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Balance de respuestas TH1/TH2 en la interfase placentana durante el trabajo de parto normal y pretérmine

ANTECEDENTES

La Organizacion Mundial de la Salud considera como parto pretérmino, al nacimiento del
feto que ocurre antes de las 37 semanas de gestacion (1), antecedido por la presencia de un
trabajo de parto regular, definido este, cuando ocurre mas de una contraccién cada 10 minutos,
con una duracién mayor de 30 segundos de duracién y que son capaces de producir

madificaciones cervicales.

Para diagnosticarlc es necesario conocer la edad gestacional calculada por fecha
de Ultima menstruacion, en case de no conocerse o existir alguna duda, es necesario
apoyarse en parametros ultrasonograficos para determinarla. La actividad uterina se
detecta por clinica o por monitorizacién tocogréfica y mediante revisién ginecoldgica se

determina el grado de borramiento y dilatacion del cuello uterino.

Al integrarse el diagnostico de parto pretémino se debe considerar la presencia
de ruptura de membranas, de infecciones coricamnidticas, infecciones de vias
urinarias, dbito, malformaciones fetales graves, enfermedades maternas
descompensadas y otras complicaciones obstétricas frecuentemente asociadas a este
diagnostico, con la finalidad de normar la conducta obstétrica vy estimar el prondstico
para las madres y el feto

El nacimiento pretérmino es uno de los principales problemas de salud
reproductiva, directamente responsable de 75 a 90% de muertes necnatales no
relacionadas a malformaciones congenitas letales (2,3). También es causa de
morbilidad neonatal a corto y largo plazo. Las principales complicaciones de los recién
nacidos pretémino se deben a inmadurez organica, estas complicaciones incluyen
Sindrome de dificultad respiratoria, versistencia de conducto arterioso, enterocolitis
necrozante, hiperbilirubinemia, apnea del premature y sepsis neonatal. Actualmente
solo el 7.5% de los recién nacidos pretérmino con peso menor de 1500 gr superan
esta etapa sin complicaciones (4) En Estados Unidos el porcentaje de nacimientos
pretérmino es de 10.2%.

Existen muchos factores de riesgo que identifican a pacientes con probabilidades

de tener nacimientos pretérmino, sin embargo el 47% no presentan ningunc de ellos

tJ
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(3), en otras palabras en casi la mitad de las pacientes con parto pretémino no es

posible prevenirlo.

La fisiopatogenia del parto pretémino es desconocida, esto no es sorprendente, ya
que tampoco comprendemos totalmente los mecanismos fisioldgicos que

desencadenan espontaneamente el trabajo de parto en embarazos a téermino.

Algunos autores han propuesto dividir a la Ultima etapa del embarazo de término
en 4 fases, llamadas fases uterinas. La fase O corresponde a la etapa en donde &l Utero
es incapaz de responder a estimulos de agentes uterotdnicos, en teoria esta
refractariedad miometrial se debe a inhibicion activa en donde la progesterona juega
un papel importante. En la fase 1 se presentan cambios anatémicos vy fisiolégicos
como borramiento cervical, aumento en ndmero de células en receptores a oxitocina,
con capacidad contractil. Esta fase esta limitada en tiempo por dos periodos de
transicion, el periodo previo se conoce como el periodo de iniciacion del parto, es en
este tiempo donde deberia presentarse la sefial que iniciara los cambios en la fase 1
El pericdo posterior se conoce como el inicio del trabajo de parto, en donde el
miometrio esta en condiciones de responder a uterotonicos enddgenos o exdgenos (5).
Este periode parece corresponder clinicamente a |la fase latente del primer periodo del

trabajo de parto descrito por Friedmar (6)

Existen varias teorias con respecto a la seial de iniciacion del trabajo de parto en
pacientes con embarazos a término, sin embargo ninguna de ellas es capaz de

explicarla completamente, lo que hace posible |a participacion de varias sefiales. (7)

Teoria de supresién de ja progesterona. Tradicionalmente se ha considerado que
la progesterona tiene un efecto favorable sobre la gestacion y que la supresion de ésta
en cualquier etapa del embarazo, es respensable del inicio del parto en animales de
experimentacidn. A pesar de tal evidencia, en humanos no se ha podido demostrar la
disminucidn  de progestercna previa a la iniciacidn del parto, ni tampoco se ha
identificado algun mecanismeo que disminuya la eficacia de esta hormona en el érgano
blanco sin disminuir los niveles de progesterona en plasma. Finalmente, tampoco se
ha demostrado relacién causal entre disminucién de progesterona y los diferentes

cambios anatomo-fisiologicos de la fase uterina 1 antes mencionada. En conclusion ia
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progesterona parece participar directa € importantemente en |a refractariedad uterina
antes del inicio de parto pero no hay evidencia de que su disminucidn sea la sefial que

induzca las condiciones necesarias para el inicio del parto.

Teoria de la comunicacion entre dérganos: Esta teoria propone basicamente que la
sefial inicial se origina en el fete y mediante el liquido amnidtico, membranas
coricamnidticas y decidua esta sefial es traducida al ambiente materno para la
iniciacién del parto (8). La sefial producida en el feto parece ser de tipo endocrina {
aumento en la sintesis de cortisol suprarrenal), esta induce la produccidon de
mediadores de la inflamacion en el liquide anmidtico, esta sefial es amplificada en las
membranas corioamnidticas con la sintesis de prostaglandinas (PG's), factor
activader de plaquetas (PAF) y endotelina 1 (ET-1), que a nivel de decidua inducen la
activacion de los macréfagos |, los cuales median la activacion de la respuesta inmune
can la produccidon de citocinas como iL-1, IL-6 y TNF alfa. Esta respuesta induce la
liberacién de enzimas lisosomales, sintesis de prostaglandinas y la activacién de la

colagenasa cervical (5, 9,10).

Teoria de la oxitocina: Se basa en la experiencia clinica, la oxitocina ha sido
utilizada para inducir trabajo de parto en mujeres embarazadas con diferentes edades
gestacionales Sus niveles séricos y los receptores miometriales esta elevados al final
del embarazo. Sin embargo, la oxitocina no parecer tener un papel fisiolégico en la
iniciacion del parto ni en el inicio de trabajo de parto, antes de que estén presentes los
cambios caracteristicos de la fase 1. Segundo, la oxitocina no suspende la fase O ni
induce la fase 1. Tercero, los niveles séricos de oxitocina solo se incrementan durante
el segundo periodo de trabajo de parto, es decir, en el periodo expulsivo y sus
concentraciones sanguineas previas no ofrecen la posibilidad de que esta tenga algin

papel relevante en la iniciacion det parto ni en €l inicio del mismo {(11)

Teoria de las prostaglandinas: Hace 25 afos se propuso que las prostaglandinas
eran agentes uterotonicos capaces de iriciar el parte. La experiencia acumulada en
este sentido se resume en los siguientes puntos. primere, el tratamiento de mujeres

embarazadas con PG’s causa aborto o parto de cualquier edad gestacional {5,9)
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Segundo, la concentracion de PG's y sus metabolitos se encuentran aumentadas en €l
liquido amnidtico, plasma y orina maternas durante el trabajo de parto. Tercero, los
inhibidores de las PGH2 sintetasa retrasa el parto a término o el aborto inducido y en
algunas ocasiones el parto pretémino (12) y por ultimo las PG’'s causan contracciones
de fibras miometriales in vitro. Hoy en dia existen razones suficientes para pensar que
estas grandes cantidades de PG’s en el plasma materno, liquido amniotico y orina
materna son consecuencia del trabajo de parfo y no necesariamente que estos
eicosanoides tiene algin papel en la iniciacion detf parto. Por lo tanto, el éxito de las
PG’s en la induccién de parto puede ser independiente al proceso fisiclgico. Esto
también es verdad para otros uterotonicos mediadores de fa respuesta inflamatoria
como’ PAFy ET-1 (5).

