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RESUMEN

Actualmente se calcula que mas de 50 millones de mujeres sufren alguna
complicacion durante el embarazo, entre ellas el desarrollo de parto pretérmino.
Aunque no contamos con estadisticas nacionales precisas, el parto pretérmino
complica al menos 12% de todos los embarazos en nuestro pais y sus
consecuencias, lo hacen el servicio mas caro en el ambito de atencion a la
salud. El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar la expresion de
citocinas proinflamatorias (IL-13, TNF-a, IL-6, IL-2) involucradas en los
mecanismos de induccidn y activacion del trabajo de parto humano. El estudio
se desarrollo en el Instituto Nacional de Perinatologia durante un periodo de 2
afios, en los cuales se reclutaron 157 pacientes entre las mujeres que
acudieron a control prenatal. Las pacientes se clasificaron dentro de alguno de
4 estadios clinicos posibles (sin actividad uterina, con trabajo de parto a
término, con amenaza de parto pretérmino y con ruptura prematura de
membranas pretérmino) y se tom6 muestra de la secrecion presente en el
fondo de saco posterior de la vagina. La muestra fue analizada para la
deteccion de citocinas mediante un sistema de micro arreglo soluble. Los
resultados obtenidos de las concentraciones por citocina y por grupo son: IL-13
grupo 1 (500 ng/ml), grupo 2 (1000 ng/ml), grupo 3 (1250 ng/ml), grupo 4 (500
ng/ml). TNF-a grupo 1 (150 ng/ml), grupo 2 (225 ng/ml), grupo 3 (275 ng/ml),
grupo 4 (160 ng/ml). IL-6 grupo 1 (casi nula), grupo 2 (550 ng/ml), grupo 3 (casi
nula pero mayor al grupo 1), grupo 4 (250 ng/ml). IL-2 grupo 1 (0.6 ng/ml),
grupo 2 (1.25 ng/ml), grupo 3 (1.0 ng/ml), grupo 4 (0.5 ng/ml). Las asociaciones
estadisticamente significativas por citocinas fueron: IL-13 grupo 2 vs. 1 y 4.
TNF-o grupo 1 vs. 2y 3; grupo 3 vs. 4. IL-6 grupo 4 vs. 1y 3. IL-2 grupo 1 vs. 2
y 3; grupo 4 vs. 2 y 3. Las conclusiones son que en las pacientes con amenaza
de parto pretérmino, existe elevacion de las citocinas proinflamatorias IL-1p,
TNF-a, IL-6 e IL-2, con respecto a las pacientes que no presentan actividad
uterina, y que la elevacién encontrada unicamente es estadisticamente
significativa en el caso de TNF-a e IL-2.



ABSTRACT

At present, more than 50 million women worldwide suffer some kind of
adverse outcome during the curse of pregnancy, including the development of
preterm labor. Although there is not precise national statistics on this matter,
preterm labor complicates at least 12% of all pregnancies in our country and the
consequences derived from this pathologic event, makes it one of the most
expensive issues in obstetrics and pediatrics healthcare services. The objective
of the current study was to characterize the expression of proinflamatory
cytokines (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-2) involved in mechanisms of induction and
activation of human labor. It was developed over a 2 year-period in the National
Institute of Perinatology, during which 157 patient were recluted among
pregnant women attending for prenatal control. Patients were classified into 1 of
4 possible clinical groups (without uterine activity, term labor, preterm labor, and
preterm premature rupture of membranes) and a sample of the secretion
present at the posterior vaginal sac was taken. Sample was analyzed for the
detection of cytokines by means of a soluble micro array. Results for cytokine
concentrations by clinical group are: IL-1p group 1 (500 ng/ml), group 2 (1000
ng/ml), group 3 (1250 ng/ml), group 4 (500 ng/ml). TNF-a group 1 (150 ng/ml),
group 2 (225 ng/ml), group 3 (275 ng/ml), group 4 (160 ng/ml). IL-6 group 1
(almost absent), group 2 (550 ng/ml), group 3 (almost absent but greater than
group 1), group 4 (250 ng/ml). IL-2 group 1 (0.6 ng/ml), group 2 (1.25 ng/ml),
group 3 (1.0 ng/ml), group 4 (0.5 ng/ml). Differences in cytokine concentration
by group, statistically significant were: IL-1 group 2 vs. 1 and 4. TNF-a group 1
vs. 2 and 3; group 3 vs. 4. IL-6 group 4 vs. 1 and 3. IL-2 group 1 vs. 2 and 3;
group 4 vs. 2 and 3. We conclude that patients with preterm labor experience
an elevation in proinflamatory cytokines (IL-18, TNF-o, IL-6 and IL-2), in
comparison to patients who do not present uterine activity; and that the
difference encountered is statistically significant only for TNF-a and IL-2.



CAPITULO 1: INTRODUCCION.

El poder lograr un embarazo a término sin complicaciones, asi como el
entregar un neonato sano a una madre sana, es consecuencia de un buen
control prenatal y de una adecuada atencion médica durante el parto y el
puerperio. Actualmente existe una gran discrepancia entre las mujeres del
mundo, en la capacidad que tienen de acceder a los cuidados médicos
maternos. Las causas son en su mayoria de indole econdémica (mujeres de
paises desarrollados o en vias de desarrollo, ricas o pobres, de medio rural o
urbano, de alto o bajo nivel educativo). Al comparar la situacién que enfrentan
mujeres de paises en vias de desarrollo con mujeres de paises desarrollados,
las cifras son alarmantes: Se calcula que el 35% de las mujeres de paises en
vias de desarrollo no poseen cuidados prenatales, que cerca del 50% no
cuentan con una atencién adecuada durante el parto y 70% no tienen cuidados
meédicos postparto. En cambio en los paises desarrollados, los cuidados de
salud materna son casi universales: 97% de sus mujeres cuentan por lo menos
con una visita prenatal, 99% son asistidas durante el parto por personal
capacitado y 90% tienen por lo menos una visita de control durante el
puerperio. Esta situacidon puede explicar el que en los paises en vias de
desarrollo, las complicaciones durante el trabajo de parto, nacimiento y
puerperio son mas frecuentes: 50% de las muertes postparto ocurren durante
el puerperio inmediato y 70% en los primeros siete dias (puerperio mediato). A
nivel mundial cada dia mueren como minimo 1600 mujeres relacionadas con el
embarazo y el parto, lo cual representa como minimo 585 000 muertes anuales
y la mayoria de estas muertes ocurren en paises en vias de desarrollo, como
resultado de complicaciones del embarazo o el parto (1).

Y si se trata de morbilidad materna, ya sea a corto o largo plazo, las cifras no
son menos alarmantes: Se cree que mas de 50 millones de mujeres sufren
alguna complicacién del embarazo y que por lo menos 18 millones de estas
mujeres tendran alguna limitante a largo plazo. En este contexto es necesario
enfatizar: 50% de todas las muertes perinatales estan ocasionadas por un
inadecuado control prenatal y de la atencién del parto. Es por ello que como
consecuencia de un deficiente servicio de salud para las madres, cada ano
mueren alrededor de 8 millones de neonatos (1).

El parto pretérmino, definido como el nacimiento antes de las 37 semanas de
gestacion, es un problema de salud con vigencia a escala mundial y México no
escapa a ésta situacion (2). Las condiciones que lo hacen relevante, son la
frecuencia con que se presenta y las complicaciones graves asociadas que
afectan tanto a la madre como al producto. Aunque no contamos con
estadisticas nacionales precisas, el parto pretérmino complica al menos 12%
de todos los embarazos en nuestro pais y sus consecuencias, que se
extienden mas alla del momento del nacimiento, lo hacen el servicio mas caro
en el ambito de atencion a la salud (3). Todo esto ha resaltado la necesidad de
establecer medidas preventivas para evitar su desarrollo y ha conducido a la



evaluacion de diversos marcadores que permiten evaluar el riesgo para
desarrollar esta complicacion del embarazo. Desgraciadamente, ningun
marcador ha mostrado tener utilidad general y la prevalencia mundial del parto
pretérmino permanece sin ser modificada desde hace 40 afos. La unica
explicacion a este hecho, es que se ignora el mecanismo fisiopatogénico que
opera en el parto pretérmino y por lo tanto carecemos de la capacidad de
intervenir en el desarrollo de la enfermedad. El estudio de la fisiopatogenia del
parto pretérmino es una de las lineas de investigacion que se han desarrollado
en el Instituto Nacional de Perinatologia (1, 2, 3)

FISIOLOGIA DEL TRABAJO DE PARTO.
Preparacion para el Trabajo de Parto.

El utero es una estructura con forma de pera invertida, compuesto de una
cavidad endometrial rodeada de musculo liso (miometrio), el cual se organiza
en fibras que viajan en multiples direcciones alrededor de la cavidad central y
esta recubierto de una serosa de peritoneo. Las fibras musculares se
encuentran sostenidas por una matriz de tejido conectivo compuesto de
colagena y proteoglicanos, que se acumulan preferentemente en el cérvix. El
fondo y el cuerpo del utero tienen una estructura fundamentalmente muscular,
mientras que el cérvix es una estructura colageno-fibrosa con solo 10 % de
fibras musculares (4).

Los cambios que el utero manifiesta durante el embarazo incluyen hipertrofia
e hiperplasia de las células miometriales. El utero no gestante pesa
aproximadamente 10 gramos, mientras que el utero gravido a término vacio
pesa aproximadamente 1000 gramos. Los miocitos uterinos aumentan 10
veces su longitud y unas 4 - 5 veces su espesor; sin embargo, la cantidad de
actina y miosina por miligramo de proteina celular no aumenta en relacion al
utero no gestante (4).

Los cambios que experimenta el cérvix durante la gestacion son llamativos.
Clinicamente existe cambio de color cervical provocado por una mayor
vascularizacion del mismo, se reblandece debido al acumulo de agua en su
matriz extracelular, y diminuye en tamafo y grosor para convertirse en un anillo
dilatable por la presion de las membranas amnidticas o la presentacion fetal.
Microscopicamente se ha demostrado que desde las 8 semanas de gestacion,
existe dispersion y pérdida progresiva en la polimerizaciéon de las fibras de
colagena, motivo por lo cual se aprecian mas cortas y menos densas. Al
iniciarse el trabajo de parto, aumenta la actividad colagenolitica mediada por
unas proteinas denominadas Metaloproteasas de Matriz Extracelular (MMP-2 y
9), provocando que el cérvix pierda gran cantidad de colageno polimerizado y
se incremente el soluble (5).



