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RESUMEN

La RPM de pretérmino, ocurre en aproximadamente 6 - 8% de las mujeres antes
de las 37 semanas de gestacion y es un antecedente directo de 20 - 50% de todos
los nacimientos de pretérmino. En particular, algunas citocinas han sido
implicadas en la induccion del parto pretérmino, como IL-1 B y TNF a. Por lo que
es de vital importancia determinar si los polimorfismos de estas citocinas estan
involucrados en la RPM y ser un indicador util que identifique oportunamente a las
mujeres que requieran de un manejo temprano y especifico, lo que ayudaria a
disminuir la mortalidad perinatal.

OBJETIVO

Determinar la frecuencia de asociacion del alelo A2 de los polimorfismos de
IL- 18 +3953 y TNF a -308 en embarazos de pretérmino con RPM.

DISENO Y METODOLOGIA

Fue un estudio de casos y controles se realizé en el Departamento de Infectologia
e Inmunologia y en la Unidad Toco-quirurgica del Instituto Nacional de
Perinatologia. La poblacién de estudio estuvo constituida por mujeres que
acudieron a la Clinica de Riesgo Pregestacional, hospitalizaciéon o consulta
externa de Obstetricia del Hospital. La identificacidén de los alelos del polimorfismo
de IL-1B y TNF a se llevo a cabo mediante la técnica de PCR

RESULTADOS

La frecuencia total del alelo polimérfico A2 de IL- 13 +3953 fue menor en las
mujeres con RPM (0.44 vs. 0.71), en tanto que el alelo A1 fue mas frecuente en el
grupo con RPM (0.55 vs. 0.29). Observandose una diferencia significativa entre
ambos grupos (p<0.05). Por otro lado la frecuencia del alelo A1 de TNF a -308 fue
baja en mujeres con y sin RPM, en tanto que alelo A2 su frecuencia fue alta en
ambos grupos (0.93 y 0.90); aun asi, no se observaron diferencias significativas
entre los grupos p>0.05.

CONCLUSIONES

El ser portador del alelo A1 de IL-13 +3953 tiene un factor de riesgo para
desarrollar RPM y sepsis neonatal, en tanto el ser portador del alelo A2 de IL-13
+3953 tiene un efecto protector para no desarrollar RPM ni sepsis. No hubo
diferencia entre el ser portador del polimorfismo de TNF a -308 alelo A2 y la RPM.

PALABRAS CLAVE

Parto pretérmino, polimorfismo, citocinas, Interleucina -1, TNF a, PCR.



ABSTRACT

Preterm delivery, occurs approximately in 6 to 8% of women before 37 weeks
gestation, it is a direct antecedent of 20 to 50% of all preterm births. Particulary,
some cytokines, as IL-1 3 and TNF a -308 have been implicated in the induction of
preterm births. Therefore determine if polymorphisms are involved in PPROM and
wich of them. Identify a polymorphism could be use as indicator to identify women
who need an early and specific management, thus helping to reduce perinatal
mortality.

OBJECTIVE

Determining association frequency between polymorphisms A2 allele of IL-11}
+3953 and TNF « -308, and pregnancies with preterm RPM.

DESIGN AND METHODOLOGY

This case control study was conducted in the Department of Infectious Diseases
and Immunology, and the Toco-surgical unit of National Institute of Perinatology.
The population study consisted in patients of pregestational risk clinic,
hospitalization unit and outpatient area. Identification of allelic polymorphism IL-13
and TNF a was carried out using the PCR technique.

RESULTS

The total frequency of the polymorphic A2 allele of IL-13 +3953 was lower in
women with RPM (0.44 vs. 0.71), while the A1 allele was more frequent in the
group with RPM (0.55 vs. 0.29). Significant difference between groups (p <0.05)
was observed. On the other hand the frequency of the A1 allele of -308 TNF a was
lower in women with and without RPM, while the A2 allele frequency was high in
both groups (0.93 and 0.90), yet there weren’t significant differences between
groups p> 0.05.

CONCLUSIONS

Carriage of A1 allele of IL-113 +3953 is a risk factor for develop neonatal sepsis and
PPROM, while carrying A2 allele of IL-1[3 +3953 has protective effect for against
develop sepsis or PPROM. There was no difference between being carriers of the
polymorphism of TNF a -308 allele A2 and the PPROM.

KEYWORDS

Preterm birth, polymorphism, cytokines, interleukin-13, TNF a, PCR.



MARCO TEORICO

La mortalidad materna y neonatal ocasionada por problemas relacionados con el
embarazo, parto y puerperio constituye uno de los principales problemas de salud
de las mujeres en etapa reproductiva y una de las principales causas en la ruptura
prematura de membranas (RPM) relacionada con nacimientos de pretérmino. La
ruptura de membranas se presenta antes de que se inicie el trabajo de parto, al
acercarse el final del embarazo, y su inicio es multifactorial incluyendo un proceso
bioquimico de debilitamiento natural de las membranas y/o por la fuerza de las
contracciones. Cuando la RPM ocurre antes de las 37 semanas de gestacion es
conocida como ruptura prematura de membranas fetales de pretérmino (RPMP).
@, 2, 3y La RPM de pretérmino, ocurre en aproximadamente 6 - 8% de las mujeres
antes de las 37 semanas de gestacion y es un antecedente directo de 20 - 50% de
todos los nacimientos de pretérmino. 4 Un estudio realizado en Inglaterra
menciona que el parto pretérmino se presenta en 5 - 10% de todos los embarazos
cada afno. ()
Algunos factores que pueden estar vinculados con RPM son:

< El nivel socioeconémico bajo, ya que las mujeres tienen menor probabilidad

de recibir cuidados médicos prenatales adecuados

< Habitos higiénicos inadecuados

< Talla baja
% Infecciones de transmisién sexual
<+ Hemorragia vaginal

» Parto pretérmino

%
°

Complicaciones del embarazo, como la preclamsia. 26 7.)

Todos los afios nacen en el mundo alrededor de 13 millones de nifilos prematuros;
la mayor parte de esos nacimientos ocurren en paises en desarrollo; La incidencia
de nacimientos de pretérmino se ha incrementado de 8%, en los afios 70’s del
siglo pasado, a 12% en el presente. (4, 10

En un estudio retrospectivo realizado en México, se observé que las causas de
mortalidad materna en los afios noventa fueron preeclampsia/eclampsia, infeccion

puerperal, abortoy sepsis puerperal. De 1,310 muertes registradas, 63.7% se
3



ubicaron en entidades federativas del centro y sureste de México. En los afos
2000 - 2006 murieron cada dia entre tres y cuatro mujeres durante el embarazo,
parto y puerperio. ()

Un papel importante en el parto pretérmino es la infeccion antepartum del tracto
genital. La infeccién intrauterina es un proceso cronico hasta que el trabajo de
parto comienza o hasta que la RPMP se presenta. La infeccion intrauterina
asociada a RPM se denomina corioamnionitis, refiriendose a la inflamacion aguda
de las membranas placentarias (amnios y corion), que es una causa de
complicaciones maternas y fetales. (11,12) En varias ocasiones este proceso sucede
mucho antes de que se pueda evidenciar la respuesta inflamatoria local o
sistémica, por lo que se ha propuesto un nuevo término que abarcaria todas las
entidades: infeccion intra-amnidtica. (13

La infeccidbn se ha relacionado hasta con un 54% de las muertes neonatales
tempranas. La RPM se asocia a sepsis neonatal temprana (SNT), con tasas de
mortalidad neonatal de hasta 33% cuando se presenta fiebre materna y bajo peso
al nacer (BPN). EI RN con historia de RPM se considera potencialmente infectado
condicion que obliga a su hospitalizacion y uso temprano de antibioticos. (14,15)
Dependiendo de la gravedad de la infeccién y la intensidad de la respuesta
inflamatoria, se llegan a identificar en el neonato infectado las fases de sepsis

clinica, sepsis grave, choque séptico y falla organica multiple. ()

ESTRUCTURA DE LAS MEMBRANAS AMNIOTICAS

Las membranas corioamnidticas constituyen un tejido que se ha reconocido como
el érgano blanco de RPM, en donde las membranas se rompen en ausencia de
otros eventos del trabajo de parto. Las membranas ovulares (corion y amnios)
delimitan la cavidad amnidtica; se encuentran en contacto a partir de las 15-16
semanas del desarrollo embrionario, delimitando la cavidad coridnica. Las
membranas estan estructuradas por diversos tipos celulares y por matriz
extracelular, sus funciones son la sintesis y secrecion de moléculas, recepcion de
sefales hormonales materna y fetal, proteccion a infecciones, y permiten el

adecuado desarrollo pulmonar, asi como el desarrollo de extremidades fetales. (1)
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El amnios forma un saco amnidtico membranoso lleno de liquido que rodea al
embrién y de manera posterior al feto. Esta formado por:
% Capa interna, que se encuentra en contacto con el liquido amniético.
Corresponde al epitelio, compuesta de colageno tipo Ill, IV, V, laminina y

fibronectina.

>

% Capa compacta, adyacente a la lamina basal forma la principal estructura
fibrosa. Esta compuesta de colageno tipo I, lll, V y VI lo que confiere su
integridad mecanica.

% Capa fibroblastica, se observan en ella macrofagos rodeados de una matriz

extracelular.

X/
X4

% Capa intermedia esponjosa ubicada entre el amnios y corion, formada por
proteoglicanos y glicoproteinas y colageno tipo lll. (17

El corion tiene una capa reticular que limita con la capa esponjosa del amnios,

esta formado por colageno tipo |, I, IV, VI y proteoglicanos; una membrana basal

compuesta por colageno tipo IV, laminina y fibronectina; y una capa trofoblastica.

@) Es la membrana que envuelve al embrion y que lo separa de la pared uterina.

Fig.1

Amnios Espacio intervelloso
Cavidad uterina

Corion velloso
Saco vitelino

Decidua basal

Corion liso

Decidua capsular .
Sitio del orificio
interno del utera

Decidua parietal

Tapén de moco

Fig.1 Representacion esquematica del utero y placenta. (Moore KP. 2003)

En cuanto a inmunologia se refiere, la reproduccion se considera un mecanismo
en el cual el feto y la madre conviven con diferentes antigenos de
histocompatibilidad, provocando una oleada de eventos en el que el sistema

inmune trabaja para que haya una tolerancia hacia el feto y permita su sobrevida.