Por otro lado existe una consideracion mas en contra de esta teoria, las
cantidades de &acido araquidénico, sustrato principal en la sintesis de PG’'s, se
encuentra en cantidades muy pequefias antes del inicio del parto en el liquido
amnidtico y membranas fetales. AUn mas, si estas se produjeran, parece dificil que

llegaran al miometrio antes de ser metabolizadas {13-15).

Teoria inmunoldgica: En este contexto de teorias incapaces de explicar el
mecanismo de iniciacion del parto y dado que el embarazo representa un problema en
términos de la funcién inmunolégica materna, por tratarse de un aloinjerto en el que al
menos la mitad de los antigenos pueden ser reconocidos como extrafos, ya que
actualmente conocemos diferentes mecanismo de evasion de la respuesta inmune
ejecutados por la placenta (16, 17) parece coherente la idea de que la pérdida de la
tolerancia inmunolégica este vinculadas con el inicio del parto y dado que el nacimiento
de un feto supone la presencia de tres eventos indispensables sin importar la edad
gestacional(tales eventos son: la actividad uterina, las moedificaciones cervicales y €l
rompimiento de membranas corioamnidticas), en donde existen evidencias de que la
activacion de enzimas responsables del rompimiento de las membranas y de las
modificaciones cervicales es mediante la presencia de algunas citocinas como el factor
de necrosis tumoral alfa, sustenta la sospecha de la participacion de la respuesta

inmune como desencadenante de trabajo de parto.
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MARCO DE REFERENCIA

Los avances en el campo de la inmunclogia en las Ultimas 50 afios han
transformade el concepto inicial del sistema de defensa del organismo, en un sisterma
coordinado y complejo que nos permite una mejor comprensién de los procesos

fisioldgicos v fisiopatolégicos chservados en el ser humano.

La revoiucion tecnoldgica ha permitido ampliar el conocimiento en las areas de la
biologia molecular, genética y endocrinologia. En este contexto, el sistema inmune
corresponde a una red de comunicacion que a semejanza con el sistema nervioso
coordina la funcion de otros grupos celulares, ademas de las funciones propias
tradicionalmente atribuidas de ser un sistema de defensa, esto se debe a la diversidad

de los mecanismos involucrados en sus respuestas.

Clasicamente [a respuesta inmune se ha dividido en especifica o adquirida y en
inespecifica o natural. Con relacién a la primera, esta requiere de una serie de
elementos que permiten una diferenciacion de linfocitos capaces de producir una
respuesta especifica celular o humoral, dirigida hacia la eliminacion del agente extrafio

al organismo (16,17).

En Ia respuesta inmune celular se requiere de la diferenciacion de los
linfocitos en el timo, y su expansidn clonal. Los linfocitos ademdas desempefan una

funcién crquestadora de la respuesta inmune global.

Desde 1989 Mosmann describié dos patrones diferentes de citocinas
sintetizadas por los linfocitos T cooperadores (Th), las cuales permitian desempefiar
diferentes funciones. (20)

Actualmente ha surgide gran cantidad de datos que confirman la existencia
de una respuesta polarizada de las células T humanas Tal respuesta no solamente
esta basada en un patron definido de citocinas, sine en una serie de diferencias que

explican el compartimiento de |la respuesta inmune de diferentes estados patologicos

6
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(20-26)

En el contexto de teorias incapaces de explicar los mecanismos de iniciacion
de trabajo de parto; sabiendo que el embarazo representa un problema en términos de
la funcién inmunolégica materna, por tratarse de un aloinjerto, ya que al menos la mitad
de los antigénos son potencialmente reconocibles como extrafios por las células
inmunes de la madre, y que la placenta es responsable de ejecutar diversas maniobras
de evasién inmunoldgica, parece lagico pensar que la iniciacion del parto se deba a una
pérdida del balance de las respuestas inmunologicas mencionadas anteriormente
{23,24)

Recientemente se ha reconocido en el ratdn, la existencia de una balance
delicado en la red de senales que coordinan la funcidn de los linfocitos, sobre todo a
nivel de la interface madre-feto. En este modelo, por lo menes, se ha demostrado que
la placenta induce la funcién Th2 en el entorno de contacto con la madre, tal funcion
es caracteristicamente inmunosupresora y por lo tanto promueve el mantenimiento del
embarazo. Aun mas, se ha demostrado que en hembras de esta especie, abortadoras

habituales, presentan un patron de respuesta Th1.

Si esto fuera asi en el humano, la intolerancia al embarazo podria darse en
cualgquier momento de la gestacion, y un incremento en la respuesta Th1 pudiera
participar en la iniciacién del trabajo de parto tanto en embarazos de término como

pretérmino,

Conociendo las subpoblaciones de linfocitos en los diferentes
compartimientos que relacionan a la madre con el feto, podemos inferir en cierta
medida el microambiente de citocinas y por lo tanto definir si se trata de una respuesta
Th1 o una ThZ2.

Hasta la fecha no se ha analizado el balance de esta relacion durante e! trabajo
de parto o su activacion anormal durante el parto pretérmino, por lo gue en este estudio
nos proponemos describir el sistema Th1/Th2 en el enterno materno-fetal, antes y
durante el trabajo de parto normal y comparar sus caracteristicas con las de casos de

pacientes con partos pretérmino.
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Experimentalmente es posible alterar este balance en el ratén, al inducir la
respuesta Th1 el embarazo se pierde. Es muy probable que en el humano exista una

réplica de este sistema que facilita o impide Ia evolucién de! embarazo. (25)

Los linfocitos cooperadores ( Th,CD4+) pueden ser clasificados de acuerdo con el
patron de citocinas que sintetizan (20).
Linfocitos Th1 y Th2.

Los linfocitos Th se dividen en Th1 y Th2. Los Th1 producen selectivamente
interferon gama ( IFN v), interleucina 2 ( IL-2) y Factor de Necrosis Tumoral beta ( TNF
P). Este patrdn de citocinas promueve diferentes acciones como la produccién de
anticuerpos opsonizadores y fijadores de complemento, activacion de macréfagos,
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y la hipersensibilidad retardada.
Debido a esto se fes considera responsables de la respuesta fagocitica del huésped.
(21)

Los Th2 producen IL-4, IL-5, 1L-6, IL-9, IL-10 e iL-13. este patrén se encarga
de hacer mas eficiente la respuesta inmune humoral, favoreciendo la produccién de
anticuerpos, incluyendo el IgE y el 1sémero de IgG1, asi como inmunidad de las
mucosas al promover el crecimiento, diferenciacion y actividad de mastocitos y
eosindfilos. También algunas de estas citocinas inhiben la funcién fagocitica de los
macréfagos. (21)

La polarizacion de estas respuestas no resulta siempre tan clara, existiendo
estados con una mezcla de ambas: a esta condicion se le conoce como ThQ. Parece
tratarse de un estado transiterio en el que su diferenciacién depende de estimulos

externos y de la informacion genética individual (21)

Con este modelo Th1 y Th2 en mente es posible entender varios procesos
fisiopatoldgicos y también parece factible desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.
2n

Los marcadores moleculares de actividad Th1 o ThZ no se presentan
sistematicamente en todos los modelos de enfermedad en donde se ha demostrado
una respuesta de tipo Th. Por ejemplo, entidades como fa enfermedad de Crohn, asma

alérgica y conjuntivitis primaveral, son enfermedades con una respuesta Th2
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dominante, en las que no se ha expresado el marcador CD30+.