Esta serie de cambios agrupados bajo el término “maduracion cervical”, se
deben a la infiltracion leucocitaria que ocurre en el cérvix, por lo que se ha
postulado a este proceso como parte de un fenémeno inflamatorio propio del
trabajo de parto. En el resto del utero conforme avanza el trabajo de parto,
ocurre incremento de MMP-8, MMP-9 y descenso del TIMP-1. Estos dos
procesos se encuentran en sincronia y los responsables de que ocurran son
las prostaglandinas y las citocinas proinflamatorias. La prostaglandina E2 altera
la sintesis de colageno por los fibroblastos, lo cual desestabiliza las fibras y el
tejido conectivo se vuelve mas blando y elastico. A su vez, las citocinas
proinflamatorias IL-13 y TNF-a incrementan la produccion de MMP-8 y 9 en el
miometrio (5).

Fisiologia de la Contraccion Uterina.

Para poder comprender el fendmeno fisiopatoldgico del trabajo de parto
pretérmino, es necesario revisar las bases fisiolégicas que nos permiten
entender el mecanismo por el cual el utero se contrae. La contraccién uterina
es el evento que nos permite identificar que el trabajo de parto se esta
generando o en su defecto que ya esta establecido, dependiendo de las
caracteristicas de la misma. A pesar de no contar con una definicion precisa del
término, se ha aceptado en la literatura internacional el determinar que el
trabajo de parto se inicia cuando la actividad uterina es suficiente en
frecuencia, intensidad y duracion, lo cual lleva al borramiento y dilatacion
cervical. Para que esto ocurra es necesaria la interaccion de multiples factores
que tienen como expresion final la contraccion de la miofibrilla (4).

El miometrio es un musculo liso fascico con ciclos de contraccion y relajaciéon
rapida. La contraccién del miometrio, desde el punto de vista mecanico, se
debe al desplazamiento de la miosina a lo largo de los filamentos de actina.
Para ello, las moléculas de miosina conforman un hexamero consistente en dos
cadenas pesadas (200 kD) y cuatro cadenas ligeras (17-20 kD), con una regién
enzimatica entre ellas capaz de hidrolisar ATP. Para que ocurra la contraccion
del miocito, la miosina debe ser fosforilada en la cadena ligera de 20 kD,
mediante una enzima denominada Cinasa de la Cadena Ligera de Miosina
(QCLM), la cual se activa ante concentraciones elevadas de calcio intracelular,
gracias a la formacién de complejos Calcio-Calmodulina. Al descender el calcio
intracelular la QCLM se inactiva y la Miosina de Cadena Ligera es
desfosforilada por la enzima Miosin-Fosfatasa (5, 6).

En el miometrio existe una excelente correlacion entre las concentraciones
intracelulares de calcio y la fuerza desarrollada por el tejido. Es por ello, que los
mecanismos responsables de la homeostasis del calcio son de suma
importancia para la regulacion de la actividad uterina.



Para que ocurra una contraccion uterina es necesario que las
concentraciones de calcio citoplasmatico aumenten por arriba de 1.0 micromol
(1). La concentracion intracelular de calcio depende de dos factores:

1) La entrada desde el espacio extracelular.

2) La liberacién desde su almacenaje intracelular: El reticulo sarcoplasmico

(RS)

La entrada de calcio a la célula desde el espacio intersticial, ocurre a través
de canales de calcio dependientes de Voltaje (CV) y de Receptores
Membranales que actuan como canales. La liberacion de calcio del RS al
citosol, se debe también a receptores membranales que actuan como canales y
que tienen como ligando al Inositol 3-Fosfato (IP3) (6, 7).

Para que pueda ocurrir la relajacién de las fibras musculares uterinas, la
concentracion de calcio intracelular debe ser menor a 0.1 micromol (1). Esta
disminucién ocurre como consecuencia de la salida de dicho ion a través de los
canales de calcio transmembrana y mediante el secuestro al interior del reticulo
sarcoplasmico. Existen 2 mecanismos principales para la expulsion de calcio
de la célula, los cuales se localizan a nivel de la membrana celular y son:

1) Calcio — ATPasa Membranal (CAM)

2) Cotransportador Sodio / Calcio

Por otra parte, el secuestro de calcio al interior del RS requiere la activacion
de unas bombas especiales presentes en este organelo, denominadas Calcio —
ATPasa del Reticulo Sarcoplasmico (CARS) (6, 7).

Es importante establecer, que la regulacion del calcio intracelular se
encuentra modulada por la presencia de dos segundos mensajeros en el
interior del citoplasma del miocito uterino: El adenosinmonofosfato ciclico
(AMPc) y el inositoltrifosfato (IP3). Las acciones de estos segundos mensajeros
se oponen: mientras que el aumento en las concentraciones intracitoplasmicas
del AMPc favorece la relajacion de las fibras musculares, el aumento de IP3
favorece su contraccion. La produccién de estos segundos mensajeros se debe
a la activacion de receptores membranales (6).

La propagacién de los potenciales de accidén entre las células de musculo
liso uterino, a partir de marcapasos presentes en el utero, ocurre gracias a la
existencia de uniones de baja resistencia eléctrica, integradas por proteinas
denominadas “conexinas”. Las conexinas se organizan en placas formando
puentes de union (gap junctions), que no solo participan en la propagacion del
potencial de accion, sino también en el movimiento de metabolitos especificos
entre los miocitos uterinos. Los puentes de union aumentan durante el parto y



su formacién esta regulada por factores hormonales (La progesterona inhibe
dicha formacion y los estrogenos la estimulan a través del aumento en la
sintesis de conexinas). Los puentes de union permiten el paso unicamente de
pequefias moléculas: el limite del diametro molecular oscila entre 1.6 y 2.0
nanomolas, equivalente a moléculas de aproximadamente 1000 daltons de
peso (iones mono y bivalentes, péptidos pequenos, IF3 y AMPc). Moléculas
grandes como las proteinas se ven imposibilitadas de fluir a través de estos
canales (1, 4).

TRABAJO DE PARTO PRETERMINO (8).

El trabajo de parto se define como aquel proceso en el que ocurren
contracciones uterinas de manera coordinada y que conllevan a la dilatacion y
borramiento cervicales progresivos, por medio de los cuales ocurre la expulsion
del feto y la placenta. Cuando este proceso ocurre entre las 20 y 37 semanas
de gestacion, se denomina Trabajo de Parto Pretérmino.

Actualmente no existe una definicion precisa que indique el numero de
contracciones necesarias para definir el trabajo de parto pretérmino, sin
embargo existe consenso internacional en que las contracciones deben ser
regulares en frecuencia e intensidad, y deben estar asociadas a la presencia
demostrada de modificaciones cervicales (dilatacion y/o borramiento). Las
contracciones pueden no ser dolorosas y percibirse como endurecimiento
abdominal, dolor lumbar, o sensacion de presion en la zona pélvica (pesantez
pélvica). En general se acepta que la presencia de 4 o mas contracciones en
una hora son capaces de provocar cambios cervicales.

El parto pretérmino complica aproximadamente 10 - 15 % de los embarazos
en Norteamérica. Constituye la primera causa de morbi-mortalidad neonatal,
siendo la causante del 75 - 80 % de todas las muertes neonatales no asociadas
a anormalidades congénitas. El 13 % de todos los recién nacidos en E.U. son
clasificados con bajo peso al nacimiento (menor de 2500 gramos), y de ellos
solo el 10 % son realmente prematuros. Es este ultimo grupo, el que constituye
aproximadamente 60 % de las muertes infantiles que ocurren cada afo en
E.U., las cuales se estiman en 25,000.

Clasificacion.

La parto pretérmino puede ser clasificada segun el resultado anémalo del
proceso reproductivo iniciado por alguna de estas situaciones (9):

a) Espontaneo o Idiomatico: Corresponde al 50% de los casos.

b) Secundario a Ruptura Prematura de Membranas: Corresponde al 25 % de

los casos.



c) latrogeno: Corresponde al 25 % de los casos. Algunas enfermedades
maternas y fetales como la preeclampsia, el retardo en el crecimiento
intrauterino, sufrimiento fetal, enfermedades crénicas maternas) hacen
necesaria la interrupcion del embarazo antes de llegar a término.

Lumley propone una clasificacion de la prematuridad en base a la
maduracion fetal respecto a las semanas de gestacion, con categorias que
reflejan importantes diferencias en la supervivencia, en las expectativas de
salud a mediano y largo plazo y en el consumo de recursos sanitarios. Las
categorias propuestas son (10):

a) Prematuridad Extrema: 20 — 27 semanas de gestacion.

b) Prematuridad Moderada: 28 — 31 semanas de gestacion.

c) Prematuridad Leve: 32 — 36 semanas de gestacion.

Hallazgos clinicos (8).

a) Actividad Uterina: Es la presencia de contracciones uterinas regulares en
frecuencia e intensidad, ya sea documentadas mediante registro
cardiotocografico o por palpacion. La presencia de 4 o mas contracciones en 1
hora son capaces de provocar dilatacién y/o borramiento cervicales.

b) Modificaciones Cervicales: Constituyen los cambios en el cérvix
provocados por la presencia de contracciones uterinas regulares y son la
dilatacion y el borramiento. La presencia de un cérvix borrado y con al menos 2
cm. de dilatacion al ingreso de la paciente se considera diagndstico.

c) Expulsion de Tapon Mucoso: Constituye la salida de moco cervical tefiido
con sangre, a través de la vagina. Es indicativo que esta ocurriendo dilatacion
cervical.

RESPUESTA INFLAMATORIA EN PARTO PRETERMINO.
Citocinas Proinflamatorias (11).

La defensa frente a microorganismos extrafios como virus y bacterias, esta
mediada por una inmunidad natural y una inmunidad especifica. Las fases
efectoras de ambas, se encuentran mediadas en gran parte por proteinas
llamadas citocinas, las cuales son producidas por fagocitos mononucleares y
linfocitos, con la finalidad de regular la proliferacion y diferenciacion de varias
poblaciones linfocitarias, o para activar y regular las células inflamatorias.



