevado tanto de presentar ruptura prematura de membranas (RR 15.1; IC
95%) como de desarrollar trabajo de parto pretérmino (RR 19.7; IC 95%)*. Y la
presencia de hemorragia vaginal en edades gestacionales mas avanzadas eleva

el factor de riesgo a desarrollar nacimiento prematuro.

Otro de los factores que han sido asociados con un elevado riesgo a desarrollar
trabajo de parto pretérmino es el abuso de sustancias tales como el tabaco, el
alcohol, la cocaina. Una encuesta nacional sobre adicciones realizada en México
encontré que las mujeres clasificadas dentro del sindrome de dependencia al
alcohol tuvieron un riesgo significativamente elevado a desarrollar parto prematuro
y de que los neonatos presentaran bajo peso al nacer (OR: 12,1; del 95% CI; 1.3-
108.9) .
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La edad materna es otro factor de riesgo. Y se asocia con la edad materna joven

(menor a 20 afios) y con la edad materna avanzada (mayor a 35 afios).

La raza negra tiene un factor de riesgo mas elevado en comparacion de mujeres
de raza blanca, algunas de las explicaciones proporcionadas a este hecho son el
bajo nivel socioeconémico y de educacion en las mujeres de raza negra y asi

como una prevalencia mas alta de las mismas a sufrir vaginosis bacteriana®.

Con la explosion en la tecnologia de la reproduccion a disposicion de las parejas
que sufren de infertilidad, el nUmero de gestaciones multiples ha aumentado de
forma espectacular. En relacion con este incremento ha llegado una proliferacion
de posibles enfermedades asociadas con las gestaciones multiples, incluyendo el
parto prematuro. El promedio de la edad gestacional en el momento del parto de
gemelos es de 37 semanas, 33 semanas para los trillizos, y 31 semanas para
embarazos cuadruples®. Aproximadamente el 30-50% de las gestaciones

multiples culminan en parto pretérmino®.

La deteccion temprana de las pacientes con riesgo a desarrollar trabajo de parto
pretérmino es lo deseable para un manejo eficaz. Para ello se han documentado
varios estudios tratando de identificar marcadores clinicos y bioquimicos del
trabajo de parto normal y pretérmino asociados con pobres valores predictivos. El
objetivo basico en la prediccion del parto pretérmino es disponer de una
intervencion eficaz (ej. oportunidad de administrar inductores de madurez
pulmonar fetal, la prolongacién del embarazo mediante tocolisis o el traslado
oportuno de la paciente de riesgo a un centro de atencion especializada), para

mejorar el resultado perinatal.

En los dltimos afios, ha sido posible relacionar la activacién de la respuesta
inflamatoria con el desencadenamiento de algunos de los procesos del trabajo de
parto y el panorama fisiopatogénico que se acepta, involucra la actividad cruzada

de las sefales inflamatorias actuando sobre los tejidos reproductivos e induciendo
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los cambios que conducen al nacimiento®” “.

Los patrones de expresion de
citocinas tanto por las membranas fetales como de la decidua, sugieren la
presencia de activacion en la respuesta inflamatoria durante el trabajo de parto
normal, misma que se ha documentado como incrementada durante el nacimiento

pretérmino®®, particularmente en presencia de infeccién intrauterina®.

No esta claro aun, si la activacion de la ruta inflamatoria es una causa o una
consecuencia del trabajo de parto, sin embargo se sabe que, al menos en el caso
de una complicacion del embarazo por presencia de infeccion intrauterina, el
reconocimiento de los agentes infecciosos es el evento que dispara la red de
sefializacion inicial que culmina en la induccién del trabajo de parto®, *2.

Para reforzar lo anterior, en los dltimos afios se ha evidenciado la participacion,
durante la fase inicial del trabajo de parto de los receptores toloides (“toll-like”)
localizados en células presentadoras de antigenos de las diferentes porciones del
tracto reproductor, estos receptores permiten reconocer los patrones moleculares
de los microorganismos invasores®. Como primer consecuencia se desencadena
la activacion de células como los macrofagos, que aportan la primera oleada de
seflales de respuesta inmediata, y que consistente en moléculas ubicuas,
pleiotrépicas que inducen un efecto en cascada, como la interleucina-1 beta (IL-
1B), interleucina 8 (IL-8) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)>*. Estas
sefales tienen por funcion general reclutar y activar células inmunolégicas hacia el
entorno en el que arribaron los microorganismos y por otro, inducir a las
poblaciones locales de la coriodecidua y placenta, para amplificar la sefial inicial y
se activen los primeros cambios que inducen al trabajo de parto.

La activacion de los mecanismos del trabajo de parto, de manera caracteristica en
estas circunstancias, se hace en una secuencia asincrénica o desordenada dando
origen a las distintas condiciones clinicas resultantes de la activacion diferencial

de los tejidos reproductivos.
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La induccion de la respuesta efectora de la inflamaciéon en el microambiente
materno/fetal, mediada por IL-18 y TNFa se acomparfa inmediatamente por la
secrecion de una segunda oleada de moléculas secundarias “efectoras” que
derivan tanto de las células inmunoldgicas reclutadas, asi como de las
poblaciones celulares locales,”. De esta manera, por ejemplo, la estimulacion
selectiva de los linfocitos CD4+ y de las células del corioamnios por estas sefiales,
resulta en una expresion masiva y activacion de MMPs, quienes se han postulado
como responsables de la degradacion de la matriz de las membranas fetales de
modo asincronico a otros eventos del trabajo de parto y que explica el cuadro
clinico denominado ruptura prematura de membranas, en donde las membranas
fetales pierden su estructura y elasticidad, dejando salir el liquido amnidtico en

ausencia de contracciones uterinas efectivas®®.

Otra version de respuesta secundaria seria la activacion preferencial o inicial de la
sintesis de prostaglandinas por células del amnios y de la decidua, lo que
incrementaria la concentracion local de PGE; y PGF,,, mismas que al difundirse
hacia el miometrio, terminarian induciendo las contracciones uterinas; dando

como resultado la manifestacion fundamental de la amenaza de parto pretérmino.

Por otro lado, la homeostasis del organismo indica que al existir una activacion de
las cascadas efectoras también se induce la activacion de los mecanismos
reguladores de la respuesta inflamatoria y a pesar de que se ignora aun el
mecanismo de control para este proceso, especificamente en el ambiente de los
tejidos reproductores, la secrecién de sefiales como respuesta a la primera oleada
tenderian a regular la extension y temporalidad de la respuesta inflamatoria.
Dentro de este tipo de respuesta se incluyen sefiales como el antagonista del
receptor de IL-1 (IL-1RA) y la interleucina 10 (IL-10). El papel principal de estas
moléculas es controlar el tono de la respuesta de una manera dindmica,
ajustandose a las necesidades locales para responder a la invasion sin hacer

demasiado dafio a los tejidos.
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Estos eventos y sus mediadores has sido objeto de estudio durante la ultima
década y asi diferentes autores han propuesto la evaluacion de algunas de estas
moléculas para calcular el riesgo de presencia de infeccion intrauterina o el propio
riesgo a desarrollar parto pretérmino. Dentro de las sefiales que mas se han
explorado se encuentra la interleucina 6, como una molécula amplificadora de la
respuesta inicial; ya que durante la fase temprana de inflamacion, actia activando
y madurando neutrofilos, madurando macréfagos y promoviendo la diferenciacion
de las células asesinas naturales (“natural killer”), todas ellas células blancas que
invaden el tejido cervical y endometrial antes del trabajo de parto y que
contribuyen al progreso del mismo®’; como ejemplo de sefiales de naturaleza
secundaria destaca la fibronectina fetal, una glicoproteina que se encuentra en la
matriz extracelular de las membranas fetales, decidua y liquido amniético. Su
funcion principal es de adhesion entre los tejidos embrionarios y la superficie
uterina. La presencia de esta proteina en fluidos cervicovaginales es poco
frecuente después de la semana 20 de gestacion (ocurre sélo en un porcentaje
menor a 10%) y es raro después de las 24 semanas, el hallazgo en las
secreciones cervicovaginales de edades posteriores a ésta Ultima, podria estar
indicando un desprendimiento entre las membranas fetales y la decidua, es por
ello que constituye el mejor marcador disponible de pronéstico de parto®®, *°.

Las modificaciones documentadas en el cuello uterino y las membranas fetales
durante el trabajo de parto pretérmino; reflejan cambios bioquimicos extensos, que
han sido caracterizados como resultado de la remodelacion de la matriz
extracelular en estos tejidos®. Dado que la degradacién se da principalmente en
las fibras de colagena y en los glucosaminoglicanos, se ha implicado la
participacion de MMPs durante el evento de trabajo de parto normal y pretérmino,
postulandose la intervencion de la MMP-1, MMP-3, y principalmente las
gelatinasas MMP-2 y MMP-9. De igual manera se ha sugerido que durante este
proceso de modificaciones existe la participacion de una respuesta

inflamatoria®*,%
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Debido a que la patologia del trabajo de parto pretérmino es un problema de salud
publica mundial y a la falta de conocimiento que la explique, la busqueda de
marcadores que definan la susceptibilidad a padecerla se hace indispensable. Un
primer acercamiento seria comprender el proceso fisiologico en condiciones
normales lo que permitira equipararlo con la patologia. Para ello, la propuesta en
este trabajo fue construir una secuencia de evolucién del trabajo de parto,
delimitando los grupos de acuerdo a caracteristicas especificas de las fases de
activacion miometrial conjugadas con las fases de remodelacién cervical durante
el trabajo de parto (Figura 3), con el fin de reconstruir la secuencia de progresion
del trabajo de parto, resaltando que el proceso para llegar al nacimiento tanto
normal como pretérmino es el mismo independientemente del origen. Por lo tanto,
en cada uno de estos grupos, se detectaron, cuantificaron y analizaron algunas de
las moléculas mencionadas anteriormente, con el fin de explorar su perfil de
secrecion durante el trabajo de parto independientemente del lugar de secrecion; y
englobando a los distintos microambientes que actian en el momento. La decision
de una exploracién amplia incluyé citocinas como moléculas de accién primaria o
de regulacion inmunolégica (prostaglandina E, IL-1b, IL-8, TNF-a, IL-6, IL-1ra,
IL10, IL-2, IL-4, IL-12p70 e INFy); MMPs para explorar los posibles eventos
desencadenados como secundarios a las primeras sefiales, y que estarian
representando las modificaciones en cérvix y membranas fetales, en donde se
incluyé a MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-12 y MMP-13, y
finalmente la fibronectina oncofetal (fNT) relacionada con el dafio a membranas
fetales. Algunas ya documentadas como participantes del evento y otras con el fin

de describir nuevos marcadores.
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—— .,

Figura 3: Secuencia esquematica de la progresién del trabajo de parto. Independientemente del
origen de activacién (normal o patoldgico), la evolucion del trabajo de parto puede ser
seccionada dentro de grupos o estadios conjugando la actividad miometrial con la fase de
actividad cervical. Este esquema nos podria referir la presencia de variacion en la secrecion de
moléculas bioldgicas indispensables para la induccion de la siguiente fase de activacion.