Se sabe que la tolerancia inmunolégica es la no respuesta frente a los antigenos
propios, en el caso de tolerancia materno-fetal la mitad del genoma fetal es de la
madre y la otra del padre; por lo que el feto sintetiza antigenos considerados
extrafios para la madre, asimismo las células y las moléculas fetales
potencialmente antigénicas son liberadas a la circulacion materna en la fase
proliferativa del trofoblasto; en este lapso se pone en contacto el sistema inmune
materno con antigenos fetales, y a pesar de estos mecanismos, el feto es tolerado
y el embarazo llega a término. (1s)

Otra de las caracteristicas importantes en el embarazo, es el liquido amnidtico que
permite el crecimiento externo simétrico del feto, actuando como barrera contra
infecciones, por lo que hasta hace poco tiempo se consideraba que la cavidad
amnidtica intacta permanecia estéril, es por eso que el aislar cualquier
microorganismo en el liquido amnidtico se determina que hay contaminacion,
pudiendo existir 0 no sintomas o signos clinicos de infecciéon y como una
consecuencia la ruptura de membranas. (10, 11, 13, 17, 19)

El ascenso a través del canal de parto es la via mas comun que siguen los
microorganismos potencialmente patdégenos para ingresar a la cavidad amnidtica,
desde la vagina y cérvix, hacia la decidua, corion, amnios, cavidad amni6tica y el
feto. (1) Los microorganismos que se han encontrado con mayor frecuencia en la
cavidad amnidtica por cultivo de liquido amnidtico han sido: Ureaplasma
urealyticum, Fusobacterium sp, Mycoplasma hominis, Streptococcus grupo B,
Streptococcus viridans, Gardenella vaginalis, y otros (Bacteroides fragilis,
Bacteroides sp, E. coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp). Los cultivos
resultan positivos en 30 - 50% de los casos de coriamnioinitis (CA), que es la mas
comun y severa en el sitio de ruptura de las membranas que en cualquier otra
localizacion y generalmente el cultivo desarrolla mas de un microorganismo. (o)
Los microorganismos se multiplican en la decidua antes de migrar hacia la cavidad
amnidtica y atravesar las membranas. Por lo tanto, el estadio de infeccion extra-
amnidtica (decidual) precede al desarrollo de la infeccion intra-amnidtica. (1o
Algunos productos bacterianos como los lipopolisacaridos (LPS), al igual que

citocinas proinflamatorias como IL-1 y TNFa, son capaces de estimular la sintesis
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de prostaglandinas que inducen contractibilidad miometrial y dilatacién cervical.

La PGE; conduce a la activacion de metaloproteinasas de matriz (MMP),
principalmente de tipo 9, en corion y amnios, ademas de que ayudan a la
maduracion cervical y estimulan las contracciones uterinas. Mientras tanto, las
MMP degradan las membranas, produciendo en consecuencia su ruptura. Las
MMP se encuentran en altas concentraciones en la placenta a término, y van
aumentando a medida que avanza el trabajo de parto. Los inhibidores tisulares de

las metaloproteinasas (TIMP), regulan la accion de las proteasas. (- 23)

CITOCINAS

Un numero importante de citocinas son consideradas reguladores de los procesos
inmunoldgicos durante el embarazo, estas moléculas solubles que actuan de
forma no enzimatica como sefiales intercelulares, modulan la respuesta celular y
humoral en la inflamacioén, regulando el crecimiento, la motilidad y diferenciacion
de distintas células. Existe gran interaccion entre ellas, siendo inductoras o
inhibidoras de la sintesis, de si mismas o de otras y comparten funciones
bioldégicas. Son liberadas fundamentalmente por los linfocitos T, macréfagos,
fibroblastos y otras células. Forman el principal medio de comunicacion intercelular
ante una invasion de microorganismos. (s

En particular, algunas citocinas han sido implicadas en la induccién del parto
pretérmino, posiblemente secretadas cuando los macréfagos utero-placentarios
son activados por infecciones, por lo que IL-1 y TNF a son de vital importancia ya
que trabajan conjuntamente en la amenaza de parto pretérmino. Se ha encontrado
que TNF a junto con IFN y (interferbn gamma), inhiben el desarrollo embrionario y
fetal y la proliferacion del trofoblasto. TNF a es mediador en la muerte apoptotica
del trofoblasto y produce contraccion uterina como respuesta a la necrosis de
embriones implantados, lo que lleva a un mecanismo de proteccion fetal que es el
cambio de fenotipo de células Th1 a Th2. (1g, 25, 26)

Cuando el espacio coriodecidual es invadido por bacterias, se activan monocitos
en la decidua y en las membranas fetales, produciendo finalmente un incremento

en TNF ay las interleucinas IL-1j3, IL-6 e IL-8 en tejidos gestacionales, tanto



maternos como fetales. Estas citocinas pueden inducir directa o indirectamente la
secrecion de proteasas como colagenasas y elastasas, y de eso modo activar los
eventos que conducen a la RPM, a través de genes vinculados a la muerte celular
programada en el corion y amnios. (20, 27y AUNn no se sabe por qué algunos
procesos infecciosos producen trabajo de parto prematuro y otros inducen la RPM,
pero se considera que dos diferentes expresiones de un mismo fendmeno basico
estan involucradas a través de la activacion de la respuesta de inmunidad humoral
y/o celular. Este fendbmeno puede tener origen genético y estar asociado al
polimorfismo de diversas citocinas. Algunos polimorfismos parecen tener un efecto
regulador sobre la secrecidon de las mismas citocinas aumentando o disminuyendo
su produccion segun el alelo que se esté expresando. (4, 10, 28, 29)

Interleucina—1 se encuentra en dos formas biologicas activas, IL-1a e IL-1pB.
Ambas proteinas se unen al mismo receptor, a pesar de compartir 26% de
homologia en la secuencia de aminoacidos. 30y Existe otra molécula similar que se
une al mismo receptor, pero a diferencia de las dos primeras, no induce actividad
biolégica, es un antagonista de IL-1 (IL-1ra), que actua como un inhibidor natural
enddgeno de IL-1. Las tres moléculas constituyen la familia de IL-1, IL-1a e IL-1B,
son pequerios péptidos de 17 kilodaltones (kDa), 31, 32) IL-1B es la mas abundante
de las dos y junto con IL-1a son inductoras de inflamacién, por lo que reciben el
nombre de citocinas proinflamatorias. Ambas son importantes en la respuesta de
un tejido dafiado o infectado, ya que inducen fiebre durante la respuesta de fase
aguda, asi como también regulan la expresién de multiples moléculas de
adhesién, con lo que favorecen la migracion celular y el inicio de las respuestas
inflamatorias, asi como también participan en la activacion de linfocitos. (32

IL-1, es producida por células mononucleares, macréfagos, células endoteliales,
fibroblastos y microglia del feto, la madre o ambos. (32,33 También aumenta su
produccion en respuesta a productos bacterianos como la endotoxina. IL-1p puede
estimular la produccion de prostaglandinas, principalmente PGE; y PGF4 por
tejidos uterinos (amnios y decidua) y por consiguiente desencadenar los procesos

que dan inicio al trabajo de parto. (10, 32, 34)



La produccién y liberacion prolongada de IL-1a e IL-1B inducen dafo tisular a
través de la inflamacion, por lo que su produccién y liberacion deben estar
reguladas a diferentes niveles incluyendo su reconocimiento por los receptores en
las células diana y su disponibilidad en el sitio de inflamacion, lo cual determina
su funcion bioldgica. (2s)

Se ha observado que tanto IL-1a como IL-1B alcanzan concentraciones elevadas
en mujeres que presentan RPM de pretérmino, durante el trabajo de parto y
cuando los cultivos del liquido amniotico son positivos. (35

Otra citocina relevante en la RPM es TNF a, uno de los principales mediadores en
la respuesta inflamatoria a las infecciones por bacterias Gram-negativas, aunque
también se ha implicado en la respuesta inflamatoria para otros microorganismos.
Entre sus funciones destaca el incremento en el numero de los neutréfilos y
monocitos en el sitio donde se lleva a cabo el proceso de inflamacion, activando
estas células con la finalidad de fagocitar y eliminar a los microorganismos. TNF a
induce la produccibn de otras citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-8),
desencadenando reacciones en cascada con multiples funciones de amplificacion
o modulacion. (s, 37)

TNF a es una molécula de 17 kDa, producida principalmente por los linfocitos T
CD4+, macréfagos, monocitos, neutréfilos, células NK, linfocitos T, microglias y
fibroblastos.3sy Se le considera como una citocina fundamental en los
mecanismos normales de la inmunidad innata y adquirida, y se le atribuye una
funcién central en la patogénesis de diversas enfermedades infecciosas, auto-
inmunes e inflamatorias. (37

El aumento en la concentracion de TNF a se ha relacionado con enfermedades
asociadas al complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), especialmente
aquellas que implican un proceso inflamatorio o autoinmune, tales como artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, choque séptico, enterocolitis, etc. (3q)

En el caso de la sepsis, particularmente en el choque séptico o en la disfuncién
organica multiple, TNF a es el principal mediador, el cual desempefia un papel
central en el inicio y perpetuacion de la respuesta inflamatoria. Ejerce efectos

estimulantes sobre la funcién de los polimorfonucleares, tales como fagocitosis,



adhesion y degranulacion. Los neonatos con sepsis muestran una concentracion
alta de TNF a en plasma y en algunos estudios se ha reportado correlacion
positiva con la mortalidad y la gravedad de la misma. (o)

TNF a e IL-1 comparten muchos efectos biolégicos y muestran efecto sinérgico.
Las actividades de TNF a son promover la inflamacién y la destruccion tisular en
presencia de endotoxinas, con aumento de la adherencia de los leucocitos al
endotelio y de su capacidad fagocitica. Junto con IL-1 aumenta la produccién de
prostaglandinas y oxido nitrico que causan hipotension arterial, la cual se acentua
por efecto de la sustancia cardioinhibitoria producida por los macréfagos. (a1

A partir de estos datos, se cree que el inicio del parto es regulado por la madre y/o
por el feto o ambos. Las infecciones sistémicas en la madre, como es el caso de la
pielonefritis y las localizadas como la deciduitis, pueden estimular el mecanismo
por el cual se inicia el trabajo de parto a través del incremento en la produccion de
citocinas proinflamatorias. Por otro lado el feto podria iniciar el trabajo de parto
cuando la cavidad amnidtica recibe un incremento de citocinas (IL-1, IL-6 y TNF a)

producidas y excretadas por €l mismo en presencia de infeccion. (1o

POLIMORFISMO IL-1B +3953

Un polimorfismo genético es una variante alélica que existe de forma estable en
una poblacion. Para que se le considere como un polimorfismo, dicha variante
debe presentar una frecuencia poblacional igual o mayor al 1%. La gran mayoria
de los polimorfismos de citocinas son del tipo SNP (single nucleotide
polymorphism) en el cual uno o los dos alelos presentan la sustitucion de una base
por otra. (a2, 43, 44)

El polimorfismo de IL-1B3 (+3953) se localiza en el brazo largo del cromosoma 2
(2914.2). (33,45 Este polimorfismo se caracteriza por un cambio de la base Citocina
(C) por Timina (T) en el exon 5. (34, 46)

El polimorfismo de IL-1B (+3953) se ha relacionado con diferentes enfermedades
como la esclerosis multiple, sepsis severa, esquizofrenia y colitis ulcerativa. (32
También se ha asociado a la pérdida gestacional recurrente de origen no

identificado antes de la semana 20 de gestacion. Se realizé un estudio en mujeres
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de origen caucasico donde determinaron la concentracién y el polimorfismo IL-13
sin encontrar diferencia significativa con respecto a la concentracion del
mencionado polimorfismo en mujeres con aborto recurrente y en comparacion con
los controles. Sin embargo, los resultados generales con respecto al incremento
de esta citocina en mujeres de otro origen étnico, con pérdida gestacional
recurrente, son aun inconsistentes; por ello, la posible correlacién entre los niveles
de IL-1B en las primeras semanas del embarazo y el resultado de la gestacion
permanece aun sin ser aclarada. (s

Fortunato y cols. 1) sefalaron que IL-1B, IL-6 y TNF a en el liquido amnidtico
inducen la produccion de prostaglandinas desde el tejido placentario, lo que da
como resultado contraccion uterina. En este estudio se efectud cultivo celular y
determinacién de la actividad de MMP, concluyendo que TNF a y no las otras
citocinas, es la que causa actividad de MMP desde las membranas fetales e
induce apoptosis y ruptura de las mismas.