Las citocinas son responsables de la comunicaciéon entre las células de los
sistemas inmunitarios e inflamatorios. Su secrecion es breve y autolimitada.
Son producidas por distintos tipos de células y actuan sobre diferentes tipos de
células, teniendo a menudo multiples efectos diferentes sobre una misma
célula diana. Sus acciones pueden ser redundantes e influyen en la sintesis de
otras proteinas produciendo cascadas en las que una segunda o tercera
citocina puede mediar los efectos biolégicos de la primera. En otras ocasiones,
pueden antagonizar sus efectos o producir efectos aditivos creando resultados
mayores a lo previsto o incluso distintos. Su accion la realizan al unirse a
receptores especificos en la superficie de la célula diana teniendo efectos
autocrinos, paracrinos o endocrinos. La expresion de dichos receptores a su
vez se encuentra regulada por sefiales especificas.

Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a).

Esta citocina es el principal mediador de la respuesta del huésped frente a
las bacterias gram negativas. Existen dos tipos, denominados alfa y beta. Esta
ultima es también conocida como Linfotoxina (LT). Los componentes activos de
las bacterias gram negativas son las moléculas de Lipopolisacarido (LPS)
también conocida como endotoxina, la cual se libera de la pared celular de la
bacteria. EI TNF se denomind con este nombre debido a que se identifico como
mediador de la necrosis tumoral presente en el suero de animales tratados con
LPS.

La principal fuente celular de esta citocina es el macréfago, aunque también
lo produce el linfocito, la célula NK y el mastocito. El interferon gama (INF-y)
producido en el linfocito T aumenta la sintesis de TNF-a en el macréfago. La
citocina se sintetiza inicialmente como una proteina transmembranosa no
glucosilada de 25 kD, con el extremo aminoterminal en la parte intracelular, y el
carboxiterminal en la parte extracelular. La forma secretada circula como un
homo trimero de 51 kD. Los lugares de union al receptor estan en la base,
permitiendo su union simultanea a mas de un receptor. Existen dos tipos de
receptores diferentes para el TNF-a, uno de 55 y otro de 75 kD. La afinidad de
la citocina a sus receptores es baja; sin embargo, se sintetiza en grandes
cantidades saturando facilmente sus receptores, los cuales estan en casi todos
los tipos celulares. Una vez activada la célula diana, esta se desprende de
receptores de TNF-a, los cuales son solubles en el plasma. Las respuestas
celulares al TNF-o implican una tasa de transcripcion génica aumentada
mediante la activacion de factores de transcripcion NF-xB o AP-1.

A concentraciones bajas el TNF actua localmente como regulador autocrino
y paracrino de los leucocitos y de las células endoteliales. Las acciones
principales del TNF-a a concentraciones bajas son criticas para la repuesta
inflamatoria frente a los microorganismos. Estas acciones comprenden:



a) Expresién de moléculas de adhesion en las células endoteliales, haciendo
el endotelio adherente a neutréfilos, monocitos y linfocitos; contribuyendo por lo
tanto a la acumulacién de leucocitos en los sitios de inflamacién.

b) Activa los leucocitos (neutrofilos, eosindfilos y monocitos) para que maten
microorganismos.

c) Estimula a los monocitos a producir IL-1, IL-6 y TNF-a..

d) Aumenta la expresion de moléculas de clase 1 del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad potenciando la lisis de las células infectadas por virus.

Con estimulos antigénicos mas potentes, se producen mayores cantidades
de TNF-a provocandose acciones sistémicas que comprenden:

a) Producciéon de fiebre, ya que actua aumentando la sintesis de
prostaglandinas en las células de las regiones reguladoras hipotalamicas.
Debido a esta propiedad se le denomina pirdgeno endogeno (propiedad que
comparte con la IL-1).

b) Estimula la secrecion de IL-1 e |IL-6 a partir de los monocitos y de las
células endoteliales.

c) Estimula la sintesis hepatica de la proteina A del amiloide y de otras
proteinas inflamatorias de fase aguda.

d) Activa el sistema de coagulacion.

e) Suprime la division de las células madre en médula ésea.

f) Produce caquexia, un estado caracterizado por el desgaste de las células
musculares y grasas, debido a la supresion del apetito y de la sintesis de
lipoproteinlipasa.

Cuando el TNF-a se produce en cantidades masivas, se generan cambios
en el organismo que lo pueden llevar a la muerte, entre los cuales se
encuentran:

a) Reduccion del riego sanguineo, al deprimir la contractilidad miocardica.

b) Reduccién de la presion arterial debido a la relajacion del musculo liso
vascular.

c) Produccion de trombosis intravascular debido a que promueve la
coagulacion intravascular diseminada.

d) Produccion de hipoglucemias hasta cifras incompatibles con la vida,
debido a excesivo consumo de glucosa por parte del musculo.

Interleucina 1 (IL-1).

Citocina que inicialmente se conocié como un coestimulador de la activacion
de la célula T. Actualmente se conoce que su principal funcion, al igual que la
del TNF, es como mediadora de la respuesta inflamatoria del huésped en la
inmunidad natural. Su principal fuente celular es el macréfago; sin embargo,
también es producida en células epiteliales y endoteliales. Los macrofagos la
producen en respuesta a su estimulacién con: productos bacterianos (LPS),
otras citocinas (TNF, IL-1), contacto con linfocitos CD4+. La produccion de la



citocina en grandes cantidades es principalmente en respuesta a la presencia
de TNF-a. El que la IL-1 pueda ser producida por fuentes epiteliales y
endoteliales es importante desde el punto de vista, en que pueden existir
fuentes locales de la citocina sin la presencia de infiltrados ricos en
macrofagos.

Existen 2 isoformas de la IL-1 que son alfa y beta, ambos de 17 kD pero con
puntos isoeléctricos distintos. Existe un tercer miembro denominado
Antagonista del Receptor de IL-1. Las isoformas alfa y beta se sintetizan como
precursores de los cuales la forma alfa es activa y la forma beta necesita ser
procesada por una proteasa a su forma activa. Ambas son sintetizadas como
proteinas citoplasmaticas, pero se desconoce su mecanismo de secrecion. La
mayor parte de la actividad de la IL-1 que se encuentra en la circulacion es IL-

1p.

Se conocen 2 receptores de membrana para la IL-1, los cuales son
miembros de la familia de las inmunoglobulinas. El receptor tipo | tiene mayor
afinidad por la IL-13, mientras que el tipo Il por la IL-1a. En la actualidad se
desconoce si el receptor tipo Il media acciones provocadas por la IL-1 o si
simplemente sirve para inhibir de manera competitiva la unién de la citocina al
receptor de tipo |. Lo que se conoce es que muchos de los efectos
transcripcionales inducidos por la IL-1, al igual que los del TNF, implican al NF-
kB. Al unirse la IL-1B8 y el TNF-a a su receptor, se produce una rapida
translocacion del complejo NF-kB presente en el citoplasma de la célula, hacia
el nucleo de la misma, donde se une al DNA en secuencias reguladoras
especificas en los promotores de varios genes.

Los efectos biologicos de la IL-1 dependen de la cantidad de citocina
liberada. A concentraciones bajas, los principales efectos bioldgicos son como
mediadores locales de la inflamacién. Especificamente actua sobre:

a) Los macrofagos y las células del endotelio para aumentar aun mas la
sintesis de IL-1 e inducir la de IL-6.

b) Las células endoteliales promoviendo la coagulacién.

c) Las células endoteliales aumentando la expresion de moléculas de
superficie que median la adhesién de los leucocitos.

d) Los macréfagos y las ceélulas endoteliales, estimulandolos a sintetizar
quimiocinas que a su vez activan neutrofilos.

Las grandes cantidades de IL-1 tienen efectos de tipo endocrino,
compartiendo con el TNF la capacidad de:

a) Producir Fiebre.

b) Inducir la sintesis de proteinas plasmaticas inflamatorias de fase aguda,
por parte del higado.

c) Iniciar el desgaste metabdlico (caquexia).



Sin embargo, a pesar de las funciones similares de la IL-1 y el TNF, existen
diferencias significativas en sus acciones, entre las cuales se encuentran:

a) La IL-1 no produce lesion tisular por si misma. Se secreta en respuesta
al LPS y puede potenciar la lesion tisular producida por el TNF.

b) Su secrecion en concentraciones muy elevadas, no es mortal.

c) La IL-1 no puede remplazar al TNF como mediador de la reaccion de
Schwartzman (formacién de trombos intravasculares diseminados en la
superficie de las células endoteliales en respuesta al LPS).

d) La IL-1 no produce necrosis hemorragica en los tumores.

e) La IL-1 no puede aumentar la expresion de moléculas de tipo | del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

f) La IL-1 potencia en lugar de suprimir, la accion de los Factores
Estimulantes de Colonias sobre las células de la médula ésea.

Existen inhibidores naturales de la IL-1, siendo la unica citocina para la cual
se han encontrado este tipo de proteinas. El mejor conocido se produce por el
macréfago y es estructuralmente similar a la IL-1, uniéndose al receptor de la
misma, pero sin producir ninguna respuesta bioldgica, por lo que constituye un
inhibidor competitivo. Se denomina Antagonista del Receptor de la IL-1 (IL-1ra)
y dependiendo de la célula en la que se produzca, puede ser secretado o no.
Otra forma de regulacion enddégena de la accion de la IL-1 lo constituyen sus
receptores | y Il, los cuales son también secretados por las células activadas.

Interleucina 6 (IL-6).

Es una citocina de 26 kD que sintetizan los monocitos, el endotelio vascular,
los fibroblastos y algunas células T activadas, en respuesta a la IL-1 y en
menor grado al TNF. Puede detectarse en la circulacion después de la
infeccion por bacterias gram-negativas. Parece que el LPS estimula la
secrecion de TNF y de IL-1 y estas a su vez estimulan la secrecion de IL-6. No
produce trombosis vascular o lesion tisular.

El receptor de IL-6 consta de 2 subunidades: una receptora de 60 kD y otra
transductora de 130 kD, ambas porciones con dominio de inmunoglobulina.

Las acciones mejor descritas de la IL-6 son:

a) Sintesis por parte de los hepatocitos de varias proteinas plasmaticas,
que contribuyen a la respuesta inflamatoria de fase aguda.

b) Sirve como factor de proliferacion para las células B activadas (células
plasmaticas) en fases avanzadas de su diferenciacion.

c) Se ha planteado como un co-estimulador de las células T y de los
timocitos.



d) Sirve como un cofactor de otras citocinas para la proliferacion precoz de
células madre hematopoyéticas en la médula 6sea.

Interleucina 2 (IL-2).

Es parte de una gran familia de citocinas, con estructuras homodlogas de
entre 8 a 10 kD, las cuales comparten la capacidad de estimular el movimiento
de los leucocitos (quimiocinesis) y el movimiento dirigido (quimiotaxis) por lo
que se han denominado Quimiocinas (Citocinas Quimiotacticas). Dentro de
esta familia existen citocinas que regulan la activacién, proliferaciéon y
diferenciacion linfocitaria, y que incluyen: IL-2, IL-4, y el Factor de Crecimiento
Transformador Beta (TGF-$3).

