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INTRODUCCION

ABORTO RECURRENTE

El aborto espontdneo es una de las complicaciones mas comunes del embarazo, afectando
15% de las mujeres embarazadas. Aproximadamente 0.5 a 2% de las mujeres experimentan
abortos recurrentes. ‘" La pérdida gestacional recurrente es definida frecuentemente como dos
o mas pérdidas consecutivas. ¥

Dependiendo de la edad gestacional al momento del aborto, se ha propuesto que existen tres

tipos diferentes de pérdidas:

a. Preclinica, cuando sucede antes de las 6 semanas de gestacion
b. Embriénica, cuando ocurre mayor a 6 semanas pero menor de 10

c¢. Fetal, cuando es mayor de 10 semanas y menor de 20

Sin embargo, después de una investigacion intensiva, de acuerdo a los protocolos ya

establecidos, en cerca de 50% de los casos no se llega a la causa de la pérdida.

il —
T

FACTORES DE RIESGO A INVESTIGAR
FACTOR GENETICO

Las anormalidades cromosomicas son la causa principal de pérdida del embarazo en
aproximadamente 50% de los casos, dependiendo de la edad materna y de la edad gestacional
al momento de la pérdida. ¥ Entre mas temprano es un aborto, mas probable es que se
encuentren anomalias cromosémicas en el producto. Se ha propuesto que las anomalias
cromosémicas ocurren en aproximadamente 4% de las parejas con pérdida recurrente. El
grupo mas grande de las poliploidias, halladas en el aborto espontaneo del primer trimestre
son las trisomias (principalmente de los cromosomas 13, 16, 18, 21 y 22). ) La anomalia
mas comun es una traslocacion balanceada, incluyendo traslocaciones reciprocas y
Robertsonianas. Las anomalias cromosémicas se detectan usando técnicas convencionales
para cariotipo. Algunos autores encontraron que 16.7% de las mujeres con pérdida

gestacional inexplicable tienen inactivacion preferencial del cromosoma X, comparado con



5.6% en los grupos controles. ” Se debera investigar el cariotipo de la pareja, asi como

también, de ser posible, de los productos de aborto.

FACTOR ANATOMICO

Se pueden subrayar cuatro categorias de defectos anatémicos que pueden ser causa de aborto

recurrente o pérdida gestacional recurrente (PGR):

a)

b)

El proceso normal de la formacion uterina (Malformaciones Miillerianas). Se ha
comprobado que las anormalidades miillerianas son las responsables en gran parte de
la pérdida gestacional recurrente, no solo de los abortos recurrentes sino también de
las ocurridas después de la semana 20 de gestacion.

A pesar de que no se conoce con exactitud la incidencia de anormalidades miillerianas
en la poblacién general, algunos reportes indican que aproximadamente 2-4% de las
mujeres se ven afectadas. ” Entre las mujeres con fertilidad normal, Raga y
colaboradores encontraron una razon de 4:1 de utero septado a utero bicorne, y una
razén de 1:1 en mujeres con problemas reproductivos, incluyendo abortos, parto

pretérmino y malpresentacion fetal.

Entre las anomalias congénitas el utero septado es el que se relaciona en mayor
cantidad con Pérdida Gestacional Recurrente (PGR). Se ha encontrado que en ésta
entidad, el endometrio muestra desarrollo defectuoso, indicando una reduccion

importante en cuanto a la sensibilidad a las hormonas esteroideas. . 10)

El desarrollo del cuerpo del cérvix, secundario a la ingesta de dietilestilbestrol (DES)
durante el embarazo. Existen muchas teorias por las cuales existe infertilidad en este
tipo de pacientes. Se ha demostrado que existe una disminucién importante en el
engrosamiento del endometrio, particularmente en la fase lutea. Esto puede reflejar en
pobre soporte endometrial para el embarazo temprano. La perfusion sanguinea de las

arterias uterinas se encuentra disminuida, lo que también perjudica la implantacion.



¢) Reduccion de la capacidad o en la circulacién uterina debido a miomatosis, polipos
endometriales o tejido cicatricial (Sindrome de Ashermann). El sindrome de
Asherman es una condicion adquirida la cual se representa por la presencia de
adherencias intrauterinas post-traumaticas, parciales o completas que obliteran la
cavidad uterina. La respuesta endometrial a las hormonas esteroideas se encuentra

reducida en areas afectadas por las adherencias o la fibrosis. *

La miomatosis uterina puede afectar la implantacion e incrementa el riesgo de aborto,
principalmente con los miomas submucosos. Los leiomiomas pueden alterar la
vascularizacion del endometrio que esta sobre el tumor y afectar la implantacion. Si el
mioma remplaza una pared completa del ttero, entonces puede interferir con el
suministro sanguineo de las estructuras uterinas que rodean o en el sitio de
implantacién del embrion, Si su crecimiento es predominante hacia el exterior del
utero con proyeccion a la pelvis o al abdomen entonces su crecimiento es exagerado
con un aporte sanguineo propio y puede degenerar o infectarse. Esto puede producir
dolor intenso e irritabilidad. Lo mas frecuente es que los miomas causen problemas
una vez establecido el embarazo, pues aumenta la incidencia de abortos recurrentes,
partos prematuros, presentaciones fetales anormales, distocias, y el desprendimiento

prematuro de placenta. ¥

d) Funcion cervical. La incidencia de la incompetencia istmico cervical (1IC) es 0.05 a
1% de todos los embarazos, pero es responsable de 16% de todos los abortos del
segundo trimestre. Se debe sospechar el diagnostico cuando existe una historia de
pérdidas gestacionales de segundo trimestre caracterizada por pérdidas cada vez de
menor edad gestacional, al igual que con antecedente de legrados de repeticion lo que

podria haber traumatizado el cérvix y causar la 1I1C.

