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RESUMEN
TITULO: Frecuencia de infeccidon por citomegalovirus asociado a abortos

INTRODUCCION. El aborto es una preocupacion en la medicina reproductiva, debido
a su incidencia estimada del 70% de las concepciones. El 15% de las infecciones
primarias por CMV en el primer trimestre de gestacién terminan en abortos

espontaneos.

OBJETIVOS. Determinar la frecuencia de infeccion por citomegalovirus a través de
inmunohistoquimica en abortos espontaneos del primer trimestre de la gestacion, su

asociacion al aborto y correlacion de los hallazgos histopatolégicos.

MATERIAL Y METODOS. Se seleccionaron 76 muestras de abortos del primer
trimestre de la gestacion de un total de 547 casos recibidos en el departamento de
Anatomia Patoldgica del Hospital Civil de Culiacan en el periodo de un ano. Se realizé
estudio de inmunohistoquimica en cortes embebidos en parafina, utilizando un

anticuerpo monoclonal contra antigenos temprano inmediato (IEA) y tardio (LA).

RESULTADOS. De 76 casos, 17 (22%) resultaron positivos para antigeno de CMV.
Con expresidon nuclear en células epiteliales glandulares deciduales. Ninguno tenia

cambios citopaticos o villitis cronica.

CONCLUSIONES. La frecuencia encontrada de infeccion por CMV es similar a la
reportada en estudios previos: 18.7%"', 23.5%2, 34%?3. Estos estudios reportan
positividad en el trofoblasto. Nosotros solo lo encontramos en células epiteliales
glandulares. Es posible que nuestros resultados se deban a una infeccibn muy
temprana que aun no alcanza a infectar células del trofoblasto o desarrollar una
respuesta inflamatoria. Los hallazgos histolégicos no sugieren que el virus esté

implicado en el proceso de aborto de nuestros casos.

PALABRAS CLAVE. Citomegalovirus, aborto, inmunohistoquimica, villitis crénica,

infeccion placentaria.



ABSTRACT

TITLE: Frequency of cytomegalovirus infection associated with abortions

INTRODUCTION. Abortion is a concern in reproductive medicine, due to its estimated
incidence of 70% of conceptions. 15% of primary cytomegalovirus infections in the first

trimester of pregnancy end in spontaneous abortions.

OBJECTIVES. To determine the frequency of cytomegalovirus infection through
immunohistochemistry in spontaneous abortions of the first trimester of gestation, its

association with abortion and correlation of histopathological findings.

MATERIAL AND METHODS. 76 samples of abortions of the first trimester of gestation
were selected from a total of 547 cases received in the department of Pathological
Anatomy of the Civil Hospital of Culiacan in the period of one year.
Immunohistochemistry was performed in sections embedded in paraffin, using a

monoclonal antibody against immediate (IEA) and late (LA) antigens.

RESULTS. Of 76 cases, 17 (22%) were positive for cytomegalovirus antigen. With
nuclear expression in decidual glandular epithelial cells. None had cytopathic changes

or chronic villitis.

CONCLUSIONS. The frequency of cytomegalovirus infection is similar to that reported
in previous studies: 18.7%, 23.5%, 34%. These studies report positivity in the
trophoblast. We only find it in glandular epithelial cells. It is possible that our results are
due to a very early infection that does not yet reach to infect trophoblast cells or develop
an inflammatory response. The histological findings do not suggest that the virus is

involved in the abortion process of our cases.

KEYWORDS. Cytomegalovirus, abortion, immunohistochemistry, chronic villitis,

placental infection.



INDICE

CAPITULO 1. MARCO TEORICO .........ocoovieieeeeeeeeeeeeee e 9
A INEFOAUCCION ... bbb s st b et se e 9

D, ANTECEABNLIES ..ottt st et st neene 10

(oR =1 o] (o [=Y o1 o] (oo | - 1SS 12

d. FactOres de MESG0.....coo ittt bbbttt ee 13

€. PalOgENESIS ... e ettt 14

f.  Manifestaciones clinicas de la infeccidn por cmvh ..........ccccooeiiiiiiniccicececee, 17

8. DIANGNOSHICO.... .ottt et 19

i. Diagnostico prenatal .........cccoeecvvveviviiecicee e 20

ii. Diagndstico de infeccidn congénita..........ccccevvevivviiniecce v 21

iii. Diagnostico histopatolOgiCo.......cccceveviviiirieee e, 22

iv. Estudio de Inmunohistoquimica.........ccocoooeriiiiiinininnieee e, 23

he TratamIENTO ...ttt sttt st 26

1. PIEVENCION ... e ettt ettt et st s be st e e 26
CAPITULO 2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA..........ccooertetertreeneeeseeesessesesenseseens 29
CAPITULO 3. JUSTIFICACION .......c.ooreereeeeeteteeeseesere s sessssssesssesesssssssssassesssssssssssenes 30
CAPITULO 4. HIPOTESIS.........coteteueerreeeteeeestssssessesssesessssessssssessssssssssssssssssssssssssssssssenes 31
CAPITULO 5. OBJETIVOS ......coceteuireeereeneeesesssessessssessessssesssssssessesssssssssssssssnsessnssssnns 32
TR @ o= 1)V o e =Y T = | SRR 32

b. ODbjJetivos €SPECITICOS .....cceviieiiiiiice et nee s 32
CAPITULO 6. MATERIAL Y METODOS ........coceeirrereuereeneessssssessssesesssssessssssesssssssssssenes 33
a. DiSENO del @STUIO:........coiiuiieieeee et 33

[T O L o TAVZ=Y o Mo (3 =T] LU o [0 H AT 33



d. Periodo de tiempo de realizacion: ............ccoveieeciieiiccieeeeceeeeee e 34