La IL-2 fue inicialmente conocida como Factor de Crecimiento de la Célula T
(TCGF). Es la principal responsable de la progresion de los linfocitos T desde la
fase G1 a la S del ciclo celular. Se produce por los linfocitos T CD4+ y en
menor cantidad por los CD8+. Tiene efecto autocrino y paracrino, careciendo
de efecto endocrino. Es una glucoproteina de 14 a 17 kD codificada por un solo
gen del cromosoma 4. Su receptor interacciona con varias citocinas entre las
cuales se encuentran la IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF y el G-CSF. Se sintetiza
y secreta por la célula T activada por antigeno, y la sintesis es transitoria. Las
acciones principales de la citocina son:

a) Ser el principal factor de proliferacion autocrino de los linfocitos T. La
cantidad de citocina sintetizada por las células CD4+, determina de manera
muy importante la magnitud de la respuesta inmunitaria que dependen de los
linfocitos T.

b) Estimular la produccion y secrecidn de Interferon gamma (IFN-y) y
Linfotoxina (LT) por parte del linfocito T.

c) Estimular la proliferacion de las células NK e incrementar su funcion
citolitica. A esta célula se le denomina célula agresora activada por linfocinas.

d) Actuar como factor de proliferacion y como estimulo para la produccién
de anticuerpos por parte del linfocito B.

Existen 2 proteinas de superficie celular que se unen a la IL-2 y median sus
acciones. La primera es la IL-2Ra, un polipéptido de 55 kD que aparece tras la
activacion del linfocito T. La unidén de esta citocina a células que solamente
expresan este receptor no produce ninguna respuesta biologica. El otro
receptor es un complejo de 2 proteinas denominado IL-2RpBy, de 70-75 kD, con
mayor afinidad por la citocina y que al unirse a la misma provoca la
proliferacion de las células T. De esta manera la respuesta biolégica se da en
células que expresan ambos receptores o solo el ultimo. De hecho, se cree que
la funcion del receptor alfa es unicamente aumentar la afinidad del receptor
beta-gamma por la citocina. Las células T no activas expresan unicamente el
receptor beta-gamma y son estimuladas por concentraciones elevadas de |L-2.
Posterior a la activacion del linfocito T por el antigeno, se induce rapidamente



la expresion del receptor alfa. Aunque se conoce mucho sobre la unién de IL-2
a su receptor, se conoce poco acerca de las sefiales intracelulares que produce
para su accién bioldgica. Parece estar involucrada una proteina tirosinacinasa.

La estimulacién crénica del linfocito T por la IL-2 conduce a la liberacién del
receptor alfa de la membrana, el cual puede unirse en el plasma a la citocina,
funcionando como un inhibidor competitivo. Esto parece constituir una forma de
autorregulacion de la accién de IL-2.

Trabajo de Parto como Proceso Inflamatorio.

Existe evidencia creciente que sugiere que el trabajo de parto es similar a un
proceso inflamatorio, ya que involucra una amplia variedad de mediadores de
la inflamacidn. Los leucocitos involucrados en este proceso son los neutrofilos y
los macrofagos, los cuales contienen enzimas que degradan el colageno
(colagenasas) (12).

La etiologia del trabajo de parto pretérmino es multifactorial, sin embargo,
existe abundante evidencia que implica a factores infecciosos como causa
etiolégica posible hasta en un 40% de los casos. El trabajo de parto pretérmino
espontaneo puede ser un fenbmeno fisiologico que ocurre muy pronto en el
embarazo o un proceso patolégico como resultado de una sefial anémala.
Cuanto mas temprano ocurra el trabajo de parto pretérmino, mas probable es
que este ocurra como consecuencia debida a una sefial patologica (Ej:
infeccion) (13).

Participacion del proceso Infeccion - Inflamacién en Parto Pretérmino.

En la etiologia del parto pretérmino espontaneo, el proceso inflamatorio
causado por infecciones, juega un papel importante en muchos casos (14). Los
microorganismos se cree ascienden desde el tracto genital inferior, cruzan la
barrera creada por el cérvix e invaden la decidua, las membranas
corioamnidticas y el liquido amniético. La infeccion se acompana de una
reaccion inflamatoria mediada por el huésped, la cual involucra la acumulacion
de células inflamatorias en las membranas corioamniéticas y la expresién de
citocinas en los tejidos fetoplacentarios. Existe evidencia que indica que los
microorganismos interactuan con una familia de receptores que pertenecen al
sistema de la respuesta inmune innata denominados (TLRs), los cuales activan
una serie de sefales intracelulares que conllevan a la puesta en funcion de una
serie de cinasas y de el Factor Nuclear Kappa B (NFxB), lo cual provoca la
sintesis y liberacion de un armamento de citocinas y péptidos antimicrobianos
(15). Las prostaglandinas generadas en este proceso infeccion — inflamacion
causan contracciones uterinas y activan la produccién de colagenasas que
pueden llevar a la ruptura prematura de membranas (14). Esta secuencia de



eventos se apoya en la fuerte asociacién entre las concentraciones elevadas
de citocinas (IL-6, IL-8) en el liquido amnidtico y el nacimiento pretérmino en
mujeres que acuden con trabajo de parto pretérmino y con RPM (15).

Existe actualmente una cantidad enorme de informacién, que implica a la
infeccion microbiana del tracto genital superior como un factor comun asociado
con el nacimiento pretérmino espontaneo, especialmente en aquel que ocurre
antes de las semanas 30-32 de gestacion (16). Se ha descrito que la invasién
microbiana de la cavidad amnidtica se presenta en el 10 % de las pacientes
con trabajo de parto pretérmino (17). En este contexto, la infeccidon materno-
fetal retroalimenta de manera positiva la respuesta inflamatoria mediante la
secrecion de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1p, las cuales ya
han sido demostradas en multiples estudios, con una concentracion elevada en
tejidos reproductivos, en asociacion con parto pretérmino (14 y 18). Simhan et
al, reporté en Agosto del 2003 que la hiporeactividad de la respuesta inmune
del tracto genital, manifestada por la disminucion (en lugar del aumento) en la
concentracion de citocinas proinflamatorias, esta asociada al desarrollo
subsecuente de corioamnioitis (16).

La vaginosis bacteriana, afecta de un 9 a 28 % de las pacientes
embarazadas. Se caracteriza por un reemplazo de la flora vaginal normal
(compuesta por lactobacilos productores de peroxido de hidrogeno) por una
flora bacteriana mixta, con altas concentraciones de bacilos anaerobios, cocos
gram positivos, Gardnerella vaginalis y Micoplasma hominis. Las secreciones
vaginales de estas pacientes muestran ausencia de leucocitos, incremento de
pH, olor a aminas y una cantidad incrementada de bacterias (14 y 19).

Se ha establecido recientemente que la interaccion entre vaginosis
bacteriana (factor ambiental) y polimorfismos del gen de TNF-a (factor
genético) esta relacionado con el desarrollo de parto pretérmino. A este
respecto, se ha propuesto que entre mas temprano en el curso del embarazo
se detecte esta patologia, mayor es el riesgo de resultados obstétricos
adversos. Recientemente fue publicado un meta-analisis en el cual se concluye
que la vaginosis bacteriana diagnosticada antes de las 16 semanas de
gestacion, se relaciona con OR para parto pretérmino de 7.55, mientras cuando
se diagnodstica antes de las 20 semanas, el OR disminuye a 4.20. Cuando el
diagnodstico se establece posterior a las 20 semanas de gestacion, el OR para
parto pretérmino es de 1.53; sin embargo, con intervalos de confianza muy
grandes (19).

Mas de 50 citocinas y quimiocinas se encuentran involucradas en la
respuesta inflamatoria ante el parto pretérmino y la RPM; sin embargo, se
conoce poco acerca de papel relativo de estas proteinas y la forma en que
interactuan en el proceso que conlleva a un nacimiento pretérmino (15).



La citocina mayormente relacionada con parto pretérmino en presencia de
infeccion intraamnittica, es la IL-6. Sin embargo, al analizar las
concentraciones de IL-6 en secreciones cervicales de pacientes en trabajo de
parto pretérmino, entre 23 a 32 semanas de gestacién, no se ha encontrado
aumento en su concentracion (14). Caso contrario es el de la IL-1B3, en el que
se ha establecido que sus concentraciones elevadas en la secrecién vaginal,
correlacionan de manera directa con la cantidad de leucocitos presentes en
ella, con un pH vaginal mayor a 4.5 y con altos puntajes en las tinciones de
Gram, criterios comunmente usados para definir la presencia de una flora
vaginal anormal. Se ha demostrado que la IL-1p es un componente clave de la
cascada de citocinas proinflamatorias, y es capaz de inducir la sintesis de otras
citocinas dentro de las cuales se encuentran la IL-6, IL-8 y el TNF-a (20).

La respuesta inflamatoria “total” puede plantearse como la relacion que
existe entre los factores pro y anti-inflamatorios. El desequilibrio en favor de los
factores proinflamatorios, ha sido implicado en la patogénesis del trabajo de
parto pretérmino relacionado a procesos infeccioso. En este contexto la
relacion entre la IL1B3 y el antagonista de su receptor (IL-1ra) se propone como
una herramienta mas precisa de medicion de la respuesta inflamatoria “total”,
en comparaciéon con la medicion de las concentraciones absolutas de cada
una. Una disminucion en la relacién IL-1ra : IL-1p en el sitio de inflamacion, se
ha relacionado con una respuesta inflamatoria crénica mas prolongada y
severa. Hallazgos recientes plantean que el incremento desproporcionado en la
concentracion de IL-1p sobre las concentraciones de IL-1ra en respuesta a la
colonizacion del tracto genital inferior por bacilos gram-negativos anaerobios o
por G. vaginalis, entre las 18 y 22 semanas de gestacion, se ha relacionado
con el desarrollo de parto pretérmino espontaneo.