HIPOTESIS

La secuencia de progresion del trabajo de parto puede ser documentada con la
descripcion de la secrecion temporal hacia el exudado cervicovaginal de
marcadores bioquimicos que forman parte de la red de sefalizacion que coordina

el trabajo de parto.
OBJETIVO GENERAL

Correlacionar la evolucion clinica del trabajo de parto con el perfil de secrecion de

diferentes marcadores en muestras de exudado cervicovaginal.
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OBJETIVOS PARTICULARES

- Establecer una pseudocohorte de cuatro etapas consecutivas de evolucion
clinica del trabajo de parto normal y pretérmino.

- Evaluar la secrecion de marcadores bioquimicos de activacion del trabajo
de parto presentes en el exudado cervicovaginal de las mujeres incluidas
en la pseudocohorte.

- Correlacionar la concentracion especifica de cada uno de los marcadores
bioquimicos con la etapa clinica del desarrollo de trabajo de parto y analizar
los cambios longitudinales en su concentracion al reconstruir la

pseudocohorte para la progresion del trabajo de parto.

DISENO EXPERIMENTAL

Disefio del estudio
- Tipo de investigacion: Descriptivo.

- Caracteristicas del estudio: Analitico y prospectivo

Poblacién
Pacientes que acudieron a consulta de control prenatal y/o al servicio de urgencias

en el Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes (INPerlER).

Criterios de inclusion. Se incluyeron todas aquellas pacientes que al momento
de la toma de la muestra, cursaran con edad gestacional entre las 20 y 40
semanas y que pudieran ser clasificadas en los grupos que se describen adelante;
sin complicaciones médicas u obstétricas mayores como diabetes mellitus,
diabetes gestacional o infeccién de tracto genitourinario. Se solicitd por escrito su
aceptacion a participar en el protocolo de investigacion.
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Criterios de exclusion y eliminacion. Se excluyeron pacientes con evidencia
clinica de infeccion cervicovaginal y se eliminaron todas aquellas que resultaron
positivas a infeccion luego de wun cultivo microbiolégico del exudado
cervicovaginal. Mujeres con patologia previa (diabetes mellitus, asma, artritis
reumatoide, lupus eritematoso, hipertension arterial, nefropatias). Mujeres con
complicaciones obstétricas como malformaciones uterinas, placenta previa,
preeclampsia, polihidramnios y oligohidramnios. Las pacientes que refirieron

relaciones sexuales en las 24 h previas fueron excluidas.

La evaluacion clinica de las pacientes fue realizado por los médicos especialistas
que las atendian, y que fueron capacitados para la toma de muestra, asi como del
correcto vaciado del expediente clinico en la hoja expediente que acompafiaba a
cada muestra tomada (anexo 1).

MATERIAL Y METODOS.

Muestra de exudado cervicovaginal. Para la toma de la muestra se utilizé un
sistema consistente en hisopo de dacron estéril y tubo de transporte con 1 ml de
amortiguador (Tris-base 0.05M, NaCl 0.15M, BSA 1%, Tween-20 al 0.1%). El
hisopo se frotd en el fondo del saco vaginal asistido con espejo vaginal lubricado
con solucion salina, e inmediatamente después el hisopo se sumergido en la
solucion amortiguadora de extraccion, almacenandose a 4°C, durante el
transporte. El extracto del tubo se centrifugd a 2000 x g, a 4°C durante 15 minutos,
para precipitar el material particulado y se colecté el sobrenadante, la muestra se

conservo a -20°C, hasta su analisis.

Una vez tomada la muestra se elabor6 una hoja expediente con la historia clinica
materna para documentar la presencia de actividad uterina, modificaciones
cervicales y estado fisiolégico de las membranas, asi como variables secundarias

y confusoras necesarias para el analisis de los resultados. De acuerdo a la
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informacion asentada en el expediente, las muestras fueron clasificadas en

cualquiera de 5 estadios clinicos que reproducen (0-4) la secuencia del perfil de

activacion del trabajo de parto humano, y uno mas en donde se incluyeron todas

las muestras de pacientes que presentaron RPM antes de la toma de la muestra.

Integracion de la pseudocohorte. Cada grupo de estudio fue integrado

considerando las siguientes caracteristicas:

Estadio 0: muestras de pacientes con edades gestacionales entre 20
y 40 semanas, sin actividad uterina, sin cambios cervicales y con
membranas fetales intactas. Este estadio representa la ausencia
completa de trabajo de parto.

Estadio 1: muestras de pacientes con irritacion uterina minima
(definida por la paciente como eventos esporadicos de
contracciones), sin cambios cervicales y membranas fetales intactas.
Estadio 2: muestras de pacientes con irritacién uterina minima (<1
evento/30 minutos) y cambios cervicales iniciales con dilatacion
menor a 2 cm, sin borramiento y membranas fetales intactas.

Estadio 3: muestras de pacientes con actividad uterina irregular (< 2
eventos/30 min.), cambios cervicales intermedios (dilatacion 1-3 cm)
y membranas fetales intactas.

Estadio 4: muestras con trabajo de parto avanzado, con
contracciones uterinas efectivas y regulares, con cambios cervicales
avanzados (dilatacién >3 cm) y membranas fetales intactas.

Estadio 5: muestras de pacientes, que previo a la toma de la
muestra, hayan cursado con ruptura prematura de membranas.
(RPM).

Determinacion de Fibronectina fetal (fFN)

Se realizo6 con la técnica de deteccion rapida de fibronectina fetal (ADEZA) que

consiste en colocar 200 pl de muestra en un casete de flujo horizontal. La

fibronectina fetal presente en el exudado, interactlia en principio con el anticuerpo
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monoclonal anti-fibronectina fetal conjugado con microesferas azules, la muestra
fluye por capilaridad a través de la membrana de nitrocelulosa, hasta la zona que
se encuentra cubierta con anticuerpo policlonal anti-fibronectina fetal, el conjugado
se fija en esa zona para finalmente dar como resultado la aparicion de una banda

en color azul.

El resultado del casete es analizado pasados 20 minutos de incubacion con el
sistema analizador TLIIQ (ADEZA Biochemical) disefiado especialmente para la

deteccidn de fibronectina fetal en secreciones cervicovaginales.

El analizador TLIIQ es un dispositivo electronico de reflectancia optica que
convierte una reaccion colorimétrica de un casete, en un formato digitalizado. Los
datos se analizan mediante varios pardmetros incluida una comparacion de los
datos de muestra con los datos de calibracion. Para cada prueba de paciente el
analizador proporciona uno de 3 resultados posibles: positivo, negativo o no
valido. El resultado es positivo si la intensidad de la sefal derivada de la muestra
es mayor o igual al valor de calibracion de referencia (50 pg/ml) especificado por el

codigo de calibracion, y negativo si la intensidad es menor.

Determinacion de citocinas y MMPs. Para llevar a cabo la determinacion de
cada una de las proteinas propuestas, se probaron tres diferentes técnicas, antes
de elegir la adecuada. La primera de ellas fue el inmunoensayo ELISA en fase
sélida, que captura una proteina a través de un “sandwich” de anticuerpos
especificos contra cada una de las moléculas de estudio en microplaca de 96
pozos (apéndice 1); la segunda técnica utilizada fue la deteccion a través de un
microarreglo de fase sdlida contra diferentes moléculas de manera simultanea
(apéndice 2). Y la tercera fue el microarreglo protedmico para deteccién de
moléculas en suspension que utiliza la plataforma X-MAP de luminex (Bio-Plex de

Bio-Rad, Hercules, Cal.).
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El principio de esta Ultima consiste en la conjugacion de 2 técnicas, la primera de
ellas es el ELISA donde se atrapa una proteina entre dos anticuerpos uno de
captura adherido a una superficie solida y otro de deteccion marcado con biotina,
ambos anticuerpos especificos se unen mutuamente en sitios exclusivos de la
proteina. La segunda técnica es la citometria de flujo, la cual puede separar y
cuantificar células marcadas con fluorocromos, a partir de una mezcla. Las células
son aspiradas y su separacion se realiza al hacer incidir sobre cada una un laser,
que determina ya sea tamafio, granularidad o si las células estan marcadas, y con
ello se realiza la deteccion, determinacion y tamafo. Al combinar ambas técnicas
se obtiene la tecnologia X-MAP basada en el uso de una avanzada tecnologia de
microesferas, que lleva al desarrollo de un ensayo de citometria de flujo que
permite la deteccién simultdnea de 100 diferentes analitos en una sola muestra.
Cada grupo de esferas presenta tonalidades idénticas para que una vez cubiertas
con el anticuerpo monoclonal de captura puedan ser separadas al momento de la
lectura. Para este proyecto se obtuvieron microesferas de 5.6 um cubiertas con
anticuerpos especificos, asi como los anticuerpos de deteccion contra IL-1p, IL-
lra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, INFg y TNFa para el grupo de citocinas
(BIO-RAD cat.# X500086CR4); y para el panel de MMPs contra MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-12 y MMP-13 (R&D, Systems,
Minneapolis, MN). Siguiendo las recomendaciones de cada uno de los fabricantes
(apéndice 3) se colocaron 50 pl/pozo de los estandares (curva con 8 puntos) y de
las muestras (exudado cervicovaginal). El “software” del equipo, permite realizar el
calculo de las curvas mediante 7 métodos de regresion. El utilizado para este
proyecto fue la regresion logistica de 5 parametros que toma en cuenta 1)
estimado para concentracion cero, 2) punto medio de la pendiente, 3)
concentracion media, 4) respuesta estimada a concentracion infinita y 5)
finalmente un factor de asimetria; es por ello que se requiere de minimo 6 puntos
para la curva, lo que garantiza los mejores resultados, asi como rango de curva
mas amplio que una regresion linear, (2-32000 pg/mL). Todos los resultados
obtenidos para cada una de las moléculas se expresan en pg/mL.
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ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se representaron en graficos de cajas que marcan los percentiles
25-75, muestra ademas los percentiles 5-95, asi como los valores dispersos
representados por puntos fuera del rango. La concentracion media en pg/mL para
cada uno de los estadios, fueron analizados mediante una prueba de T para

muestras independientes, aceptando las diferencias significativas si la p<0.05.