€. Criterios de INCIUSION:.......c..ooieeee ettt et ettt e veeta e bearees 34

f. Criterios de EXCIUSION: .....c.eciiieiee ettt e ettt ebeeaeeabeneas 34

g. Criterios de elimiNaCION: ..........cooviiiiiiieeeceee ettt et a e et rees 35
ANAIISIS ESTAAISTICO: ... ...iicii e e 35

i. Calculo del tamafo de 1a MUESIIA: ........ccccveiiiicicce e 35

j- Descripcion general del StUdio: ..o e 36

k. Definicion operacional de las principales variables: ............ccoooeevieiieiieciiie e, 38

I.  Estandarizacién del instrumento de mediCion: .........ccocvevveveeie e 39
CAPITULO 7. ASPECTOS ETICOS......cccciicecrcirrcisscssesessesssessessssessssssssssssssssssssssssssens 40
CAPITULO 8. RECURSOS Y FINANCIAMIENTO .....ccoueimruerererreinsenssessesessesssssssessssenns 41
CAPITULO 9. RESULTADOS ......uciieiercee e esaessessessssssssssassassassssssesssssssssssssesssssans 42
CAPITULO 10. DISCUSION........ccocuiiecerccrcicscsnsessssssessssssessssssssssssssssssssssssssssnssssssssens 46
CAPITULO 11. CONCLUSIONES.......cccoeiuiiiteercesaesessessesssesssessessssessssssssssssssssssssssssnsens 51

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cooierccerec et see s e sas e s sae e e sesas s 52



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

INTRODUCCION

El aborto es una gran preocupacion en la medicina reproductiva, debido a que
su incidencia estimada es del 70 % de las concepciones humanas, con alrededor del
50 % de pérdida antes del retraso de la menstruacion. Por lo tanto, la mayoria de estos
abortos permanecen sin ser reconocidos. De los embarazos clinicamente
diagnosticados, el 15 al 20 % terminan en aborto espontaneo antes de la semana 20

de gestacion.’

Los factores etiologicos son muchos. Mas de la mitad son debidos a
anormalidades cromosdmicas? y en el resto se incluyen las infecciones (sobre todo
citomegalovirus, rubéola, campylobacter, listeria, sifilis, toxoplasmosis y posiblemente
el virus del papiloma humano), alteraciones mecanicas, enfermedades endocrinas y

mecanismos inmunoldgicos.?

La infeccion de la placenta se debe mas comunmente a los organismos que
ascienden desde el tracto vaginal materno, siendo las mas frecuentes las bacterias.
Dentro de los organismos implicados en placentitis adquirida a través de la via

hematdégena son numerosos y es donde se incluye al citomegalovirus.

La enfermedad por citomegalovirus es una de las infecciones mas comunes en
todas las poblaciones humanas, es causada por citomegalovirus humano (CMVH) que
pertenece a la familia Herpesviridae. La prevalencia de anticuerpos IgG HCMV,
dependiendo de la region del mundo, oscila entre el 40 - 80% en las mujeres adultas.

En Estados Unidos 3%-12% de las mujeres embarazadas presenta una infeccion



activa, ésta se puede observar tras una nueva infeccidon o por una recurrencia®. La
infeccion primaria se encuentra en 1-4 % de las mujeres embarazadas, mientras que
se puede producir una reinfeccion en 0.5-1 % de los embarazos. Sin embargo, hay
estudios que demuestran que en poblaciones con alta seroprevalencia de CMVH, la
mayoria de las infecciones congénitas son por una infeccion no primaria, por lo que la
inmunidad preconcepcional solo provee una proteccion parcial frente a la transmisién
vertical del virus®. Factores de riesgo para la infeccion incluyen: bajo nivel
socioeconomico, 30 afos de edad y el contacto frecuente con nifios pequefos. El
citomegalovirus humano es la principal causa viral de defectos de nacimiento en todo
el mundo, 0.2 a 2.2 % de todos los nacimientos vivos, y es una causa principal de la

pérdida de audicion inducida por la infeccidn y de retraso mental. &

El diagndstico de inclusiones virales unicas rara vez se encuentra en estudio
histopatolégico de las muestras de abortos, sin embargo, la tincion
inmunohistoquimica de antigenos de CMVH a menudo es positiva. Estudios han
demostrado que aproximadamente 10% de los casos de villitis cronicas son debidos a
infeccion por CMVH.2® Sin embargo no siempre es posible encontrar estos cambios

inflamatorios cronicos.

ANTECEDENTES

El citomegalovirus es un virus de ADN de doble cadena y es un miembro de la
familia Herpesviridae. Los otros miembros de la familia incluyen virus herpes simple
tipo 1 (HSV- 1 o HHV- 1) y el virus del herpes simple tipo 2 (HSV- 2 o HHV- 2), virus
de la varicela zoster (VZV), virus herpes humano (HHV) -6, HHV - 7 y HHV - 8. EI CMV
comparte muchos atributos con otros virus del herpes, incluyendo el genoma, la
estructura del viridn, y la capacidad de causar infecciones latentes y persistentes.
Tiene el genoma mas grande de los virus del herpes. La replicacion puede ser

categorizada en temprana inmediata, temprana tardia y la expresion génica tardia, se
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basa en el tiempo de la sintesis después de la infeccién, tomando en cuenta que el
ADN se replica en circulos continuos.” La replicacion del ADN viral es requisito previo
para que ocurra la ultima transcripcion viral del gen por proteinas estructurales de la
etapa tardia (gB), lo que tiene particular importancia como antigeno en la respuesta
inmune, tanto celular y humoral.82 EIl CMV humano crece soélo en las células humanas

y se replica mejor en fibroblastos.’