La busqueda de marcadores en el tracto genital inferior, que indiquen la
presencia de un proceso infeccioso o inflamatorio en el tracto genital superior
capaz de provocar un nacimiento pretérmino, es el principal punto de interés en
las investigaciones actuales (16). Las citocinas presentes en el liquido
amniotico se han propuesto como una herramienta util en la prediccién de
nacimientos pretérmino, tal y como se evidencia en un estudio llevado a cabo
en Europa, en el que reportan que la IL-6 tiene una sensibilidad del 83% y una
especificidad del 87%; mientras que para la IL-8 reportan una sensibilidad del
91% y una especificidad del 87% (15). Genc et al reporta que cuando la IL-1
se encuentra elevada en la secrecion vaginal de fondo de saco, la sensibilidad
para parto pretérmino es del 48%, la especificidad es del 77%, el VPP es del
21% y el VPN es del 92%. Por otra parte, cuando tomamos en cuenta la
relacion IL-1ra : IL-1B, y esta se encuentra disminuida, la sensibilidad para
parto Pretérmino es de 78%, la especificidad es del 51%, el VPP es del 17% y
el VPN es del 95% (20).



Una prueba diagndstica para la prediccion del nacimiento pretérmino se ha
buscado a lo largo de las ultimas décadas; sin embargo, ninguna de las que
actualmente se encuentran disponibles, cuentan con una sensibilidad o
especificidad suficiente. Parece ser que dada la etiologia multifactorial del
nacimiento pretérmino, la unica forma de mejorar su prediccion sea con el uso
de una combinacion de diferentes marcadores (21).

Similitudes y Diferencias entre el Trabajo de Parto a Término y el Pretérmino
(12).

En el trabajo de parto de término, se han realizado investigaciones
inmunohistoquimicas en tejido cervical y del segmento uterino inferior, durante
diferentes etapas de dilatacion, en las cuales se revela una invasién progresiva
del estroma cervical por neutrofilos, inicialmente limitado a las paredes de los
capilares cervicales y posteriormente conforme progresa la dilatacién, del resto
del estroma. En contraste, las muestras de tejido cervical y del segmento
uterino inferior de mujeres en trabajo de parto pretérmino, no muestran
aumento significativo en el numero de neutrofilos.

Los mediadores que controlan la infiltracion leucocitaria del estroma cervical
son las citocinas proinflamatorias. En el trabajo de parto a término, existe un
aumento significativo y progresivo en las concentraciones de Factor de
Necrosis Tumoral (TNF-a), Interleucina 1 (IL-1B), Interleucina 6 (IL-6), e
Interleucina 8 (IL-8) en el miometrio del segmento uterino inferior y en cérvix,
conforme progresa la dilatacion hasta alcanzar 4-6 cm. Posteriormente con
dilataciones mayores no se han observado mayores aumentos. Al comparar los
hallazgos con muestras tomadas de pacientes con trabajo de parto pretérmino,
se han encontrado aumentos significativos de IL-1B, IL-6 e IL-8 conforme
progresa la dilatacion hasta 4 cm. Posteriormente al aumentar la dilatacion, se
ha encontrado disminucion de la concentracion de IL-1B, mientras que las de
IL-6 e IL-8 continuaron en aumento. Las concentraciones de TNF-a no
muestran modificaciones.

Posterior a su llegada a los tejidos uterinos, los neutréfilos y macréfagos se
degranulan bajo la influencia de las citocinas proinflamatorias, liberando en el
estroma cervical colagenasas y otras proteasas, las cuales son detectables en
concentraciones crecientes en el segmento uterino inferior y que producen la
ruptura de proteinas estructurales en la matriz extracelular. Este proceso
asociado a los cambios en la organizacion y orientacion de las fibras de
colageno, parece tener un papel fundamental en la rapida dilatacién cervical
que ocurre durante el trabajo de parto. Entre las colagenasas encontradas en
especimenes de mujeres en trabajo de parto estan las Proteasas de Matriz
Extracelular (MMP):



e MMP-8: Estructuralmente parecida a la MMP-1 de los Fibroblastos.
Secretada por Neutrdfilos, degrada colagena tipo | y lIl.

e MMP-9: Secretada por Neutrofilos y Macréfagos, degrada colagena tipos 1V,
V y Elastina.

A su vez, para lograr una degradacion controlada de la matriz extracelular,
los fibroblastos producen Inhibidores Titulares de la Metaloproteasas (TIMP),
de los cuales el mas estudiado es el TIMP-1. En pacientes con trabajo de parto
a término, las concentraciones de MMP-8, MMP-9 y TIMP-1 aumentan
conforme la dilatacidn cervical progresa, fendmeno observado también en
pacientes con trabajo de parto pretérmino.

Aunque no se pueden obtener conclusiones definitivas de los estudios
publicados hasta ahora de parto pretérmino, existen muchas similitudes entre
este y el trabajo de parto a término. Es posible que la via final y comun con
respecto a la fisiologia, bioquimica y endocrinologia del trabajo de parto
pretérmino y de término, sea la misma.

Teorias de un Modelo de Inicio de Trabajo de Parto.

Existe la teoria de que el proceso desencadenante del trabajo de parto inicia
con la disminucion del efecto relajante de la progesterona sobre el miometrio.
Ello podria producirse por una disminucion en los receptores de progesterona,
o0 como se ha demostrado mas recientemente, debido a un cambio en la
expresion de los receptores de la hormona en el miometrio. Existen 2 tipos de
receptores para progesterona denominados PR-A y PR-B, de los cuales la
estimulacion del receptor tipo B produce actividad biolégica, mientras que la
estimulacién del receptor tipo A no. Al final del embarazo ocurre un incremento
del PR-A en el miometrio, provocando una disminucién de la actividad de la
progesterona a este nivel, sin necesidad de que disminuyan las
concentraciones de la hormona en la sangre. Al mismo tiempo, existe aumento
de los receptores de estradiol en el miometrio, provocando cambios que
favorecen la preparacion para la contractilidad mediante la aumento en la
expresion de receptores de oxitocina, aumento en la produccién de
prostaglandina sintetasas y aumento en la sintesis de conexinas. Los cambios
hormonales que propician el inicio del trabajo de parto estan bajo el control de
la Hormona Liberadora de Corticotropina (CRH) de origen placentario (o
materno en condiciones de estrés) (4).

La disminucién del efecto de progesterona sobre el miometrio, genera un
aumento en la producciéon de IL-8 por parte de los fibroblastos a nivel del
segmento uterino inferior y cervical. La activacién de macrofagos en el estroma
de estas estructuras, provoca la liberacion de TNF-a e IL-18, lo cual induce un
aumento en la expresion de moléculas de adhesién endotelial con la



subsecuente extravasacion de granulocitos en el estroma cervical. A su vez el
incremento en la IL-8 provoca quimiotaxis y degranulacion de neutrdfilos y
macrofagos en esta zona. Por otra parte, el aumento en las concentraciones de
hialuronan es un potente inductor de la sintesis de IL-1. Es importante
mencionar que tanto TNF-a. como IL-13 promueven la produccion de IL-6 e IL-8
por los fibroblastos cervicales. La IL-6 estimula la sintesis de prostaglandinas y
leucotrienos, fundamentales en el proceso de maduracion cervical y actividad
uterina (12).

La activacion y degranulacion de neutrofilos y macréfagos en el estroma
cervical, es mediada por citocinas y libera proteasas hacia la matriz
extracelular, la cual se encuentra modificada por el proceso de maduracién
cervical. En este momento inicia un proceso de protedlisis sostenida, el cual es
limitado en tiempo y es controlado por concentraciones crecientes de
inhibidores titulares de proteasas (TIMP-1 y a2-macroglobulina) (12,13).



OBJETIVO.

Caracterizar la expresién de citocinas proinflamatorias (IL-1B, TNF-a, IL-6,
IL-2) involucradas en los mecanismos de induccién y activacion del trabajo de
parto humano.

HIPOTESIS.

La activacion progresiva de los tejidos relacionados con el desarrollo del
trabajo de parto humano generan mediadores que tienen expresién temporal
especifica. La progresion en el curso clinico del embarazo hacia el trabajo de
parto mostrara un gradiente de respuesta biologica identificable a través de las
concentraciones de dichos mediadores en muestras de secreciones
cervicovaginales.

JUSTIFICACION.

El parto pretérmino y la RPM complican entre 10 y 15% de todos los
embarazos, por lo que representan un problema de salud publica, debido a la
alta incidencia de complicaciones que se asocian a los neonatos y sus madres.

De todo lo anterior, destaca la necesidad de desarrollar elementos utiles en
la clinica que permitan identificar a las mujeres embarazadas que desarrollaran
estas complicaciones y en consecuencia, implementar un programa de
vigilancia prenatal dirigido a esa poblacién de riesgo.



CAPITULO 2: MATERIAL Y METODOS.

TIPO DE DISENO.

Observacional.

CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO.

En relacion al método de observacion: Pseudocohorte.

En relacion al tipo de analisis:Analitico.

En relacion a la temporalidad: Reconstruccion longitudinal con cortes
transversales.

UNIVERSO, LUGAR Y DURACION.

El presente estudio se llevd a cabo en el Instituto Nacional de Perinatologia,

de Julio del 2004 a Julio del 2006, en mujeres embarazadas que acudieron a
control prenatal y que reunieron los criterios de inclusion.

CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION.

Inclusion.

Edad gestacional al momento del ingreso al estudio mayor a 10 semanas de
gestacion.

Control prenatal en Consulta Externa que incluya al menos 3 consultas a lo
largo de su embarazo.

Que durante el curso de su embarazo pudieron ser clasificadas dentro de
alguno de los estadios clinicos que se describen adelante.

Resolucién del embarazo en el INPer, conforme a los criterios
institucionales.

Aceptacion a participar en el estudio mediante firma de una carta de
consentimiento informado.

Exclusion.

Embarazadas con complicaciones médicas u obstétricas del embarazo tales
como:
» Placenta previa.
Diabetes mellitus o gestacional.
Malformaciones fetales mayores.
Incompetencia Istmico - Cervical.
Polihidramnios u oligohidramnios.
Malformaciones uterinas.



» Enfermedad hipertensiva asociada al embarazo.
= Epilepsia.
¢ Qué no acudan a control prenatal dentro de la institucién.
¢ Que resuelvan el embarazo en una institucion diferente al INPer.

Eliminacion.

Se eliminaron pacientes que en el seguimiento longitudinal desarrollaron
alguna de las complicaciones del embarazo que se describieron en los criterios
de exclusion.

VARIABLES EN ESTUDIO.