Se realiz6 la comparacion entre los 5 estadios que emulan la progresion del
trabajo de parto, asi como en las muestras con RPM. El andlisis consistié en la

comparacion de cada uno de los estadios contra el estadio inmediato anterior.

RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS

Se incluyeron en total 194 muestras, de acuerdo con los criterios de inclusion
descritos previamente; 48 de ellas fueron agrupadas en el estadio 0; 22 en el
estadio 1; 34 en el estadio 2; 43 en el estadio 3; 28 para el estadio 4, y finalmente
19 de las muestras fueron diagnosticadas previamente a la toma de la muestra

con RPM, por lo tanto se agruparon dentro del estadio 5.

El perfil de avance en la activacién del trabajo de parto, abarca del estadio O al
estadio 4 siendo estos dos los extremos entre muestras sin evidencia de trabajo
de parto y muestras con trabajo de parto activo. En este ultimo se presenta la
mayor actividad uterina asi como los mas extensos cambios en la estructura del
tejido cervical. Las principales caracteristicas de las muestras obtenidas para cada
uno de los estadios quedan resumidas en la tabla 1.
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Tabla 1.
Caracteristicas generales de la poblacion
Estadio 0 Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4 Estadio 5
Total de 48 22 34 43 28 19
muestras
Edad
estacional | 27-01#6.21 | 28.048.15 | 3154.8 | 33.3+3.8 | 37.0746.7 | 37.3458
9 p=0.278 p=0.815 p=0.937 p=0.607 p=0.699
(SG)
Edad
media 30.606.7 | 27.95+7.7 | 27.4+9.6 | 27.2+8.1 | 26.2+8.4 | 26.4+6.03
p=0.149 p=0.175 p=0.07 p=0.105 p=0.148
materna
Gestas 252+1.4 | 268+1.6 | 251+1.7 | 241+15 | 21+1.4 2.32+2.1
p=0.674 p=0.699 p=0.769 p=0.411 p=0.647

*SG: Semanas de gestacion

El resultado obtenido a partir de los andlisis estadisticos entre los seis estadios no
mostré diferencias significativas para ninguna de las variables descritas como son:
edad materna, edad gestacional y en el nimero de gestas. Con base en lo
anterior, se muestra la homogeneidad de los grupos en relacion a las variables
mencionadas, indispensable para el andlisis de los resultados mostrados

posteriormente.

CONCENTRACION DE CITOCINAS DE AMBIENTE PROINFLAMATORIO EN
EXUDADO CERVICOVAGINAL

Fue posible detectar todas las citocinas analizadas (IL-1j3, IL-6, IL-8, TNFa, INFy,

IL-1Ra, IL-2, IL-4, IL-10, IL-12) en las muestras de exudado cervicovaginal.

El panel de citocinas analizado incluye a los diferentes grupos de citocinas que
modulan la respuesta inflamatoria y que se asocian con el desarrollo del trabajo de
parto. La propuesta de este trabajo es que algunas de ellas actuarian durante sus

primeras fases y otras de manera tardia conformando diferentes perfiles.
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Los resultados obtenidos para el grupo de citocinas proinflamatorias (IL-13, IL-6,
IL-8, TNFa) se muestran en la figura 4 (A, B, C, D).

IL-1B: la secrecidn de esta citocina (Figura 4-A) mostré6 un aumento conforme se
avanza en el trabajo de parto, principalmente hacia los estadios 3 y 4, en
comparacion con el estadio 0, (p<0.01). Los valores obtenidos fueron (488.5
[154.2- 1375.7]) y (308.58 [182.6- 950.6]) para los estadios 3 y 4 respectivamente
y (145.98 [40.65- 476.06]) para el estadio 0.

Entre los estadio 0 y 1 no se detectaron diferencias significativas, pero a partir de
gue se inicia la actividad uterina (estadio 1) fue posible detectar un aumento
gradual hasta llegar al estadio 3. Estadio 1 (143.07 [37.84- 308.86]); estadio 2
(204.525 [81.73- 901.4425]); y estadio 3 (488.5 [154.2- 1375.735]) la diferencia fue
significativa p<0.05.

IL-6: En el caso de IL-6 (Figura 4-B), a pesar de ser detectable en la mayor parte
de las muestras, la secrecion observada de esta citocina durante el estadio 0 fue
minima. Aunque es posible observar incremento a partir de los primeros indicios
de inicio de actividad uterina al hacer la comparacion contra el estadio 0 todos
presentan diferencia significativa en el aumento (p<0.01). Sin embargo, el
aumento en la secrecion de la citocina fue mayor hacia el estadio 4 (165.68 [60.3-
501.3], una vez que el trabajo se encuentra totalmente activo. Comparando el
estadio 0 contra el estadio 4 el valor de p=0.000 y la comparacion del estadio 3y 4
el valor de p=0.009. Este aumento tan marcado hacia el estadio 4 fue similar al

observado en muestras que presentan ruptura de membranas (Estadio 5).
TNFa: En este caso (Figura 4-C) se aprecia claramente un patron que va en

aumento conforme inicia la actividad uterina. Siendo mayor la concentracion de la

citocina en los estadios 3y 4. (p <0.01).
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IL-8: La concentracion de IL-8 (Figura 4-D), a pesar de ser detectada en
concentraciones superiores a las otras moléculas analizadas, no presento ningun
cambio conforme avanza el trabajo de parto, detectdndose un patron de secrecién

basal en todos los estadios.

Perfil de secrecion de citocinas proinflamatorias
durante el progreso del trabajo de parto
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Figura 4: A) IL-1B, B) IL-6, C) TNFa y D) IL-8, durante el progreso de evolucién del trabajo de
parto. En los graficos se representa la mediana dentro de los percentiles 25-75, las barras
indican los percentiles 5-95. El eje Y corresponde a concentraciones de proteina en pg/m, y en
X se muestran los 5 diferentes estadios de evolucién del TP (de 0-4), asi como el estadio 5 que
corresponde a RPM. Se muestran los valores de p<0.05 entre los grupos que presentan
diferencias estadisticamente significativas. Los valores para n= 48, 22, 34, 43, 28 y 19 para
cada uno de los estadios del 0 al 5 respectivamente.
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Perfil de secrecion de INFy.

La secrecion de INFy muestra un ligero incremento conforme avanza el trabajo de
parto, perceptible desde sus inicios hasta la fase activa en comparacion con el
estadio O sin trabajo de parto con un valor de significancia de p<0.01. La Unica
diferencia detectada conforme avanza el trabajo de parto fue al realizar la
comparacion del estadio 2 y 4. No existe aumento detectable en la secrecion de
INFy en muestras que presentaron ruptura prematura de membrana comparado

con el estadio 0.

PERFIL DE SECRECION DE INFy EN EXUDADO CERVICOVAGINAL
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Figura 5. La secrecion de INFy hacia el exudado cervicovaginal, aumenta una vez que
comienzan los primeros sintomas de actividad del trabajo de parto. En muestras con ruptura

prematura de membranas (estadio 0) no se detecta aumento en la secrecion.

La activacion de la respuesta inflamatoria asociada al evento del trabajo de parto
se acompafa siempre de la activacion del proceso homeostatico del organismo; lo
que se refleja en la regulacion del propio proceso inflamatorio, con secrecién de

citocinas antiinflamatorias, y que informan del progreso y control de éste proceso.
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IL-1Ra: El antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra), fue detectado en la mayoria
de los estadios, aunque en comparacion con las demas citocinas, en los primeros
estadios siempre se encontr6 fuera del limite superior de sensibilidad de deteccién
de la técnica. Sin embargo, en etapas mas avanzadas del trabajo de parto, la
concentracion de IL-1Ra disminuyé al grado de que las concentraciones
determinadas se encontraban dentro del rango de sensibilidad de la técnica. Este
hecho, condujo a buscar métodos alternos para rescatar los resultados obtenidos.
Uno de ellos era determinar la proteina por otra técnica menos costosa como
ELISA, que se difirid pues la entrega de los kits requeria demasiado tiempo; por lo
que se decidi6 seleccionar de manera arbitraria un punto de corte en la
concentracion de proteina detectada tomando en cuenta la linealidad del ensayo.
Nuestro punto de corte fijado fue de 50,000 pg/ml; por lo tanto todo valor
determinado por debajo de este punto se le asignd un valor negativo, asi mismo
cualquier resultado superior al punto o indetectable por el limite superior de

sensibilidad se le asigno un valor positivo.

Finalmente los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6, en donde
claramente se percibe que conforme avanza el trabajo de parto, la concentracion
de IL-1Ra secretada hacia el exudado cervicovaginal (ECV), disminuye de forma
progresiva ya que el porcentaje de muestras con valor negativo aumenta
gradualmente conforme avanza el trabajo de parto. Esta misma relacion de
resultados negativos y positivos vista en el trabajo de parto activo, se observé en
las muestras con RPM (estadio 5) la concentracion secretada de IL-1Ra hacia el
exudado cervicovaginal fue similar a la detectada en las muestras con trabajo de

parto o estadio 4.
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SECRECION DE IL-1Ra EN EXUDADO CERVICOVAGINAL

ultado

Poreci

i ii1 B
ai111111

estadio

Figura 6. Secrecion de IL-1Ra hacia el ECV. La gréfica representa los porcentajes del valor

obtenido en las muestras para cada estadio.

El resto de las citocinas analizadas como son IL-2, IL-4, IL-12, pero principalmente

IL-10 actban dentro del ambiente regulatorio. Los resultados obtenidos para cada

una de ellas se presentan en la figura 7 (A, B, C, D).
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Figura 7. Secrecién de citocinas reguladoras en ECV, durante la progresion del trabajo de

parto. A) IL-4; B) IL-10; C) IL-12. A excepcion de IL-2 en donde es menos perceptible, existe un

patrén diferencial de secrecion conforme avanza el trabajo de parto, que va en aumento hacia

las etapas de mayor actividad.

Ahora bien, estos resultados vistos estarian actuando como moléculas primarias o

inductoras si seguimos el contexto que se plante6 en un principio. La respuesta

posterior a esto seria la secundaria o “efectora” y que consiste de las moléculas

que al recibir la sefial comienzan a activar a otros tejidos o0 en su caso a ejercer su

actividad enzimatica. Dentro de esta respuesta agrupamos a la PGE2 y a las

MMPs; la primera se ha ligado durante el trabajo de parto con las contracciones

uterinas y las segundas con la degradacion de la matriz extracelular de las

membranas fetales y del cérvix.



RESULTADOS

Determinacion de PGE2.