Ambas citocinas IL-1 y TNF a intervienen en la induccion de metaloproteasas y
prostaglandinas E2 y F2 como factores desencadenantes de la RPM y del parto
pretérmino, a partir de la estimulacién de las membranas fetales corioamnidticas

por componentes microbianos, como el LPS. 47

POLIMORFISMO TNF a -308

Se han identificado al menos 19 SNP dentro del gen de TNF, el cual se encuentra
en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.31), en la region del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) clase Ill. (36, 38, 43)

Entre los polimorfismos mas frecuentes se encuentra TNF a -308, que se le ha
asociado a enfermedades tales como malaria cerebral, leishmaniasis, asi como
enfermedades autoinmunes, como esclerosis multiple, artritis reumatoide y lupus
eritematoso sistémico. (37, 39, 47, 48)

Este polimorfismo codifica en la regidn promotora del gen de TNF q, es decir -308
nucledtidos antes de que empiece la region que se transcribe y se caracteriza por
un cambio de Guanina por Adenina (3, 49, 50

En un estudio con 101 neonatos con bajo peso al nacer < 1250 g, de los cuales 45
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presentaron corioamnioitis materna (CAM) y 56 corioamnioitis fetal (CAF), se
determind la presencia del alelo A2 de TNF a -238 y TNF a -308, observandose
que el genotipo GA (A2) de TNF a -238 fue mas frecuente en CAM severa grado
2, concluyendo que los genotipos de TNF a -308 no afectaban el desarrollo o la
severidad de la CAM ni CAF. (37

Roberts y cols. 49y identificaron una mayor frecuencia de partos pretérmino
después de la RPM en las mujeres portadoras del alelo 2 de TNF a -308 en
heterocigoto (15/26, 58%) con RPM, comparado con mujeres sin el antecedente
de RPM y con embarazos a término (33/110, 30%), p<0.01. El alelo estuvo
presente en 31% (9/29) de las mujeres con partos pretérmino y sin RPM. Los
autores proponen que una respuesta amplificada del gen polimérfico de TNF a a
las infecciones cérvico-vaginales promueve la RPM y como consecuencia parto de
pretérmino.

En un estudio de 173 RN con ventilacion mecanica y bajo peso al nacer, se
observé la asociacion de TNF a -308 con incremento de la mortalidad por sepsis,
encontrandose que 120 (69%) RN fueron portadores del alelo A1 y 53 (31%)
fueron portadores del alelo A2. Y se observo que la mortalidad por sepsis fue tres
veces mas frecuente en los RN con genotipos AA/AG (A2) que en los RN con el
genotipo GG (A1) (10% vs 3%; p = 0.038). Lo que significa que TNF a -308 alelo
A2 no afectd al desarrollo de la sepsis en los RN pretérmino sometidos a
ventilacidn mecanica, pero incrementé la mortalidad una vez que se desarrollé la
sepsis. (51

Meenagh y cols. (s2) observaron que el Alelo 2 de TNF a -308 predomina en el
Norte de Irlanda, Sur de Africa, Singapur, China y México con una frecuencia
>75%. Lo mas notable de este estudio fue la ausencia completa del Alelo 2 de
TNFa en mexicanos mestizos.

Considerando que las membranas son tejido fetal, el mayor aporte a los cambios
fisiopatogénicos propios del parto pretérmino y la RPM estaria dado por el feto y
no por la madre, aunque también podria pensarse que esté dado por ambos. De
aqui la importancia de incluir la determinacion de polimorfismos para estas dos

citocinas en los tejidos materno y fetal.
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Por su participacion en procesos inflamatorios y su papel en la respuesta inmune
innata, se ha considerado que IL-1 podria estar implicada en los mecanismos
fisiopatolégicos de una amplia gama de enfermedades, asi como TNF a.
Actualmente, hay un interés creciente en el estudio de los polimorfismos de los
genes que codifican para IL-1 y TNF a, que afectan la expresién proteica de estas
citocinas, ya sea por aumento o por defecto, y que de esa manera contribuyen en
el desarrollo de una enfermedad. (2s)

Es por ello, que es importante determinar si los polimorfismos de estas citocinas
estan involucrados en la ruptura prematura de membranas y ser un indicador util
que identifique oportunamente a las mujeres que requieran de un manejo

temprano y especifico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ruptura prematura de membranas es un factor causante de complicaciones en
un tercio de los nacimientos de pretérmino, con una alta probabilidad de
nacimiento dentro de la semana posterior a la ruptura de membranas, asi como de
corioamnionitis y sepsis. Entre los factores que pueden condicionar la RPM se
encuentra la presencia de bacterias en el tracto genital inferior que condicionan
una respuesta inflamatoria mediada por polimorfonucleares y macréfagos con la
produccion de citocinas (IL-1 B y TNF a -308), las cuales desencadenan una
reaccion en cadena que produce degradacion de la matriz de la colagena de las
membranas fetales, conduciendo asi a una RPM.

Por lo que es de vital importancia determinar si los polimorfismos de estas
citocinas estan involucrados en la ruptura prematura de membranas y ser un
indicador util que identifique oportunamente a las mujeres que requieran de un
manejo temprano y especifico, lo que ayudaria a disminuir la morbi-mortalidad

perinatal.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe alguna frecuencia de asociacion del alelo A2 de los polimorfismos IL-13
+3953 y de TNF a -308 en embarazos de pretérmino con ruptura prematura de

membranas?

OBJETIVOS

General
Determinar la frecuencia de asociacion del alelo A2 de los polimorfismos de
IL-18 +3953 y TNF a -308 en embarazos de pretérmino con RPM.
Especificos
1. Determinar la frecuencia de asociacion de los polimorfismos IL-1
+3953 y TNF a -308 en mujeres con RPM.

2. Determinar la frecuencia de asociacion de los polimorfismos IL-1p
+3953 y TNF a -308 en mujeres con corioamnioitis y RPM.

3. Determinar la frecuencia de asociacién de los polimorfismos IL-1(3
+3953 y TNF a -308 en neonatos sépticos con RPM y sin RPM.
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HIPOTESIS
La frecuencia del alelo A2 de los polimorfismos IL-13 +3953 y TNF a -308 es

mayor en embarazos de pretérmino con RPM que en ausencia de RPM.
DISENO DEL ESTUDIO

Tipo de investigacion

Observacional
Tipo de diseho

Prospectivo

Casos y controles
Caracteristicas del estudio
Método de observacion

Transversal
Tipo de analisis

Analitico
METODOLOGIA
Lugar y duracion
El estudio se realizdé en el Departamento de Infectologia e Inmunologia y en la
Unidad Toco-quirurgica del Instituto Nacional de Perinatologia. El estudio tuvo una
duracion de 3 afos.
Universo y poblacion de estudio
La poblacion de estudio estuvo constituida por mujeres que acudieron a la Clinica
de Riesgo Pregestacional, hospitalizacién o consulta externa de Obstetricia del
INPer para su atencion.
Las unidades de observacion fueron las mujeres con ruptura prematura de
membranas que cumplieron con los criterios de seleccion.
Método de muestreo

El muestreo fue no probabilistico de casos y controles consecutivos que

cumplieron con los criterios de seleccidn, hasta alcanzar el tamafo de la muestra

que constituyd los casos y controles de mujeres embarazadas
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Tamaino de muestra
Se utilizé una férmula para diferencia de proporciones (variable cualitativa), para
el calculo del numero de sujetos necesarios por grupo a fin de establecer una

diferencia esperada de 28% (0.30 vs. 0.58). (9, 53, 54)

B [Za4/|2Pz1— PY+zpJ[P.@-P )+ P, Q- Pz)]]Z
- (PI_PZ)Z

[1.64¢[2(0.4385)(1—.4385)]+(o.84)¢[o.30 (1-0.30 )+0.58 (1-0.58)|f

n=
(0.30-0.58)°

o n = numero de sujetos necesarios en cada uno de los grupos
o P1 =0.30 (30%) Grupo control sin RPM

o P2 =0.58 (58%) Grupo con RPM

e Za =Valorde Z correspondiente al riesgo o 0.05 (1.64)

e ZB
o P

Valor de Z correspondiente al riesgo 3 0.20 (0.84)

media ponderada de las proporciones = 0.4385
RESULTADO: 38.4 n = 39 por grupo.

CRITERIOS DE SELECCION

Inclusion
1. Mujeres con embarazos entre 26 a 37 semanas de gestacion.
2. Diagnostico de amenaza de parto pretérmino
3. Diagnéstico de ruptura prematura de membranas
4. Consentimiento informado por escrito de la paciente o su representante
legal.
No inclusién
1. Enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso, artritis reumatoide,
anticuerpos antifosfolipidos).

2. Infeccion materna activa diferente de corioamnioitis.
16



Exclusion

1. No aplica por tratarse de un estudio transversal.
Eliminacién

1. Muestra de ADN insuficiente o inadecuada.

2. Retiro del consentimiento por parte de la paciente o su representante legal.

VARIABLES DE ESTUDIO
Independientes (predictora)
% Polimorfismo IL-1p (+3953)
Categoria: Cualitativa
Escala de medicion: Nominal
Unidad de analisis:Dicotomica (A1 6 A2 6 A1A2)
Definicion operacional: La identificacion del polimorfismo de IL-1B A2 se llevo a
cabo mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
oligonucledtidos especificos para IL-1 B y los resultados se observaron por medio
de un gel de agarosa al 1.5%.
+ Polimorfismo TNF a (-308)
Categoria: Cualitativa
Escala de medicion: Nominal
Unidad de analisis: Dicotomica (A1 6 A2 6 A1A2)
Definicién operacional: La identificacién del polimorfismo de TNF a A2 se llevo a
cabo mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), con
oligonucledtidos especificos para TNF a y los resultados se observaron por medio
de un gel de agarosa al 1.5%.
Dependiente (Desenlace)
% Ruptura Prematura de Membranas
Categoria: Cualitativa
Escala de medicién: Nominal
Unidad de analisis: Dicotomica

Definicidn operacional: Antes de explorar a la paciente se le pregunto sobre la
17



percepcion de escape de liquido amnidtico por via vaginal o de la presencia de

sensacion subita de humedad vaginal. En caso positivo se procedid a la

exploracion de la paciente.