Las pacientes que participaron en este estudio se reclutaron en la consulta
externa o en el servicio de urgencias del INPer, conforme a los criterios de
inclusion y fueron clasificadas en categorias que denominamos estadios
clinicos, los cuales representan distintas etapas de la evolucién del trabajo de
parto que ocurre pretérmino o a término. Los estadios clinicos se definieron de
la siguiente manera:

e Estadio 1: Pacientes con embarazo entre 10 y 36.6 semanas de gestacion,
sin evidencia de actividad uterina o cambios cervicales.

e Estadio 2: Pacientes de 37 semanas o mas, que desarrollen trabajo de
parto espontaneo.

o Estadio 3: Pacientes admitidas en el Servicio de Urgencias con diagnostico
de amenaza de parto pretérmino, con membranas integras, que respondan

a las maniobras de uteroinhibicion y que no desarrollen parto pretérmino en

las siguientes 24 horas.

e Estadio 4: Pacientes con ruptura prematura de membranas y que
desarrollen parto pretérmino espontaneo en las siguientes 48 horas.

Una vez que la paciente fue clasificada en alguno de los estadios clinicos
antes mencionados, se tom6 muestra de la secrecidon presente en el fondo de
saco posterior de la vagina, misma que se envio al laboratorio de la Direccién
de Investigacion del INPer para ser procesada. En este disefio se excluyé la
necesidad de seguir a la misma paciente varias veces y en cambio, se
integraron grupos de muestras pertenecientes a los diferentes estadios clinicos
y asi correlacionarlos con las variables bioquimicas.

Las variables dependientes estudiadas son de tipo clinico y comprenden el
desarrollo de trabajo de parto ya sea pretérmino o a término, con y sin ruptura
prematura de membranas. Por otra parte, las variables independientes del
estudio son de tipo bioquimico y comprenden las concentraciones en secrecion
cervicovaginal, de citocinas proinflamatorias (IL-18, IL-6 y TNF-a). El valor
pronostico de las pruebas utilizadas, fue calculado con base en el desarrollo de



parto pretérmino y/é ruptura prematura de membranas. Estas condiciones
clinicas se definen en la siguiente seccion y su diagndstico constituye la
variable de desenlace final.

De cada paciente, se reviso el expediente clinico para integrar una base de

datos que contemplé la siguiente informacion:

e Historia Clinica: Informacion referente al interrogatorio y exploracion
fisica, a la que se agrego registro de ultrasonido. Se determiné la edad
gestacional y las caracteristicas del cérvix.

e Exudado cervicovaginal con estudio microbioldgico.

e Resultados de biometria hematica completa y quimica sanguinea.

e En el caso de sospecha de RPM, confirmacidn con criterios
institucionales.

e Datos demograficos generales.

¢ Antecedente de parto pretérmino.

DEFINICIONES OPERATIVAS.

Las definiciones que se utilizaron en el proyecto se ajustan a las Normas de

Ginecologia y Obstetricia del INPer. Aquellas que no aparecen en ésta
referencia, se derivan de consensos internacionales.

Edad gestacional. Se calculé a partir de la fecha de la ultima menstruacion
y fue confirmada por valoracion con ultrasonido al momento de ingreso al
proyecto.

Parto pretérmino. Desarrollo de parto antes de las 37 semanas de
gestacion.

Amenaza de parto pretérmino. Se define como la presencia de actividad
uterina aumentada en frecuencia, intensidad y duracion, acompafiada de
modificaciones cervicales antes de las 37 semanas completas de
embarazo. El diagndstico se establece confirmando edad gestacional de 20
a 36 semanas, presencia de 6 o0 mas contracciones efectivas en 1 hora y
modificaciones cervicales como borramiento o dilatacion en el orificio
cervical interno.

Ruptura prematura de membranas. Salida de liquido amni6tico
transvaginal por una solucion de continuidad de las membranas ovulares en
embarazos mayores de 20 semanas y por lo menos dos horas antes del
inicio del trabajo de parto. El diagndstico se establece por historia clinica y
especuloscopia. La presencia de liquido amnidtico en vagina sera
confirmado por cristalografia.

Cambios cervicales. Las modificaciones cervicales se establecen por
medio de tacto vaginal y especuloscopia. Se corroboran mediante registro
por ultrasonido.



Actividad uterina. Identificada por palpacién a nivel abdominal de un tono
uterino aumentado y corroborada con un trazo cardiotocografico. La
actividad uterina se clasific6 en estadios de acuerdo a un registro de
tocodinamometria (TDM) de 30 minutos con obtencion de unidades

Montevideo, de la siguiente manera:

= Actividad uterina normal. Se refiere a las contracciones uterinas que
experimenta la mujer embarazada de manera aislada durante las
diferentes etapas del embarazo. Corresponden al estadio 1 del registro
TDM definido en la Tabla 1.

= Amenaza de parto pretérmino. Definida anteriormente. El registro TDM
corresponde al estadio 2 de la tabla 1.

» Trabajo de parto a término espontaneo. Se define como la presencia
de actividad uterina aumentada en frecuencia, intensidad y duracion,
acompafiada de modificaciones cervicales, entre las 37 y 42 semanas
completas de embarazo. El registro TDM corresponde también al estadio
2 dela tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de actividad uterina por tocodinamometria (TDM).

Estadio Frecuencia’ Intensidad® Duracion®
1 0-1 0-10 0-10
2 >2 50-75 45-90

* La frecuencia se refiere al numero de contracciones existentes en 10 minutos.
& La intensidad corresponde a la elevacion de la presién ejercida por la contraccion uterina,
sobre

el tono uterino normal, considerado como cifra basal. Se expresa en mmHg.
+ La duracién corresponde al tiempo transcurrido desde la elevacién sobre la presién uterina
basal

hasta su regreso a la misma. Se expresa en segundos.

METODOS ANALITICOS.
Toma de Muestras.

La primera maniobra realizada en la exploracién de las pacientes, fue la
toma de dos muestras de exudado cervicovaginal empleando el kit de analisis
de fibronectina fetal (ADEZA, CA), el cual consta de hisopo de Dacron estéril y
tubo de transporte con 1 ml de amortiguador (Tris-base 0.05M, NaCl 0.15M,
BSA 1%, Tween-20 al 0.1%). Para la toma de la muestra, fue necesaria la
colocaciéon de un espejo vaginal estéril. Posteriormente el espécimen se colectd
del fondo de saco vaginal posterior (Saco de Douglas) e inmediatamente




después, se coloco el hisopo dentro del tubo de transporte y se conservo en
refrigeracion a 4°C, para ser transportado al laboratorio.

Una vez en laboratorio, se desechd el hisopo y el contenido del tubo se
centrifugé a 2000 xg, 4°C durante 15 minutos, para precipitar los residuos
celulares y desechos. El sobrenadante fue recuperado y se tomé una alicuota
del mismo para el analisis de fibronectina; el resto se conservo a -20°C.

Analisis de Citocinas mediante el Sistema de Micro arreglo Soluble.

La deteccién y cuantificacion de citocinas presentes en las muestras de
exudado cervicovaginal se realizo utilizando el sistema de deteccion multiple de
moléculas en suspension Bio-Plex (Bio-Rad, Hércules, Cal). Este método se
basa en la combinaciéon de 2 técnicas. La primera de ellas, consiste en la
realizacién de un ELISA donde se atrapa una proteina entre dos anticuerpos:
uno de captura adherido a una superficie sélida y otro de deteccion el cual se
marca con biotina. Ambos anticuerpos especificos se unen mutuamente en
sitios exclusivos de la proteina. La segunda técnica, es la Citometria de Flujo,
la cual puede separar y cuantificar células o particulas marcadas con
fluorocromos, a partir de una mezcla. Al hacer la combinacion de las técnicas,
el sistema Bio-Plex utiliza micro esferas como la base sdlida, las cuales son
manufacturadas con un codigo de color especifico elegido dentro 100
diferentes tonalidades, en una gama fluorescente que va del naranja al rojo.
Para la deteccion de la proteina especifica, se utiliza un anticuerpo especifico
policlonal biotinilado, que se encuentra fijo a la superficie de la esfera, de
manera que cada color de la esfera corresponde a un anticuerpo diferente,
monoespecifico para la citocina correspondiente. El ultimo paso de
identificacion se realiza con una molécula reportera con marcaje fluorescente
(estreptavidina-ficoeritrina). La identificacion de las esferas se realiza en un
canal en donde una por una, las esferas se exponen a 2 diferentes laser. El
primero excita la esfera y detecta el codigo de la misma, discriminando entre
una molécula y otra; el segundo laser (verde), excita el marcaje fluorescente y
de esta forma cuantifica la sefial emitida por el complejo anticuerpo-citocina-
estraptavidina fluorescente que se encuentra sobre la superficie de la esfera.

Cincuenta ul / pozo de microesferas conjugadas con anticuerpos, se incuban
con 50 pl de muestra en una placa de 96 pozos con base membranal especial
para el flujo de liquido a través de ella sin permitir el paso de las esferas. Las
moléculas capturadas son detectadas con la incubaciéon de 25 ul de un
segundo coctel de anticuerpos especificos conjugados con biotina. El final del
sandwich inmunoldgico consiste en una molécula reportera con marcaje
fluorescente, como es la estreptavidina-ficoeritrina (estreptavidina-PE). La
deteccion y cuantificacion de cada una de las moléculas se realiza con el lector
de placas Bio-Plex, que detecta cada una de las esferas, determina a que
citocina pertenece y cuantifica la senal emitida por la molécula reportera. Asi, el



resultado proporcionado por el programa de analisis del equipo a través de
regresion permite obtener resultados 100% cuantitativos para cada una de las
moléculas analizadas en las muestras.

La muestra para analisis de citocinas proinflamatorias se tomé tal y como se
describe en el apartado anterior de toma de muestra. La punta del hisopo fue
transferida a un tubo con un sistema amortiguador adicionado con un coctel de
inhibidores de proteasas, para su transporte al laboratorio. La muestra de
exudado se tomd aunque existiera presencia de liquido amnidtico, sangrado o
leucorrea y ante estas caracteristicas se anot6 en el expediente cualquiera de
estos detalles. Los tubos fueron procesados en el laboratorio para la
determinacion de los marcadores que se senalan adelante.

Determinacion de Mediadores del Proceso Inflamatorio.

Las moléculas que fueron detectadas en las secreciones cervicovaginales
son las siguientes:
Interleucina 1-p (IL-1p)
Interleucina 6 (IL-6)
Factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a)
Interleucina 2 (IL-2)

ANALISIS ESTADISTICO.