El CMVH es un virus litico que causa un efecto citopatico in vitro e in vivo. La
caracteristica patoldgica de la infeccion es una célula ampliada con cuerpos de
inclusién virales. La descripcion microscépica dada a estas células es mas
comunmente las llamadas células con "ojo de buho" (figura 1). Aunque se considera
de diagndstico, tales hallazgos histolégicos pueden ser minimos o ausentes en los

organos infectados.’

Figura 1. Fibroblasto humano infectado con CMVH 120 h post infeccidon que muestra los cuerpo de

inclusién intranucleares (IN) e intracitoplasmaticos (IC)
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Los cambios citopaticos reflejan una respuesta a infeccion viral. Las inclusiones
nucleares son parte de la respuesta a los virus de ADN, sin embargo las inclusiones
citologicas se ven solo en algunas infecciones virales de ARN y ADN, tales como el

citomegalovirus.®

Tras la infeccidn, permanece en estado latente en el individuo, teniendo
reactivaciones periddicas y excretandose de forma intermitente por orina, saliva,
semen, secrecion vaginal y leche materna. La infeccién se adquiere por contacto

directo con secreciones contaminadas.'?

La primoinfeccion en la embarazada suele ser asintomatica, aunque en un 30%
de los casos aparece fiebre prolongada, un cuadro seudogripal o un sindrome
mononucledtico con alteracion de las pruebas de funcion hepatica, linfocitosis y
trombocitopenia. La infeccion puede ocurrir durante todo el embarazo, si bien la
gravedad es mayor en el primer y en el segundo trimestre, la posibilidad de transmision

al producto es mayor en el tercero. 10

Es comunmente reconocido que las infecciones primarias CMVH se transmiten
con mas frecuencia al feto y son mas propensas a causar dafno fetal que las infecciones
recurrentes. Ademas, parece que la infeccion primaria ocurrida a una edad gestacional

mas temprana se relaciona con un peor resultado.!

EPIDEMIOLOGIA

La tasa de seroprevalencia del CMVH es de alrededor del 90% en la poblacion
mundial. En América Latina la presencia de anticuerpos contra el virus es variable, en
Brasil se reporta una frecuencia de 40%, mientras que en Chile es de 60%, en Costa
Rica 95%, Venezuela 93.3%. En México la prevalencia de infeccién por CMVH es de

hasta 58% en mujeres en edad reproductiva.’
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Existen pocos estudios que analizan la seroprevalencia en nuestro pais, en
2008, Gutiérrez Salinas menciona que el 85.23% de la poblacién presenta Ig contra
CMVH, con un numero importante de muestras obtenidas de paciente

hematoldgicos.'?

Lucio MPF vy cols., reportan una seroprevalencia de 21.4% en muestras de
sangre materna y del 18.7% en estudios realizados en trofoblasto de embarazos del

primer trimestre de la gestacién de mujeres mexicanas.?

En mujeres con infeccidén primaria durante el embarazo la transmisién a feto se
dara en hasta un 40% de los casos, de éstos solo el 10% presentara sintomas al
nacimiento. De los recién nacidos sintomaticos 20% mueren, y de los que logran

sobrevivir el 90% presentara secuelas.’?

Dentro de las pacientes previamente inmunes se puede presentar una
reinfeccion o reactivacion del virus, de éstas solo el 1 al 2% lo trasmitira al feto y la
gran mayoria (>90%) estaran asintomaticos al nacimiento. A largo plazo 10 al 15% de

los pacientes asintomaticos presentaran secuelas.’?

Los lactantes también adquieren CMVH en la etapa perinatal a partir de
infeccion cronica o reactivada en la madre, pero la transmisién ocurre en menos del 1
% de los casos. La alimentacion al seno materno parece ser un factor importante en la

transmision posnatal del virus.’

FACTORES DE RIESGO

Edad: Se ha visto que la prevalencia del anticuerpo para CMVH se incrementa
con la edad, especialmente entre los 15 y 30 afios de edad.”® En promedio se ha

reportado una edad de 24 afios en mujeres embarazadas.*
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Nivel socioecondmico bajo. Se ha visto que la tasa puede ser 1.7 veces mayor

entre mujeres de bajo nivel socioeconémico*.

Actividad sexual: El virus también puede propagarse por transmision sexual. La
infeccion es mas comun dentro de las mujeres sexualmente activas'® y se correlaciona
con un numero elevado de parejas sexuales. El riesgo de presentar la infeccion es 2.7
veces mayor en mujeres con mas de tres parejas sexuales 4. El coito inicial a edad

temprana también ha sido asociado.'?

Exposicion a nifios pequefios: Estudios publicados demuestran que tanto las
mujeres embarazadas como las no embarazadas casi siempre contraen la infeccion a

través de la exposicion a nifios infectados.’

Multiples embarazos: Probablemente relacionado al punto anterior, se ha
encontrado que las mujeres multigestas tiende un riesgo de 1.8 veces mas de contraer

la infeccion por CMVH.™3

PATOGENESIS

Poco se sabe aun acerca de los mecanismos de transmisién de CMVH para el
feto o de su implicacion en el proceso de aborto. Se ha informado que alrededor del
15 % de las mujeres que cursan con una infeccion primaria durante los primeros meses
de embarazo abortan espontaneamente, mostrando infeccion de la placenta pero no
fetal. Posteriormente, en el curso del embarazo, la infeccion placentaria ha demostrado

ser consistentemente asociada con la infeccion fetal.!!

El paso inicial de la infeccidon congénita se cree que ocurre en la decidua, la cara
materna de la estructura de interfaz materno-fetal, en donde el virus que se origina de
la madre se amplifica antes de su diseminacién a la placenta adyacente. Weisblum y

cols., identificaron una amplia variedad de células que son infectadas por CMVH en la
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decidua, incluyendo citotrofoblasto, células endoteliales, macrofagos, células
estromales deciduales y células dendriticas. La entrada del virus a las células se da a
través de dos vias, ya sea por fusion en la superficie celular o por endocitosis, como

se observa en fibroblastos y en células endoteliales/epiteliales, respectivamente.’