FACTOR HEMATOLOGICO
a) Estado protrombotico. El Sindrome de anticuerpos antifosfolipido es una causa bien

reconocida de pérdida recurrente y ha sido reportada de 7 a 42% de las mujeres.



Los anticuerpos antifosfolipido (AAF) inducen, a nivel de la decidua, activacién del
complemento, produccién de mediadores inflamatorios y como consecuencia, la
pérdida del embarazo. La liberacion de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-or) es
factor critico que actiia con la activacién de C5 y se suma al daiio provocado por AAF
hacia tejidos fetales. " '? El diagnéstico requiere del cumplimiento de al menos uno
de los siguientes criterios clinicos:

1. Tres o mas abortos espontineos consecutivos antes de la 10" semana de
embarazo, con anormalidades maternas hormonales y anatémicas y excluir
anormalidades cromosomicas tanto maternas como paternas.

2. Una o mas muertes con un feto normal posterior de la 10° semana de gestacion,
documentado por ultrasonido o por examinacion directa del feto.

3. Uno o mas nacimientos prematuros de un neonato morfolégicamente normal a
las 34 semanas o mas debido a preeclampsia severa o eclampsia o insuficiencia

placentaria severa.

En adicién de una anormalidad persistente de uno de los siguientes exdmenes medidos
al menos en dos ocasiones con una diferencia entre ellos mayor de 6 meses:
1. Anticoagulante lapico.

2. Anticuerpos antifosfolipido: son anticuerpos IgG o IgM contra cardiolipina.

b) Trombofilia heredable. Existen 5 entidades relacionadas como: deficiencias de
antitrombina, proteina C o proteina S, que son raros; factor V de Leiden, que es comiin

en la poblacién britanica, y protrombina.

Otras anormalidades hematologicas: como trombocitopenia esencial que se asocia con

incremento en el riesgo de pérdida fetal, a razén de 36 al 37%.

FACTOR ENDOCRINO - OVARICO
a) Hipersecrecion de Hormona Luteinizante (LH). Se ha considerado como marcador de
pérdida gestacional, algunos estudios examinaron la prevalencia de niveles altos y

ovarios poliquisticos entre mujeres con pérdida recurrente y la encontraron en 8%.



b) Niveles altos de androgenos: dos estudios recientes han demostrado que los niveles de

andrégeno en la fase folicular son mas altos en mujeres con antecedente de pérdida

recurrente que los controles. )

c) Hiperprolactinemia: Tal y cols. reportaron que la prolactina, una hormona relacionada
con el estrés, reduce la secrecion de HCG desde la placenta. Hirahara y cols.
reportaron que el uso de bromocriptina en 64 mujeres con dos o mas pérdidas e

hiperprolactinemia, produjo embarazos exitosos en 85.7% de las pacientes. ¥

FACTOR INFECCIOSO

Estas infecciones pueden causar alteraciones anatomicas o genéticas en el embrion o en el
feto a través de metabolitos téxicos, endotoxinas, exotoxinas o citocinas que actiian sobre el
utero y sobre la unidad fetoplacentaria. Listeria monocytogenes puede causar aborto
espontaneo, asi como parto pretérmino e infeccion neonatal, pero no se ha demostrado como
factor etiologico en los abortos de repeticion. Treponema pallidum es el tUnico agente
comprobado como causante directo en las pérdidas gestacionales recurrentes (segundo
trimestre), ya que atraviesa la placenta en cualquier momento del embarazo. Chlamydia
trachomatis, existen estudios que sugieren que existe asociacion entre éste agente y el aborto
habitual. Micoplasma hominis y Ureaplasma urealyticum se detectan frecuentemente en
mujeres con pérdida recurrente, sin embargo la eliminacion no garantiza el resultado

satisfactorio del embarazo. )

FACTOR INMUNOLOGICO

Se asume frecuentemente que los mecanismos inmunologicos se relacionan con una
implantacion exitosa. El embrion contiene antigenos paternos y puede considerarse entonces
al embarazo como un aloimplante. La adaptacion materna a las respuestas inmunolégicas a la
implantacion del embrion es la llave para un establecimiento exitoso de la placenta. El aborto
puede ser una consecuencia de un fallo en la implantacion, secundaria a una respuesta

inmunolégica inapropiada hacia en embrién. !> '¥



a)

b)

Las alteraciones en la respuesta inmune humoral. Los anticuerpos son mas comunes
en pacientes con pérdida gestacional. Los anticuerpos que son identificados con mayor
frecuencia incluyen los anticuerpos antifosfolipido y anticuerpos antinucleares. Los
anticuerpos antiesperma se asocian a infertilidad masculina, pero no existe asociacion

entre éstos y la pérdida esporadica del embarazo o en aborto recurrente.

Pratt y cols. reportaron que 31% de las mujeres con pérdida recurrente tiene un
examen positivo a anticuerpos tiroideos (peroxidasa y tiroglobulina), comparado con
19% del grupo control. La asociacion entre PGR y anticuerpos tiroideos puede ser el
resultado de un efecto directo de estos anticuerpos contra tejido fetal o que estos
anticuerpos representen unicamente una parte de un defecto generalizado de

autoinmunidad.