Con la paciente en posicion de litotomia, se coloco un espejo vaginal (sin lubricante

alguno) con ello, el diagndstico de RPM resulto facil cuando existié evidencia de

liquido amnidtico en el fondo de saco vaginal. Si no se observo liquido, una ligera

presion sobre el utero y el movimiento del feto provocaron salida de liquido

amniotico

En el caso de que estas maniobras exploratorias directas no permitieron la

observacion clara de liquido amnidtico en la vagina se procedio a la realizacién de

las siguientes pruebas:

1.

Prueba de la arborizacion: La arborizacién se debe al secado de las sales
que contiene el liquido amniotico. Para realizar la prueba, se tomd una
muestra del fondo de saco vaginal con un hisopo para colocarlo sobre un
portaobjetos y se deja secar. La preparacion se observd al microscopio,
buscando un patron de cristalizacion que recuerda a un helecho. La
precision de esta prueba se vio afectada por la sangre o el meconio. La
prueba puede dar lugar a resultados falsos positivos si la muestra fue
obtenida del cérvix, ya que el moco cervical seco forma un patron
arboriforme similar que se puede confundir con el del liquido amniético.
Esta prueba tiene un 4.8% de resultados falsos negativos y un 4.4% de
resultados falsos positivos.

Prueba de Nitrazina: El pH vaginal suele ser de 4.5-5.5. El liquido amnidtico
suele tener un pH de 7.0-7.5. Las tiras de nitrazina se ponen rapidamente
de color azul intenso si el liquido vaginal tiene un pH alcalino. Las
soluciones antisépticas, la orina, la sangre y las infecciones vaginales
modifican el pH vaginal y dan lugar a resultados falsos positivos. La prueba
de nitrazina da un 12.7% de resultados falsos negativos y un 16.2% de

resultados falsos positivos.

Se reporta una seguridad del 90% cuando se combinan la historia clinica de la

paciente sugestiva de ruptura de las membranas con la demostracion de liquido
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en fondo de saco y prueba de nitrazina positiva de manera conjunta. El

diagnostico de RPM esta proximo a 100% si la prueba de la nitrazina y la de

arborizacion son positivas. (ss, 56,57

VARIABLES A CONTROLAR

«» Corioamnionitis

Categoria: Cualitativa

Escala de medicion: Nominal

Unidad de analisis: Dicotdmica

Definicidon conceptual: Es la infeccidon de la cavidad amnidtica que puede ir

acompanada de la RPM.

Definicién operacional: Se tomaron 3 muestras diferentes de la placenta para

estudio histopatologico:

a.

Muestra de las membranas corioamnidticas de 2x3cm en rollo del area de
la ruptura de membranas para las pacientes con RPM y a 2 cm del borde
placentario, en el caso de las pacientes que no presentaron ruptura
prematura de membranas.

Corddn umbilical cerca del area de insercion.

Seccidén de la placenta en su grosor total. incluyendo la cara materna y
fetal.

Posteriormente las muestras se fijaron en formalina 10% y en parafina.
Después los bloques de tejido se tifieron con hematoxilina y eosina para su
analisis.

El analisis de las muestra se realizé por el mismo patdlogo quien analizé
todas las muestras de manera ciega con respecto a los datos clinicos de las

pacientes.

Se consideraron para el diagnéstico de corioamnioitis con base a los criterios

establecidos por Naeye, el cual esta determinado en etapas y grados:

Estadio 1: presencia de neutrofilos por sobre de la placa coridnica.
Estadio 2: migracion de neutréfilos dentro de la placa coridnica.

Estadio 3: cuando los neutréfilos alcanzan al amnios.
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La severidad de la corioamnioitis se determind por el niumero de neutrdfilos
presentes:
Grado 1: menos de 10 neutréfilos por campo a una resolucién de 100x.
Grado 2: de 11 a 30 neutrdéfilos por campo.
Grado 3: mas de 30 neutrdfilos por campo. (sg, 59
El diagndstico de corioamnioitis clinica se estableciéo cuando la madre presento
temperatura por arriba de 37.8 °C y dos o0 mas de los siguientes criterios clinicos o
de laboratorio:
1. Clinicos
a. Taquicardia fetal persistente (=160 latidos por minuto).
b. Taquicardia materna persistente (2100 latidos por minuto).
c. Dolor a la movilizacién uterina.
d. Actividad uterina regular (mas de 6 contracciones en una hora).
e. Fetidez o material purulento en el tracto vaginal.
2. Laboratorio
a. Proteina C reactiva 22 mg/dL.
Leucocitosis (>16,000/mm?).

Neutrdéfilos en banda (>6%).

o o o

Presencia de fosfatidilglicerol en la muestra (pool) de liquido
amnidtico, obtenido de fondo de saco vaginal.

s Sepsis neonatal
Categoria: Cualitativa
Escala de medicion: Nominal
Unidad de analisis: Dicotomica (presente o ausente)
Definicion conceptual: Es la infeccion aguda con manifestaciones toxico-
sistémicas, por la invasion y proliferacion de bacterias dentro del torrente
sanguineo y en diversos oOrganos que ocurre dentro de las primeras cuatro

semanas de vida.
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En el INPer un neonatdlogo considera las siguientes directrices para el
diagnostico. El diagndstico de sepsis neonatal temprana se realizd con base al
consenso realizado de la Sociedad Americana de Médicos de Cuidados Criticos
de Todrax, el cual establece los siguientes parametros:

Cuadro 1. Forma de presentacién de sepsis neonatal, segun el tiempo de inicio

Caracteristicas Temprana Tardia

Edad de inicio <oigual a 4 dias =0 igual a 5 dias
Complicaciones del Muy frecuente Poco frecuente
embarazo o del parto
Fuente de infeccion Materna, congénita Ambiente postnatal
Presentacion clinica Fulminante, multisistémica Lenta progresiva y focal

Localizaciones Bronconeumonia Meningitis osteoartritis

Mortalidad 15 - 50% 10 - 20%

Operacional: El diagndstico de sospecha de sepsis se efectud al conjuntar la

suma de dos o mas datos clinicos con dos o mas datos de alteraciones

hematoldgicas, se confirmd con: a) Dos hemocultivos positivos con la misma

bacteria en forma simultanea, tomados de diferentes sitios de venopuncion, b)

Hemocultivo positivo y otro cultivo (de liquido cefalorraquideo “LCR”, de orina, de

aspirados de secreciones o abscesos) con la misma bacteria, c) Hemocultivo

positivo con bacterias diferentes de la flora de la piel, en presencia de

manifestaciones clinicas de infeccion.

Conceptual: El diagndstico de sospecha de sepsis se efectud al conjuntar la suma

de dos 0 mas datos clinicos con dos o mas datos de alteraciones hematolégicas.

e  Alteraciones metabdlicas: hipoglucemia, hipotermia, inestabilidad térmica,
hiponatremia, hipocalcemia, acidosis metabdlica, hiperbilirrubinemia.

. Alteraciones neuroldgicas: irritabilidad, letargia, somnolencia, convulsiones,
apneas.

e Alteraciones cardiorrespiratorias: dificultad respiratoria, taquicardia,
bradicardia.

e Alteraciones digestivas: rechazo de la via oral, hepatomegalia y/o
esplenomegalia, vémito, evacuaciones liquidas, distension abdominal o ileo.

° Alteraciones diversas: petequias o zonas de equimosis, escleroderma,

acrocianosis, piel “marmoérea”.
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Ante la sospecha clinica se tomd control hematolégico para valorar indices de
infeccion:
1.Leucocitos: <5000, o0 >30,000 RN prematuro.
2.Relacién bandas/neutrofilos >0.20 en los primeros diez dias de vida 'y > 0.16 en
las siguientes dos semanas.
3.Relacioén inmaduros/neutrofilos totales >0.30.
4 Bandas totales >1500 células / mm?.
5.Plaquetas: <100,000 / mm®.
6.Toma de hemocultivo (dos), cultivo, coaglutinacion y citoquimico de liquido
cefalorraquideo, cultivo de aspirado traqueobronquial, urocultivo, cultivo de
puncion, aspiracion de lesiones cutaneas o en sospecha especifica de
osteoartritis.
7.Proteina C reactiva (PCR), niveles positivos >16 mg %.
8.Velocidad de sedimentacion globular (VSG): valores >20 mm por hora.
Definiciones por consenso de los estadios de sepsis adaptados a neonatos:
I. Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS): se realiza el diagnéstico
con dos 0 mas de las siguientes condiciones:
a. Temperatura inestable <36 grados centigrados o > a 38 grados
centigrados.
b. Frecuencia respiratoria > 60 respiraciones por minuto
c. Frecuencia cardiaca >160 latidos por minuto
d. Conteo de leucocitos > 20,000/mm?® o > de 5,000/mm®.
Il. Sepsis
SRIS mas hemocultivo positivo
lll. Sepsis grave
Sepsis mas disfuncidbn organica multiple, hipotension (>65 mmHg) o
hipoperfusion
(> 3 segundos llenado capilar > 3 segundos)
IV. Choque séptico

Sepsis grave que no responde a carga de liquidos. o, 61, 62)
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% Antecedente de RPM

Mujeres que presentaron RPM en uno 0 mas embarazos previos.

s Cérvicovaginitis
Categoria: Cualitativa
Escala de medicion: Nominal
Unidad de analisis: Dicotémica
Definicién conceptual: Inflamacion de la vagina, seguida por secrecion o mal olor
vaginal, comezon y ardor.
Definicién operacional:
1. Se realizo examen en fresco: muestra de la descarga vaginal con dos gotas de
solucion salina normal, posteriormente se observo bajo microscopio, para observar
células claves, levaduras, Trichomonas vaginalis y leucocitos. Tincién de Gram y
cultivos bacterianos en medio de gelosa sangre, agar chocolate, se midi6 el
pH > 4.5.
2. Descarga vaginal:

» Color blanco grumoso se le asocié con Candida albicans

» Color verde-amarillo infeccion por Trichomonas vaginalis. 3)

% Infeccién de vias urinarias
Escala de medicion: Nominal
Unidad de analisis: Dicotomica
Definicion conceptual: Cualquier proceso inflamatorio causado por un
microorganismo patdgeno localizado en las vias urinarias.
Definicién operacional:

1. Examen general de orina, se centrifugo durante 5 minutos a 2000 rpm y se

analizo el sedimento al microscopio.

Normal de 5-10 leucocitos por campo.

Mayor de 10 leucocitos se da como infeccidn de vias urinarias.