De manera semejante, el marcador LAG-3 regulado por IL-2, esta Ultima una
citocina con un poderoso efecto inductor de Th1, tiene una buena correlacién con la
secrecion de INF y y no asi con IL-4 (21)

Células Th murinas.

Tedricamente la diferenciacién fenotipica de la respuesta Th1 y Th2
depende de distintos precursores, la mayoria de las investigaciones realizadas apoyan
la idea de que cada factor puede inducir de manera individual la diferenciacion {21)

Factores ambientales y genéticos, determinan la diferenciacién de ias células
Th, no obstante se desconoce el mecanismo mediante el cual se lleva a cabo esta
diferenciacién.

Los factores ambientales a considerar son: el sito de presentacién, forma
fisica del inmunogéno, la dosis del antigeno y el tipo de adyuvante.

El ingreso del antigene (Ag) a través de las mucosas oral y respiratona,
induce facimente una respuesta tipo Th2. La menor solubilidad del Ag. induce
preferencialmente Th1, asi como altas y muy bajas dosis de Ag. frecuentemente
inducen respuesta Th2. (21)

Una alta afinidad del antigenc peptidico por la molécula de MHC clase 1l (el
equivalente murino &l complejo de moléculas HLA en el humano) resulta en una mayor
produccion del INF gama, mientras que si la afinidad es baja, simplemente se asocia
con la produccion de [L-4. (21)

Las células presentadoras de antigeno (APC) posiblemente participan
también en la diferenciacion de las células Th.

Quiza los factores que ejercen una influencia mas clara en la diferenciacion
de las células Th son citocinas, estas pueden ser secretadas por alguna de las células
de la triada Ag./APC/Célula Th. Existe consenso general de que las citocinas mas
criticas, en la diferenciacion de las células Th, durante la presentacion del Ag. son IL-2
e lL-4 (21)

La IL-2 es sintetizada por células de la inmunidad célular inespecifica y son
el principal determinante de la diferenciacién hacia Th1.

De manera contraria [.-4 es promotor de la respuesta Th2, Las fuentes de
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iL-4 no estan claramente reconocidas. Entre los candidatos figuran desde células T
nativas, de memoria y efectoras, hasta células no T. (21)

Las células efectoras CD4+NK1+ son la fuente mas importante de 1L+4, a

pesar que esto tiene poco significado bioldgico (21).
Celulas Th humanas.

Estudios realizados en modelos in vitro, también sugieren un papel regulador
critico de las citocinas, incluyende a las producidas por células de la inmunidad natural,
en la determinacion del desarrolle de tas células Th.

Mientras que la IL-2 favorece la diferenciacién Th1, en cultivos de células T
alergeno-especificas, su blogqueo promueve la diferenciacion de Th1 hacia ThO/Th2.
Posteriormente se demostré el efecto de IL-12 en clonas celulares diferenciadas en
Th2,

Las posibles fuentes de 1L-4 en humanos pueden ser células no T de ta
medula 0sea, mastocitos, basofilos y eosindfilos, células T CD45+ nativas o células T
necnatales (21).

En conclusion, la diferenciacion de los linfocitos Th es un proceso complejo
en el que participan factores genéticos y ambientales. Entre los inductores mas
importantes de la diferenciacion celular de subpoblaciones linfocitarias se encuentran
las diferentes citocinas De acuerdo a lo anterior, no es dificil contemplar el inicio del
trabajo de parto como un modelo bioldgico en el que participen diferentes grupos

celulares de acuerdo a su ocurrencia a término o pretérmino.

PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existe alguna diferencia entre el balance de las respuestas TH1/Th2 en la
interfase placentaria durante el trabajo de parto normal o pretérmino, y en la ausencia

de este?

JUSTIFICACION

El parto pretermmno es uno de los principales problemas de salud materno-
fetal siendo responsable de 75 a 90% de las muertes neonatales no relacionadas con

10
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malformaciones congénitas letales

Constituye una complicacién frecuente y grave del embaraze en el ambito
mundial v en el momento actual existen mas de 40% nacimientos pretérmino sin
explicacién. Son pocos los beneficios obtenidos con medidas terapéuticas para el
recién nacido y la madre, ademas de ser costosos, por lo que si se conoce cuales son
los mecanismos que intervienen en su desencadenamiento se podréan encaminar
medidas preventivas y especificas contra ellos. Sin embargo el panorama adin es

OsCcuro y ne se tienen datos precisos al respecto.

En animales de experimentacion se ha demostrado que el mantenimiento
del embarazo depende de un balance estricto entre las subpoblacionas linfocitarias
denominadas Th1 y Th2, sin embargo, en el trabajo de parto humano su participacién
no ha side demostrada, por lo que su conocimiento nos permitira entender los
mecanismos que operan en el mantenimiento y /o terminacién del embarazo y
caracterizar su relacién con ef sistema inmune. Lo que eventualmente facilitara el

disefio de medidas terapéuticas especificas.

OBJETIVO

Caracterizar las subpoblaciones de linfocitos en los compartimentos
materno, placentario y fetal en pacientes con nacimientos pretérmino, a término con

trabajo de parto y embarazos a término sin trabajo de parto.

HIPOTESIS

Si uno de los desencadenantes del trabajo de parto es de origen
inmunologico y la poblacién de linfocitos son diferentes antes y después del trabajo de
parto, entonces esta diferencia estara relacionada con el desencadenamiento del

trabajo de parto.
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malformaciones congénitas letales.

Constituye una complicacion frecuente y grave del embarazo en el ambito
mundial y en el momento actual existen mas de 40% nacimientos pretérmino sin
explicaciéon. Son pocos los beneficios obtenidos con medidas terapéuticas para el
recién nacido y la madre, ademas de ser costosos, por lo que si se conoce cuales son
los mecanismos que intervienen en su desencadenamiento se podran encaminar
medidas preventivas y especificas contra ellos. Sin embargo el pancrama aun es

oscuro y no se tienen datos precisos al respecto.

En animales de experimentacion se ha demostrado que el mantenimiento
del embarazo depende de un balance estricto entre las subpoblaciones linfocitarias
denominadas Th1 y Th2, sin embargo, en el trabajo de parto humano su participacion
no ha sido demostrada, por lo que su conocimiento nos permitira entender los
mecanismos que operan en el mantenimiento y /o terminacion del embarazo y
caracterizar su relacién con el sistema inmune. Lo que eventualmente facilitara el

disefio de medidas terapéuticas especificas.

OBJETIVO

Caracterizar las subpoblacicnes de linfocitos en los compartimientos
materno, placentario y fetal en pacientes con nacimientos pretérmino, a término con

trabajo de parto y embarazos a término sin trabajo de parto.