La comprension de los mecanismos de transmisién de HCMV al feto y de su
posible participacion en la pérdida del embarazo, implica esclarecimiento de algunos

pasos importantes en el desarrollo de la placenta.

El desarrollo de la placenta requiere diferenciacion de células madre epiteliales
especializadas, referidas como citotrofoblastos, tanto en las vellosidades flotantes,
donde se diferencian por fusion formando células multinucleadas llamadas
sincitiotrofoblastos que cubren la superficie vellosa, y en las vellosidades de anclaje,
donde se agregan en columnas de células individuales que invaden el endometrio y
el primer tercio del miometrio (también referido como citotrofoblasto invasor). Mientras
que el sincitiotrofoblasto esta en contacto directo con la sangre materna, mediando el
transporte de multiples sustancias desde y hacia el feto, las columnas de
citotrofoblastos también invaden arteriolas maternas (invasion endovascular)
reemplazando a las células endoteliales y de musculo liso asi como la poblacién de
células hibridas generadas de células fetales y maternas dentro de los vasos

uterinos.'

El sincitiotrofoblasto regula de manera ascendente la expresion del receptor Fc
neonatal para la inmunoglobulina G (IgG), que participa en el transporte de IgG
materna al feto. En paralelo, el citotrofoblasto inicia la expresién de moléculas de
adhesion, tales como la integrina a1B1, y proteinasas , que son necesarias para la
invasion, ademas de moléculas que inducen la tolerancia inmune materna, tales como
HLA -G y la interleucina- 10. Ademas, en el proceso llamado pseudovasculogénesis,
las células que estan invadiendo modifican el fenotipo de sus moléculas de adhesion,
imitando las de las células endoteliales mediante la expresién de la integrina av3, un
marcador de endotelio angiogénico, y cadherina de endotelial vascular, un marcador

de la polarizacion celular. !
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Las células de la placenta son importantes en el establecimiento de una
infeccion viral a través de la ruta hematogena. El virus infecta primero a las células
trofoblasticas en el espacio intervelloso, donde circula la sangre materna, y luego al
estroma y células endoteliales fetales. Otra posibilidad es que las células del
citotrofoblasto invasor pueden llegar a las células endoteliales infectadas en la pared
uterina o células de musculo liso infectadas, y adquirir el virus después de lo cual el
CMVH se podria diseminar a las vellosidades coridnicas por migracion retrograda

(figura 2).1
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Figura 2. Diagrama de una seccion longitudinal que incluye una de vellosidad coridnica de anclaje y
una flotante en la interfase materno-fetal hacia el final del primer trimestre del embarazo. La vellosidad
de anclaje (AV) funciona como un puente entre los compartimentos fetal y materno mientras que la
vellosidad flotante (FV), que contiene a los macrofagos (M, células Hofbauer) y los vasos sanguineos
fetales, esta bafiada por la sangre materna. El citotrofoblastos en las vellosidades de anclaje (zona I)
forma columnas de células que se adhieren a la pared del utero (zonas Il y Ill). El citotrofoblasto
invade entonces el intersticio uterino (decidua y primer tercio del miometrio; zona IV) y la vasculatura
materna (zona V), anclando de ese modo el feto a la madre y accediendo a la circulacion materna. Las
zonas designadas marcan areas en las que el citotrofoblasto tiene distintos patrones de etapa de
expresidn antigénica especifica, incluyendo la integrina y HLA-G. Se indican los leucocitos deciduales

granulares (DGLS) y macréfagos (M) en la sangre materna y en los capilares fetales de los nuicleos de
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las vellosidades. Las areas propuestas como sitios de transmision natural del CMVH a la placenta en

el utero estan numeradas 1, 2y 3.

El papel que juega la infeccién por CMVH en el proceso de aborto es un tema
en estudio, sin embargo Fisher y cols., encontraron que las células del citotrofoblasto
infectadas tienen una expresién disminuida de la integrina receptora para
laminina/colageno a1B1 resultando en una invasion débil en la matriz extracelular.
Ademas la expresion de la molécula HLA-G del complejo mayor de histocompatibilidad
clase Ib, también se encuentra disminuida o ausente en una etapa tardia después de
la infeccion, cuando los niveles de la proteina gB del CMVH estan aumentados, y por
consecuencia puede haber una activacion de la respuesta inmune materna a través
de células NK (natural killer)."® Estos hechos apoyan la participacion directa del CMVH
en los abortos espontaneos, debido a que la infeccion viral activa puede alterar la
organizacion normal de tejido placentario. Ademas del aborto, dicho proceso podria
estar implicado el desarrollo del parto pretérmino y la restriccion del crecimiento

intrauterino.

Por lo tanto, la observacion microscopica de la morfologia celular podria ser de
gran ayuda en el diagnéstico y la comprensiéon del mecanismo de infeccion. Estudios
sobre la morfologia de la placenta en la infeccién congénita por CMVH han informado
de hallazgos que van desde la destruccion masiva de las vellosidades por la
inflamacién necrética severa a la ausencia de lesiones, con o sin lesion fetal. Sin
embargo, las lesiones inflamatorias reportadas hasta la fecha no pueden considerarse
marcadores inequivocos de la infecciéon por CMVH, debido a que el hallazgo de

inclusiones virales es poco frecuente.’

MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA INFECCION POR CMVH
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La enfermedad es variable en las personas infectadas por CMVH y va desde la
ausencia de enfermedad hasta el Sindrome Congénito que puede ser mortal, pasando
por el sindrome de mononucleosis infecciosa. Los inmunocomprometidos como los
neonatos, las embarazadas y pacientes con trasplante de érgano solido o médula 6sea

son mas susceptibles de presentar enfermedad por CMVH.6

Los sitios mas a menudo implicados en huéspedes inmunocompetentes
incluyen los pulmones (neumonia viral grave adquirida en la comunidad), higado
(transaminasas), bazo (esplenomegalia), tracto Gl (colitis), SNC (encefalitis), sistema
hematolégico (citopenias), y afectacion multisistémica (fiebre de origen desconocido
origen). Los sitios poco frecuentes de las infecciones por CMVH en individuos
inmunocompetentes incluyen los rifiones, las glandulas suprarrenales, glandulas

salivales, el pancreas y eséfago.’

La infeccidn sintomatica tipica se presenta con malestar generalizado, fiebre,
lasitud, linfadenopatia y faringitis, semejante a un sindrome similar a mononucleosis
causado por virus de Epstein-Barr (EBV). Las complicaciones graves que incluyen
hepatitis, neumonitis intersticial y meningoencefalitis, y el sindrome de Guillain-Barré
por mononucleosis inducida por CMV son raras. Los pacientes inmunocompetentes

suelen recuperarse en unas pocas semanas."’

En los pacientes con compromiso del estado inmunoldégico, la infeccion aguda
por CMV sigue un curso mas agresivo y prolongado. Puede cursar con neumonitis,

retinitis, encefalopatia y ulceras gastrointestinales.”

En las mujeres embarazadas, como ya se ha mencionado antes, algunos
investigadores mostraron relacion significativa entre la infeccion por CMVH y aborto
espontaneo. También hay evidencias que sugieren que el CMVH dara lugar a
embarazos complicados y que el riesgo de dafio fetal es mayor si la infeccion primaria

se produce durante el primer trimestre del embarazo.®

El 90% de los individuos con infeccion congénita son asintomaticos al

nacimiento, 5-17% desarrollan sintomas como pérdida auditiva neurosensorial,
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coriorretinitis o déficit neurolégico que puede manifestarse desde los primeros 2 dias
de vida. Del 10% de los recién nacidos sintomaticos, el 20% muere y el 80% de los

sobrevivientes pueden desarrollar secuelas neuroldgicas.'®

Un tercio de las infecciones congénitas cursan con prematurez y la mitad de los
nifos son pequefios para la edad gestacional. Cuando se sospecha de enfermedad
congénita sintomatica por CMV, los signos y sintomas que deben investigarse
incluyen: exantema, petequias, retraso en el crecimiento intrauterino, microcefalia,
hepatoesplenomegalia e ictericia. A largo plazo, casi la mitad de estos pacientes
pueden mostrar alteraciones en el sistema nervioso central, hipoacusia, dificultades
para el aprendizaje, microcefalia y en raras ocasiones disminucion de la agudeza

visual.'®

DIANGNOSTICO

El diagndstico de infeccion primaria durante el embarazo es una tarea mayor
para los laboratorios de virologia, debido a la alta tasa de transmision al feto en estas
pacientes frente a las pacientes con reactivacion o reinfecciéon. Para estos efectos la
serologia es la prueba diagndstica de referencia. La demostracion de seroconversion
es el método mas fiable para el diagndstico de infeccion primaria, sin embargo, la falta
de controles pregestacionales hace que en muchas ocasiones solo se disponga de un
control aislado durante el embarazo realizado tras la aparicién de alteraciones clinicas
o ecograficas sugestivas. En este caso, se debe recurrir a la determinacion de
inmunoglobulina (Ig) M frente a CMV mediante enzimoinmunoanalisis de captura o
inmunoblot para evitar falsos positivos. Ante una IgM positiva en ausencia de
anticuerpos IgG, éstos se repetiran en las 2 a 3 semanas posteriores para demostrar
seroconversion. Si la IgG sigue siendo negativa, se considerara un falso positivo de la
IgM, que puede presentarse por reactividad heteréloga con otros herpes virus,

especialmente con el virus de Epstein-Barr."
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Si la gestante presenta IgM e IgG positivas en la primera determinacion, no se
puede asegurar que la infeccion sea muy reciente, ya que, aunque los anticuerpos IgM
suelen negativizarse entre los 3 a 4 meses, pueden persistir hasta 9 meses después
de la primoinfeccion. Ademas, la IgM puede positivizarse en gestantes previamente
inmunes por reactivacion o reinfeccion virica. Por tanto, es indispensable la realizacion
de un estudio de avidez de los anticuerpos IgG. La presencia de anticuerpos IgM y
anticuerpos IgG de alta avidez en el primer trimestre puede deberse a una infeccién
pregestacional o, con menos frecuencia, a reactivacion o reinfeccién virica. Una baja
avidez dentro de los 3 meses previos a la determinacion indica una primoinfeccion

reciente.0

Diagnéstico prenatal

Las muestras clinicas que actualmente se utilizan para el diagnostico prenatal
son sangre fetal extraida por cordocentesis y del liquido amniético obtenido por
amniocentesis. La cordocentesis permite el muestreo de sangre fetal a través del
cordon umbilical. Se realiza generalmente después de 17 semanas de gestacion y se
completa en unos pocos minutos. Las complicaciones de la cordocentesis, que se
producen en una tasa baja, pueden incluir sangrado transitorio, bradicardia fetal
transitoria (7 a 9%), parto prematuro (< 2,0 a 5,0 %), y la pérdida fetal (1.7 a 1.9 %)."°

Sin embargo, este método no se recomienda sobre todo por los riesgos a los
que se asocia la cordocentesis. Ademas de tener una pobre sensibilidad, ya que el
feto puede tardar en desarrollar IgM especifica, lo que ocurre a menudo en etapas mas
avanzadas del embarazo. La cordocentesis puede ser un complemento util a la

amniocentesis.’®
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La amniocentesis se introdujo por primera vez para el diagnostico de la anemia
hemolitica inmune. Aunque son raras, las complicaciones de la amniocentesis, éstas

pueden incluir pérdida fetal (1 %), la fuga de liquido amnidtico y sangrado vaginal.?®