2. Deteccion de bacterias por medio de cultivo arriba de 10* Unidades

Formadoras de Colonias por microlitro. 4, e5)
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DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Material y método
Las mujeres que cumplieron con los criterios de inclusion, fueron seleccionadas de
los servicios de hospitalizacion de Obstetricia y de la consulta externa de la Clinica
de Riesgo Pregestacional. En ese momento se les informd sobre el estudio y se
les solicitd su participacion en el mismo, en caso de que aceptaran se les dio a
firmar la hoja de consentimiento informado, posteriormente se efectud una historia
clinica que incluyé antecedentes ginecoldgicos y obstétricos, personales y
patologicos.
Se le tom¢d a cada una de las mujeres una muestra de 3 mL de sangre venosa y a
los hijos de estas 0.5 a 1 mL de sangre del cordon umbilical en un tubo vacutainer
con acido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) para la identificacion de
polimorfismos de IL-18 y TNFa, cada uno de los datos proporcionados por las
mujeres fueron anotados en la hoja de recoleccion disefiada para este fin.
La muestra fue inmediatamente transportada al laboratorio de inmunologia e
infectologia del Instituto Nacional de Perinatologia, para la extraccion de Acido
desoxirribonucleico (ADN) y su posterior procesamiento, mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Extracciéon de acido desoxirribonucleico (ADN)
En un tubo vacutainer con EDTA se extrajo 3 mL de sangre venosa periférica.
Se homogenizé suavemente la muestra, para evitar la formacion de coagulo, y se
proceso inmediatamente.
Lisis celular
1. En un tubo estéril de 15 mL se adicionaron 9 mL de solucién de lisis de
RBC (Cloruro de Magnesio 1 Molar y EDTA 1 mMolar) esta solucion separa
los polimorfonucleares. Se agregaron los 3 mL de sangre, se mezcldé y se
incubd por 10 minutos a temperatura ambiente.
2. Después de la incubacion se centrifugd durante 10 minutos a 3000
revoluciones por minuto (rpm), se retird el sobrenadante, cuidando de no
tocar el boton blanco y se dejo alrededor de 100 a 200 uL del liquido

residual, y por ultimo se mezclé vigorosamente en un vortex.
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3. Se adicionaron 3 mL de solucion de lisis celular (Tris 10 mM, EDTA1 mMy

SDS al 1%) y se pipeteo varias veces para homogeneizar bien el botén.

Precipitacion de proteinas

1.

Se adicion6 un mililitro de solucidon de precipitacion de proteinas (Acetato
de amonio 7.5 M), al lisado celular, aqui las proteinas pierden su estructura

natural o nativa, evitando que se forme espuma.

2. Se centrifugé a 3000 rpm durante 10 min. Las proteinas precipitadas

formaron un botoén color café oscuro.

Precipitacion del ADN

1.

Se retiré el sobrenadante que contiene el ADN con una pipeta Pasteur,
cuidando de no tocar el botdn de proteinas y se depositdé en un tubo estéril
que contenia 3 mL de isopropanol.

Se mezcldé la muestra por inversion suave mas o menos 50 veces hasta

que las fibras de ADN formaron un conglomerado.

3. Se centrifugd a 3000 rpm durante 3min-

4. Se retird el sobrenadante, se seco el tubo en un papel absorbente, y se

adiciond 3 mL de etanol al 70%. Invirtiendo el tubo suavemente para lavar
el ADN, se centrifugé a 3000 rom durante un minuto, y por ultimo se
desecho con mucho cuidado el etanol.

Se seco el tubo en papel absorbente, y posteriormente se dejo secar a

temperatura ambiente por 15 min 6 mas.

Hidratacion del ADN

La solucion de hidratacion es una mezcla de (Tris 10 mM y EDTA 1 mM), que

ayuda a que el ADN se mantenga en optimas condiciones.

1.

Se le adiciond de 200 - 250 pL de solucién de hidratacion y se dejé hidratar
toda la noche a temperatura ambiente, posteriormente se almacend de 2 —
8 °C.

El ADN se observo en un gel de agarosa al 1.5 %, tefildo con bromuro de
etidio y un peso molecular (PM) de 100 (pb), se observaron bandas
integras de las muestras a procesar en un trans-iluminador con luz

ultravioleta (marca UVP), figura 2.
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Fig.2. Integridad de ADN. Linea 1, PM 100 pb, lineas subsecuentes es ADN de diferentes
muestras.

IDENTIFICACION DEL POLIMORFISMO DE IL-18 +3953

La identificacion de los alelos del polimorfismo de IL-13 se llevé a cabo mediante
la técnica de PCR que ofrece una gran cantidad de aplicaciones al ser capaz de
cuantificar de manera absoluta o relativa moléculas molde de ADN, asi como su
amplificacion, por lo que se llevd a cabo con las siguientes condiciones:
temperatura de 95°C por un minuto; después 27 ciclos a 94°C por 1 minuto, 55°C
por 30 segundos y 72°C por 30 segundos; y finalmente 72°C por 10 minutos. Para
la reaccidn final de la pcr se utilizaron viales de 200 pL, el total de la mezcla de
reactivos con ADN fue de 25 pL, para la PCR se utilizé Buffer 1x 2.5uL; MgCl, 1x
1.5 uL; dNTP's 2mM 2 uL por reaccidon; 100ng/uyL de Primer 5-
GTTGTCATCAGACTTTGA CC-3’ y Primer 5-TTCAGTTCATATGGACCAGA-3’ y
2.5 unidades de Taq polimerasa (Invitrogen), 3 uL de ADN totales y agua destilada,
la PCR se llevo a cabo en un Termociclador (Termo Hybaid PCR Express — Bioselec).
La identificacion de los alelos de esta citocina, se baso en la amplificacion de un
segmento de ADN de 249 pares de bases, que incluye la posiciéon +3953 del gen.
Los productos de amplificacién obtenidos por PCR se llevaron a condiciones
optimas de actividad enzimatica durante 3 horas a 65°C con la enzima A-taq I. Al
estar presente el alelo A1, el sitio de restriccion para la A-taq | se observo el
producto de amplificacion de dos segmentos de ADN, uno de 114 pares de bases
(pb) y otro de 135 pb, se utilizé un peso molecular (PM) de 100 pb. Por otro lado,
el alelo A 2, careci6é del sitio de restriccion para la enzima A-taq |, por lo que se

observo la presencia de un fragmento de ADN de 249 pb.
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La amplificacion se llevo a cabo en geles de agarosa al 1.5 %, tefiido con bromuro
de etidio. (34, 66) En la figura 3, se observan los homocigotos (A1 segmento de 114
y 135 pb, y A2 en 249 pb).

PM 600 pb

—>

114 y 135 pb

249 pb

Linea 1 2 3 4 5 6 7
Fig. 3. Descripcion del polimorfismo de IL-13 +3953. Linea 1, PM 100 pb; Linea 2 y 3 corresponden a madres
con RPM portadoras del Heterocigoto A1A2; Linea 4 madre con RPM y linea 5 RN portadores del Homocigoto
A1A1; Linea 6, no se observaron bandas; linea 7 RN heterocigoto A1A2.

IDENTIFICACION DE POLIMORFISMO DE TNFa -308

La identificacién de los alelos de la citocina TNFa se llevé a cabo mediante la
técnica de PCR, en las siguientes condiciones: un ciclo de 95 °C por 2 minutos;
seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos; 55 °C por 35 segundos; 72 °C por
30 segundos; y finalmente 72 °C por 10 minutos. Para la reaccién final de la pcr se
utilizaron viales de 200 pL el total de la mezcla de reactivos con ADN fue de 25 uL,
para la pcr se utilizé Buffer 1x 2.5uL; MgCl, 1x 1.5 pL; dNTP’s 2mM 2 pL por
reaccion; 100ng/uL de Primer 5-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3'. y Primer
5-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’; Dimethyl sulfoxide (DMSO) .8 ul y 2.5
unidades de Taq polimerasa (Invitrogen), 3 yL de ADN totales y agua destilada, la
PCR se llevo a cabo en un Termociclador (Thermo Hybaid PCR Express — Bioselec).

La identificacion de los alelos de TNFa se baso en la amplificacion de un
fragmento de 107 pares de bases de ADN que consiste en el cambio de un
nucledtido de guanina por adenina. Los productos de amplificacion se digirieron
con la enzima de restriccidon Ncol durante una hora a 37 °C. De estar presente el
alelo 1 (ausencia de la transicién de base) se creo un sitio de restriccion para la

enzima Ncol en el producto amplificado, observandose un fragmento de 80 pb y
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otro de 20 pb. Para el alelo 2 (presencia de transicidon adenina por guanina) el sitio
de restriccidon para la enzima Ncol no fue creado, al llevar a cabo la amplificacion
del ADN se observo un fragmento unico de 107 pb. EI ADN digerido se separo en
geles de agarosa al 1.5% y se tifio con bromuro de etidio. 48y En la figura 4 se

observan los homocigotos (A1 80 y 20 pb y A2 107 pb).

PM 107 pb

—>

Linea 1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 4. Descripcion del polimorfismo de TNFa -308. Linea 1, pm 100 pb; linea 2 y 3 corresponden
a madre(16), RN(16) fueron hocigotos para A2A2, Linea 4 y 5,madre(17), RN (17) salieron bandas
inespecificas, linea 6, madre (18) linea 7 y 8, RN (18), madre (19), fueron homocigotos al A2A2.
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PLAN DE ANALISIS

OBJETIVO HIPOTESIS TECNICA ESTADISTICA
Determinar la asociacion entre | Los polimorfismos de IL-13|Para evaluar asociaciones entre las
la frecuencia de los | (+3953) A2 y TNF a (-308) A2 | variables cualitativas se utilizo el
polimorfismos de IL-1B|son mas frecuentes en|Programa estadistico Epidat 3.1. La
(+3953) A2 y de TNF a (-308) | mujeres con ruptura | prueba de X% o prueba Exacta de
A2 en mujeres con ruptura | prematura de membranas. Fisher. Se considerara una p<0.05
prematura de membranas y sin como estadisticamente significativa.
ruptura prematura de
membranas.

CONSIDERACIONES ETICAS

La investigacion se clasific6 como de riesgo minimo. La venopuncién se efectud
con técnica de asepsia y antisepsia para evitar contaminacién e infecciones, en el
caso de las mujeres se tomo6 un volumen de 3 mL de una vena periférica y en el
caso de los RN la toma de sangre se efectu6 del cordon umbilical El proyecto fue
aprobado por el Comité de Investigacién y Etica del Instituto Nacional de
Perinatologia, con registro institucional 212250-02061 y se solicité consentimiento
informado por escrito a las mujeres y en el caso de los RN al responsable legal

dentro de las primeras 24 horas de nacimiento. Apéndice 1

ORGANIZACION
Recursos humanos

Dr. Javier Mancilla Ramirez: Asesor metodologico de la tesis. Participd en la
seleccidon de la muestra y en el seguimiento del proceso del estudio. Asesoro en el
orden metodologico de la presentacién del proyecto, asi como en el andlisis
estadistico de los resultados y dio seguimiento al proceso de publicacion del
trabajo.

MVZ Nora Carranza Rodriguez, realizdé toda la metodologia de laboratorio, asi
como la extraccion de ADN y amplificacion por PCR para determinar los
polimorfismos y la captura de datos del expediente, analisis de la informacién y
presentacion de los resultados, por lo que no se requirié capacitacion de personal.
Dr. Jorge Beltran Montoya, se encargd de la toma de muestras de las mujeres y

RN en el area de Gineco-obstetricia.
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RECURSOS MATERIALES

Infraestructura disponible

El Instituto Nacional de Perinatologia cuenta con toda la infraestructura
hospitalaria y de laboratorios para el desarrollo de este proyecto. La mayor parte
del presupuesto se destind6 a gasto corriente, sin el perjuicio de que el propio
Instituto aportara apoyos complementarios para la compra de reactivos y

mantenimiento de los equipos.
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RESULTADOS

Se obtuvieron 44 muestras, de estas solo 37 se les determind el polimorfismo de

IL-18 +3953 y TNF-a -308, las restantes se excluyeron del estudio por falta de

datos en el expediente clinico o porque no se observaron bandas en la PCR,

durante el analisis se encontré que sélo 4 mujeres presentaron infeccién de vias

urinarias, tres de ellas sin RPM y una con RPM, asi mismo 2 mujeres que

presentaron RPM una tuvo parto de pretérmino y la segunda parto a término pero

las dos presentaron corioamnioitis.