HIPOTESIS

Si uno de los desencadenantes del trabajo de parto es de origen
inmunolégico y la poblacién de linfocitos son diferentes antes y después del trabajo de
parto, entonces esta diferencia estara relacionada con el desencadenamiento del

trabajo de parto.
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malformaciones congénitas letales.

Constituye una complicacion frecuente y grave del embarazo en el ambito
mundial y en el momento actual existen mas de 40% nacimientes pretérming sin
explicacidén. Son pocos los beneficios obtenidos con medidas terapéuticas para el
recién nacido y la madre, ademas de ser costosos, por lo que si se conoce cuales son
los mecanismos que intervienen en su desencadenamienio se podran encaminar
medidas preventivas y especificas contra ellos. Sin embargo el panorama ain es

oscuro y no se tienen datos precisos al respecto.

En animales de experimentacion se ha demostrado que el mantenimiento
del embarazo depende de un balance estricto entre las subpoblaciones linfocitarias
denominadas Th1 y Th2, sin embargo, en el trabajo de parte humane su participacidn
no ha sido demostrada, por 1o gue su conocimiento nos permitira entender los
mecanismos que operan en ef mantenimiento y /o terminacidn del embarazo y
caracterizar su relaciéon con el sistema inmune. Lo que eventualmente facilitara el

disefio de medidas terapéuticas especificas.

OBJETIVO

Caracterizar las subpoblaciones de linfocites en los compartimientos
materno, placentario y fetal en pacientes con nacimientos pretérmino, a término con

trabajo de parto y embarazos a término sin trabajo de parto.

HIPOTESIS

Si uno de los desencadenantes del trabajo de partc es de origen
inmunolégico y la poblacion de linfocitos son diferentes antes y después del trabajo de
parto, entonces esta diferencia estara relacionada con el desencadenamiento del

trahajo de parto.
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HIPOTESIS NULAS

1.Ho: No existen diferencias en las subpoblaciones de linfocitos en los
compartimientos materno, placentario y fetal en pacientes con nacimientos pretérmino,

a término con trabajo de parto y embarazos de término sin trabajo de parto.
HIPOTESIS ALTERNAS

1. H1' Existen diferencias en las subpoblaciones de linfocitos en los
compartimientos materno, placentario y fetal en pacientes con nacimientos

pretérmino, a término con trabajo de parto y embarazos a término sin trabajo de parto

DISENO

Es un estudio comparativo, ciego, observacional, prospectivo y

transversal.

MATERIAL Y METODOS

UNIVERSO DEL ESTUDIO
Pacientes que resuelvan su embarazo en & Hospital General “Dr Manuel
Gea Gonzalez” durante el periodo comprendido entre Diciembre de 1997 a Diciembre
de 1998.
TAMANO DE LA MUESTRA
Debido & gue no existe informacion disponible en la literatura cientifica, se
realizara un estudio piloto con 15 pacientes distribuidas en 3 grupos de estudio.
FORMA DE ASIGNACION
Secuencial
CARACTERISTICAS DE LOS GRUPQCS

Se formaran tres grupos.

Grupo 1: {Pretérmino) Pacientes con embarazos de 24 a 36 semanas de
gestacion por fecha de dltima menstruacidn o calculada por ultrasonido realizado

durante el primer trimestre de gestacién, carroborado por Capurro del recién nacido,

1"’



Balance de respuestas THI/THZ en la interfase placentana durante el irabajo de partp normal y pretérmino.

HIPOTESIS NULAS

1.Ho: No existen diferencias en las subpoblaciones de linfocitos en los
compartimientos materno, placentario y fetal en pacientes con nacimientos pretérmino,

a término con trabajo de parto y embarazos de término sin trabajo de parto.
HIPOTESIS ALTERNAS

1. H1 Existen diferencias en las subpoblaciones de linfocitos en los
compartimientos materno, placentaric  y fetal en pacientes con nacimientos

pretermino, a término con trabajo de parto y embarazos a término sin trabajo de parto.

DISENO

Es un estudio comparativo, ciego, observacianal, prospectivo vy

transversal.

MATERIJAL Y METODOS

UNIVERSO DEL ESTUDIO
Pacientes que resuelvan su embarazo en el Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzélez” durante el periodo comprendide entre Diciembre de 1997 a Diciembre
de 1998,
TAMANO DE LA MUESTRA
Debido a que no existe informacion disponible en ia literatura cientifica, se
realizara un estudio piloto con 15 pacientes distribuidas en 3 grupos de estudio.
FORMA DE ASIGNACION
Secuencial
CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS

Se formaran tres grupaos.

Grupo 1: (Pretérmino) Pacientes con embarazos de 24 a 36 semanas de
gestacion por fecha de Ultima menstruacion o calculada por ultrasonido realizado

durante el primer tnmestre de gestacion, corroborado por Capurro del recién nacido,
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HIPOTESIS NULAS

i.Ho: No existen diferencias en las subpoblaciones de linfocitos en los
compartimientos materno, placentario y fetal en pacientes con nacimientos pretérmino,

a término con trabajo de parto y embarazos de término sin trabajo de parto.
HIPOTESIS ALTERNAS

1. H1: Existen diferencias en las subpoblaciones de linfocitos en los
compartimientos materno, placentario y fetal en pacientes con nacimientos

pretérmino, a término con trabajo de parto y embarazos a término sin trabajo de parto

DISENO

Es un estudic comparativo, ciego, observacicnal, prospectivo y

transversal.

MATERIAL Y METODOS

UNIVERSC DEL ESTUDIO
Pacientes que resuelvan su embarazo en el Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzalez” durante el periodo comprendido entre Diciembre de 1997 a Diciembre
de 1998.
TAMARNO DE LA MUESTRA
Debido a que no existe informacion disponible en Ia [iteratura cientifica, se
realizara un estudio piloto con 15 pacientes distribuidas en 3 grupos de estudio.
FORMA DE ASIGNACION
Secuencial
CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS

Se formaran tres grupos.

Grupo 1; {Pretérmino} Pacientes con embarazos de 24 a 36 semanas de
gestacion por fecha de Gitima menstruacion o calculada por ultrasonide realizado

durante el primer trimestre de gestacién, corroborado por Capurro del recién nacido,
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con trabajo de parto que se resuelva por via vaginal o via abdominal.

Grupo 2: (Témino} Pacientes con embarazos de término (mas de 37
semanas de gestacion) por fecha de UGltima menstruacién o calculada por ultrasonido
realizado en el primer trimestre, con trabajo de parto, resuelto por via vaginal o via

abdominal.

Grupo 3: {Control) Pacientes con embarazos de término{mas de 37 semanas
de gestacion) por fecha de Gltima menstruacion o caleulado por ultrasonido realizado
en el primer trimestre, sin trabajo de parto espontaneo, resueltc por via abdominal
indicada por cualquier causa materna, obstétrica y fetal excepto las indicadas en los

criterios de exclusion.

Por aspectos éficos es imposible incluir en el estudio pacientes con

embarazo pretérmino sin trabajo de parto.

CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes embarazadas sin complicaciones meédicas con Diabetes

mellitus, asma, artritis reumatoide, lupus eritematoso, hipertension arterial, nefropatias.