La secreciéon de PGE2 hacia el exudado, fue muy similar en cada uno de los
estadios, percibiéndose un ligero incremento hacia el estadio 2 sin ser diferente
significativamente. Como se puede observar en la figura 8, la mediana de la
concentracion detectada en los 6 estadios fue alrededor de 2400 pg/ml. Los
valores de la mediana y los percentiles 25-75 para cada uno de los estadios fueron
(2403.5 [1813.4-2904.7]); (2422.23 [2040.9-2783.55]); (2351.42 [2086.1-3448.4));
(2534.5 [2073.55-3225.9]); (2237.4 [1745.905-3075.2]) para los estadios O al
estadio 4 respectivamente y en las muestras del estadio 5 fue de 2113.5 (1487.8-
2790.2).

Perfil de secrecion de PGE2 en exudado cervicovaginal conforme avanza

el trabajo de parto
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Figura 8. Secrecion de PGE2 en pg/ml de exudado cervicovaginal conforme avanza el trabajo
de parto. Las cajas representan los percentiles 25-75 y las barras los percentiles 5-95. La linea
horizontal dentro de las cajas representa la mediana. No se detectaron diferencias

significativas para ninguno de los estadios p>0.05.
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MMP: Las MMPs mas ligadas al desarrollo del trabajo de parto han sido la MMP-2
y MMP-9 (figura 9, A y B). Nuestros resultados mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) en la secrecion de estas gelatinasas hacia
el exudado cervicovaginal entre los diferentes estadios. Estas diferencias en el
caso de MMP-2 se dan por el marcado aumento en la secrecion hacia la etapa
final 0 mas avanzada (estadio 4), asi como en la ruptura prematura de membranas
(estadio 5), la mediana de MMP-2 detectada en estos dos estadios alrededor de

5,000 pg/mL comparada con el estadio 0 (mediana 20 pg/mL).

Al contrario la determinacion de MMP-9 revela una ligera tendencia a disminuir
inverso al progreso del trabajo de parto y un poco mas marcado hacia la ruptura
prematura de membranas; estadisticamente sélo se encontraron diferencias al
comparar cada uno de los estadio del perfil de avance de trabajo de parto contra el
estadio 5 que agrupa a la ruptura de membranas, manteniendo una mediana de
alrededor de 40-50 pg/mL en el perfil de activacién del trabajo de parto; y de 35
pg/mL durante la ruptura prematura de membranas.

PERFIL DE SECRECION DE GELATINASAS HACIA EL EXUDADO CERVICOVAGINAL
DURANTE EL TRABAJO DE PARTO
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Figura 9. Perfil de secrecion de gelatinasas hacia el exudado cervicovaginal durante el progreso

del trabajo de parto. No se reportan diferencias significativas entre los diferentes estadios.
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La participacion en el trabajo de parto de las colagenasas MMP-1, MMP-8 y MMP-
13, ha sido reportada debido a los distintos tipos de colagenas presentes en la
matriz extracelular, principalmente de las membranas fetales y del cérvix. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 10 (A, B, C).
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Figura 10. Secrecion de colagenasas en exudado cervicovaginal. A) MMP-1; B) MMP-8 y C) MMP-
13.

Como podemos observar para MMP-1 (figura 10-A) el aumento en la secrecién
inicia desde las primeras fases del trabajo de parto a pesar de ser minimo, es

estadisticamente diferente con respecto al estadio 0. En los estadios de trabajo de
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parto activo y con ruptura de membranas no se encontraron diferencias contra los
otros estadios.

Para MMP-8 y MMP-13 se detect6 que va disminuyendo conforme avanza el perfil
sin percibirse diferencias drasticas.

DETERMINACION DE FIBRONECTINA FETAL. (fFN)

Como se puede observar en la Figura 11, conforme se establece el trabajo de
parto activo, el porcentaje de muestras que dan resultado positivo a fibronectina va
en aumento. Durante los primeros estadios (Estadio O al Estadio 2) el porcentaje
de muestras con resultado negativo a fFN se determiné en alrededor del 78% vy el
restante 22% como positivo. A partir del estadio 3 comienza a invertirse esa
proporcion en los resultados, haciéndose evidente durante el estadio 4, al
revertirse completamente los resultados. Cuando se declara un trabajo de parto
activo y sumado con las modificaciones cervicales, el porcentaje de muestras con
resultado positivo a fFN es mayor que el obtenido en los primeros estadios (90%
positivo-10% negativo en estadio 4; 20% positivo-80% positivo en los estadios 0-
2). Este aumento en el porcentaje de muestras positivas a fFN hacia las etapas de
mayor actividad fue estadisticamente significativo (p=0.0001).

Los resultados a fFN (90% positivo-10% negativo) obtenidos en las muestras con

ruptura prematura de membranas del estadio 5 fue similar al obtenido en trabajo
de parto efectivo.
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Perfil de liberacion de fFN en exudado cervicovaginal.
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Figura 11. Porcentaje de secrecion de fFN en exudado cervicovaginal durante el perfil de
avance del trabajo de parto. Resultado de la prueba para fFN. El 100% representa al total de
muestras analizadas para cada estadio. En los dos ultimos estadios del progreso del trabajo
de parto, se ve incrementado resultando un mayor porcentaje de muestras positivas a fFN,
observandose algo similar entre los resultados obtenidos para un trabajo de parto efectivo y

las muestras con ruptura prematura de membranas.

Agrupando los resultados de acuerdo a los perfiles quedan integrados de la
siguiente forma:
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Perfil de citocinas reguladoras
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DISCUSION

El parto pretérmino es uno de los problemas mas graves a los que se enfrenta la
clinica obstétrica de nuestros dias, ya que no existen herramientas para su
deteccidn oportuna y su tratamiento adecuado. Por otro lado, el pronéstico de
salud para el producto pretérmino depende de la disponibilidad de tecnologias y
tratamientos complejos, que no estan disponibles de manera generalizada. Por
todo lo anterior una de las posibles salidas, es desarrollar pruebas pronésticas que
permitan anticipar cuales embarazos se encuentran con el mayor riesgo de
complicarse en nacimiento pretérmino y asi, enfocar todos los recursos humanos y
materiales, para la toma de decisiones en la atencion de la paciente y el feto, para

de esta manera prevenir los efectos no deseados de un nacimiento pretérmino.

La prevalencia y las secuelas derivadas del nacimiento pretérmino en nuestro pais
y en otras partes del mundo revelan la necesidad de generar conocimiento
especifico que conduzca a la prevencion del nacimiento pretérmino. El modelo de
prevencion no solo disminuiria la morbilidad y mortalidad maternofetal, sino que
ademas reduciria el impacto econdmico que el nacimiento pretérmino genera al
sector para la atencion de dichas pacientes. A pesar de que existen antecedentes
importantes en ésta area, hasta ahora no ha sido posible identificar marcadores
que sean de utilidad clinica real. En este trabajo proponemos la utilizacion de
marcadores bioquimicos que identifiguen estadios de activacion de los
microambientes gestacionales durante el trabajo de parto y que podrian ser
utiizados para generar nuevas pruebas prondsticas del desarrollo de parto

pretérmino.

Uno de los principales obstaculos en la busqueda de biomarcadores del
nacimiento pretérmino es la eleccién del tipo de muestra biolégica idonea y su
disponibilidad facil y de forma ética. En el desarrollo de estas herramientas, es
indispensable que la manipulacién de la paciente sea minima y por lo tanto que la

toma de muestra no la exponga o cause dafio. En el presente trabajo se decidio
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explorar la posible utilidad del exudado cervicovaginal como una muestra que
representara de manera directa el ambiente intrauterino y de manera especifica el
microambiente coriodecidual, sitio en el que confluyen los tejidos maternos y
fetales.

La secrecion de proteinas hacia el exudado cervicovaginal ha sido documentada
por otros autores®® y se ha propuesto que este tipo de muestra es una alternativa a
la utilizacion de liquido amnidtico en la busqueda de marcadores prondsticos del
nacimiento pretérmino. En el exudado cervicovaginal es posible identificar
moléculas derivadas de la contraccién uterina y/o por inflamacion de la placenta y
membranas fetales antes del nacimiento, lo que la hace una muestra idénea, de
facil obtencién mediante una técnica invasiva menos riesgosa, y que no implica
dafio a la paciente. La identificacion de diferentes proteinas secretadas hacia el
exudado cervicovaginal, permiten inferir su origen y funcion, de manera que se
puede reconstruir la activacion de los diferentes tejidos que participan en el trabajo

de parto.

Conforme avanza la tecnologia, la busqueda de marcadores puede hacerse aun
mas compleja y completa de esta forma, el analisis protebmico permite explorar
con una visibn mas amplia el conjunto de las moléculas presentes en una muestra
biolégica como el exudado cervicovaginal y las posibles interacciones funcionales
que representan. En este trabajo se determind la concentracion de algunas
citocinas y MMPs en el exudado cervicovaginal, mediante el microarreglo de
proteinas en suspensiéon para tratar de relacionar su liberaciéon en ECV con las
fases de progresién del trabajo de parto.

La biologia del trabajo de parto a término o pretérmino a pesar de ser mas
compleja permite aceptar la participacion de al menos tres procesos fisioldgicos: 1)
Remodelacion del cuello uterino para permitir el borramiento y dilatacion; 2)

Estimulacion de las contracciones miometriales de forma regular e intensa para
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expulsar el feto de la cavidad uterina y 3) Pérdida de la integridad de las

membranas fetales que conduce a su debilitacion y por lo tanto a la ruptura.

Una vez que se cumple con el periodo gestacional, el cérvix, tejido uterino y
membranas fetales inician una serie de cambios estructurales y liberan sefiales y
mediadores bioquimicos que coordinan la secuencia de eventos que
desencadenan el trabajo de parto. Independientemente del estimulo inicial que
activa el trabajo de parto, es la edad gestacional en que se desarrolla y la
sincronia existente entre los diferentes tejidos participantes lo que distingue entre
un parto fisiolégico y uno pretérmino®. En ambos se presentan las fases de
activacion descritas previamente en la seccion de antecedentes tanto para el tejido
uterino como para el cérvix, asi como la degradacion de la matriz extracelular en

las membranas fetales.