En el Cuadro 2 se observa que no hubo diferencias significativas en la edad de las

mujeres con RPM y la de los controles.

Cuadro 2. Edad de mujeres con RPM y controles.

Controles [18]

RPM [19]

Valor de t

27.1 +7.55 (15-39)

30.4 + 7.85 (16-42)

1.29

0.203

Medias + Desviacion Estandar (Minimo — maximo); [n]
Prueba t de Student para 2 muestras independientes

En el Cuadro 3 se aprecia que hubo una tendencia evidente a ser menor la edad

gestacional (EG) de los RN hijos de mujeres que presentaron RPM en

comparacién con los del grupo control; pero no fue significativa (p=0.052).

Tampoco se observaron diferencias estadisticas del peso al nacer entre ambos

grupos.

Cuadro 3. Caracteristicas de RN hijos de mujeres con RPM y grupo control.

Recién
nacidos

Controles [18]

RPM [19]

Valor de
t

Edad

gestacional 35.7 £ 2.79 (30.5-41) [15]

(semanas)

34.0£2.90 (28.2-38.4)[16] | 2.017

0.052

Peso al nacer
(gramos)

2293 + 524.8 (1226-2980) [15]

2520 + 867.4 (870-3995) [10] | 0.819

0.421

Medias + Desviacion Estandar (Minimo — maximo); [n]
Prueba t de Student para 2 muestras independientes

En el Cuadro 4 se muestra que no hubo diferencia significativa en la edad
gestacional entre los RN con sepsis y sin sepsis, aunque si se observa una
tendencia notable a ser menor la EG de los RN sépticos (p= 0.068).

Cuadro 4. Caracteristicas de recién nacidos con sepsis y controles sin sepsis.

Edad Gestacional Controles [20] Sepsis [9] Valc:r de P
Semanas de 35.28 + 2.55 (29-41) 33.43 £ 3.09 (28.2-38.4) 1.911 0.068
gestacion [19] [8] . .

Medias + Desviacion Estandar (Min — max); [n] nimero de muestra; Prueba t de Student para 2 muestras independientes
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Polimorfismo de IL-1 +3953

Se incluyeron 36 muestras para el polimorfismo de IL-1B +3953, de las cuales
19(53%) fueron de mujeres que presentaron RPM y 17(47%) fueron controles.

La frecuencia relativa del genotipo A1A1 en mujeres con RPM fue mayor que en
los controles (0.32 vs 0.12), mientras que el genotipo A2A2 fue menor en las
mujeres con RPM (0.21 vs 0.53), por lo que hubo una diferencia significativa entre
las mujeres que presentaron RPM y el grupo control p<0.05 (p=0.04) OR 0.23, IC
95% (0.05 -1.0.1), en cambio, el heterocigoto A1A2 no mostré diferencias
importantes. Por otro lado la frecuencia del alelo polimérfico A2 fue menor en las
mujeres con RPM (0.44 vs. 0.71) OR 0.33, IC 95% (0.12 — 0.89), en tanto que el
alelo A1 fue mas frecuente en el grupo con RPM (0.55 vs. 0.29) OR 2.96, IC 95%
(1.11 — 7.86). Observandose una diferencia significativa entre ambos grupos con
una p<0.05 (p= 0.02); Ver cuadro 5 y Fig. 5.

Cuadro 5. Frecuencia relativa de los genotipos y alelos de IL-1B +3953 en mujeres con
RPM y grupo control.

. Control RPM Valor de p
Genotipo (n=17) Fr (n=19) Fr X2

A1A1 2 0.12 6 0.32 0.15
A1A2 6 0.35 9 0.47 0.46
A2A2 9 0.53 4 0.21 *0.04

Alelo (n=34) Fr (n=38) Fr Va'°;2de P
A1 10 0.29 21 0.55 *0.02
A2 24 0.71 17 0.44 *0.02

Fr. Frecuencia relativa
*p significativa prueba de y?

0.800+
0.600+4
]
E 0.400+4 @=m A1
0.200+ mA2
0.000 T
Control RPM
Grupos

Fig. 5. Frecuencia alélica de IL-13 +3953 en mujeres con RPM y grupo control.

p<0.05 (p= 0.02) significativa a la prueba de Xz.
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La frecuencia del genotipo A1A1 de IL-1B +3953 fue mas frecuente entre las
mujeres con parto a término con RPM que en aquellas con parto pretérmino con
RPM (0.60 vs 0.18), por otro lado el heterocigoto A1A2 fue mas frecuente entre las
mujeres con parto pretérmino con RPM que en la mujeres con parto a término con
RPM (0.55 vs 0.20), sin embargo la frecuencia fue alta en el grupo control de
mujeres con parto a término sin RPM, en tanto el homocigoto de A2A2 fue mas
frecuente entre las mujeres que presentaron parto pretérmino sin RPM (0.67), por
lo que podria haber una tendencia a ser significativa la diferencia entre los grupos
de parto pretérmino sin RPM y parto pretérmino con RPM. Por otro lado se
observo que el alelo polimérfico A2 tuvo una frecuencia alta en mujeres que
presentaron parto pretérmino sin RPM que en mujeres con parto a término sin
RPM (0.79 vs 0.50), sin embargo fue notable la presencia la frecuencia del alelo
A1 en las mujeres que presentaron parto a término con RPM que en el grupo de
parto pretérmino con RPM (0.70 vs 0.45), aun asi no se observaron diferencias
significativas entre los grupos (p>0.05). Ver cuadro 6 y figura 6.

Cuadro 6. Frecuencia relativa de los genotipos y los alelos de IL-13 +3953 en mujeres
con parto a término y pretérmino con RPM y grupo control.

o . Control RPM Valor de p
Término Genotipo (n=4) Fr (n=5) Fr Fisher
A1A1 1 0.25 3 0.60 0.35
A1A2 2 0.50 1 0.20 0.4
A2A2 1 0.25 1 0.20 0.72
_ _ Valor de p
Alelo (n=8) FR (n=10) FR Fisher
A1 4 0.50 7 0.70 0.35
A2 4 0.50 3 0.30 0.35
o . Control RPM Valor de p
Pretérmino Genotipo (n=12) Fr (n=11) Fr Fisher
A1A1 1 0.08 2 0.18 0.46
A1A2 3 0.25 6 0.55 0.15
A2A2 8 0.67 3 0.27 0.06
_ _ Valor de p
Alelo (n=24) FR (n=22) FR prueba 2
A1 5 0.21 10 0.45 0.07
A2 19 0.79 12 0.54 0.07

Fr. Frecuencia relativa

*p significativa prueba de y°

** p significativa prueba exacta de Fisher
No significativo
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Fig. 6. Frecuencia alélica de IL-13 +3953 en mujeres con parto a término y parto pretérmino con
RPM y grupos de control.

Se observo que el genotipo A1A1 en los RN de mujeres con RPM fue mayor que
en el grupo control (0.47 vs 0.20). El heterocigoto A1A2, fue mas frecuente en los
RN de mujeres con RPM (0.26 vs 0.13). El genotipo A2A2 fue menor en los RN
de mujeres con RPM, pero mayor en los controles (0.26 vs 0.67), por lo que hubo
una diferencia significativa entre los grupos p < 0.05 (p = 0.018), OR 0.17, IC 95%
(0.04 — 0.78). La frecuencia del alelo polimorfico A2 fue menor en los RN de
mujeres con RPM (0.39 vs 0.73) OR 0.23, IC 95% (0.08 — 0.66), mientras que el
alelo A1 en este grupo fue mayor (0.60 vs 0.27) OR 4.2, IC 95% (1.49 — 11.9) por
lo se encontrd una diferencia significativa entre los grupos con una p<0.05

(p= 0.005); Ver cuadro 7 y figura 7.

Cuadro 7. Frecuencia relativa de los genotipos y alelos de IL-13 +3953 en RN hijos de
mujeres con RPM y grupo control.

Genotipo Co:ltrol Fr H'IJROPSMde Fr Valor de E Val9r de p
(n=15) _ prueba y Fisher
(n=19)
A1A1 3 0.20 9 0.47 0.09
A1A2 2 0.13 5 0.26 0.31
A2A2 10 0.67 5 0.26 *0.018
Alelo (n=30) Fr (n=38) Fr ‘;?L‘;’biex?
A1 8 0.27 23 0.60 *0.005
A2 22 0.73 15 0.39 *0.005

Fr. Frecuencia relativa
*p significativa prueba de XZ
** p significativa prueba exacta de Fisher
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Fig. 7. Frecuencia alélica de IL-18 +3953 en RN hijos de mujeres
con RPM y grupo control. *p significativa prueba de y*

El genotipo A1A1 fue mas frecuente en RN con sepsis que en los controles (0.63
vs 0.16) observandose una diferencia significativa entre ambos grupos p < 0.05 (p
= 0.02) OR 8.8, IC 95% (1.34 — 58.79) mientras que el genotipo A2A2 tuvo una
frecuencia menor en los RN con sepsis, comparado con el grupo control (0.13 vs
0.68) observandose también una diferencia significativa entre ambos grupos
p<0.05 (p=0.01) OR 0.06, IC 95% (0.006 — 0.66). En cambio, el heterocigoto A1A2
fue mas frecuente en los RN con sepsis (0.25 vs 0.16), pero no se observo
diferencias entre los grupos. El alelo polimérfico A2 mostré una frecuencia menor
en RN con sepsis que en el grupo control (0.21 vs 0.76) OR 0.10, IC 95% (0.02 —
0.40). En cambio, la frecuencia del alelo A1 en los RN con sepsis fue mayor (0.75
vs 0.24) OR 9.66, IC 95% (2.49 -37.52). La diferencia fue significativa entre los
grupos p<0.05 (p=0.0006); Ver cuadro 9 y figura 8.

Cuadro 9. Frecuencia relativa de los genotipos y alelos de IL-1B +3953 en RN con sepsis

y controles.
. Control Sepsis Valor de p
Genotipo (n=19) Fr (n=8) Fr Fisher
A1A1 3 0.16 5 0.63 **0.02
A1A2 3 0.16 2 0.25 0.47
A2A2 13 0.68 1 0.13 **0.01
_ _ Valor de p
Alelo (n=38) Fr (n=16) Fr Fisher
A1 9 0.24 12 0.75 **0.0006
A2 29 0.76 4 0.25 **0.0006

Fr. Frecuencia relativa
**p significativa prueba exacta de Fisher
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Fig. 8. Frecuencia alélica de IL-13 +3953 en RN con sepsis y grupo control.
**p significativa prueba exacta de Fisher

Polimorfismo de TNF a -308

Se incluyeron 44 muestras, de las cuales sélo en 31 se obtuvieron resultados; 16
(50%) correspondieron a mujeres que presentaron RPM. De las 12 muestras
faltantes no se obtuvieron resultados.