El cultivo virico del liquido amniotico es 100% especifico, pero tiene muchos
falsos negativos. El mejor método diagndstico es la PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), que presenta una excelente sensibilidad (del 90 al 98%) y especificidad
(del 92 al 98%), por lo que un resultado positivo practicamente confirma la infeccion

fetal, mientras que uno negativo la hace muy improbable.'°

Diagnéstico de infeccion congénita

El diagnostico de la infeccidbn congénita se puede hacer mediante la
demostracion de CMVH; por aislamiento del virus a partir de la orina (Técnicas de
cultivo); mediante la deteccion de CMVH- IgM en la sangre (Pruebas seroldgicas);
deteccion de antigeno contra CMVH (Antigenemia) en muestras de sangre y la
identificacion de ADN de CMVH por PCR a partir de muestras.'?

En los ultimos afos, la deteccion directa de antigeno pp65, proteina estructural
tardia expresada en leucocitos de sangre durante la fase temprana del ciclo de
replicacion del CMVH, se ha aplicado con éxito para el diagndstico precoz de las
infecciones. Debido a que este método permite un diagndstico anticipado a la aparicion
de los sintomas clinicos, es posible el tratamiento preventivo dirigido usando hiper
inmunoglobulina. Por lo tanto, es necesaria la deteccion de CMVH ya que es una

infeccion frecuente y con potencial de desarrollar complicaciones.®
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Diagnéstico histopatolégico

Tradicionalmente, el diagnéstico de infecciones virales se ha basado sobre los
cambios citopaticos observados en la histopatologia de rutina. Sin embargo, en
algunos casos los cambios citopaticos caracteristicos son a menudo tan sutiles y

escasos que requiere una busqueda extensa. 2!

La caracteristica histolégica mayor de infeccion de la placenta por CMVH es la
villitis crénica linfoplasmocitaria, pero también pueden encontrarse necrosis focal y
vasculitis. Entre los factores importantes en la patogenia estan el efecto citopatico
directo del virus, la reaccion inflamatoria o inmunorreaccion por parte del feto y de la
placenta misma. Estudios en gemelos enfatizan la importancia de la inmunorreaccion
fetal en la abolicion de la infeccion por CMVH.?? Los cambios histologicos
generalmente pueden ser observados en embarazos del segundo y tercer trimestre
con infeccion por CMVH comprobada, y las inclusiones virales se pueden encontrar
tras una busqueda meticulosa. En embarazos tempranos se cree que el feto tiene un
sistema inmune inmaduro que no le permite producir células plasmaticas y por lo tanto
reaccionar frente al virus produciendo una respuesta inflamatoria, por ello es raro
encontrar caracteristicas sugestivas de infeccion en el analisis microscopico. En dos
casos reportados se encontro presencia de células plasmaticas a las 14 semanas de

gestacion.?3 24

El diagndstico histoldgico de citomegalovirus en tejidos fijados generalmente se
basa en la identificacion de las caracteristicas de los efectos citopaticos, abarcando
las inclusiones intranucleares o citoplasmicas o ambos. Sin embargo, el examen
histolégico carece de sensibilidad, y en algunos casos las caracteristicas citopaticas
atipicas pueden confundirse con cambios reactivos o degenerativos.?® La
inmunohistoquimica es altamente especifica y sensible en estos casos o cuando las
inclusiones virales presentes no pueden ser identificadas con confianza vy

diferenciadas de las de otras enfermedades virales.2®
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Estudio de Inmunohistoquimica

Es una potente herramienta que permite la deteccion y visualizacion de
moléculas de proteinas en las células o en su superficie a través de los microscopios
tradicionales. Es un método basado en las reacciones inmunoenzimaticas usando
anticuerpos mono o policlonales (proteinas del tipo inmunoglobulina G) para detectar
antigenos de células en los tejidos. La utilizacion de este principio de reaccion

antigeno-anticuerpo la hace una técnica muy especifica.

La mayoria de las técnicas de inmunohistoquimica puede utilizarse en tejidos
fijados e incluidos en parafina con buenos resultados, siempre y cuando la fijacién
tisular, su procesado e inclusion se realicen adecuadamente ya que un mal manejo del
tejido en el tratamiento previo puede producir pérdida de antigenicidad y por lo tanto

obtener resultados no fiables.?”

El proceso consiste en poner un corte histoldégico del tejido en estudio en

incubacién con una sonda (anticuerpo) que reconoce al antigeno y se fija a él.

Los anticuerpos policlonales son obtenidos a través de inmunizacion de un
animal, por lo general se realiza en conejos, con el antigeno purificado. Con esto se
producen una mezcla de anticuerpos especificos contra diferentes determinantes
antigénicos de la molécula. La ventaja principal de este tipo de anticuerpos policlonales
es que al ser capaces de reconocer varios epitopos distintos, solo es necesario que
alguno de ellos mantenga su integridad para obtener resultados favorables. Dentro de
las desventajas es que este tipo de sueros exige complicadas técnicas de purificacidon
para de esta manera evitar la presencia de anticuerpos naturales inespecificos
contaminantes. Ademas de también resultar en reacciones cruzadas frente a radicales

similares presentes en el tejido.
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Por otro lado estan los anticuerpos monoclonales, los cuales se obtienen a partir
de células de mieloma de raton que se encuentran fusionadas con células B humanas
o de un animal, productoras del anticuerpo deseado, llamados hibridomas. A través de
esta técnica se consigue una poblacién de células con crecimiento indefinido, la cuales
produciran un solo anticuerpo especifico. Es tipo de anticuerpos son extremadamente
puros, afines y avidos, pero su uso requiere un cuidado extremo en el tratamiento del
tejido para evitar que el unico determinante a reconocer se encuentre alterado. Por lo
general en la practica son los anticuerpos mas recomendados y con los que se

obtienen mejores resultados.