2. Pacientes embarazadas sin complicaciones obstétricas como
malformaciones uterinas, placenta previa, acretismo placentario, preeclampsia,
incompetencia itsmico-cervical, Sindrome antifosfolipido primario, ébito, polihidramnios

y oligohidramnios severo.

3. Pacientes embarazadas sin complicaciones infecciones detectadas
clinicamente como: Corioamnioitis, pielonefritis, infecciones cervicavaginales y de vias

urinarias bajas

4, Pacientes embarazadas sin alteraciones fetales detectadas clinicamente

13
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con trabajo de parto que se resuelva por via vaginal o via abdominal.

Grupo 2: (Término) Pacientes con embarazos de término (mas de 37
semanas de gestacion) por fecha de Ultima menstruacién o calculada por ultrasonido
realizado en el primer trimestre, con trabajo de parto, resuelto por via vaginal o via

abdominatl.

Grupo 3: (Control) Pacientes con embarazos de término(mas de 37 semanas
de gestacion) por fecha de Ultima menstruacién o calculade por ultrasonido realizado
en el primer trimestre, sin trabajo de parto espontaneo, resuelto por via abdominal
indicada por cualquier causa materna, obstétrica y fetal excepto las indicadas en Jos

criterios de exclusion.

Por aspectos éticos es imposible incluir en el estudio pacientes con

embarazo pretérmino sin trabajo de parto.

CRITERIOS DE SELECCION
CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes embarazadas sin complicaciones médicas con Diabetes

mellitus, asma, artritis reumatoide, fupus eritematoso, hipertensién arterial, nefropatias.

2. Pacientes embarazadas sin complicaciones obstétricas como
malformaciones uterinas, placenta previa, acrelismo placentario, preeclampsia,
incompetencia itsmico-cervical, Sindrome antifosfolipido primario, ébito, polihidramnios

y cligohidramnios severo.

3. Pacientes embarazadas sin complicaciones infecciones detectadas
clinicamente como: Corioamnioitis, pielonefritis, infecciones cervicovaginales y de vias

urinarias bajas

4, Pacientes embarazadas sin alteraciones fetales detectadas clinicamente.

!
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5. Segun la edad gestacional de los embarazos se incluiran en los

diferentes grupos.
CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Pacientes gue no deseen participar en e estudio.

joe

. Pacientes que no cumplan con los criterios de inclusion,
3. Pacientes con embarazos menores de 24 semanas de gestacion.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Pacientes en las que no se obtengan resultados mediante citometria de

fijo, ELISA, por cualquier alteracion durante la toma o procesamiento de la muestra.

VARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES
Edad, paridad, edad gestacional y via de resolucidon del embarazo.

VARIABLES DEPENDIENTES

Subpoblaciones de linfocitos en los tres compartimientos estudiados.

PARAMETROS DE MEDICION

Cuantificaciones de subpoblaciones de linfocitos. las muestras de sangre
anticoagulada de los tres compartimientos seran preparadas para ser leidas por
citometria de flujo. las diferentes subpoblaciones de linfocitos seran expresadas en

numeros.,



Balance de respuestas TH1/TH2 en |a interfase placentaria dyrante el trabajo de parlo normal y pretérmino

5. Segin la edad gestacional de los embarazos se incluirdan en los

diferentes grupos
CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Pacientes que no deseen participar en el estudio.

L]

. Pacientes que no cumgplan con los criterios de inclusion.
3. Pacientes con embarazos menores de 24 semanas de gestacion.
CRITERIOS DE ELIMINACION

Pacientes en las que no se obtengan resultados mediante citometria de

flujo, ELISA, por cualquier alteracién durante la toma o procesamiento de la muestra.

VARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES
Edad, paridad, edad gestacional y via de resolucién del embarazo

VARIABLES DEFENDIENTES

Subpoblaciones de linfocitos en los tres compartimientos estudiados.

PARAMETROS DE MEDICION

Cuantificaciones de subpoblaciones de linfocitos' las muestras de sangre
anticoagulada de los tres compartimientos seran preparadas para ser leidas por
citometria de flujo, las diferentes subpoblaciones de linfocitos seran expresadas en

numeros.
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5. Segin la edad gestacional de los embarazos se incluiran en los
diferentes grupos

CRITERIOS DE EXCLUSION
1. Pacientes que no deseen participar en el estudio.
2. Pacientes que no cumplan con los criterios de inclusion.
3. Pacientes con embarazos menores de 24 semanas de gestacién.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Pacientes en las que no se obtengan resultados mediante citometria de

flujo, ELISA, por cualquier alteracién durante la toma o procesamiento de la muestra.

VARIABLES
VARIABLES INDEPENDIENTES

Edad, paridad, edad gestacional y via de resolucion del embarazo.

VARIABLES DEPENDIENTES

Subpoblaciones de linfocitos en los tres compartimientos estudiados.

PARAMETROS DE MEDICION

Cuantficaciones de subpoblaciones de linfocitos: las muestras de sangre
anticoagulada de los tres compartimientos seran preparadas para ser leidas por

citometria de flujo, las diferentes subpoblaciones de linfocitos seran expresadas en
numergs,
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PROCEDIMIENTO DE CAPTACION DE INFORMACION

La seleccién de las pacientes se hizo en el servicio de urgencias y en la
consulta externa del Hospital General “ Dr. Manuel Gea Gonzélez’, basados en los

criterios de inclusidn ya descritos.

Se obtuvo sangre materna, 10 ml, tomados por venopuncion de alguna vena
superficial del antebrazo, durante las primeras 24 horas de ingreso al hospital. Sangre
retroplacentaria, 10 ml tomados con pipeta pasteur de la cara materna de la placenta,
inmediatamente después del alumbramiento y sangre de cordon, 10 ml tomados del
corddn umbilical (arterias y vena umbilicales) por drenado inmediatamente después del
alumbramiento. Todas las muestras ser recolectaron en tubos de polipropilenc de 15
ml con 100 mcl de EDTA(acido etilendiaminotetracetico) excepto la sangre de cordon
con 150 mcl

Anélisis de subpoblaciones de linfocitos mediante citometria de flujo

La identificacion de subpoblaciones de linfocitos por citometria de flujo, se
realizd utilizando el sistema comercial IMK-Plus {Becton Dickinson Co), el cual empled
la  mezcla de dos anticuerpos monoclonales  por reaccion. La adquisicion e
interpretacién de las muestras se llevo a cabo en un citometro de flujo de FacScan

marca Becton Dickinson, utilizando el paquete Lysys Il

ts

o
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Cuadro 1 Mezcla de anticuerpos moneclonales empleados en el sistema IMK-

Pius

Reactivo Anticuerpo {(anti CD) Subpoblacion identificada

1. CD3+ Linfocitos T totales
CD18+ Linfocitos B

2. CD4+ Linfocitos T cooperadores
CDg+ Linfocitos T citotoxicos

3. CDh3+ Linfocitos T totales
HLA DR+ Linfocitos T activados

4 CD3+ Linfocitos T totales
CD16+/CD56+ Células NK

Tincion

1. Se tomd un ml de sangre anticoagulada de cada compartimiento, con 100
a 150 mcl de EDTA (acido -etinildiaminotetracético, Gibco, BRL), debidamente

homogeneizada

2. Se identificaron seis tubos por muestra, en los cuales se mezclaron 100 mil
de sangre y 50 mcl de los diferentes anticuerpos monoclonales que aparecen en el
cuadro 1, se dejaron en incubacion a temperatura ambiente durante 30 minutos.