Algunos de los factores involucrados en estos procesos se relacionan con el arribo
e invasién de leucocitos hacia los tejidos embrionarios, la remodelacién de la
matriz extracelular y la actividad proteolitica. Conjuntando lo reportado por
diversos autores®*?, durante el trabajo de parto existe la participacién tanto de
citocinas, prostaglandinas, MMPs y hormonas. Algunas de estas moléculas,
promueven la liberacion de nuevas sefiales que estimulan o inhiben la regulacién
de otros genes; inducen la expresion de receptores de superficie 0 moléculas
efectoras, para finalmente amplificar la sefal inicial del trabajo de parto. La
influencia de leucocitos, principalmente neutréfilos en el cuello uterino induce a la
produccion de diferentes citocinas como IL-6, IL-8, IL-18 y TNFa. Asi mismo IL-13
induce la produccién de MMP-1, MMP-3 y MMP-9 e inhibe la del TIMP,
desencadenando asi el mecanismo de maduracion cervical, la pérdida de
elasticidad de las membranas fetales y favoreciendo su ruptura en fases previas al

nacimiento.

La participacién de las citocinas (Bowen y Cols®., 2002) en diferentes fases del

parto, incluyendo las contracciones uterinas, la ruptura de las membranas, y la
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dilatacion del cuello uterino, permite asegurar que esta familia de compuestos son
elementos centrales en la red de comunicacion y regulacion funcional que opera
dentro del microambiente materno placentario durante el trabajo de parto.
Derivado de lo anterior, se ha propuesto que el trabajo de parto normal es un
fendmeno inflamatorio y que por esta razon, la presencia de infeccion intramniotica
podria explicar el desarrollo del nacimiento pretérmino, ya que la presencia de
microorganismos en este sitio, desencadena la liberacion de los mismos

mediadores utilizados en el control del trabajo de parto normal.

En el presente trabajo se determinaron 20 distintas proteinas, incluyendo
citocinas como: IL-1p3, IL-1Ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, INFy y TNFaq;
metaloproteasas: MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-12 y
MMP-13; ademas de fibronectina fetal y prostaglandina E,, todas ellas liberadas y
detectadas en el exudado cervicovaginal. A diferencia de la gran mayoria de las
investigaciones encontradas en la literatura, éste es el primer trabajo con el
enfoque mas amplio que se ha realizado en busca de probables marcadores del
trabajo de parto. Uno de los estudios previos en donde se analizaron mas de una
molécula en el exudado cervicovaginal fue el realizado en el 2004 por Grenache y
cols; quienes en el exudado cervicovaginal midieron la secrecién de TNFa, IL-1j3,

IL-2°¢, en busca también de marcadores del parto pretérmino.

Otra de las aportaciones novedosas a lo descrito anteriormente en otros trabajos,
es que, al reconstruir el progreso del trabajo de parto, fue posible evidenciar que el
aumento reportado previamente por diversos autores al cuantificar la secrecion de
algunas proteinas hacia el liquido amniético y/o exudado cervicovaginal durante el
trabajo de parto normal no se realiza como una respuesta aguda, sino mas bien
como un perfil de secrecion que va en aumento conforme avanza el trabajo de
parto en el exudado cervicovaginal, y en especial la respuesta proinflamatoria.

Los resultados obtenidos para IL- 18 muestran concordancia con la literatura®*®’

que indica que existe un aumento durante el trabajo de parto, sin embargo al
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seccionarlo en estadios se observa que el aumento es ligero pero
estadisticamente significativo en su secrecion de forma gradual hacia los estadios
mas avanzados del trabajo de parto. Por otro lado, la actividad biol6gica de esta
citocina tenderd a aumentar también, como resultado de la disminucién progresiva
del IL-1Ra, que disminuye de forma progresiva y con ello, la cantidad de IL-1j3,
gue estad en aumento, resultaria en una mayor disponibilidad de la citocina hacia
sus receptores en las células, durante el trabajo de parto. La inhibicién de IL-1f3
por IL-1Ra en etapas intermedias del embarazo podria deberse a una sobre
expresion del gen para IL-1Ra que saturaria al sistema de ligandos solubles, y una
vez gque se enciende el mecanismo del trabajo de parto, probablemente se inhibe
de forma parcial la expresiéon del gen para IL-1Ra. Por lo tanto, se aseguraria la
estimulacion de membranas fetales para la produccion de PGs y expresion de
receptores a PGs en miometrio asi como la induccion de la sintesis de MMPs.

En el caso de IL-6, una de las citocinas que mas ha sido estudiada por la fuerte
asociacion clinica que tiene la infeccion intrauterina y con el desarrollo del parto
pretérmino; dado que es una molécula amplificadora de la respuesta inflamatoria,
se le ha relacionado de manera directa con la presencia de infecciones del tracto

reproductivo durante el embarazo.

Al igual que para muchas otras citocinas, la mayor parte de los estudios que
existen descritos en la literatura se han orientado hacia el papel que tienen en la
respuesta a la infeccién, sin embargo, no existe suficiente informaciéon de su
comportamiento en el desarrollo del trabajo de parto normal. Trabajos previos se
han enfocado a medir la concentracion de la IL-6 al inicio del trabajo de parto y
hasta la fecha no estd documentado el cambio que mostramos en este trabajo y
que permite reforzar el concepto de que la IL-6 forma parte de la cadena de

eventos que acompafian al desencadenamiento del parto en el humano.

Algunas posibles funciones que se han postulado para la IL-6 al ser

proinflamatoria, es que durante las fases tempranas de la inflamacién, activa e
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induce la maduracion de neutrofilos y macréfagos ademas de promover la
diferenciacion de las células “natural killer” (NK), todas ellas células blancas que
invaden el tejido cervical y endometrial al inicio del trabajo de parto para contribuir
a la progresion del mismo®. IL-6 induce la sintesis de proteinas de fase aguda en
los hepatocitos (p. ej. aumento de la proteina C reactiva en suero materno que
generalmente precede al desarrollo de corioamnionitis clinica y al comienzo del
parto prematuro en mujeres con RPM) y la conversion de las células B en células
productoras de anticuerpos. También actia como factor de crecimiento y puede
estimular la expresion de receptores a oxitocina en las células de miometrio para
incrementar la respuesta a oxitocina®. Y finalmente se postula que IL-6 es un
potente estimulador del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), para que se
secrete cortisol adrenal como consecuencia de la activacion del eje HPA, por
aumento del CRH. Este eje ha sido ampliamente estudiado relacionado con el

estrés y el trabajo de parto.

Como se pudo documentar en el presente estudio, la participacién de IL-6 puede
darse hacia la etapa final del trabajo de parto, hecho que probablemente se deba
a que en reacciones inflamatorias, ademas de ser un importante regulador de la
inflamacion e inmunidad es considerada como el enlace entre el sistema
endocrino e inmunolégico’™, ya que su accién es pleiotrépica. Asi mismo, IL-6 es
considerada como anti inflamatoria ya que inhibe la secrecion TNFa y de IL-1 en
los macrofagos; otra de sus probables funciones durante el trabajo de parto
avanzado se daria por ser inductora de la expresion de proteinas de fase aguda
en respuesta al proceso inflamatorio previo ya que actia como regulador de la
biosintesis de fibrinbgeno y haptoglobina, después del dafio tisular o la

infeccion’.

Ahora bien, el organismo esta capacitado para cubrir y reparar cualquier dafio por
lo tanto debe existir un mecanismo de homeostasis para evitar un dafio mayor a
los tejidos. Durante los diferentes estadios se detectaron también citocinas

reguladoras, que de forma similar a las proinflamatorias aumentan hacia los
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estadios de mayor activacion. Es el caso de IL-10 e IL-4 quienes al encontrarse
elevadas pudiesen estar actuando para reducir el proceso inflamatorio,

interrumpiendo la estimulacion uterina.

Las moléculas secundarias efectoras se secretan una vez que se indujo la primer
sefal durante la fase de estimulacién del trabajo de parto, por los diferentes tipos
celulares al recibir el estimulo primario; este es el caso de PGE2 que es
secretada por las membranas fetales y la decidua activadas por estimulos como el
de la IL-1B, y a diferencia del aumento durante el trabajo de parto reportado en
liquido amniédtico no se encontraron diferencias en su concentracién en el exudado

cervicovaginal, aun comparando contra el estadio cero.

El diferente comportamiento de la concentracion de PGE2 en el exudado
cervicovaginal y liquido amniotico, podria explicarse de dos formas alternas: en la
primera se considera que el liquido amnidtico es una de las principales vertientes
de lo secretado por las membranas fetales, una de las fuentes principales de
prostaglandinas. A diferencia de detectarlo en el exudado cervicovaginal, en
donde fluyen solo los restos de prostaglandinas que no se difundieron en el
miometrio. Por lo tanto, a pesar de una secrecion elevada de esta molécula,

dificilmente seria detectado en el exudado.

Otra explicacién, quiza un poco mas a demostrar seria que la PGE2 a lo largo del
periodo gestacional es secretada en concentraciones que no se modifican a través
del tiempo, y que de acuerdo con los estudios en musculo liso uterino puede
actuar como relajante y anti-inflamatorio manteniendo asi la fase de quiescencia
uterina. Esta afirmacién fue postulada por Slater y Cols. en 2006”3, con base en un
ensayo de contraccion muscular y en donde reporta que conforme adiciona PGE2
al miometrio disminuye el porcentaje de respuesta integral, el pico de tensién y la
duracion de la respuestas de forma inversa a la dosis de PGE2. Aqui mismo hace
un analisis de los tipos de receptores expresados con el estimulo por lo que

postula que una vez llegado el momento del trabajo parto, existe un cambio en el
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tipo de receptores que el tejido expone para PGE2 induciendo con ello la actividad

uterina, a diferencia de los expresados durante todo el embarazo.

La positividad para fFN, coincide con lo reportado anteriormente’® ", Debido a su
funcidbn como adhesivo entre los tejidos embrionarios y la superficie uterina, su
presencia en fluidos cervicovaginales después de la semana 24 de gestacion es
muy poco frecuente e indica el desprendimiento entre las membranas y la decidua.
En este trabajo se pudo documentar que conforme avanza el trabajo de parto, el
porcentaje de muestras positivas a fFN va en aumento, ademas de que su
presencia es frecuente en muestras que presentaron RPM, por lo que se reafirma
como una de las principales pruebas a realizar en pacientes con prondstico de
amenaza de parto o ruptura de membranas pretérmino; ya que constituye el mejor

marcador disponible de pronéstico de parto, con que se cuenta actualmente’®.