Una vez que el anticuerpo reconoce al antigeno y se lleva a cabo la unién, es
necesario tener una suficiente cantidad de moléculas de anticuerpos fijadas al
antigeno, de tal manera que permitan ser visualizadas en el microscopio optico. Para
esto es necesario utilizar sistemas que amplifiquen e intensifiquen esa sefal, existen
diferentes métodos, siendo los mas utilizados los que utilizan un anticuerpo
secundario, el cual ha sido modificado de una manera adecuada. Cuando los
antigenos en el tejido se encuentran en suficiente cantidad, éstos pueden ser

observados de manera directa a través de inmunofluorescencia.

La reaccion tiene que ser revelada para su demostracion visual con una
sustancia llamada cromdgeno, como la diaminobencidina, el cual es oxidado al llevarse
a cabo la unioén de la enzima que va unida al anticuerpo (peroxidasa) con su sustrato
especifico (peroxido de hidrégeno) en presencia del cromdgeno. Las moléculas
oxidadas de diaminobencidina forman polimeros insolubles color marrén oscuro que
le da ese color especifico al tejido y de esta manera pueden obtenerse preparaciones
histolégicas permanentes y con eso la técnica queda concluida. Dicha reaccion se
puede dar en la membrana citoplasmatica, en el citoplasma o en el nucleo y es
importante conocer en donde es esperado que se vea la expresion para evitar falsos

positivos (figura 3).
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Figura 3. Paciente inmunocomprometido con pneumonitis por Citomegalovirus CMV.
Macréfagos con antigeno de CMV intranuclear (inmunoperoxidasa con diaminobencidina y

contratincion de hematoxilina, magnificacién de x400)28

Los anticuerpos monoclonales contra antigenos de CMVH temprano y tardio
permiten la deteccion de antigenos de CMVH en el nucleo y el citoplasma de las
células infectadas. Ademas, la inmunohistoquimica permite la deteccién de antigenos
de CMVH temprano en el curso de la enfermedad aun cuando los cambios citopaticos
no se han desarrollado. Esta técnica ha sido util en la deteccion de la infeccidon por
CMVH en pacientes con colitis ulcerosa refractaria a esteroides y en la deteccion de
infeccion por CMVH oculta del sistema nervioso central en pacientes con trasplante de
higado que desarrollan complicaciones neuroldgicas.?® La sensibilidad de la
inmunohistoquimica es mejor que la identificacion por microscopia de luz de
inclusiones virales, se compara favorablemente con el cultivo y la hibridacién in situ.?®
Se ha reportado que la deteccién del citomegalovirus en diferentes tejidos embebidos
en parafina por medio de inmunohistoquimica tiene una sensibilidad de 75.7% y una
especificidad de 100%.2° Sin embargo, con esta técnica no es posible diferenciar entre
una infeccién primaria o una recurrencia, ya sea reactivacion o reinfeccién, pues solo

se detecta la replicacion activa del virus en cualquiera de estas circunstancias.
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TRATAMIENTO

El tratamiento se puede considerar ya sea durante el embarazo (prenatal) o
basado en la severidad de los sintomas clinicos (posnatal). Los antiviricos con mayor
actividad frente a CMV (ganciclovir, cidofovir y foscarnet), como se ha demostrado en
los pacientes inmunocomprometidos, tienen efectos teratdgenos en animales y no se
recomiendan durante el embarazo. Algunos estudios apoyan la eficacia de la terapia
antiviral en la infeccion fetal y en los infantes congénitamente infectados, sin embargo
en todos estos estudios la reduccion o la ausencia de excrecion del virus se observo

durante la terapia, pero después de suspenderla el virus reaparecio.

Mas prometedor es el uso de gammaglobulina especifica frente a CMV (GG-
CMV) en embarazadas con infeccién fetal demostrada. La GG-CMV tiene efectos
inmunomoduladores, reduce la carga virica materna y disminuye la inflamacion
placentaria, consiguiendo un incremento del flujo sanguineo que mejora la nutricion y

la oxigenacion fetal.™®

La principal meta seria prevenir la transmision del virus al feto en mujeres con
infeccion primaria de CMVH y la combinacion de globulina hiperinmune con

medicamentos antivirales de baja toxicidad podria ser el mejor abordaje en el futuro.

PREVENCION

Actualmente no hay ningun programa de salud oficialmente establecido para la

prevencion de la infeccion por CMVH a pesar que las cifras reportadas relacionadas a
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la morbilidad de la infeccion representan un problema de salud publica, una de las

limitantes es que no hay una vacuna aprobada disponible.

Debido al hecho de que la infeccion congénita es la principal causa infecciosa
de retraso mental en los nifios, el CMVH se considera un candidato ideal para la

erradicacion de la poblacion humana a través de la vacunacion.!

Las vacunas se encuentran todavia en fase de experimentacion, aunque hay
estudios prometedores con la vacuna Towne de virus vivos atenuados o la vacuna
recombinante de glucoproteina B y el adyuvante MF/59. Ambas son seguras y
producen anticuerpos neutralizantes en voluntarios sanos. Sin embargo, la vacuna
Towne no consiguidé prevenir la infeccibn de mujeres seronegativas con hijos en

guarderia que excretan CMV.°

Recientemente se ha evaluado la prevencion de la infeccidn fetal en mujeres
con primoinfeccion durante el embarazo mediante el uso de gammaglobulina (GG)
humana contra CMV. Se documenté infeccién congénita en el 16% de las mujeres que
recibieron gammaglobulina mensual (100U/kg) hasta el momento del parto frente a un

56% de las que no la recibieron (p 0.001).™°

Revello y cols, proponen la deteccion serolégica universal como medida de
prevencion, la cual consiste en determinar el estado seroldgico de las pacientes en
edad reproductiva antes del embarazo, con las ventajas de que es un estudio mas
accesible pues solo necesita la determinacién de 1gG especifica, las mujeres
seropositivas podran estar tranquilas e informadas de que no necesitan estudios
posteriores, las que resulten seronegativas estaran conscientes de los posibles riesgos
y tomaran las medidas preventivas necesarias, ademas que el monitoreo de las

mujeres seronegativas embarazadas seria mas facil y menos costoso.