Se utilizo estadistica descriptiva para realizar la resefia de las caracteristicas
de ingreso de las pacientes de cada grupo y en su conjunto. Se reportan datos
como media, rangos, para todas las variables cuantificadas (edad, citocinas,
etc.). Las variables categoéricas (historia previa de parto prematuro, abortos
previos, etc) y las variables ordinales son representadas como frecuencias.
Todos los datos se analizaron en forma grafica.

Los valores de cambios de las distintas citocinas y moléculas efectoras en
las pacientes, entre los diferentes estadios clinicos, fueron analizados con
pruebas apropiadas como analisis de varianza (ANOVA) para examinar las
diferencias entre los distintos grupos.

ASPECTOS ETICOS.

Este estudio ha sido disefiado de acuerdo a las recomendaciones emitidas
por el American College of Obstetrician and Gynecologists (ACOG Committee
Opinion on Ethical Considerations in Research Involving Pregnant Women,
ACOG Committee Opinion Number 213, 1998). Las pacientes firmaron una



CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO al aceptar participar en el
estudio, de la cual recibieron una copia que permanecioé en su poder.

Se trata de un estudio con riesgo mayor al minimo ya que requiri6 de dos
tomas de exudado cervicovaginal, que no se realizan de manera rutinaria en el
INPer. El resto de las maniobras forman parte del manejo habitual que se
realiza en las pacientes del Instituto.



CAPITULO 3: RESULTADOS.

Las caracteristicas demograficas de las pacientes se presentan en las tablas
2 a 5. La muestra se integra por 157 pacientes, distribuidas en 4 estadios o
grupos dependiendo de las caracteristicas clinicas de las mismas. La edad de
las pacientes en los diferentes grupos oscil6 como minimo entre los 14 y 18
afios, mientras que el maximo comprendié entre los 35 y 45 afos. Esto es
muestra de la amplia variedad de edad con la que las pacientes acuden a
atencion al Instituto Nacional de Perinatologia, siendo parte importante de los
criterios de admision el embarazo asociado a la adolescencia y la edad
materna avanzada. En cuanto a la edad gestacional, la minima fue de 10.1
semanas, mientras que la maxima fue de 40.3 semanas. Por otra parte, los
antecedentes obstétricos aunque varian de grupo a grupo, se mantuvieron
relativamente constantes.

Tabla 1. Grupo 1: Sin actividad Uterina.

N | Minimo | Maximo | Media | Desviacién Estandar
Edad 60 16 43 30.40 6.758
Menarca 59 8 15 12.03 1.640
Edad gestacional |59 10.1 36.6 25.85 6.837
Numero de gestas | 61 1 6 2.48 1.337
Abortos 61 0 3 0.49 0.744
Partos 61 0 4 0.61 1.084
Cesareas 61 0 3 0.51 0.868

* Edad gestacional expresada en semanas.




Tabla 2. Grupo 2: Trabajo de parto.

N | Minimo | Maximo | Media | Desviaciéon Estandar
Edad 46 14 41 26.85 8.319
Menarca 43 9 15 11.88 1.434
Edad gestacional” | 51 37 40.3 36.72 3.803
Numero de gestas | 51 1 7 2.31 1.631
Abortos 51 0 3 0.29 0.672
Partos 51 0 4 0.76 1.124
Cesareas 51 0 3 0.27 0.635

* Edad gestacional expresada en semanas.

Tabla 3. Grupo 3: Amenaza de parto pretérmino.

N | Minimo | Maximo | Media | Desviaciéon Estandar
Edad 26 14 45 25.15 9.272
Menarca 33 9 16 12.30 1.759
Edad gestacional’ |30 21.4 36.6 31.56 3.831
Numero de gestas | 32 1 7 2.53 1.626
Abortos 33 0 4 0.48 1.004
Partos 33 0 2 0.33 0.692
Cesareas 33 0 2 0.67 0.854

* Edad gestacional expresada en semanas.




Tabla 4. Grupo 4: Ruptura prematura de membranas.

N | Minimo | Maximo | Media | Desviacién Estandar.

Edad 10 18 35 24.40 5.967
Menarca 9 11 16 12.56 1.667
Edad gestacional |12 | 32.0 40.0 | 37.19 2.679
Numero de gestas | 12 1 7 1.75 1.865
Abortos 12 0 0 0 0

Partos 12 0 3 0.50 1.168
Cesareas 12 0 3 0.25 0.866

* Edad gestacional expresada en semanas.

La distribucion de las citocinas por grupos se muestra en las figuras 1 a 4. La
concentracion absoluta de las citocinas encontrada en las muestras de
secrecion cervicovaginal tomada a las pacientes, se grafica con base a su
distribucién con respecto a la media y desviacion estandar.

La figura 1 muestra la distribucion que presentd la Interleucina 13 en los
grupos de estudio 1 a 4. El grupo sin actividad uterina muestra una
concentracion media absoluta alrededor de los 500 ng/ml, mientras que el
grupo de parto a término alrededor de los 1000 ng/ml. Por otra parte la
concentracion media absoluta de IL-1p para el grupo de Amenaza de Parto
Pretérmino cercana a los 1250 ng/ml, mientras que para el grupo de RPM fue
apenas por arriba de 500 ng/ml.
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Figura 1. Concentracién de IL-1p en secreciones cervicovaginales por grupos.

Al comparar las concentraciones de IL-1p entre los grupos tal y como se
muestra en la tabla 6, encontramos que la diferencia entre el grupo sin
actividad uterina y el grupo de parto a término, asi como la encontrada entre el
grupo de RPM y el de parto a término, es estadisticamente significativa. La
diferencia encontrada entre los demas grupos no fue estadisticamente
significativa.

Tabla 5. Comparacién entre grupos de la concentraciéon de IL-1
en secreciones cervicovaginales.

Parto a término APP RPM
Sin actividad 0.018 N.S. N.S.
Parto a término XXXXX N.S. 0.043
A.P.P. N.S. XXXXX N.S.
R.P.M. 0.043 N.S. XXXXX

* El valor mostrado corresponde al de p.
N.S. = No significativo.




En cuanto al Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a), la figura 2 muestra
las concentraciones medias absolutas en la secrecion cervicovaginal. Para el
grupo sin actividad uterina alrededor de 150 ng/ml, Parto a término alrededor
de los 225 ng/ml, Amenaza de parto pretérmino cercana a los 275 ng/ml y RPM
por arriba de 160 ng/ml.
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Figura 2. Concentracién de TNF-a en secreciones cervicovaginales por
grupos.

De la misma forma, la tabla 7 muestra que al comparar las diferencias
encontradas entre los distintos grupos, unicamente 3 son estadisticamente
significativas.



Tabla 6. Comparacién entre grupos de la concentracién de TNF-a
en secreciones cervicovaginales.

Parto a término APP RPM
Sin actividad 0.0001 0.0001 N.S.
Parto a término XXXXX N.S. N.S.
A.P.P. N.S. XXXXX 0.01
R.P.M. N.S. 0.01 XXXXX

* El valor mostrado corresponde al de p.
N.S. = No significativo.

Los resultados mostrados en la figura 3, indican que las concentraciones
medias absolutas de IL-6 fueron: Grupo sin actividad uterina casi nula, parto a
término alrededor de los 550 ng/ml, APP casi nula, pero mayor al grupo sin
actividad uterina, y RPM cercana a los 250 ng/ml.

ng/mL

3500

3000 +

2500

2000 -

1500 -

1000 -

500

Interleucina-6

-

Sin actividad Parto a término

APP RPM

Figura 3. Concentracién de IL-6 en secreciones cervicovaginales por grupos.




La tabla 8 muestra la comparativa entre grupos: La diferencia entre el grupo
sin actividad uterina y el grupo RPM; asi como la encontrada entre el grupo de
APP con el de RPM, fueron estadisticamente significativas.

Tabla 7. Comparacién entre grupos de la concentracion de IL-6
en secreciones cervicovaginales.

Parto a término APP RPM
Sin actividad N.S. N.S. 0.01
Parto a término XXXXX N.S. N.S.
A.P.P. N.S. XXXXX 0.002
R.P.M. N.S. 0.002 XXXXX

* El valor mostrado corresponde al de p.
N.S. = No significativo.

Finalmente, la figura 4 muestra las concentraciones de IL-2 encontradas en
las muestras tomadas: Grupo sin actividad uterina 0.6 ng/ml, Parto a término
1.25 ng/ml, APP 1.0 ng/ml y RPM 0.5 ng/ml.
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Figura 4. Concentracion de IL-2 en secreciones cervicovaginales por grupos.




Al comparar los grupos, los resultados de la tabla 9 muestran que las
diferencias entre los grupos sin actividad uterina vs. parto a término y APP son
significativas. Asi mismo, la diferencia entre Parto a término y RPM fue
significativa, al igual que la diferencia entre APP vs. RPM con una p marginal.

Tabla 8. Comparacién entre grupos de la concentracion de IL-2
en secreciones cervicovaginales.

Parto a término APP RPM
Sin actividad 0.016 0.024 N.S.
Parto a término XXXXX N.S. 0.01
A.P.P. N.S. XXXXX 0.034
R.P.M. 0.01 0.034 XXXXX

* El valor mostrado corresponde al de p.
N.S. = No significativo.




CAPITULO 4: DISCUSION.

El fundamento para la realizacion del presente estudio (tal y como se
menciono en el capitulo 1) es la incidencia actual del nacimiento pretérmino en
nuestro medio, asi como la necesidad de impactar sobre el mismo a través de
elementos dutiles en la clinica que permitan identificar a las mujeres
embarazadas que desarrollaran estas complicaciones y en consecuencia,
implementar un programa de vigilancia prenatal dirigido a esa poblacién de
riesgo.

En la clinica obstétrica, es de vital importancia la detecciéon oportuna de un
trabajo de parto pretérmino, el tratamiento del mismo y el prondstico para ese
embarazo en particular. En este ultimo contexto, es primordial anticipar
aquellos embarazos en que a pesar de un tratamiento adecuado, se
encuentren con el mayor riesgo de un nacimiento pretérmino a corto y mediano
plazo, debido a que son estos casos en los que se deben enfocar todos los
recursos humanos y materiales para poner a la paciente y al feto en las
mejores condiciones en caso de que el curso del embarazo progrese hacia un
nacimiento pretérmino. Las pacientes con el mayor riesgo de un nacimiento
pretérmino en las siguientes 24 a 48 hrs de identificado un trabajo de parto, son
las que representan el mayor problema debido a varias situaciones que
mencionare a continuacion, no necesariamente en orden de importancia.