El genotipo A1A1 estuvo ausente en las mujeres con RPM y se observd en una
frecuencia muy baja en el grupo control (0.07). Por otro lado, el genotipo A2A2
tuvo una frecuencia alta en ambos grupos (0.88 y 0.87), mientras que el
heterocigoto A1A2 se observé una frecuencia baja en ambos grupos (0.13 y 0.07),
aun asi no hubo diferencia significativa entre los grupos.

La frecuencia del alelo A1 fue baja en ambos grupos (0.06 y 0.10), mientras que
la frecuencia del alelo polimérfico A2 fue alta en ambos (0.93 vs 0.90); no se
observaron diferencias significativas entre los grupos (p>0.05.). Ver Cuadro 10 y

figura 9.
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Cuadro 10. Frecuencia relativa de los genotipos y alelos de TNF a -308 en mujeres con
RPM y grupo control.

. Control RPM Valor de p
Genotipo (n=15) Fr (n=16) Fr Fisher
A1A1 1 0.07 0 0.00 0.48
A1A2 1 0.07 2 0.13 0.52
A2A2 13 0.87 14 0.88 0.67
_ _ Valor de p
Alelo (n=30) Fr (n=32) Fr Fisher
A1 3 0.10 2 0.06 0.46
A2 27 0.90 30 0.93 0.46
Fr. Frecuencia relativa
**p significativa prueba exacta de Fisher
1.00 -
3 0.80
g 9809 @ A1
g  0.60 -
§ 0.40 - m A2
L
0.20 -4
) Control ) RPM
Grupos

Fig. 9. Frecuencia alélica de TNF a -308 en mujeres con RPM y grupo control.

La frecuencia relativa del genotipo A2A2 de TNF a -308 fue mayor en los grupos
de parto pretérmino con RPM y grupo control (0.91 vs 0.92), por otra parte, en las
mujeres de parto a término con RPM y en mujeres que presentaron parto
pretérmino con RPM se observo una ausencia del genotipo A1A1, asi mismo
también se notd una ausencia del genotipo A1A2 en el grupo control de ambos
grupos. La frecuencia alélica del alelo A2 de TNF a -308 en el grupo de mujeres
con RPM con parto pretérmino fue relativamente mayor que en el grupo control
(0.95 vs 0.92), por otro lado en el grupo de parto a término el alelo A2 en mujeres
con RPM su frecuencia fue también relativamente alta (0.83), por lo que no se
observaron diferencias significativas entre los grupos (término y pretérmino)

(p>0.05). Ver cuadro 11 y Figura 10.
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Cuadro 11. Frecuencia relativa de los genotipos y alelos de TNF a -308 en mujeres con

parto a término y parto pretérmino con RPM y grupo control.

A . Control RPM Valor de p
Término Genotipo (n=2) Fr (n=3) Fr Fisher
A1A1 0 0.00 0 0.00 0
A1A2 0 0.00 1 0.33 0.60
A2A2 2 1.00 2 0.67 0.60
_ _ Valor de p
Alelo (n=4) Fr (n=6) Fr Fisher
A1 0 0.00 1 0.17 0.60
A2 4 1.00 5 0.83 0.60
A . Control RPM Valor de p
Pretérmino Genotipo (n=12) Fr (n=11) Fr Fisher
A1A1 1 0.08 0 0.00 0.52
A1A2 0 0.00 1 0.09 0.47
A2A2 11 0.92 10 0.91 0.73
_ _ Valor de p
Alelo (n=24) Fr (n=22) Fr Fisher
A1 2 0.08 1 0.05 0.53
A2 22 0.92 21 0.95 0.53

Fr. Frecuencia relativa

**b significativa prueba exacta de Fisher

0.84

0.6

0.44

Frecuencia

- J
0-

A1 A2

A1

[

A2

Término

Pretérmino

Grupos

@ Controles

m RPM

Fig. 10. Frecuencia alélica de TNF a -308 en mujeres con parto a término y parto pretérmino con

RPM y grupos de control.
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El genotipo A1A1 no se observo en los RN, mientras que el genotipo A2A2 estuvo
presente en todos los controles y en la mayoria de los RN hijos de mujeres con
RPM (0.92). El heterocigoto A1A2 s6lo estuvo presente en un RN del grupo RPM,
no se observo diferencia significativa entre los grupos p>0.05. La distribucion de
alelos no mostré tampoco diferencias entre los grupos siendo evidente el
predominio de A2 en ambos grupos. Ver cuadro 12 y figura 11.

Cuadro 12. Frecuencia relativa de los genotipos y alelos de TNF a -308 en RN hijos de
mujeres con RPM y controles.

Hijos de
Genotipo C;zzta))l Fr RPM Fr VaFI?Srhcier P
(n=13)
ATA1 0 0.00 0 0.00 0
A1A2 0 0.00 1 0.08 0.48
A2A2 14 1.00 12 0.92 0.48
Alelo (n=28) Fr (n=26) Fr Val':‘i’s’rf'eer P
AT 0 0.00 1 0.03 0.48
A2 28 1.00 25 0.96 0.48

Fr. Frecuencia relativa
**p significativa prueba exacta de Fisher

0.8

S 3 A1
c 0.6+

7]

3 04 m A2
0

i 0.2

0 '
Control Hijos de RPM
Grupos

Fig. 11. Frecuencia alélica de TNF a -308 en RN hijos de mujeres con RPM y grupo
control.
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El genotipo A1A1 estuvo ausente en los RN sépticos y en el grupo control,

mientras que el genotipo A2A2 estuvo presente casi en todos los controles y en la

mayoria de los RN con sepsis (0.83). El heterocigoto A1A2 sdlo estuvo presente

en uno de los RN con sepsis,

no se observo diferencias significativas entre los

grupos. Por otro lado el alelo A1 sélo estuvo presente en uno de los RN sépticos.

La distribucion del alelo A2 predomind en ambos grupos, sin mostrar diferencias

significativas (p>0.05). Ver cuadro 13 y figura 12.

Cuadro 13. Frecuencia relativa de los genotipos y alelos de TNF a -308 en RN con sepsis
y grupo control.

. Control Sepsis Valor de p
Genotipo (n=16) FR (n=6) FR Fisher
A1A1 0 0.00 0 0.00 0
A1A2 0 0.00 1 0.17 0.27
A2A2 16 1.00 5 0.83 0.27
_ _ Valor de p
Alelo (n=32) FR (n=12) FR Fisher
A1 0 0.00 1 0.08 0.27
A2 32 1.00 11 0.91 0.27
FR. Frecuencia relativa
**p significativa prueba exacta de Fisher
© 1.0 -
O 0.8 -
< mA1
3 0.6 -
@ 041 mA2
L. 0.2
control sepsis
Grupos

Fig. 12. Frecuencia alélica de TNF a -308 en RN con sepsis y grupo control.
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DISCUSION

La ruptura prematura de membranas es una de las complicaciones mas comunes
del embarazo, que incrementa tanto la morbilidad como la mortalidad materna y
fetal, por lo que se han llevado a cabo multiples estudios para explicar su
fisiopatologia. Algunos investigadores han vinculado una gran cantidad de factores
asociados como el nivel socioecondémico, los habitos higiénicos inadecuados, las
infecciones en vias urinarias, el que sean hijas de madres que tuvieron riesgo en
sus embarazos, el que sean multiparas, el stress, el habito de fumar, los
sangrados transvaginales en el segundo trimestre del embarazo, el uso de drogas,
asi como otros polimorfismos que no se analizaron en este estudio como son IL-2,
IL-4, TNF -488, linfotoxina q, e IL-6, pueden ser un factor de riesgo para presentar
RPM y sepsis. 7,68)- Es por ello que la investigacion de indicadores prondsticos
confiables de RPM podria servir para tomar decisiones de un manejo temprano de
la propia RPM y sus complicaciones y evitar los partos pretérmino. Actualmente no
hay datos de asociacion entre RPM y los polimorfismos estudiados en poblacién
de mujeres mexicanas.

Ante estos factores las citocinas IL-1B, TNF a, entre otras, juegan un papel
primordial, ya que son las primeras en sintetizar una respuesta a un estimulo
infeccioso por estimulacion de macréfagos y neutrofilos, regulando y coordinando
la expresién y actividad de factores como las metaloproteinasas que alteran la
fisiologia y estructura de las membranas coriénicas humanas.

La respuesta inmunolégica puede verse afectada por diversos polimorfismos
genéticos, por lo que la diversidad genética de las poblaciones mestizas, como la
mexicana, contribuye a una gran distribuciéon de estas mutaciones estables, cuya
expresion clinica es también modulada por factores ambientales. Los
polimorfismos estudiados IL-1B +3953 y TNF a -308 han sido considerados como
factores de riesgo de RPM vy sepsis neonatal, sin embargo hay autores que
difieren de esto, argumentando que estos polimorfismos no estan involucrados en
la RPM. (41,47)

En este estudio no se encontr6 una correlacion entre la corioamnioitis, las

infecciones de vias urinarias y la RPM, debido a que solo cuatro mujeres
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presentaron infeccion de vias urinarias y dos presentaron corioamnioitis, por lo
que no fue representativo de la muestra, en este caso seria necesario aumentar
el numero de muestra para analizar este factor de riesgo como desencadenante
de la RPM. Algunas muestras fueron excluidas del estudio por falta de datos en el
expediente clinico tanto de la madre como del RN, asi como aquellas en el que el
ADN estuvo degradado.

También se observo que la edad (afios) en nuestro estudio tampoco fue un factor
desencadenante de RPM, ya que no hubo diferencias significativas entre las
mujeres con RPM y el grupo control. Asimismo se observo que los RN que
desarrollaron sepsis neonatal tuvieron una edad gestacional relativamente menor
que los controles (33.4 vs 35.6 semanas), lo cual coincide con el conocimiento de
que los RN de pretérmino y bajo peso al nacer tienen una mayor predisposicion a
presentar sepsis neonatal temprana. (315 Sin embargo, algunos estudios difieren
de estos resultados, un estudio realizado en Cuba reporté que la vaginosis fue uno
de los factores mas importantes para la presentacién de RPM y el desarrollo de
sepsis neonatal, independientemente de la edad gestacional. ()

Por otro lado, se observo que la frecuencia del alelo polimérfico A2 de IL-18 +3953
fue significativamente menor en mujeres con RPM comparado con las del grupo
control, lo que podria sugerir un efecto protector de este polimorfismo en las
madres que no desarrollaron RPM, por otro lado el ser portador del alelo A1 es un
factor de riesgo para desarrollar RPM. Asi mismo, se observo que el alelo A2 en
las mujeres con parto pretérmino y RPM presentaron una frecuencia baja, la cual
era mayor en el grupo control (0.79 vs 0.55). Estos resultados coinciden con lo
propuesto por Edwards, Ferguson y Duff, en relacién a que el alelo A2 de IL-1(3
+3953 no esta asociado con el parto de pretérmino (7o),

En un estudio de 114 mujeres hispanas, sin complicaciones en sus embarazos, se
identificd que el alelo A2 no polimorfico de IL-1B +3953 estuvo presente en 22%
de ellas. 71y En cambio, en este estudio se observo que el alelo polimoérfico A2
predominé en mujeres embarazadas sin complicaciones (0.71) comparado con
embarazadas que presentaron RPM (0.45). En el caso de los RN hijos de mujeres

con RPM la frecuencia de A2 también fue menor, por lo podria haber un efecto
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protector ante la RPM, esto fue similar en los RN con sepsis en donde se
observo que este alelo podria tener un efecto protector de no desarrollar sepsis,
lo que si es importante recalcar es que siendo portador del alelo A1 podria
generar un factor de riesgo para desarrollar RPM o sepsis neonatal.