Alteraciones en la respuesta inmune celular. Algunos estudios han reportado cambios
significativos en las células inmunocompetentes circulantes de mujeres con PGR. Las
alteraciones de la inmunidad celular también se han examinado a nivel local, en el
endometrio y la decidua. Cerca del tiempo de la implantacion, aproximadamente 20%
del estroma celular endometrial son leucocitos, de los cuales la mayoria son granulares
que son similares a las células Natural Killer (NK), pero expresan diferentes
marcadores celulares. La PGR se asocia con una alteracién en la poblacién de

leucocitos a nivel endometrial, especialmente un incremento en las células CD 56. 42

Los macréfagos endometriales, las células NK, los neutrofilos y las células
placentarias producen citocinas, las cuales son parte importante de la interfase feto-
materna en los primeros dias del embarazo. Las citocinas como interleucina (IL)-3,
factor estimulante de granulocitos-macrofagos, y factor estimulante de crecimiento
epidérmico estimulan la proliferacion celular in vitro, y pueden ser capaces de
estimular al trofoblasto para producir hormona gonadotrofina coriénica y lactégeno
placentario. Estas citocinas se clasifican como citocinas Th2 y se ha visto que son

benéficas para el desarrollo del embarazo. '*'”



La prevalencia de las respuestas inmunes dominantes de las células Thl en la sangre
periférica puede reflejar la contribucién de sus citocinas al aborto habitual. '® Un
embarazo normal se caracteriza por un aumento en la respuesta anti-inflamatoria
(Th2) que se cree que protege al feto contra los ataques maternos de la respuesta

inmune proinflamatoria (Th1). '

Las citocinas Th] pueden perjudicar al embarazo, el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFot) puede activar las células NK en la interfase feto-materna, permitiendo la
apoptosis y la muerte celular del trofoblasto. La administracion de TNFo o de
lipopolisacarido (LPS), el cual induce al TNFo, resulta en pérdida gestacional o
restriccion del crecimiento embrionario. En el embarazo normal, el sistema inmune

modula la expresion de las citocinas favoreciendo la aparicion de las citocinas Th2.
20)

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL Y SUS POLIMORFISMOS

TNFo es una citocina polipeptidica pleiotropica proinflamatoria que es producida por varias
células, incluyendo macrofagos activados, en respuesta a un amplio rango de estimulos, como
productos microbianos, virus y complejos inmunes. Esta citocina inhibe la proliferacién
celular amnidtica, estimula la biosintesis de prostaglandinas, induce la apoptosis y estimula la
produccion de enzimas que degradan la matriz extracelular. *" Ha sido implicado como
mediador del choque séptico y muerte. *” TNFo. juega un papel muy importante en la
regulacion de la sintesis hormonal, la arquitectura placentaria, y el desarrollo embrionario
en el que ha sido atribuido a sus efectos reguladores en la muerte celular programada, en el

crecimiento y diferenciacién celular y la adherencia de moléculas. %

Algunos estudios sugieren que un incremento significativo en la concentracion de TNFo se
asocia con inicio de trabajo de parto, ya sea de término o pretérmino. Estas observaciones
sugieren que TNFo juega un papel importante en la estimulacién de la produccion de

prostaglandinas, inducir apoptosis, y estimular la degradacién de la matriz celular. ®*** Se ha



sugerido en estudios in vitro que TNFo puede promover directamente el daifio tisular durante
el embarazo en el cual, monocitos maternos activados por TNFo inducen apoptosis a nivel del

sincitiotrofoblasto. **

La produccién de TNFa puede inducir el aborto indirectamente por medio de la activacién de
las células endoteliales y los leucocitos. Los neutréfilos y monocitos estimulados por TNFa
liberan mediadores inflamatorios, incluyendo oxidantes, enzimas proteoliticas y componentes
del complemento, que dafian directamente el tejido decidual, acelerando la via alternativa de
activacion del complemento, lo que incrementa la produccion de TNFo y amplifica el dafio
celular con inflamacién local. También es posible que el trofoblasto amplifique el dafio local
secretando TNFo. por si mismo, en respuesta a la activacién del complemento. Los tejidos
placentarios expuestos a hipoxia-reoxigenacion in vitro expresan y secretan niveles elevados
de TNFo, apoyando la teoria que el trofoblasto por si mismo es una fuente de citocinas

proinflamatorias. ‘'

IFNy y TNFa inhiben el crecimiento trofoblastico y la diferenciacion celular. Ciertos
polimorfismos genéticos de algunas citocinas influyen en su nivel de produccion, y se
asocian con mayor susceptibilidad a enfermedades inflamatorias e infecciosas, asi como a

: s 2n
una mayor frecuencia de complicaciones.

Se ha demostrado que los polimorfismos de TNFo y de IL-1B influyen la secrecion de la
proteina, y pueden tener repercusiones fenotipicas en ciertas condiciones dependiendo del

alelo que posea.

El locus TNF se localiza en el cromosoma 6 junto con el del complejo mayor de
histocompatibilidad IV. Al menos 9 polimorfismos y cinco microsatélites del locus TNF han
sido caracterizados y algunos de estos tienen una asociacion con ciertos alelos HLA. Dos de
estos polimorfismos han sido descritos como asociados como formas severas de

. " 2
enfermedades infecciosas. **



Un polimorfismo en la regioén promotora del gen de TNFo ha sido recientemente descrito,
una substitucién de guanina (G) por adenina (A) en la posicion —308. Cuando existe una
substitucién A en una o en ambas copias del gen (G/A o A/A), el cambio se refiere como un
genotipo TNF2 y se asocia con un aumento de 5 veces en la produccién de TNFor. 8 gl
genotipo TNF1 se refiere a (G/G). El alelo TNF2 ha sido asociado con el incremento en la
severidad de los sintomas en un nimero de condiciones patologicas como asma, malaria
cerebral, esclerosis multiple, meningitis meningocécica y el sindrome de respuesta

inflamatoria sistémica. %

Se ha propuesto que las mujeres con el polimorfismo TNF2 pueden tener una expresion
mayor de la proteina en respuesta a infecciones subclinicas, lo que podria resultar en aborto

espontaneo y en la dilatacion cervical. @ *”

Los mecanismos mediante los cuales una infeccion subclinica permite el desarrollo de parto
pretérmino es atn desconocido. Un factor critico podrian ser los niveles de citocinas
proinflamatorias, como TNFw, que es producido por la madre en respuesta a la infeccion del
tracto genital, y que aumenta la produccion de metaloproteasas que degradan la matriz de
colageno. Se ha demostrado que TNF2 es mas activo en las células del trofoblasto y del

amnios que el TNF1, @%2%

Se ha demostrado que existe un incremento en la frecuencia de los polimorfismos A/A y A/G

de TNFo en mujeres con aborto habitual (25% versus 18%). Se ha identificado que el alelo