3 Se agregaron 2 ml de solucion de lisis al 10% ( Becton Dickinson Co.), con

la intencién de destruir los eritrocitos, efecto conseguido después de 10 minutos.

4. Se centrifugd a 300 x g durante 5 min. , y se decantd de un golpe el
sobrenadante. El paquete celular se resuspendié en solucion de PBS, para después

repetir el lavado de las células marcadas.

5. Las células marcadas con los anticuerpos se fijaron con

paraformaldehido (fisher Co ) al 1% en solucién de PBS,
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6 La adquisicién y andlisis de las muestras se realizé en un citémetro de flujo {

FacScan), en un lapso no mayor a 48 horas, utilizando el paguete de Lysys I

Utilizando las variables FSC (forward sacatter chanel) versus SSC (Side scatter
chanel), se definié la region de linfocitos, a partir de la cual se determinaron los
porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos, al determinar la  fluorescencia

mostrada por dicha regicn en el canal 1 {(variable X) versus 2 (variable Y).

RECURSOS

RECURSOS MATERIALES

Tubos de polipropileno de 15 ml con 100 mcg de EDTA, jeringas de 10 m),
pipetas pasteur, citdmetro de flujo FacScan marca Becton Dickinson con paguete
Lysys Il, sistema comercial IMK-Plus ( Becton Dickinson Co.), solucién de PBS,
paraformaldehido (fisher Co.) al 1%, métodos inmunoenzimaticos cuantitatives
comerciales {elisa tipo Sandwich, Quantikine, R&D) tetrametilbencidina, acetato de
formol miristato (PMA).

VALIDACION DE DATOS

Se aplicaron pruebas estadistica descriptiva (media y desviacion estandar) para
cada grupo. Las comparaciones entre los grupos se realizaron mediante pruebas de
estadistica inferencial (prueba de t de Student o ANOVA). Cuando La normalidad no se
alcanzo se utilizd la prueba U de Mann-Whitney. Se considera una diferencia  como

estadisticamente significativa cuando el valor de P sea menora 0.05.

RESULTADOS

Para realizar este estudio se tomo auestras de 35 pacientes de acuerdo a

los criterios de inclusion, se eliminaron 15 de ellas por defectos en la técnica de
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6. La adquisicién y analisis de las muestras se realizd en un citémetro de flujo (

FacScan), en un lapso no mayor a 48 horas, utilizando el paquete de Lysys II.

Utiizando las variables FSC (forward sacafter chanel) versus S5C (Side scatter
chanel), se definié la regidn de linfocitos, a partir de la cual se determinaron  los
porcentajes de las subpoblacicnes de linfocitos, al determinar la  fluorescencia

mastrada por dicha region en el canal 1 (variable X) versus 2 (variable Y)

RECURSOS

RECURSOS MATERIALES

Tubos de polipropileno de 15 m! con 100 meg de EDTA, jeringas de 10 mi,
pipetas pasteur, citdmetro de flujo FacScan marca Becton Dickinson con paguete
Lysys li, sistema comercial IMK-Plus ( Becton Dickinson Co ), solucién de PBS,
paraformaldehido (fisher Co.} al 1%, métodos inmunoenzimaticos cuantitativos
comerciales {elisa tipo Sandwich, Quantikine, R&D) tetrametilbencidina, acetato de
formol miristato (PMA).

VALIDACION DE DATOS

Se aplicaron pruebas estadistica descriptiva (media y desviacion estandar) para
cada grupo. Las comparaciones entre los grupos se realizaron mediante pruebas de
estadistica inferencial (prueba de t de Student o ANQVA). Cuando La normalidad no se
alcanzé se utilizo la prugba U de Mann-Whitney. Se considera una diferencia como

estadisticamente significativa cuando el valor de P sea menor a 0.05.

RESULTADOS

Para realizar este estudio se tomo «uestras de 35 pacientes de acuerdo a

i0s criterios de inclusion, se eliminaron 15 de ellas por defectos en la técnica de
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6. La adquisicion y analisis de las muestras se realizé en un citometro de flujo (

FacScan), en un lapso no mayor a 48 horas, utilizando el paquete de Lysys 1l

Utllizando las variables FSC (forward sacatter chanel) versus SSC (Side scatter
chanel), se definid la regién de linfocitos, a partir de la cual se determinaron los
porcentajes de las subpobiaciones de linfocitos, al determinar la  fluorescencia

mostrada por dicha regidn en el canal 1 (variable X} versus 2 (variable Y).

RECURSOS

RECURSOS MATERIALES

Tubos de polipropiteno de 15 ml con 100 meg de EDTA, jeringas de 10 mi,
pipetas pasteur, citometro de flujo FacScan marca Becton Dickinson con paquete
Lysys Il, sistema comercial IMK-Plus ( Becton Dickinson Co.), solucién de PBS,
paraformaldehido (fisher Co.) al 1%, métedos inmunoenzimaticos cuantitativos
comerciales (elisa tipo Sandwich, Quantikine, R&D) tetrametilbencidina, acetato de
formol miristato (PMA).

VALIDACION DE DATOS

Se aplicaron pruebas estadistica descriptiva (media y deswiacion estandar) para
cada grupo. Las comparaciones entre los grupos se realizaron mediante pruebas de
estadistica inferencial (prueba de t de Student o ANOVA). Cuando La normalidad no se
alcanzo se wtilizd 1a prueba U de Mann-Whitney. Se considera una diferencia como

estadisticamente significativa cuando el valor de P sea menora 0.05.

RESULTADOS

Para realizar este estudio se tomo auestras de 35 pacientes de acuerdo a

tos criterios de inclusion, se eliminaron 15 de ellas por defectos en la técnica de
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6. La adquisicion y analisis de las muestras se realizé en un citbmetro de flujo (

FacScan), en un lapso no mayor a 48 horas, ufilizando el paquete de Lysys 1.

Utllizando las variables FSC (forward sacatter chanel) versus SSC (Side  scatter
charel), se definid la regidn de linfocitos, a partir de la cual se determinaron los
porcentajes de fas subpoblaciones de linfocitos, al determinar la fluorescencia

mostrada por dicha regién en el canal 1 (variable X) versus 2 {variable Y).

RECURSOS

RECURSOS MATERIALES

Tubos de polipropileno de 15 ml con 100 mcg de EDTA, jeringas de 10 ml,
pipetas pasteur, citometro de flujo FacScan marca Becton Dickinson con paguete
Lysys N, sistema comercial IMK-Plus ( Beclon Dickinson Co ), solucién de PBS,
paraformaldehido (fisher Co.) al 1%, métodos inmunoenzimaticos cuantitativos
comerciales {elisa tipo Sandwich, Quantikine, R&D)} tetrametilhencidina, acetato de
formol miristato (PMA).

VALIDACION DE DATOS

Se aplicaron pruebas estadistica descriptiva (media y desviacion estandar) para
cada grupe. Las comparaciones entre los grupos se realizaron mediante pruebas de
estadistica inferencial (prueba de t de Student o ANOVA). Cuando La normalidad no se
alcanzod se utilizé la prueba U de Mann-Whitney. Se considera una diferencia como

estadisticamente significativa cuando el valor de P sea mencra 0.05.