En un estudio previo realizado por Gen y cols., observaron que en cinco grupos
étnicos la frecuencia del alelo A1 de IL-1B fue similar en embarazos a término y
pretérmino, pero fue mas prevalente que el A2, cuya frecuencia no fue diferente
entre los grupos (34). Estos investigadores mencionan también que la ausencia del
alelo A2 incrementa el riesgo de parto pretérmino y que la presencia de este alelo
podria esta asociado a una mayor respuesta inflamatoria en descendencia
africana. Se observo algo similar en este estudio, en donde las mujeres con RPM
y parto a término tuvieron una frecuencia mayor del A1 que en el grupo control
(0.70 vs 0.50), no se observo diferencia significativa entre los alelos con el grupo
de pretérmino.

En otro estudio con mujeres de diferentes grupos étnicos (blancas, negras e
hispanas) que habian presentado parto pretérmino, la frecuencia del alelo A2 se
encontrd entre el 20 y 23%, sin embargo el alelo A1 en mujeres negras tuvo una
frecuencia mayor (89.4% vs 76 y 78%) de mujeres blancas e hispanas, aun asi, no
hubo diferencias significativas entre los grupos étnicos, por lo que se podria
especular que el A1 es el desencadenante del parto pretérmino (71).

Una gran parte de las mujeres que se atienden en el INPer tienen embarazos de
alto riesgo y son madres multiparas, lo cual explica la mayor frecuencia de
prematuros, asi como el mayor riesgo de RPM y sepsis neonatal temprana.

Sin embargo, también debe tomarse en cuenta que los controles corresponden a
una muestra de mujeres con embarazos de alto riesgo y no refleja la frecuencia
esperada en la poblacion abierta, por lo que tomando en cuenta los datos
encontrados se podria especular que el alelo polimérfico A2 no se encuentra
vinculado con la RPM ni con la sepsis neonatal, pero si tiene un efecto protector
ante la RPM, aun asi es necesario realizar un estudio complementario que incluya
una muestra de controles formada por mujeres con embarazos de bajo riesgo en

poblacion mexicana.
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Como se ha dicho antes, IL-1 es una citocina proinflamatoria de notable actividad
en la sepsis, su incremento en portadores del alelo A2 que tienen infecciones
graves, como malaria y choque séptico, se asocia claramente con mayor
mortalidad. (72) El polimorfismo IL-1B8 +3953 podria jugar una interaccion con otro
polimorfismo o con otras interleucinas que no se analizaron, por lo que seria
necesario llevar a cabo estudios adicionales que incluyan la determinacién de
otros polimorfismos, asi como, factores ambientales, alimentacién, atencion
médica, malos habitos higiénicos, que podrian estar influyendo en la RPM.

Por otro lado se ha especulado que la presencia del alelo polimérfico A2 de TNF
a-308 puede llevar a un aumento en la expresion del gen TNF-a, en respuesta a
un estimulo externo. 49y Un estudio realizado en mujeres africanas y caucasicas
observaron que la frecuencia del alelo A1 de TNF a-308 fue mayor en mujeres
africanas, coincidiendo en que este polimorfismo incrementa el riesgo de parto
pretérmino, e incrementa la necesidad de ventilacion mecanica en el RN. (s51) En
este estudio los RN hijos de mujeres con RPM, al igual que los controles
mostraron una frecuencia muy alta en el alelo A2 polimérfico de TNF a-308. Lo
anterior podria deberse a que los RN son hijos de mujeres con alto riesgo en su
embarazo, y que por este hecho estén predispuestas genéticamente a incrementar
la produccién de factor de necrosis tumoral.

En otro estudio observaron en 114 mujeres de diferentes grupos étnicos (blancas,
negras e hispanas) que han presentado parto pretérmino, la frecuencia del alelo
A2 fue menos comun en los tres grupos étnicos, sin embargo el alelo A1 tuvo una
frecuencia por arriba del 80%.(71). En este estudio se observo que las mujeres con
parto pretérmino con o sin RPM la frecuencia del A1 fue muy baja en comparacion
con el A2 que fue mas frecuente, aun asi no hubo diferencia significativa entre los
grupos, por lo que no se podria concluir que el ser portador del A2 incremente el
riesgo de presentar parto pretérmino con o sin RPM.

De igual forma se observo que las mujeres con o sin RPM son portadoras del alelo
A2 de TNF a -308. Sin embargo, tampoco se puede determinar si este alelo es el

causante de la RPM, debido a que la muestra es muy pequena.
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En un meta-analisis realizado por Menon y cols. Se concluye que el alelo
polimorfico A2 de TNF-a-308 no esta asociado a parto pretérmino, por lo que no
podria ser usado como un marcador predictivo para RPM. (73

Por otro lado, aunque la frecuencia de portadores del alelo A2 fue alta en los RN
con sepsis, todos los RN del grupo control eran también portadores de este mismo
alelo. Esto difiere notablemente de lo reportado en un estudio realizado en
poblacion mestiza mexicana por Meenagh y cols., en el cual informan que el alelo
A1 esta presente en 97.5% de pacientes analizados (n=40) y el alelo A2 sélo en
un sujeto. s2) Por lo tanto, es probable que el alelo A2 no participe en el desarrollo
de la sepsis, ya que es un proceso complejo y multifactorial que provoca un
desequilibrio entre la respuesta inflamatoria y la anti-inflamatoria y la liberacion de
citocinas. (74

Por otro lado en un estudio multicéntrico se observo que de un total de 89 de RN
con choque séptico 39% vs 18% del grupo control era portador del alelo A2 y que
52% de los RN con choque séptico murieron, concluyendo que el alelo A2 TNF a -
308 esta fuertemente asociado con esta patologia y como consecuencia la muerte.
(74)

El ser portador de un polimorfismo genético es s6lo un factor de predisposicion y
no necesariamente de riesgo. Esta situacién solamente puede variar después de
una activacion de la inflamacion en presencia de microorganismos o actividad de
citocinas proinflamatorias, implicando asi factores adversos al embarazo. Los
polimorfismos en el promotor de TNF a pueden servir como marcadores de genes
candidatos, que pueden influir en la predisposicion a la enfermedad y/o su
severidad, como ocurre en otras enfermedades de tipo multifactorial como fibrosis
quistica o lupus eritematoso.

Por ello es importante la identificacién de aquellos sectores de la poblacion con un
riesgo genético elevado al desarrollar RPM, por lo que es necesario incluir la
muestra paterna para saber la frecuencia de desencadenante heterogeneidad, ya
que dado el tipo de estudio no fue contemplado, asi como aumentar el numero de

muestra e incluir pacientes de bajo riesgo en su embarazo.
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CONCLUSIONES

s El ser portador del alelo A1 del polimorfismo de IL-13 +3953 tiene
un factor de riesgo para desarrollar RPM y sepsis neonatal.

% El ser portador del alelo A2 del polimorfismo de IL-1B +3953 tiene
un efecto protector en las mujeres embarazadas para no desarrollar
RPM.

% El ser portador del alelo A2 del polimorfismo de IL-13 +3953
puede actuar como protector para no desarrollar sepsis neonatal.

% En cuanto a corioamnioitis se refiere, las mujeres que presentaron
esta patologia no fue representativa de la muestra, por o que no se
obtuvo informacién concluyente al respecto.

% El polimorfismo de TNF a-308 alelo A2 no fue concluyente debido a
que no hubo diferencias significativas entre los grupos, por lo que
seria necesario realizar un estudio complementario en el cual se
aumente el numero de muestra en donde se incluya a mujeres
embarazadas de bajo riesgo e incluir la muestra del padre para saber
el grado de heterogeneidad, y ver de que manera se comporta la
genética de la muestra estudiada, ya que el presentar RPM puede ser

un factor multifactorial y no solo de carga genética.
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APENDICE 1

Carta de Consentimiento Informado
INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA

ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS DE INTERLEUCINA 1 BETA (+3953) Y FACTOR DE NECROSIS
TUMORAL (-308) EN LA RUPTURA PREMATURA DE MEMBRANAS.

YO

(Nombre del participante o de su representante legal)

He sido informada de que en el Instituto Nacional de Perinatologia se esta llevando a cabo este estudio de
investigacion cuyo objetivo es determinar si el cambio de mi gen (polimorfismo) ocasiona que estas sustancias
inflamatorias (IL-1beta y TNFa), pueden participar en el problema de ruptura de membranas (ruptura de la
fuente) antes de que termine el embarazo, para lo cual consiento en que se me tomen 3 ml de sangre de la vena
y se tome sangre del cordén umbilical de mi hijo (a), el volumen de sangre es el estrictamente necesario para
estas pruebas, por lo que no habra remanente (sobrantes). Entiendo que los resultados de este estudio no
tendran beneficios directos para mi o mi hijo(a), pero aportaran conocimientos que pueden ser utiles para otras
embarazadas con riesgo de que se le rompan las membranas antes de que llegue a término su embarazo. Se me
ha explicado que los riesgos son minimos, pues soélo se puncionara una de mis venas para tomar sangre y mi hijo
(a) no sera afectada de ninguna manera.

Se me ha informado que este estudio no tiene costo adicional al generado por los costos normales de
atencion médica de este Instituto, de acuerdo a la clasificacion de trabajo social, por lo que el participar en
este estudio no repercutira en el costo de la atencion médica que se me deba brindar. Entiendo que toda la
informacién que se otorgue sobre mi identidad y participacién sera confidencial, excepto cuando yo lo autorice.

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. Nora Carranza estara en la disposicion de aclarar y explicarme lo que yo requiera saber.

Se me ha manifestado que puedo retirar mi consentimiento de participar en cualquier momento sin que ello
signifique que la atencién médica que se me proporcione, se vea afectada por este hecho.

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me informd y dos testigos
nombrados por mi, conservando una copia de este Consentimiento informado con la informacién proporcionada
para obtener mi autorizacion.

MéxicoD. F. a de de 200__.

NOMBRE PARENTESCO DOMICILIO FIRMA

PARTICIPANTE O
REPRESENTANTE LEGAL

INVESTIGADOR

TESTIGO 1

TESTIGO 2

Teléfonos del Investigador Dra. Nora Carranza Rodriguez.; INPer: 5520-9900, ext. 321 en horario de 9:00-15:00.
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