TNF2 se asocia con el incremento en la produccion de esta citocina. &

CLINICA DE RIESGO PREGESTACIONAL INPer

En el Instituto Nacional de Perinatologia en la Clinica de Riesgo Pregestacional se realiza un
protocolo de investigacion dirigido a identificar la etiologia del aborto habitual, en la primera

consulta se realiza una historia clinica completa investigando de manera dirigida la edad



gestacional al momento de la pérdida del embarazo y posible causa, se solicitan examenes
basicos de laboratorio como biometria hematica, examen general de orina, quimica
sanguinea, grupo sanguineo, asi como cultivos cérvico-vaginales, pruebas de funcion
tiroidea, anticuerpos antifosfolipido, estundio inmunolégico para infecciones, VIH y antigeno

de superficie de hepatitis B.

Posteriormente y dependiendo de los antecedentes de cada paciente se envian estudios

especiales para identificar posibles factores involucrados:

1. Factor anatomico

a) Malformaciones congénitas o adquiridas: Ultrasonografia, histero-salpingografia,
sonohisteroscopia, laparoscopia, histerocopia.

b) Insuficiencia istmico-cervical: Antecedentes perinatales, histerosalpingografia y
prueba de dilatador.

2. Factor genético

a) Cariotipo de la pareja, estudio genético, estudio citogenética de tejido de aborto
DNA.

3. Factor inmunologico

a) Sindrome antifosfolipido: Criterios clinicos y de laboratorio, anticuerpos
anticardiolipina IgG o IgM en sangre, anticoagulante ltpico, anticuerpos antibeta-
2 glicoproteina IgM, IgG o IgA.

b) Anticuerpos tiroideos: El diagnostico se realiza por exclusion, no existiendo
pruebas diagnosticas directas.

4. Factor endocrino

a) Fase lutea deficiente: ultrasonografia endometrial, medicion de las
concentraciones de progesterona, biopsia de endometrio.

b) Diabetes mellitus: Examen fisico detallado con especial interés en: presion
arterial, estudio oftalmoscopico completo, revision cardiovascular, revision
coronaria, revision de miembros inferiores, y estudios de laboratorio como
hemoglobina glicosilada, Pruebas de funcién renal

5. Factor infeccioso

10



a) Se realizan cultivos especiales para Micoplasma y Ureaplasma, TORCH,
anticuerpos anti Chlamydia, VDRL.
Como se ha descrito anteriormente, en aproximadamente 50% de las pacientes, a las cuales se
les realizan todos estos estudios, no se llega a conocer la etiologia del aborto habitual,

cayendo entonces en la categoria de pacientes con factor no identificado.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La etiologia del aborto de repeticion no se identifica hasta en 50% de los casos, ain
después de un estudio exhaustivo de causas anatomicas, hormonales, genéticas,

protromboticas e infecciosas.
Ciertos polimorfismos de citocinas pueden afectar el curso normal del embarazo. Una de
estas citocinas es TNFa, cuya expresion aumenta cuando esta presente el polimorfismo

TNF -308 (TNF2), el cual se asocia a una mayor frecuencia de parto pretérmino y de

ruptura prematura de membranas.

Por lo cual, proponemos que dicho polimorfismo también podria ser mas frecuente en

mujeres con aborto recurrente y sin causa identificada.

JUSTIFICACION

1
T

El aborto recurrente es un problema relativamente frecuente en nuestro medio (1-2% de
todos los embarazos). En el Instituto Nacional de Perinatologia se han estudiado en la
Clinica de Riesgo Pregestacional aquellas pacientes con dos o mas abortos de repeticion,
encontrando un numero importante de casos en que el factor etiolégico atin no ha sido
identificado. La identificacién de una posible asociacion del polimorfismo TNF2 en estas
pacientes daria una idea de un factor etiologico mas que investigar y en un futuro se podria
contar con algin recurso terapéutico, tal como modular la produccion aumentada de TNFay,

para mejorar el prondstico de este tipo de pacientes.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cual es la frecuencia del polimorfismo TNF2 con aborto recurrente de factor no

identificado en pacientes atendidas en la Clinica de Riesgo Pregestacional del INPer?

OBJETIVOS

GENERAL
Determinar la frecuencia asociacion del polimorfismo TNF2 y aborto recurrente de factor no

identificado en pacientes atendidas en la Clinica de Riesgo Pregestacional del INPer.

ESPECIFICOS
Comparar la frecuencia del polimorfismo TNF2 en mujeres con aborto recurrente sin factor

identificado, con aquellas con factor identificado y con mujeres sin antecedentes de aborto.

HIPOTESIS

La frecuencia de asociacion del polimorfismo TNF2 en pacientes con aborto recurrente de
factor no identificado es mayor que en las pacientes con factor identificado y que en mujeres

sin antecedentes de aborto.
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DISENO DEL ESTUDIO

+

TIPO DE INVESTIGACION:

Observacional, transversal, comparativo.

TIPO DE DISENO:

Estudio de casos y controles

CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO:
Observacional
Prospectivo
Transversal

Analitico

MATERIAL Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO

Esté constituida por pacientes que acuden a la Clinica de Riesgo Pregestacional y

hospitalizacion o consulta externa de Obstetricia del INPer para su atencion.

METODO DE MUESTREO

El muestreo fue no probabilistico, de casos consecutivos.