RESULTADOS

Para realizar este estudio se tomo :uestras de 35 pacientes de acuerdo a

fos criterios de inclusidn, se eliminaron 15 de ellas por defectos en la técnica de
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obtencidn y por coagulacidn de las mismas. En total se obtuvieron 20 muestras, las
cuales se sometieron a marcaje y se eliminaron 5 de ellas por defectos en Ja téchica.

Finalmente se procesaran 15 muestras que fueron analzadas

El primer grupo, que correspende a embarazos pretérmino, estuvo formado
por pacientes entre los 18 y 28 afios de edad, 4 de ellas primigestas y la uliima
secundigesta con antecedente de un aborto, con embarazos de 28 a 33.4 semanas de
desarrollo gestacional {SDG), la via de resolucién para 2 de ellas fue cesarea y el resto
parto vaginal. El sexo de todos los productos fue masculino y el peso del recién nacido
variaba entre 1000 y 2175 gr (Cuadro 1).

El segundo grupo, constituido por embarazos a término con trabajo de parto,
estaba constituido por pacientes entre los 19 y 35 afios, principalmente secudigestas,
solo una de ellas primigesta, con embarazos entre 38.5 y 40.5 SDG, Ia via de
resoluciéon del embarazo en cuatro de ellas fue vaginal, y solo una cesarea indicada por
periodo expulsivo prolongado El sexo de los productos fue 3 femenino y 2 masculino y
el peso entre 3000 y 3700 gr (Cuadro 2).

Finalmente, el tercer grupo constituido por embarazos de término sin trabajo
de parto, fo formaron pacientes entre 19 y 29 afios, dos de ellas primigestas, dos
secundigestas y una trigesta, con embarazas entre 39 y 40.3 SDG, todas con
resolucién del embarazo via abdominal y se obtuvieron 4 productes  de sexo masculino

y 2 femenino con peso entre 2450 y 3200 gr (Cuadro 3}

Demograficamente no hubo diferencias entre los tres grupos. Se observa

que los productos pretérmino son todes del sexo maseulino.

Con el objeto de expresar la proporcion de las distintas subpoblaciones
linfocitarias encontradas en los diferentes compartimientos (madre-placenta-feto) se
realizé un analisis por citometria de flujo en la que, considerando que después de
contar 10 000 eventos aproximadamente 4000 de estos corresponden a los linfocitos.

Para este estudio se incluyeron 5 pacientes de cada grupo. Se realizaron

comparaciones en los resultados de la citometria de flujo entre los diferentes grupos y
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compartimientos (Cuadro 4-6).

La proporcion de subpoblaciones de linfocitos en los diferentes
compartimientos en todas las pacientes estudiadas fueron similares, excepto los
linfocitos T activados en sangre de cordén los cuales demostraron estar

significativamente elevados en los productos pretérmino.

DISCUSION

El trabajo de parto pretérmino es una complicacion frecuente y grave del
embarazo y representa un problema de salud publica en el ambito mundial. Su origen
no ha sido determinado con exactitud, teniendo repercusiones importantes en el
bienestar materno-fetal. El parto pretérmino es un problema de salud reproductiva
responsable del 75 al 90% de fas muertes neonatales no relacionadas a
malformaciones congénitas letales(2,3). También representa una causa importante de
morbilidad neonatal con efectos a corto v largs plazo, con una frecuencia de 10 -11%

de todos los nacidos vivos.

Los mecanismos que desencadenan el trabajo de parto humano son
pobremente entendidos y de manera analoga los que operan en el trabajo de parto

pretérmino son casi completamente desconocidos.

El parto pretérmino se encuentra frecuentemente asociado a diversas
complicaciones obstéfricas como ruptura prematura de membranas, infecciones
corioamnidticas, infecciones de vias genitourinarias, obito, enfermedad hipertensiva del
embarazo y otras. Las complicaciones maternas que también pueden presentarse
corresponden a maiformaciones uterinas o enfermedades metabélicas sin un control

adecuado.

Diversos estudios epidemiologicos han reportado una serie de factores
asociados al nacimiento pretérmino, con los que se intenta predecir el riesgo, sin
embargo, solamente el 40% de estos nacimientos presentan alguno de esfos (3), aun

mas, a pesar de eliminar estas condiciones de riesgo en estudios prospectivos, no se
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compartimientos (Cuadro 4-6)

La proporcién de subpoblaciones de linfocitos en los diferentes
compartimientos en todas las pacientes estudiadas fueron similares, excepto los
linfocitos T activados en sangre de corddn los cuales demostraron estar
significativamente elevados en los productos pretérmino

DISCUSION

El trabajo de parto pretérmine es una complicacion frecuente y grave del
embarazo y representa un problema de salud piblica en el ambito mundial. Su origen
no ha sido determinado con exactitud, teniendo repercusiones importantes en el
bienestar materno-fetal. El parta pretérmino es un problema de salud reproductiva
responsable del 75 al 90% de las muertes neonatales no relacionadas a
malformaciones congénitas letales(2,3) También representa una causa importante de
morbilidad neonatal con efectos a corto y largo plazo, con una frecuencia de 10 -11%

de todos los nacidos vivos.

Los mecanismos que desencadenan el trabajo de parto humano son
pobremente entendidos y de manera analoga los que operan en el trabajo de parto

pretermino son casi completamente desconocidos.

E! parto pretérmino se encuentra frecuentemente asociado a diversas
complicaciones obstétricas como ruptura prematura de membranas, infecciones
corloamnidticas, infecciones de vias genitourinarias, dbito, enfermedad hipertensiva dei
embarazo y otras. Las complicaciones maternas que también pueden presentarse
corresponden a maiformaciones uterinas o enfermedades metabolicas sin un control

adecuado.

Diversos estudios epidemiolégicos han reportado una serie de factores
asociadoes al nacimiento pretérmino, con los que se intenta predecir el riesgo, sin
embargo, solamente el 40% de estos nacimientos presentan alguno de estos (3), aun

mas, a pesar de eliminar estas condiciones de riesgo en estudios prospectivos, no se
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ha logrado abatir su incidencia(3)

Existen diferentes teorias que intentan explicar la sefial de iniciacion del
trabajo de parto en pacientes con embarazos a término, sin embargo ninguna de ellas
representa un mecanismo universal, lo que hace posible la participacién de diversas

senales.

Los avances en el campo de la inmunologia en los Gltimos 50 afios han
transformado el concepto inicial de un sistema de defensa del organismo, en un
sistema coordinado y complejo que nos permite una mejor compresion de los procesos

fisiologicos y fisiopatologicos observados en el ser humano.

El embarazo representa un modelo de adaptacién inmunoldgica,
considerando que la unidad embrio-placentaria representa un aloinjerto en el que al
menos la mitad de los antigenos son potencialmente reconocibles como extrafios por
las células inmunes de la madre. La explicacion de la tolerancia inmunologica a los
antigenos fetales se ha expandide con los afios y actualmente se consideran diversos
mecanismos de evasion de la respuesta inmune que ejecuta la placenta, por lo que
parece logico suponer que la Iniciacion del parto se deba a una pérdida del balance de
las respuestas inmunoldgicas. Mosmann describié dos grupos diferentes de citocinas

sintetizadas por los linfocitos T cooperadores (Th), que Inducen diferentes funciones.