La primera de ellas es el aun elevado numero de pacientes que se presentan
para atencion meédica al servicio de urgencias con un trabajo de parto
pretérmino establecido y con modificaciones cervicales avanzadas que no la
hacen candidata a un protocolo de uteroinhibicion y en consecuencia se debe
permitir el nacimiento de un feto pretérmino. En este mismo contexto, es
también importante aquellas pacientes en que por lo avanzado de las
modificaciones cervicales, a pesar de ser candidatas a un protocolo de
uteroinhibicion, la probabilidad de prolongar el embarazo exitosamente
disminuye de manera importante. Es por ello que debemos sensibilizar de
manera efectiva a la paciente durante el embarazo, acerca de la deteccion
oportuna de una amenaza de trabajo de parto pretérmino (APP) y la necesidad
de acudir oportunamente en busca de atencion médica.

En segundo lugar, una vez que la paciente acude con APP en busca de
atencion médica, el clinico se enfrenta al problema de discernir cuales son las
pacientes que deben ser hospitalizadas para tratamiento y vigilancia del
embarazo por el alto riesgo de un nacimiento pretérmino en las siguientes 24 -
48 hrs y cuales son las pacientes que pueden tratarse exitosamente en el
servicio de urgencias y egresarse a su domicilio para continuar la vigilancia de
su embarazo como externas. Esta decision muchas veces basada en criterios
subjetivos y en la experiencia anecdotica del médico, debe tener un
fundamento cientifico basado en la evidencia. Actualmente los criterios clinicos



que tenemos para la toma de esta decision son: Longitud cervical por medicion
ultrasonografica endovaginal y determinaciéon de Fibronectina Oncofetal en
secreciones cervicovaginales presentes en fondo de saco vaginal posterior. En
la literatura es debatida la sensibilidad y especificidad de estas pruebas
diagndsticas y no existe un estandar de oro contra el cual compararlas. Es por
ello que el enfoque se ha establecido mas en cuales son las pacientes que
podemos egresar del servicio dado que el riesgo de un nacimiento pretérmino a
corto plazo es bajo, y son pacientes con una longitud cervical superior a los 2.5
cm, con una determinacién de Fibronectina Oncofetal en secreciones
cervicovaginales negativa. En las demas pacientes sobre todo en aquellas con
modificaciones cervicales, es preferible su vigilancia en hospitalizacién y la
preparacion en caso de una eventual progresidbn hacia un nacimiento
pretérmino.

Otro punto de importancia radica en la induccién farmacolégica de madurez
pulmonar fetal a través de la aplicacion de esteroides parenterales en la madre.
Este proceso requiere de un intervalo de tiempo minimo de 72 hrs después de
la aplicacion de la primera dosis, para lograr el efecto maximo. Si bien es cierto
que se ha postulado que es mejor aplicar una dosis de esteroide que no aplicar
nada, nuestro esfuerzo debe encaminarse a prolongar el embarazo de manera
efectiva por 72 hrs como minimo, lo cual le permitira al feto enfrentar en
mejores condiciones las agresiones de la vida extrauterina.

A partir de lo citado en los parrafos anteriores, se destaca la necesidad de
brindar al clinico una herramienta mas para fundamentar la toma de sus
decisiones. La caracterizacion de un perfil de citocinas proinflamatorias en el
desarrollo del parto pretérmino, es importante desde el punto de vista que
aborda el problema desde las bases moleculares del mismo. La relacion que se
logre establecer con la clinica de una paciente con APP permitira establecer
pacientes con riesgo aumentado de un nacimiento pretérmino a corto plazo.

Tal y como se ha establecido desde el capitulo introductorio, en toda
paciente existe un sistema de citocinas proinflamatorias y uno de citocinas
antinflamatorias involucradas en los mecanismos moleculares del desarrollo de
APP y RPM. Se ha postulado que la predominancia de un sistema sobre el otro
es critico en el desarrollo de estas patologias. Las citocinas proinflamatorias
descritas en la literatura mundial como asociadas al desarrollo de un
nacimiento pretérmino han sido mayormente IL-13, TNF-a, IL-6 e IL-2. Su
relacion temporal en el curso del embarazo, con la secuencia de eventos que
nos conducen a un nacimiento pretérmino pueden convertirla en una prueba util
para determinar pacientes con riesgo de un nacimiento pretérmino a corto
plazo.



En este contexto, se integro una muestra de pacientes mayores a 10
semanas de gestacion, las cuales se tomaron en momentos distintos del
embarazo y cuyas caracteristicas permitieron agruparlas en alguno de 4
estadios clinicos: Sin actividad uterina, con trabajo de parto a término, con APP
y uteroinhibicion exitosa al menos por 24 hrs y finalmente con RPM vy
nacimiento pretérmino. Es importante mencionar que la participacion de la
paciente en el estudio fue en un momento especifico de su embarazo y que no
se dio seguimiento a la misma paciente durante el curso del mismo.

El establecer estos estadios nos permite explorar el curso clinico que
tomaria una paciente en su progresion hacia un nacimiento pretérmino:
primeramente la presencia de un embarazo normoevolutivo sin actividad
uterina (estadio 1); posteriormente el desarrollo de actividad uterina sin
determinar la causa, que ponga en riesgo el embarazo de un nacimiento
pretérmino, pero que pueda ser susceptible inhibicién (estadio 3); y finalmente
el desarrollo de un nacimiento pretérmino ya sea secundario a la progresion de
un trabajo de parto (estadio 2) o a RPM (estadio 4). Es necesario precisar que
el estadio 2 se compone de pacientes con trabajo de parto a término. Esto es
debido a que lo que nos interesa es el desarrollo del trabajo de parto que
conlleva a un nacimiento como tal, para la determinacién de citocinas en ese
momento y no su temporalidad con el embarazo. Su utilizacion es valida, desde
el punto de vista establecido en la literatura que el trabajo de parto pretérmino
es similar al de término en cuanto a su mecanismo de desarrollo y que la
diferencia radica, en los factores que precipitan su aparicion antes del término
del embarazo (13).

Una vez que las pacientes fueron agrupadas en estadios, se determinaron
las citocinas proinflamatorias en las muestras cervicovaginales obtenidas del
fondo de saco vaginal posterior. Las concentraciones de cada citocina por
estadio clinico se graficaron y la relacion entre cada una de ellas fue evaluada
mediante prueba de ANOVA no paramétrica estableciendo asociaciones con
significancia estadistica, reportando en cada tabla el valor de p. En caso de que
la asociacibn mostrara diferencia, pero esta no fuera estadisticamente
significativa se marco con “N.S.” en dichas tablas.

Las caracteristicas demograficas de las pacientes son relativamente
similares entre los grupos de pacientes. En algunas pacientes no fue posible
determinar algunos datos, situacidn que se reporta en las tablas 1 a 4. Es
importante mencionar que para el grupo sin actividad uterina, fuimos
permisivos en incluir pacientes con edad gestacional muy temprana, debido a
que en estas semanas de embarazo si la paciente se encuentra asintomatica,
confiamos en la ausencia de actividad uterina con mayor seguridad.



En cuanto al comportamiento de la IL-1B y TNF-a, apreciamos que el grupo
3 presentd la mayor concentraciéon y los grupos 1 y 4 la menor; situacion que
contrasta con el comportamiento de la IL-6 y la IL-2, en las cuales el grupo 2
tiene las maximas concentraciones y las minimas el grupo 4. Sin embargo al
comparar entre ellos, la diferencia significativa varia.

En el caso de la IL-1B, la diferencia entre el grupo 2 vs. 1 y 4 es significativa,
indicando que la citocina se eleva en pacientes con trabajo de parto, con
respecto a cuando no existe actividad uterina o si se presenta RPM. Para TNF-
o la diferencia significativa fue entre el grupo 1 vs. 2y 3, y entre 3 vs. 4. Esto
nos indica que existe elevacion de TNF-a durante el APP y el parto a término,
con respecto al estado sin actividad uterina; y que esta elevacion durante el
APP es mayor que cuando la paciente presenta RPM. La situacion de la IL-6,
indica que la diferencia fue significativa al comparar los grupos 4 vs. 1y 3. Esto
nos habla de que ante situaciones capaces de generar RPM, existe elevacion
de IL-6 con respecto a cuando la paciente no presenta actividad uterina o
incluso ante la presencia de APP. Finalmente, las comparaciones con
significado estadistico en el caso de la IL-2 fueron entre los grupos 1 vs. 2y 3;
ademas de 4 vs. 2 y 3. Dicho de otra manera, la elevacién de IL-2 es mayor
durante el trabajo de parto a término y APP con respecto a cuando la paciente
carece de actividad uterina o cuando presenta RPM, y que esta elevacion es
mayor durante el trabajo de parto a término que durante el APP, sugiriendo que
en la progresién de APP a un trabajo de parto con capacidad de provocar un
nacimiento se encuentra involucrada una mayor concentracion de IL-2.

Es importante mencionar el hecho de que la distribucién de los valores de IL-
1B en los grupos 2 y 3, asi como el de IL-6 para grupos 2y 3 y el de IL-2 para
grupo 2, tiene una oscilacion amplia, marcada por desviaciones estandar que
superan el valor de la media. Esto puede estar en relacién a la presencia de
uno o mas factores que no estemos tomando en consideracion. Esta situacion
es muy marcada para el grupo 2 de IL-6 y de IL-2.

Otra observacion importante es que la unica situacion en que la RPM tiene
elevacion estadisticamente significativa con respecto a los otros grupos es en
el caso de la IL-6. Esta citocina se ha descrito ampliamente, como elevada en
casos infecciosos que derivan en nacimiento pretérmino, sobretodo de la
cavidad amnidtica. Esto es congruente con el hecho de que en la mayor parte
de las ocasiones, la RPM se acompana de un proceso infeccioso ya sea
manifiesto o subclinico.

Lo que podemos concluir a partir de los resultados obtenidos del presente
estudio es, que en las pacientes con amenaza de parto pretérmino, existe
elevacion de las citocinas proinflamatorias IL-18, TNF-a, IL-6 e IL-2, con
respecto a las pacientes que no presentan actividad uterina, y que la elevacion



encontrada unicamente es estadisticamente significativa en el caso de TNF-a e
IL-2. Esto no representa forzosamente el que la elevacion de las otras citocinas
no esté relacionada con el desarrollo de parto pretérmino. Es necesario un
seguimiento longitudinal de las pacientes que finalizan su embarazo
prematuramente a consecuencia de un trabajo de parto pretérmino, para
observar el comportamiento de la citocinas proinflamatorias a lo largo del
embarazo y antes del evento.
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