TAMANO DE MUESTRA

Se utiliz6 una formula para diferencia de proporciones, tomando como referencia la
frecuencia del polimorfismo a estudiar en aborto habitual (30%) y en poblacion general
(10%). La muestra se formo con las pacientes que cumplieron los criterios de seleccion y que

fueron estudiadas conforme al protocolo de la clinica de riesgo pregestacional del INPer. Los



controles se tomaron de quienes se encontraban en su vigilancia del puerperio en

hospitalizacion del INPer durante el periodo de estudio.

PI=0.1 B=02  ZB=-0.84
P2=03 =005 Zo=1096

Nn= [za V2(P)(1-P)- ZB VPy(1-P))+P,(1-P;) 1?2
L P2-P1

Nn=  [1.96v2(0.10) (1-0.10) - (-0.84)V (0.3) (1-0.3)+0.10(1-0.10)
L 0.30-0.10

n= [1.96V0.18 + 0.84V0.21 +0.09]>

L 0.20 |
n= _[0.83)+0.46 12
L 020 J n=41.6

El tamafio de muestra fue de 42 sujetos por cada grupo.

CRITERIOS DE SELECCION
INCLUSION
CASOS

1. Edad 17 a 38 afios.

2. Sexo femenino.

3. Con aborto recurrente de causa no identificada habiendo completado el protocolo de la

Clinica de Riesgo Pregestacional.

4. Mexicanas por nacimiento.

5. Consentimiento informado por escrito.
Nota: El protocolo de la Clinica de Riesgo Pregestacional incluye: Cariotipo, perfil
trombofilico, pruebas de funcion tiroidea, concentraciones séricas de prolactina,
histerosalpingografia, cultivos especiales para Mycoplasma y Ureaplasma, VIH, TORCH,
VDRL.
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CONTROLES

1. Edad 17 a 38 afios.

2. Sexo femenino.

3. Con aborto recurrente de causa identificada habiendo completado el protocolo de la

Clinica de Riesgo Pregestacional.

4. Mexicanas por nacimiento.

5. Consentimiento informado por escrito.
Nota: El protocolo de la Clinica de Riesgo Pregestacional incluye: Cariotipo, perfil
trombofilico, pruebas de funcion tiroidea, concentraciones séricas de prolactina,

histerosalpingografia, cultivos especiales para Mycoplasma y Ureaplasma, VIH, TORCH,
VDRL.

CONTROLES EXTERNOS
1. Edad 17 a 38 aiios.
Sexo femenino.

Sin antecedentes de aborto de repeticion.

B

Mexicanas por nacimiento.
5. Consentimiento informado por escrito.

Para cada caso se estudiaron un control y un control externo.

NO-INCLUSION

1. Antecedente de mola o embarazo ectdpico como causa de pérdida gestacional.

EXCLUSION

1. No aplican por ser un estudio transversal.

ELIMINACION
1. Muestra inadecuada (hemolizada) o insuficiente (menos de 1 mL de sangre).

2. Fallas técnicas en la realizacion de la prueba de PCR (degradacion de ADN, ausencia
de bandas).



VARIABLES EN ESTUDIO.
INDEPENDIENTE (PREDICTORA)

VARIABLE |DEFINICION TIPO UNIDAD DE MEDICION

Polimorfismo |Substitucion de guanina por | Dicotémica | Ausente: G/G (TNF1)
TNF2 (-308) |adenina en la posicion -308 Presente: A/A (homocigoto)
0 A/G (heterocigoto)

DEPENDIENTE (DESENLACE)

VARIABLE |DEFINICION TIPO UNIDAD DE MEDICION
Aborto Pérdida de >2 embarazos Dicotémica Ausente
recurrente consecutivos antes de las 20 Presente: Con factor
semanas de gestacion identificado y Sin factor
identificado

DESCRIPCION DEL ESTUDIO
Las pacientes que cumplieron con los criterios se seleccionaron de los servicios de
hospitalizacion de Obstetricia y de la Consulta Externa de la Clinica de Riesgo
Pregestacional. En ese momento se les informo sobre el estudio y se les pidio su participacion
en el mismo y a todas se les solicité la firma de la carta de consentimiento informado, se
reviso el expediente de cada paciente para llenar la hoja de recoleccién de datos que incluyo
datos demograficos, antecedentes ginecologicos y obstétricos, personales patoldgicos y se
realizo la toma de muestra sanguinea de 3 mL en un tubo vacutainer con EDTA para el
estudio genotipico de TNF2. La muestra se transport6 al Laboratorio de Inmunologia de la
Torre de Investigacion del INPer para la extraccion de ADN y su posterior procesamiento,
mediante la técnica de PCR descrita a continuacion.
a. Extraccion de ADN
1. En un tubo de microcentrifugado de 1.5 pl se agregan 900u1 de solucioén de lisis RBC.
2. Se transfiere 300yl de sangre total a la solucion de lisis RBC. Se agita vigorosamente

invirtiendo los tubos varias veces.
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3. Se incuba la solucién por 5 minutos a temperatura ambiente, después se centrifuga a 12
000 rpm en una microcentrifuga por 20 segundos para separar los leucocitos.
4. Se remueve el sobrenadante (decantando o aspirando) sin disolver el boton de
leucocitos. Puede quedar un remanente en las paredes del tubo. Este remanente es
necesario para resuspender las células antes de la extraccion,
5. Se resuspenden los leucocitos con agitacién vigorosa en el sobrenadante residual.
6. Se agrega 500 pl de solucién de extraccion para suspender el boton de células. Se agita
vigorosamente.
7. Se incuba la solucién por 5 minutos a temperatura ambiente. Durante la incubacion,
colocar una columna GFX en un tubo colector para cada purificacion
Nota: Precalentar la solucion buffer a 70 °C
8. Se transfiere la solucion de extraccion a la columna GFX. Se centrifuga a 8,000 rpm por
| minuto.
9. Se vacia el tubo colector y se vuelve a colocar la columna dentro del tubo colector.
10. Se agrega 500 pl de solucién de extraccion a la columna GFX. Se centrifuga a 8,000
rpm por | minuto.
11. Se vacia el tubo colector y se vuelve a colocar la columna dentro del tubo colector.
12. Se agrega 500 pl de solucion de lavado a la columna GFX. Se centrifuga a 12,000 rpm
por 3 minutos.
13. Se vacia el tubo colector y se transfiere la columna GFX a un tubo nuevo de
microcentrifugado de 1.5 mL.
14. Se agrega 200 pl de solucién buffer precalentada directamente a la matriz de vidrio en
la columna GFX.
15. Se incuba la muestra a temperatura ambiente por 1 minuto.
16. Se centrifuga a 8,000 rpm por un minuto para obtener el ADN purificado.
b. Amplificacién ¥
1. Se utilizé el siguiente primer 5’GGAAACAGACCACAGACCTG y el primer reverso
5*-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG. La PCR se procesé con un volumen final de 25 pL.
La solucién debera contener agua estéril 15uL combinado con un volumen igual de 10