Recientemente se ha reconacido en el ratdn, la existencia de una balance
muy delicado en la red de sefializacién que coordina la funcion de los linfocitos, sobre
todo en el ambito de la interfase madre-producto. De hecho es a partir de este analisis
que se ha reforzando el concepto de que existen dos tipos de expresién de funciones
de linfocitos: Th1 y Th2 Las citocinas que promueven la funcién Th1 son la
interleucina 2( IL-2), el interferon gamma (IF-y) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
o) que induce la actividad de las células asesinas naturales (NK). Esta es la red que
se activa en la respuesta de rechazo a tejidos extrafios y es antagonizada por la red
Th2, que a su vez esta conformada por la interleucina 4 (IL-4), interleucina 6 (IL-6) e
interleucina 10( IL-10).

En el raton, se ha demostrado que la placenta induce una funcién Th2 en el
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entorno de contacto con la madre y que es caracteristicamente inmunosupresora, por
lo tanto promueve el mantenimiento del embarazo. Experimentalmente es posible
alterar en el raton este balance y si se induce la respuesta Th1, el embarazo termina
en aborto espontaneo. Es muy probable que en el humano exista una réplica de este
sistema que facilita o impide el embarazo.

Hasta el momento actual no se ha analizado el cambio en esta relacién
durante el trabajo de parto o su activacion anormal durante el parto pretérmino, por lo
que nuestro objetivo es determinar las caracteristicas de los sistemas Th1y Th2 en el

entorno placentario antes y durante el trabajo de parto a término y pretérmine.

Debido a la ausencia de literatura reportada sobre estos aspectos, se decidio
realizar un estudio piloto, en el cual se formaron 3 diferentes grupos, constituidos por
pacientes con embarazos pretérmino y frabajo de parto, pacientes con embarazos de
téermino y trabajo de parto y pacientes con embarazos de término sin trabajo de parto.
Por consideraciones éticas no se incluyé un cuarto grupo con pacientes con embarazos

pretérmine sin trabajo de parto

Los grupos se integraron con 5 pacientes cada uno, se compararon entre §i
¥ no se encontraron diferencias demograficas entre sus integrantes. Llama la atencién
que las pacientes con parto pretérmino fue en 80% de los casos primigenias y el 20%
con antecedente de un aborto. Lo que podria sugerir la presencia de un proceso de
sensibilizacién por una primera exposicién de antigenos extrafios al sistema inmune
materno, que puede conducir a la pérdida de la gestacion o a su interrupcion temprana,
El sexo del producto fue masculino en el 100% de los casos de parto pretérmino, el
significado bioldgico de este hallazgo desde una perspectiva inmuno-endocrina
representa un esiabon que conduce a los mecanismos fetales que participan en el
inicio del trabajo de parto. Lo anterior abre la posibilidad de establecer la presencia de
una correlacion entre la paridad, el antecedente de falla reproductiva y el sexo del
producto  ¢on mecanismos inmunoldgicos que participen en el trabajo de parto
pretérmino.

En lo referente al resulfado obtenido durante la realizacion de citometria de
flujo para cuantificar las diferentes subpoblaciones de linfocitos, observamos una
diferencia estadisticamente significativa en los linfocitos activados en la sangre de
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cordén en pacientes de parto pretérmino comparado con paciente con embarazo de
término, lo que nos lieva a sugerir la existencia de una activacion del sistema inmune
que participa en el desencadenamiento del trabajo de parto en este tipo de pacientes.
Nos llama la atencién que a este nivel la diferencia es muy significativa, sin embargo
los linfocitos activados en sangre materna o sangre retroplacentaria no muestran tal
diferencia, de tal manera que nosotros pensamos que pudiera existir una participacién
activa del feto en el desencadenamiento del trabajo de parte, en contraste con el
concepto clasico de que el sistema inmune del feto es inerte en estas etapas. Esto nos
abre una nueva posibilidad para reconocer los factores que intervienen en el trabajo de
parto pretermino. Nuestros resultados son por el momento de un estudio piloto, por lo
que consideramos necesario ampliar nuestra muestra y no perder de vista los aspectos
anteriormente mencionados.

El resto de las cuantificaciones de linfocitos, no demostraron diferencias

estadisticamente significativas

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en nuestro estudio sugieren la existencia de un
mecanismo de origen inmuncldgico que participa en el desencadenamiento de! trabajo

de parto pretérmino y en el que la unidad feto-placenta interviene activamente

CONSIDERACIONES ETICAS

" Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud

articulo 17, fraccion 1l como de riesgo minimo”
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corddn en pacientes de parto pretérmino comparado ceon paciente con embarazo de
término, 1o que nos lleva a sugerr Ia existencia de una activacion del sistema inmune
que participa en el desencadenamiento del trabajo de pario en este tipo de pacientes.
Nos llama la atencion que a este nivef la diferencia es muy significativa, sin embargo
los linfocitos activados en sangre materna o sangre retroplacentaria no muestran tal
diferencia, de tal manera que nosotros pensamos que pudiera existir una participacion
activa del feto en el desencadenamiento del trabajo de parto, en contraste con el
concepto clasico de que el sistema inmune del feto es inerte en estas etapas. Esto nos
abre LUna nueva posibilidad para reconocer los factores gque intervienen en el trabajo de
parto pretérmino Nuestros resultados son por el momento de un estudio pifoto, por lo
gue consideramos necesaric ampliar nuestra muestra y no perder de vista los aspectos
anteriormente mencicnados.

El resto de las cuantificaciones de linfocitos, no demostraron diferencias

estadisticamente significativas.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en nuestro estudio sugieren la existencia de un
mecanismeo de arigen inmunaoldgico que participa en el desencadenamiento del trabajo

de parto pretérmino y en el gque la unidad feto-placenta interviene activamente.
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“ Todos los procedimientos estardn de acuerdo con [0 estipulado en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud

articulo 17, fraccion |l como de riesgo minimo”
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México DF. a de de 199

PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO” Balance de las respuestas TH1/TH2 en

la interfase placentaria durante el trabajo de parto normal y pretérmino”,

Por medio de la presente

YO

Declaro libremente que estoy de acuerdo en participar en esta investigacion
cuyos objetivos, procedimientos vy riesgos se especifican a continuacién  en este
documento. El estudio tiene como objetivos conocer las subpoblaciones de linfocitos
en la interfase placentaria durante el trabajo de parto normal y pretérmino. Mi
participacién consiste en autorizar el anélisis de muestras de sangre periférica (10 mi=,
de cordon umbilical y de placenta. Extraidas por venopuncién en el caso de la primera
y por drenado del cordon y de placenta una vez que mi hijo haya nacido en los otros

dos casos. Sé también que los riesgos para mi salud y para la de mi hijo son minimos.

Se me ha infermado que la participacién en este estudio, no repercutira en el
costo de la atencién médica que se me deba brindar y que toda la informacion que se
obtenga sobre mi identidad y participacion, sera confidencial, excepto cuando yo lo

autorice

Se me ha informado también que puedo retirar mi consentimiento de
participacién en cualquier momento, sin que esto afecte la atencion meédica que

requiero.

Para los fines que se estimen convenientes, firmo la presente junto con la

investigadora Dra Ana Lucia Martinez Cermenio, quien me informa y dos testigos

Participante

Investigador

Testigo 1
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Testigo 2
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