A diferencia de la mayoria de los trabajos previos, en donde la determinacion de
las enzimas se basa en la deteccion inmunolégica de la proteina s6lo como
proenzima y enzima activa, la técnica de microarreglos en solucion detecta y
cuantifica todas las formas en que es posible que se encuentren estas enzimas,
sin diferenciar entre cada una de ellas, es decir, proenzima, enzima activa y/o
acoplada a su inhibidor tisular (enzima-TIMP). La determinacién de las diferentes
MMP con respecto a los diferentes estadios de evolucién del trabajo de parto no
mostro diferencias significativas en su secrecion hacia el exudado cervicovaginal.
Sin embargo, algunas de ellas marcaban una tendencia a disminuir conforme
avanzaba el trabajo de parto. Este es el caso de la MMP-9, para la cual ha sido
documentado anteriormente por diversos grupos, incluido el nuestro, que su
expresion y actividad aumentan en liquido amniético y membranas fetales
conforme éstas Ultimas se modifican durante el trabajo de parto o la ruptura
prematura. Debido a su especificidad y momento de expresion se ha sugerido

utilizar esta enzima como un marcador bioquimico del trabajo de parto.”” "® ™°
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En el exudado cervicovaginal la MMP-9 se detectdé durante la progresion del
trabajo de parto y conforme avanza el perfil de activacion, la secreciéon de MMP-9
va disminuyendo. Las diferencias del presente trabajo con publicaciones
anteriores en otros tejidos son: el tipo de muestra utilizada y la técnica. La
probable disminucion en la secrecion de la enzima hacia el exudado podria
sustentarse con lo reportado por Meraz®® quien menciona que en la matriz
extracelular de las membranas fetales existe un secuestro de MMPs hacia el
sustrato formando un complejo adherido a la matriz extracelular. Lo que sumado a
la alta afinidad de las enzimas hacia sus sustratos, sustentaria que una vez
iniciado el trabajo de parto, la protedlisis de la matriz extracelular tanto de las
membranas fetales como de la matriz cervical comience dentro del contexto del
trabajo de parto. Esto nos llevaria a postular que la deteccion de MMPs en el
exudado cervicovaginal disminuye porque las enzimas se reclutan hacia su

sustrato.

Aunque no se analiz6 en el presente trabajo seria muy util determinar que
porcentaje de la enzima secretada se encuentra en su estado activo y con ello
documentar la existencia o no de un patron diferencial en su activacion en el
exudado cervicovaginal conforme avanza el trabajo de parto. Esta sugerencia se
basa en que en estudios previos en un modelo de rata®, en donde se muestra que
12 horas antes de iniciado el trabajo de parto, comienza a detectarse en liquido
amnidtico y en extractos de membranas fetales, una enzima de 92 kDa, mismo
gue coincide con el aumento de actividad proteolitica y con la expresion del mMRNA
de MMP-9.
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CONCLUSIONES.

Nuestro disefio permitio distinguir la progresion del trabajo de parto en 3 diferentes
estadios de actividad uterina y de cambios cervicales, definidos por el perfil de
composicidon de citocinas y otras moléculas contenidas en el exudado

cervicovaginal.

Existe correlacion entre el desarrollo de parto efectivo y el paso de diferentes
moléculas al exudado cervicovaginal, caracterizada por un ambiente

proinflamatorio.

Uno de los cambios mas aparentes en la composicién del exudado cervicovaginal
es la disminucion en la concentracion de IL-1Ra con el inicio del trabajo de parto
efectivo. Esto permite incluir a ésta molécula como uno de los mediadores
relevantes en el trabajo de parto y como un candidato a posteriores estudios como
biomarcador del evento.

Otra molécula con potencial de utilidad para el disefio de pruebas prondsticas es

la IL-6, que incrementa su valor una vez que se ha iniciado el trabajo de parto.
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INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA / DIRECCION DE INVESTIGACION

PROYECTO PARTO PRETERMINO

No. proyecto 212250-0

No. Exp. Consecutivo:

Entrevistador:

IDENTIFICACION DE LA PACIENTE
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ANEXO 2
SISTEMA DE DETECCION MULTIPLE DE MOLECULAS EN SUSPENSION.

Equipo:

- Plataforma Luminex X-Map 100 equipo de lectura de placas Bio-plex (Bio-
Rad).

- Agitador de Placas de ELISA con capacidad de hasta 1200 rpm x minuto.

Citocinas

- Kit de reactivos base para el andlisis de citocinas catalogo 171-304000 (Bio-
Rad,), que incluye amortiguadores, placa de 96 pozos y estreptavidina
ficoeritrina.

- Kit de esferas cubiertas con anticuerpos especificos, anticuerpos de deteccion
y estandar de citocinas humanas, (human 10 plex cat. X500086CR4), que
permite detectar y cuantificar a IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, INFg, TNFa, IL-
lbeta, IL-12 (p70) e IL-1ra.

Desarrollo de la técnica.
Para la realizacion de la técnica se sigui6 el protocolo del fabricante:

- Reconstituir el estandar

- Preparar la dilucién del coctel de microesferas conjugadas. Y la curva
estandar de proteinas recombinantes.

- Prehumedecer la placa con 150 uL de amortiguador de corrida. (assay buffer)
y aplicar vacio.

- Colocar 50 uL del coctel de microesferas en cada pozo. Aplicar vacio.

- Agregar 50 pl de los estandares para la curva y 50 uL de las muestras. Se
cubre la placa, se protege de la luz y se deja incubar durante 1 hora a T°
ambiente con agitacion constante de 500 rpm.

- Se realizan 3 lavados por aspiracion con amortiguador de lavado.

- Se prepara la dilucion del coctel de anticuerpos biotinilados para la deteccion
y se adicionan 25 pl/pozo, de dejan en incubacién durante 1 hora bajo las
condiciones descritas anteriormente.

- Se realizan 3 lavados por aspiracion.

- Se prepara la dilucién de estreptavidina ficoeritrina y se adicionan 50uL a
cada pozo, dejando en incubacién durante 30 min, con agitacién de 500 rpm.

- Se realizan 3 lavados por aspiracion.

- se resuspenden las microesferas con 125 de amortiguador de ensayo con
agitacion de 1100 rpm durante 30 segundos.

- se lee la placa en la plataforma Luminex (Bio-Plex de Bio-Rad)

La deteccién y cuantificacion de la concentracién de cada una de las moléculas
se realiza mediante el sofware de analisis del equipo a través de métodos de
regresion. Los resultados son expresados como concentracion en pg/mi
presente en nuestra muestra, para cada una de las moléculas analizadas, y
realiza la cantidad de curvas estandar de acuerdo a la cantidad de moléculas
que se analicen por ensayo. La técnica es cuantitativa.



ANEXO 3

Determinacion de MMPs por ensayo multiple.

Equipo:

- Plataforma Luminex X-Map 100 equipo de lectura de placas Bio-plex (Bio-
Rad).

- Agitador de Placas de ELISA con capacidad de hasta 1200 rpm x minuto.

MMPs

- Kit base para el analisis de MMPs humanas que incluye amortiguadores,
placa de 96 pozos, estreptavidina ficoeritrina, y cocktel de proteinas
recombinantes para la elaboracion de la curva estandar (R&D, cat. LMP00O).

- Conjugado de microesferas y anticuerpos biotinilados para MMP-1 (cat.
LMP901); MMP-2 (cat. LMP902); MMP-3 (cat. LMP513); MMP-7 (cat. LMP-
907); MMP-8 (cat. LMP908); MMP-9 (cat. LMP911); MMP-12 (cat. LMP919);
MMP-13 (cat. LMP511).

Se siguio el procedimiento sugerido por el fabricante.
Procedimiento:

- Preparar todos los reactivos y estandares siguiendo las instrucciones.

- Prehumedecer la placa con 100 uL de amortiguador de lavado y filtrar con
vacio.

- Colocar 50 uL de la mezcla de microesferas cubiertas con anticuerpos en
cada pozo.

- Colocar 50 uL de estandares o muestras en los pozos. Incubar 2 horas a
temperatura ambiente con agitacion orbital de 500 + 50 rpm.

- Lavar 3 veces por aspiracion con amortiguador de lavado (100 uL/pozo)

- Colocar la mezcla de anticuerpos biotinilados. Incubar por 1 hora a
temperatura ambiente, con agitacion de 500 + 50 rpm.

- Lavar 3 veces.

- Colocaar 50 uL por pozo de la diluciéon de estreptavidina-PE. Incubar 30
minutos a temperatura ambiente con agitacion.

- Realizar 3 lavados.

- Resuspender las microesfereras con 100 uL de amortiguador de lavado,
agitar 2 minutos.

- Leer en el analizador Luminex 100.
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Cambios en la concentracion de la interleucina 6 en exudados
cervicovaginales en trabajo de parto®
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Gonzélez,*** Jorge Beltran Montoya,** Felipe Vadillo Ortega*

Nivel de evidencia: 1I-3

RESUMEN

Objetivo: evaluar la secrecion de interleucina 6 (IL-6) en exudado cervicovaginal en una pseudocohorte que emula la evolucion del
trabajo de parto.

Material y método: se tomaron muestras de exudado cervicovaginal de pacientes con 20 a 40 semanas de gestacién que se clasificaron
en cinco estratos de evolucion del trabajo de parto. Cada estrato refleja la activacion progresiva de la actividad uterina y los cambios
cervicales. A cada muestra se le determiné la IL-6 mediante el sistema Multiplex. Se eliminaron las muestras de las pacientes con datos
de infeccion.

Resultados: se incluyeron 173 muestras repartidas en cada uno de los cinco estratos. A lo largo de la gestacion existe secrecion basal
de IL-6 al exudado cervicovaginal que no se modifica hasta que aparece el trabajo de parto activo. Sélo cuando la actividad uterina se
manifiesta en forma regular y efectiva, se demuestra aumento muy significativo en la concentracién de IL-6 en el exudado.
Conclusiones: la IL-6 es una citocina proinflamatoria que aumenta de manera especifica cuando se inicia la actividad uterina efectiva;
por ello es un elemento susceptible de ser evaluado como marcador pronéstico del trabajo de parto normal y pretérmino.

Palabras clave: interleucina 6, trabajo de parto.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the secretion of interleukin 6 (IL-6) in cervicovaginal fluid in a pseudocohort that emulates the evolution of the
labor.

Material and method: Samples of cervicovaginal fluid of patients with 20 to 40 weeks of gestation were taken, patients were classified in 5
strata of the development of the labor. Each stratum reflects the progressive activation of the uterine activity and the cervical changes. To each
sample was made determination of IL-6 by means of the system Multiplex. The samples of patient with infection data were eliminated.
Results: 173 samples were included distributed in each one of the five strata. Basal secretion exists of IL-6 to the cervicovaginal fluid
along the gestation, that doesn’t modify until the active labor appears. Only when the uterine activity is manifested in form to regulate and
effective, very significant increase is documented in the concentration of the IL-6 in the cervicovaginal fluid.