mmol/L Tris-HCI que contuvo 1.5 mmol/L MgCl,; 50 mmol/L KCI; 0.2 mmol/L de
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dATP, dCTP, dGTP y TTP; 1.125 unidades de Taq DNA polimerasa y 30 pmol de cada
primer.

2. El ciclado se realiza a 95 °C por 2 minutos, después 35 ciclos a 94 °C por 30 segundos,
62 °C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos, y finalmente 72°C por 7 minutos en un
Termociclador Express de PCR.

3. Se incuba 15 pl del producto de PCR purificado a 37 °C por toda una noche con 5
unidades de la enzima de restriccion Ncol

4. Se visualizé bajo luz ultravioleta posterior a la electroforesis en un gel de agarosa al
3% con bromuro de etidio.

5. Las bandas fueron cortadas del gel y fotografiadas. El genotipo TNF1 mostrara dos
bandas a 87 y 20 pares de bases respectivamente; el genotipo TNF2 dara una banda
simple de 107 pares de bases en caso de homocigocia (A/A) y tres bandas de 102, 87 y 20

pares de bases en caso de heterocigocia (A/G). ** 3% Figura 1.

107 pb

FIGURA 1. Lineas 1 y 4: TNF2 homocigoto; Linea 2: TNF2 heterocigoto; Linea 3: TNF1
homocigoto.



ASPECTOS ETICOS

El riesgo de esta investigacion se considero inferior al minimo, debido a que el procedimiento
de venopuncién se hizo con técnica de asepsia y antisepsia y el volumen de 3 mL a extraer no

afecté6 hemodinamicamente a las pacientes (adultas).

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo el andlisis estadistico con la prueba de y° para diferencia de proporciones, de
acuerdo a la frecuencia de alelos TNF1 y TNF2 identificados por la prueba de PCR. Las

diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas con valores de p < 0.05.
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RESULTADOS

En el presente estudio se incluyeron 126 pacientes las cuales integraron tres grupos, cada uno
conformado por 42 integrantes, los grupos fueron: pacientes con aborto recurrente de Factor
no identificado (FNI), pacientes con aborto recurrente con Factor identificado (FI), y
pacientes sanas con antecedente de 2 o mas embarazos de término (controles). La edad
promedio de los casos fue de 30 afios (22-39), controles 30.7 afios (23-40) y sanas 29.65 afios
(17-44).

De los 359 embarazos documentados, 143 fueron de FNI, 110 fueron de FI y en el grupo
control 106. La edad gestacional al momento del aborto fue de 8.04 semanas en el grupo FNI
y 9.6 semanas en F1. En el grupo FNI los tipos de aborto que se presentaron fueron huevo
muerto retenido (HMR) 13 (9.1%), embarazo anembrionico 3 (2.1%), muerte fetal temprana
(MFT) 1 (0.7%) y aborto espontineo 126 (88.1%) y en el grupo FI fueron HMR 21 (19.1%),
embarazo anembrionico 10 (9.1%), MFT 3 (2.7%) y aborto esponténeo 76 (69.1%).

Los factores identificados en el grupo F1 fueron: factor anatémico, 21 pacientes (50%);
factor inmunolégico, 6 pacientes (14.2%); factor genético, 3 pacientes (7.14%) y factor
endocrino-ovarico 12 pacientes (28.6%). Dentro del factor anatémico los diagnosticos
realizados fueron: malformacion miilleriana en 9 pacientes (42.8%), incompetencia istmico
cervical (IIC) en 5 pacientes (11.9%), miomatosis uterina en 7 pacientes (16.6%). Por lo que
se refiere al factor endocrino-ovarico se encontré hipotiroidismo en 4 pacientes (33.3%),
hipertiroidismo una paciente (8.3%), hiperprolactinemia en 4 pacientes (33.3%) y resistencia
a la insulina en 3 pacientes (25%). Los factores genéticos identificados fueron, una pareja
(33.3%), con consanguinidad, una pareja (33.3%), con cariotipo anormal en la madre y una
pareja (33.3%), con cariotipo anormal en el padre. Los factores inmunolégicos que se
identificaron fueron: 3 pacientes (50%) con SAAF primario, una paciente (16.6%) con LES y
2 (33.3%) con SAAF secundario a LES.

El polimorfismo TNF1 en forma homocigoto (TNFI/TNF1/) se hallé uniformemente
distribuido en los diferentes grupos de estudio, 32% en el grupo control, 41% en el grupo FI
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y 40% en el grupo FNIL La frecuencia de heterocigoto del alelo TFN2 (TNFI1/TNF2) se
present6 en 21% de pacientes del grupo control, en 12% del grupo FI y en el grupo FNI el 7%
de las pacientes presenté este genotipo. La frecuencia de homocigoto TNF2 (TNF2/TNF2)
la presentd 47% de las pacientes del grupo control; el mismo porcentaje se present6 en el
grupo FI, mientras que en el grupo FNI este genotipo se presenté en 53% (Cuadro 1). Ocho
muestras fueron eliminadas por no mostrar bandas, de las cuales 5% fue en los controles, 15%

en Fl y 25% de FNI, por lo cual no fueron incluidas en el anilisis estadistico.

Cuadro 1. Distribucion de alelos del polimorfismo de TFNa. en los grupos.

TNF1 TFN2
GRUPO TNF1/TNF1 TNFI/TNF2 | TNF2/TNF2
CONTROL 6 (32) 4(21) 9 (47)
FI 7(a1) 2(12) 8 (47)
FNI 6 (40) 1(7) 8 (53)
TOTAL 19 7 25

FI: Grupo con aborto recurrente y con factor identificado.
FNI: Grupo con aborto recurrente de factor no identificado.

En cuanto a la presencia de TNF2 (homocigoto y heterocigoto) no se encontrd diferencia
significativa por la prueba de f entre aquellas pacientes sin antecedente de aborto recurrente
(controles) y aquellas con aborto recurrente de factor identificado (FI): 0.68 versus 0.59;
p=0.55. Tampoco hubo diferencia al comparar la presencia de TNF2 en pacientes controles
con pacientes en las cuales no se identificé un factor responsable (FNI) del aborto recurrente
(0.68 versus 0.60; p= 0.6). No se encontrd diferencia significativa en el polimorfismo TNF2
entre los dos grupos de pacientes que presentaron aborto recurrente, FNI vs FI (0.60 versus

0.59; p=0.95). En el Cuadro 2 se muestran los valores utilizados para la prueba.

Cuadro 2. Tablas de contingencia.

Control Fl Control  FNI FNI Fl
TNF2 13 10 23 TNF2 13 9 22 TNF2 9 10 | 19
TNF1 6 7 13 TNF1 6 6 12 TNF1 6 7 |13
19 17 36 19 15 34 15 17 32

¥ =0.36; P=0.55 ¥ =026;P=0.6 ¥ =0.005; P =0.95
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DISCUSION

No se encontraron bandas en 5 de las 20 pacientes con FNI, en 3 de 20 pacientes con FI, y en
1 de 20 pacientes sin antecedente de aborto. Una posible explicacion es que esas pacientes
tengan otros alelos polimérficos diferentes de TNF1 y TNF2; aunque también debera tomarse
otra muestra sanguinea para intentar de nuevo identificar los alelos, ante la posibilidad de que
no hubiese habido una correcta amplificacion de los genes correspondientes a los dos alelos

estudiados. De cualquier forma, estas pacientes no fueron incluidas en el analisis estadistico.

La respuesta inmune y la produccién de citocinas en particular varian de un individuo a otro,
debido en parte a la variacion genética en la regulacién de la expresion de los genes de
citocinas. Datos recientes apoyan el hecho de que algunas citocinas favorecen la
supervivencia y el crecimiento fetal. En contraste, algunas citocinas proinflamatorias pueden
afectar el desarrollo normal del embarazo. Las citocinas producidas por linfocitos Th2
favorecen la sobrevivencia fetal, mientras que las pérdidas gestacionales pueden estar

asociadas a una mayor produccion de citocinas proinflamatorias por células Thi. #*

Recientemente se han publicado informes controversiales acerca de la asociacion de
polimorfismos de citocinas, incluyendo los de TNFa, con aborto recurrente de factor no
identificado. ** **** Daher y cols ' realizaron un metanalisis con los resultados de estos
estudios y observaron una tendencia al incremento de frecuencias de los genotipos A/A y A/G
del polimorfismo de TNFo en mujeres con aborto recurrente. En cambio, Prigoshin y cols Rl
no observaron evidencia de asociacion del polimorfismo TNF2 en pacientes con aborto

recurrente, comparadas con mujeres sin antecedentes de aborto (p=0.6).

Nuestros resultados coinciden con los reportados por Prigoshin y cols, “”

ya que observamos
que los genotipos de pacientes y controles son similares, tanto para el alelo TNF1 como para
el alelo mutado TNF2; por lo que podriamos concluir que el polimorfismo TNF2 no esta

implicado en el aborto recurrente de factor no identificado.
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CONCLUSIONES

No se observd asociacion del alelo TNF2 con aborto recurrente de factor
no identificado.
No se observo asociacion del alelo TNF2 con aborto recurrente de factor

identificado.

23



ANEXOS

Carta de Consentimiento Informado (Factor no identificado)
Proyecto de Investigacion: “Frecuencia del polimorfismo de TNF2 en mujeres con
aborto recurrente de factor no identificado™
Yo:

(nombre del participante o su representante legal)

Sé que me invitaron a participar en esta investigaciéon porque he perdido varios
embarazos y aun no se ha identificado una causa aparente de esto. Entiendo que el
proyecto de investigacion servira para identificar si en mi sangre existe una sustancia
que podria hacer que pierda mis embarazos. Los beneficios que obtendré no serdn
inmediatos porque atn faltan muchas investigaciones por hacer. Se me explicé que se
realizara una toma de 3 mililitros de sangre por medio de una jeringa estéril, lo cual no
causa ningun riesgo para mi salud, después la llevaran al laboratorio de Inmunologia de
la Torre de investigacién de éste Instituto para su estudio.