Conclusions: The IL-6 it is a proinflammatory cytokine that increases in a specific way in the moment in that the effective uterine activity
begins, thus, it is an excellent candidate to be evaluated as marker presage of the event of normal labor and preterm.

Key words: interleukin 6, labor.

RESUME

Objectif : évaluer la sécrétion de I'lL-6 en exsudat cervico-vaginal dans une pseudo-cohorte qui émule I'évolution du travail.

Matériel et méthode : on a pris des échantillons d'exsudat cervico-vaginal de patientes avec 20 a 40 semaines de gestation qui se sont
classées en cing strates d’évolution du travail. Chaque strate refléte I'activation progressive de I'activité utérine et les changements cer-
vicaux. On a déterminé dans chaque échantillon I'lL-6 au moyen du systéme Multiplex. On a éliminé les échantillons des patientes avec
des données d’infection.

Résultats : on a inclus 173 échantillons distribués en chacune des cing strates. Tout au long de la gestation il existe sécrétion basale d’IL-6
a I'exsudat cervico-vaginal qui ne se modifie pas jusqu’a I'apparition du travail actif. Seulement lorsque l'activité utérine se manifeste de
forme réguliere et effective, il y a une augmentation trés significative dans la concentration de I'lL-6 dans I'exsudat.

Conclusions : I'lL-6 est une cytokine pro inflammatoire qui augmente de maniére spécifique lors du début de I'activité utérine effective ;
elle est pour cela un élément susceptible d’étre évalué comme marqueur pronostic du travail normal et avant-terme.

Mots-clés : interleukine-6, travail.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a secregao de IL-6 em exsudato cérvico vaginal com um corte supérfluo que imita a evolugéo do trabalho de parto.
Material e método: Tomaram amostras de exsudato cérvico vaginal de pacientes com 20 a 40 semanas de gestagao que se classificaram
em cinco fases de evolugao do trabalho de parto. Cada fase refleta a ativagédo progressiva da atividade uterina e as mudangas cervicais.
A cada amostra se determinou o IL-6 mediante o sistema Multiplex. Amostras de pacientes com dados de infec¢do foram eliminadas.
Resultados: Foram incluidas 173 amostras repartidas em cada uma das cinco fases. Durante o periodo de gestagao existe a secregao
basal de IL-6 no exsudato cérvico vaginal que néo se altera até, que se tenha o trabalho de parto ativo. H4 um aumento muito significativo
na concentracéo de IL-6 do exsudato, somente quando a atividade uterina se manifesta de forma regular e efetiva.

Conclusdes: IL-6 é uma citocina proinflamatéria que aumenta de maneira especifica quando se inicia a atividade uterina efetiva; € um
elemento suscetivel de ser avaliado como um marcador progndstico do trabalho de parto normal y pretérmino.

Palavras-chave: interleucina-6, trabalho de parto.

as citocinas son proteinas pequenas que regu-

lan una amplia gama de funciones fisiol6gicas

en los humanos. La interleucina 6 (IL-6) es una
citocina de 185 aminoéacidos, glucosilada, que se sin-
tetiza como proteina precursora de 212 aminoéacidos,
derivada de un gen localizado en el 7p21 del genoma
humano.! Con base en su funcién se clasifica como
miembro de la familia de citocinas que inducen la
expresion de proteinas de fase aguda inflamatoria
y acttia como reguladora de la biosintesis de fibri-
négeno y haptoglobina, después de dafio tisular
o infeccién.? La IL-6 es una citocina pleiotrépica
relacionada con la respuesta inmunitaria antigeno
especifica y con reacciones inflamatorias. Es impor-
tante reguladora de la inflamacién e inmunidad y
se considera un enlace entre el sistema endocrino e
inmunolégico.?

. Este trabajo obtuvo el primer lugar del Premio Dr. José Maria
Rodriguez otorgado por la Federacion Mexicana de Ginecologia
y Obstetricia a los trabajos de investigacion clinica presentados
en el 58 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia ce-
lebrado en Monterrey, NL, octubre 2007. Se realizé con apoyo
del Fondo Sectorial de Salud de CONACyYT (Proyecto 7036).
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El grupo de células capaces de secretar IL-6 incluye:
células endoteliales, fibroblastos, monocitos-macrofa-
gos, linfocitos T y B, granulocitos, queratinocitos y
células del estroma endometrial. Cada una de estas cé-
lulas reacciona a estimulos fisiologicos que inducen la
expresion y sintesis de IL-6, tales como otras citocinas
proinflamatorias, como: IL-1, TNF-a e interferones.*?
Su sintesis también es estimulada por endotoxinas
bacterianas, oncostatina M, ARN y ADN viral. La
IL-6 puede estimular o inhibir su propia sintesis,
dependiendo del tipo celular. El receptor de IL-6 se
expresa en células T, células B activadas por mitége-
nos, monocitos periféricos y algunos macréfagos y
tipos celulares tumorales derivados de células B. La
sefial de transduccién mediada por el receptor de IL-6
implica la participacién de la proteina cinasa C y de
la adenilato ciclasa. La IL-6 tiene un amplio limite de
efectos bioldgicos.

Diferentes estudios clinicos han sefialado que la
IL-6 es un marcador muy especifico de la existencia
de corioamnionitis, afeccién que se ha relacionado
directamente con la induccién de trabajo de parto pre-
maturo y rotura prematura de membranas. El aumento
de las concentraciones de IL-6 en el liquido amni6tico®
asociado con infeccién ha hecho pensar en su participa-
cién en el trabajo de parto y el nacimiento prematuro.”
Eltrabajo de parto pretérmino es una anomalia que se
inicia por multiples causas y que, en la actualidad, se
reconoce como consecuencia de la activacién anormal
antes del término de la gestacion, de al menos algu-
nos de los mecanismos que desencadenan el trabajo
de parto normal. El proceso del trabajo de parto se
define como la activacién de actividad uterina,® de
cambios cervicales y modificaciones estructurales en
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las membranas corioamniéticas. Hace relativamente
poco tiempo se demostré que el trabajo de parto se
asocia con el desarrollo de respuesta inflamatoria y
con incremento de todas las sefiales vinculadas; por
ello ahora se considera que, al menos, una parte de
la activacién de este proceso depende del sistema
inmunolégico.”'® Existen suficientes demostraciones
que apoyan el papel de las citocinas inflamatorias
en la patogenia del trabajo de parto pretérmino y se
ha comprobado el aumento de concentraciones de la
mayor parte de las citocinas en el liquido amniético,
incluidas IL-1f," TNF-a,*? IL-6, IL-8,"* MIP-1 e IL-
4'15

Estos mediadores han sido objeto de estudio en
la Gltima década y diferentes autores han propuesto
la cuantificacién de algunas de estas moléculas para
calcular el riesgo de infeccién intrauterina o el propio
de parto pretérmino. Sin embargo, no se ha estudiado
la expresién de estas citocinas en el trabajo de parto
normal. En este trabajo se propone reconstruir la
secuencia de evolucién de expresion de la IL-6 en el
trabajo de parto normal.

MATERIAL Y METODO

Las muestras de exudado cervicovaginal se obtuvie-
ron de pacientes que acudieron a consulta de control
prenatal o al servicio de urgencias del Instituto Na-
cional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes
(INPerIER). Se incluyeron todas las pacientes que al
momento de la toma de la muestra tuvieran edad
gestacional entre 20 y 40 semanas, sin complicaciones
médicas u obstétricas mayores, como diabetes melli-
tus, diabetes gestacional o infeccién genitourinaria.
Se solicitd, por escrito, su aceptacion a participar en
el protocolo de investigacion.

Para documentar la actividad uterina, las modi-
ficaciones cervicales y el estado fisiol6gico de las
membranas, las variables secundarias y confuso-
ras necesarias para el analisis de los resultados se
elabor6 una hoja con la historia clinica obstétrica.
De acuerdo con la informacién asentada en el
expediente, las muestras se clasificaron en cual-
quiera de cinco estadios clinicos que reproducen
la secuencia del perfil de activacién del trabajo de
parto humano.

Criterios de inclusion
Cada grupo se integré considerando las siguientes
caracteristicas:

e Estadio 0: muestras de pacientes con edad gesta-
cional entre 18 y 34 semanas, sin actividad uterina, sin
cambios cervicales y con membranas fetales intactas.
Este estadio representa la ausencia completa de trabajo
de parto.

* Estadio 1: muestras de pacientes con irritacién
uterina minima (definida por la paciente como eventos
esporadicos de contracciones), sin cambios cervicales
y membranas fetales intactas.

¢ Estadio 2: muestras de pacientes con irritacion
uterina minima (=1 evento/30 minutos) y cambios
cervicales iniciales con dilatacion menor a 2 cm, sin
borramiento y membranas fetales intactas.

e Estadio 3: muestras de pacientes con actividad
uterina irregular (= 2 eventos/30 min.), cambios cer-
vicales intermedios (dilatacién 1-3 cm) y membranas
fetales intactas.

¢ Estadio 4: muestras con trabajo de parto avanza-
do, con contracciones uterinas efectivas y regulares,
con cambios cervicales avanzados (dilatacién >3 cm)
y membranas fetales intactas.

Criterios de exclusion y eliminacion

Se excluyeron las pacientes con demostracién clinica
de infeccién cervicovaginal y se eliminaron las que
resultaron positivas a infeccién luego de un cultivo
microbiolégico del exudado cervicovaginal. Las pa-
cientes que refirieron haber tenido relaciones sexuales
en las 24 h previas también se excluyeron.

Exudado cervicovaginal

Para la toma de la muestra se utilizé un hisopo de
dacrén estéril y un tubo de transporte con 1 mL
de amortiguador (Iris-base 0.05M, NaCl 0.15M,
BSA 1%, Tween-20 al 0.1%). E1 hisopo se froté en
el fondo del saco de Douglas, auxilidndose con
un espejo vaginal lubricado con solucién salina, e
inmediatamente después se sumergi6 el hisopo en
la solucion amortiguadora de extraccién, durante
el transporte se almacené a 4°C. El extracto del
tubo se centrifug6 a 2000 rpm x g, a 4°C durante 15
minutos, para precipitar el material particulado y
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se colect6 el sobrenadante; la muestra se conservo
a -20°C, hasta su analisis.