Es de mi conocimiento que los investigadores me han ofrecido aclarar cualquier duda o
contestar cualquier pregunta que al momento de firmar la presente no hubiese
expresado, o que surja durante el desarrollo de la investigacion. La Dra. Elizabeth Pérez
Martinez se ofrecio a responder cualquier duda al respecto en el Instituto Nacional de
Perinatologia con teléfono 55209900 ext. 111 de Lunes a Viernes de las 08:00 a las
14:00 horas. Ademas me ha ofrecido confidencialidad con la informacién obtenida.
Declaro libremente que estoy de acuerdo en participar en esta investigacion cuyo
objetivo, procedimientos, beneficios, y riesgos se me han especificado con anterioridad.
Se me ha manifestado que puedo retirar mi consentimiento en cualquier momento, sin
que ello signifique que la atencion médica que se me proporcione se vea afectada por
este hecho al igual que se me ha informado que los gastos que genere el ingreso al
protocolo correran a cargo del Instituto, no asi el resto de mi atenciéon médica.

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me
informé y dos testigos.

México,D.F.,a _ de de 200 .

NOMBRE FIRMA

Investigador

Participante

Representante/Esposo /Domicilio

Testigo /Parentesco/ Domicilio

Testigo /Parentesco/ Domicilio
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Carta de Consentimiento Informado (Factor identificado)
Proyecto de Investigacion: “Frecuencia del polimorfismo de TNF2 en mujeres con
aborto recurrente de factor no identificado”
Yo:

(nombre del participante o su representante legal)

Sé que me invitaron a participar en esta investigacion porque he perdido varios
embarazos y aun cuando se conoce la probable explicacion que puede provocarlos, con
este estudio se investigard una nueva causa. Entiendo que el proyecto de investigacion
servird para identificar si en mi sangre existe una sustancia que podria hacer que pierda
mis embarazos. Los beneficios que obtendré no seran inmediatos porque atn faltan
muchas investigaciones por hacer. Se me explicé que se realizara una toma de 3
mililitros de sangre por medio de una jeringa estéril, lo cual no causa ningiin riesgo para
mi salud, después la llevaran al laboratorio de Inmunologia de la Torre de investigacion
de éste Instituto para su estudio.

Es de mi conocimiento que los investigadores me han ofrecido aclarar cualquier duda o
contestar cualquier pregunta que al momento de firmar la presente no hubiese
expresado, o que surja durante el desarrollo de la investigacion. La Dra. Elizabeth Pérez
Martinez se ofrecid a responder cualquier duda al respecto en el Instituto Nacional de
Perinatologia con teléfono 55209900 ext. 111 de Lunes a Viernes de las 08:00 a las
14:00 horas. Ademas me ha ofrecido confidencialidad con la informacion obtenida.
Declaro libremente que estoy de acuerdo en participar en esta investigacion cuyo
objetivo, procedimientos, beneficios, y riesgos se me han especificado con anterioridad.
Se me ha manifestado que puedo retirar mi consentimiento en cualquier momento, sin
que ello signifique que la atencion médica que se me proporcione se vea afectada por
este hecho al igual que se me ha informado que los gastos que genere el ingreso al
protocolo correrdn a cargo del Instituto, no asi el resto de mi atencion médica.

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me
informo y dos testigos.

Meéxico,D.F.,a___ de de 200__.

NOMBRE FIRMA

Investigador

Participante

Representante/Esposo /Domicilio

Testigo /Parentesco/ Domicilio

Testigo /Parentesco/ Domicilio
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Carta de Consentimiento Informado (Pacientes sin antecedente de aborto)
Proyecto de Investigacién: “Frecuencia del polimorfismo de TNF2 en mujeres con
aborto recurrente de factor no identificado”

Yo:

(nombre del participante o su representante legal

Sé que me invitaron a participar en esta investigacion porque hay mujeres que han perdido
varios embarazos y yo he tenido hijos sanos. Entiendo que el proyecto de investigacion
servira para identificar si en mi sangre existe una sustancia que podria hacer que pierda mis
embarazos pero también me han explicado que en caso de que exista, la sustancia no ha sido
capaz de afectarme. Los beneficios seran principalmente para esas mujeres que han tenido
varias pérdidas de embarazos. Se me explico que se realizara una toma de 3 mililitros de
sangre por medio de una jeringa estéril, lo cual no causa ningtn riesgo para mi salud, después
la llevaran al laboratorio de Inmunologia de la Torre de investigacion de éste Instituto para su
estudio.

Es de mi conocimiento que los investigadores me han ofrecido aclarar cualquier duda o
contestar cualquier pregunta que al momento de firmar la presente no hubiese expresado, o
que surja durante el desarrollo de la investigacién. La Dra. Elizabeth Pérez Martinez se
ofrecio a responder cualquier duda al respecto en el Instituto Nacional de Perinatologia con
teléfono 55209900 ext. 111 de Lunes a Viernes de las 08:00 a las 14:00 horas. Ademas me ha
ofrecido confidencialidad con la informacion obtenida.

Declaro libremente que estoy de acuerdo en participar en esta investigacion cuyo objetivo,
procedimientos, beneficios, y riesgos se me han especificado con anterioridad.

Se me ha manifestado que puedo retirar mi consentimiento en cualquier momento, sin que
ello signifique que la atencion médica que se me proporcione se vea afectada por este hecho
al igual que se me ha informado que los gastos que genere el ingreso al protocolo correrén a
cargo del Instituto, no asi el resto de mi atencién médica.

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me
informo y dos testigos.

México,D.F.,a__ de de 200__.

NOMBRE FIRMA

Investigador

Participante

Representante/Esposo /Domicilio

Testigo /Parentesco/ Domicilio

Testigo /Parentesco/ Domicilio
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INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA

CLINICA DE RIESGO PREGESTACIONAL
HOJA DE COLECCION DE DATOS

Nombre: Registro:
Edad: Edo. Civil:
Escolaridad: Origen:
Residencia: Ocupacion:
Religion:
G: P: A: C: E: M:
AGO:
M: C IVSA: PS: PAP: MPF :
PS:
SDG | Diagndstico Resolucién Complicaciones | V/S

APP:

Factor anatémico:

Factor inmunolégico:
Factor infeccioso:

Factor endécrino ovirico:

Factor genético:

Polimorfismo:
S NO
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