Determinacion de IL-6

La deteccion y cuantificacion de citocinas se realizé
con el sistema de deteccién multiple de moléculas
en suspension Bio-Plex (Bio-Rad, Hercules, Cal.). El
principio del método consiste en la combinacién de
dos técnicas: el ELISA que atrapa una proteina entre
dos anticuerpos (uno de captura adherido a una
superficie s6lida y otro de deteccién que se marca
con biotina), ambos anticuerpos especificos se unen
mutuamente en sitios exclusivos de la proteina. La
segunda técnica es la citometria de flujo, que puede
separar y cuantificar células marcadas con fluorocro-
mos, a partir de una mezcla. Las células se aspiran
y su separacion se realiza al incidir sobre cada una
de ellas diferentes laser, que determinan el tamario,
granularidad o silas células estdn marcadas; con esto
se realiza la deteccién, determinacién y tamafio. Cada
grupo de esferas muestra tonalidades idénticas para
que una vez cubiertas con el anticuerpo monoclonal
de captura puedan separarse al momento de la lec-
tura. Siguiendo las recomendaciones del fabricante
se utiliz6 una microplaca de 96 pozos y se colocaron
50 uL/pozo del céctel de microesferas conjugadas
con anticuerpos monoclonales especificos contra
IL-6. Enseguida se agregaron 50 uL/pozo de cada
uno de los estandares y de las muestras de exudado
cervicovaginal; se dejaron en incubacién durante una
hora a temperatura ambiente con agitacion constante
de 500 rpm. La deteccién de la proteina se realiza
con un cdctel de anticuerpos policlonales marcados
con biotina, se agregan 25 uL/pozo del coctel y se
deja en incubacién durante una hora en las condi-
ciones descritas. Enseguida se utiliza una molécula
reportera, con marcaje fluorescente (estreptavidina-
ficoeritrina) y 50 uL/pozo de la dilucién y se deja,
nuevamente, en incubacion durante 30 minutos. Por
dltimo, las microesferas se resuspenden en 125 uL de
amortiguador de ensayo, con agitaciéon de 1100 rpm
durante 30 segundos; entre cada uno de los pasos
se realizan tres lavados por aspiracién, con solucién
amortiguadora de lavado. La lectura de la placa se
realiza en plataforma Luminex (Bio-Plex de Bio-Rad),
en donde las esferas se aspiran para hacerlas pasar

por un canal en donde cada una es incidida por dos
diferentes laser. El primero, en rojo, excita la esfera
y detecta el c6digo de la misma, discriminando entre
una molécula y otra; el segundo laser (verde) excita
el marcaje fluorescente y, de esta forma, cuantifica la
sefial emitida por cada una de las esferas. El equipo
cuenta con un software de andlisis que permite la
utilizacién de métodos de regresién de cinco para-
metros que dan como resultado la concentraciéon en
pg/mL de la IL-6.

En cada estadio las concentraciones se compararon
con ANOVA y se aceptaron diferencias significativas
con el valor de p <0.05.

RESULTADOS

De acuerdo con los criterios de inclusién descritos se
incluyeron 173 muestras de exudado cervicovaginal,
48 de ellas se agruparon en el estadio 0; 22 en el esta-
dio 1, 34 en el estadio 2, 41 para el estadio 3 y 28 en
el estadio 4.

A cada una de las muestras se le determiné la
concentracién de IL-6 (figura 1). Se apreci6 que en el
estadio 0 la secrecién de la citocina fue minima, pero
detectable en la mayor parte de las muestras; aun-
que es posible observar el incremento a partir de los
primeros indicios de inicio de actividad uterina, sélo
es diferente estadisticamente del estadio 0 al 1. Sin
embargo, el aumento en la secrecién de la citocina fue
muy considerable hacia el estadio 4, luego de haberse
iniciado el trabajo. Al comparar el estadio 0 contra el
estadio 4 el valor fue de p=0.000 y la comparacién del
estadio 3 y 4 de p=0.009.

DISCUSION

Una de las citocinas mas estudiadas en relacién
con el trabajo de parto pretérmino es la IL-6, de-
bido a su fuerte asociacién clinica con la infeccién
intrauterina y el inicio del parto pretérmino. Puesto
que se trata de una molécula amplificadora de la
respuesta inflamatoria, durante el embarazo se le
ha relacionado de manera directa con infecciones
del aparato reproductor. La mayor parte de los
estudios reportados en la bibliografia se orientan
al papel de la IL-6 en la respuesta a la infeccién;
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Figura 1. Perfil de secrecion de IL-6 durante los cuatro estadios de
evolucion del trabajo de parto. Las cajas representan la mediana 'y
los percentiles 25-75, las barras muestran los percentiles 5-95. En
el estadio mas avanzado en actividad se observa un importante
incremento en la secrecion de IL-6. En los estadios anteriores (1-
3) no existen diferencias en la secrecion. La grafica muestra los
estadios en que se detectan diferencias significativas en p<0.05.

sin embargo, no existe suficiente informacién de
su comportamiento en el desarrollo del trabajo de
parto normal. En nuestro estudio demostramos que
existe una correlacion estrecha entre el desarrollo
del parto efectivo y la expresioén de la citocina en el
exudado cervicovaginal, en ausencia de infeccién
y utilizando una reconstruccién de la secuencia
progresiva del trabajo de parto. La mayor parte de
los trabajos previos se enfocan a la medicién de la
concentracién de la citocina alrededor del inicio del
trabajo de parto. Hasta la fecha no se habia dejado
constancia del cambio que nosotros mostramos en
este trabajo y que permite reforzar el concepto de
que la IL-6 forma parte de la cadena de eventos que
acompafian al desencadenamiento del trabajo de
parto en el humano.

En la clinica obstétrica es de vital importancia la
deteccién oportuna del trabajo de parto pretérmino,
el tratamiento del mismo y el pronéstico para ese
embarazo en particular. En este dltimo contexto es
primordial anticipar los embarazos en que a pesar
del tratamiento adecuado prevalezca el riesgo de na-
cimiento pretérmino a corto y mediano plazo, debido
a que en estos casos deben dirigirse todos los recursos

humanos y materiales para poner a la paciente y al
feto en las mejores condiciones, en caso de que el
curso del embarazo evolucione hacia un nacimiento
pretérmino.

Cuando la paciente tiene antecedentes de parto pre-
término y busca atencién médica, el clinico se enfrenta
al problema de discernir si debe hospitalizarla para
tratamiento y vigilancia del embarazo por el alto ries-
go de nacimiento pretérmino en las siguientes 24 a 48
h o puede tratarla con éxito en el servicio de urgencias
y enviarla a su domicilio para continuar la vigilancia
de su embarazo como externa. Muchas veces esta deci-
sién se basa en criterios subjetivos y en la experiencia
anecdotica del médico, no en experiencias cientificas
probadas. Esta es una de las razones por la que deben
buscarse herramientas nuevas que permitan al clinico
contar con elementos para fundamentar la toma de
sus decisiones. La caracterizacién del perfil de la IL-6
puede ser el primer paso para disefiar protocolos de
investigacion y evaluar su probable utilidad clinica
para distinguir casos reales de trabajo de parto pre-
término inminente.

REFERENCIAS

1. Simpson RJ, Hammacher A, Smith DK, Matthews JM, Ward
LD. Interleukin-6: Structure-function relationships. Protein
Science 1997;6:929-55.

2. Sehgal PB, Grieninger G, Tosato G. Regulation of the acute
phase and immune responses: interleukin-6. Ann NY Acad Sci
1989;557:1-583.

3. Hirano T. Interleukin-6. In: Thomson A, Lotze M, editors. The
cytokine handbook. 4" ed. San Diego (CA): Academic Press,
2003;pp:197-228.

4.  Dudley DJ, Trautman MS, Edwin SS, Lundin-Schiller S, Mitchell
MD. Biosynthesis of interleukin-6 by cultured human chorion
laeve cells: regulation by cytokines. J Clin Endocrinol Metab
1992;75:1081-6.

5. Fortunato SJ, Menon RP, Swan KF, Menon R. Inflammatory
cytokine (interleukins 1, 6 and 8 and tumor necrosis factor-
alpha) release from cultured human fetal membranes in
response to endotoxic lipopolysaccharide mirrors amniotic
fluid concentrations. Am J Obstet Gynecol 1996;174:1855-61;
discussion 1861-2.

6. Romero R, Avila C, Santhanam U, Sehgal PB. Amniotic fluid
interleukin 6 in preterm labor. J Clin Invest 1990;85:1392-400.

7. Lange M, Chen FK, Wessel J, Buscher U, Dudenhausen
JW. Elevation of interleukin-6 levels in cervical secretions as
a predictor of preterm delivery. Acta Obstet Gynecol Scand
2003;82: 326-29.

8. Challis JRG, Sloboda DM, Alfaidy N, Lye SJ, et al. Prostaglan-

ISSN-0300-9041 Volumen 76, Num. 1, enero, 2008



Espejel Nufiez Ay col.

10.

11.

12.

dins and mechanisms of preterm birth. Reproduction 2002;124:
1-17.

Grenache DG, Hankins K, Parvin CA, Gronowski AM. Cervico-
vaginal interleukin-6, tumor necrosis factor-a. and interleukin-2
receptor as markers of preterm delivery. Clinical Chemistry
2004;50(10):1839-42.

Mitchell MD, Edwin S, Romero RJ. Prostaglandin biosyn-
thesis by human decidual cells: effects of inflammatory
mediators. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids
1990;41:35-38.

Romero R, Brody DT, Oyarzun E, Mazor M, et al. Infection
and labor. lll. Interleukin-1: a signal for the onset of labor. Am
J Obstet Gynecol 1989;160:1117-23.

Romero R, Mazor M, Sepulveda W, Avila C, et al. Tumor ne-

13.

14.

15.

crosis factor in preterm and term labor. Am J Obstet Gynecol
1992;166:1576-87.

Dudley DJ, Hunter C, Mitchell MD, Varner MW. Clinical value of
amniotic fluid interleukin-6 determinations in the management
of preterm labor. Br J Obstet Gynecol 1994;101:592-7.
Jacobson B, Mattsby-Baltzer |, Hagberg H. Interleukin-6 and
interleukin-8 in cervical and amniotic fluid: relationship to
microbial invasion of the chorioamniotic membranes. BJOG
2005;112(6):719-24.

Dudley DJ, Hunter C, Varner MW, Mitchell MD. Elevation
of amniotic fluid interleukin-4 concentrations in women
with preterm labor and chorioamnionitis. Am J Perinatol
1996;13(7):443-7.

En el parto espontaneo todo esté dispuesto para que la asepsia de los 6rganos
internos perdure. El feto, el liqguido amniético y la placenta, que vienen de regiones
asépticas, producen a su paso un verdadero barrido de las vias genitales.

Al revés, la mano que explora y los instrumentos pueden siempre hacer penetrar
en las vias vaginales gérmenes que pululen en la vulva.

Reproducido de: Fabre. Manual de obstetricia. Barcelona: Salvat Editores,

1941;p:180.
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