En la actualidad la unica medida preventiva a la que tenemos acceso son las
higiénicas. EI CMV requiere para su transmision un contacto directo con secreciones
corporales y se destruye facilmente mediante el calor, el jabon, los detergentes y los

desinfectantes. El principal factor de riesgo para la embarazada es el contacto estrecho
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con nifios en edad preescolar. Se ha demostrado que el 40% de los nifios en guarderia
excreta CMV por saliva u orina durante una media de 24 meses. Por tanto, la
probabilidad de seroconversion durante el embarazo es mas alta en mujeres que
trabajan asiduamente con estos nifios (empleadas de hogar, de guarderia o de

hospitales) o tienen hijos en guarderia.®®

Un estudio realizado en mujeres embarazadas con riesgo de infeccion primaria
por CMVH a las que se les dio informacion y orientacion sobre las medidas de
prevencion frente a otro grupo al que no se hizo ninguna intervencion®!, se encontrd
que las estrategias de prevencion primaria basadas en la identificacion y provision de
informacion adecuada son altamente efectivas en reducir la tasa de infeccion primaria
por CMVH durante el embarazo y por tanto, de infeccion congénita. En este estudio
las mujeres que recibieron informaciéon tuvieron una prevalencia de 1.2% de
seroconversion y en las que no se tuvieron ninguna intervencién la seroconversion fue

de 7.6%, lo cual si mostré una diferencia significativa (p<0.001).

En espera de una vacuna efectiva que limite la infeccion congénita y ante el
costo alto de la globulina hiperinmune, es necesario buscar estrategias preventivas
alternas para reducir la tasa de infeccion primaria durante el embarazo. La difusiéon de
la informacion y orientacion sobre la importancia de las medidas higiénicas es un

primer paso que hay que considerar.
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CAPITULO 2

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Qué tan frecuente es encontrar infeccién por Citomegalovirus en las muestras de

restos ovulos placentarios?
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

Tomando en cuenta que el citomegalovirus es la causa de infeccion congénita
mas frecuente y sus manifestaciones en el recién nacido pueden dejar graves secuelas
o incluso llevarlo a la muerte, asi como también se le atribuye un papel importante
como causas de aborto espontaneo en mujeres embarazadas, se realiza este estudio
para determinar la frecuencia de la presencia del citomegalovirus en las muestras de
residuos coriodeciduales de nuestra poblacion, pues la identificacion temprana de una
infeccidn en mujeres embarazadas se torna dificil debido a que muchas de éstas no
tienen manifestaciones clinicas o son tan inespecificas que se atribuyen a otro tipo de
infecciones, de ahi la importancia de saber qué tan expuesta se encuentra nuestra
poblacion a este virus, de tal manera que se justifique la implementacion de medidas
de prevencidon y su deteccion temprana en el embarazo para darle un adecuado
seguimiento tanto al periodo gestacional como, una vez que suceda el parto, al recién

nacido.

Debido a la gran cantidad de muestras de abortos del primer trimestre es
importante reconocer los patrones histopatolégicos que se presentan en las muestras
que presentan la infeccion por CMVH activa para en los casos futuros poder
reconocerlos y orientar a personal médico que esta en contacto con las pacientes para

la vigilancia en futuros en embarazos.
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CAPITULO 4

HIPOTESIS

La frecuencia de infeccidn por citomegalovirus en las muestras de abortos del primer

trimestre en nuestra poblacion sera del 18%.
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CAPITULO 5

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia con la que se presenta la infeccion por citomegalovirus en las
muestras de restos coriodeciduales de abortos espontaneos que llegan al servicio de

patologia en el periodo de un afo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Describir los patrones histopatolégicos de las infecciones por citomegalovirus.

- Correlacionar los patrones histopatolégicos de las infecciones por
citomegalovirus con la deteccion de antigenos por inmunohistoquimica.

- Correlacionar los datos epidemiolégicos de las pacientes que presenten la

infeccion.
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CAPITULO 6

MATERIAL Y METODOS

Diseno del estudio:

Descriptivo, ambispectivo, transversal.

Universo de estudio:

Todas las muestras de restos coriodeciduales enviadas al departamento de anatomia
patoldgica del Hospital Civil de Culiacan, durante el periodo del 1 de marzo de 2015 al
29 de febrero de 2016.

Lugar de realizacion:

Departamento de Anatomia Patologica del Centro de Investigacién y Docencia en

Ciencias de la Salud/Hospital Civil de Culiacan.
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Periodo de tiempo de realizacion:

Fecha de inicio: 1° de Marzo de 2015

Fecha de término: 31 de Octubre del 2016

Criterios de inclusion:

- Todos los restos coriodeciduales que llegaron al departamento de Anatomia
Patoldgica durante el periodo del 1 de marzo de 2015 al 29 de febrero de 2016.

- Edad comprendida entre los 15 y 30 afios

- Tener un parto o una cesarea previa

- Historia de mas de una pareja sexual

Criterios de exclusion:

- Restos coriodeciduales que presentaron enfermedad trofoblastica
- Restos coriodeciduales productos de embarazo ectopico
- Restos coriodeciduales de embarazos anembridnicos

- Restos placentarios de embarazos con acretismo
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Criterios de eliminacion:

- Muestras que no tuvieron bloque de parafina disponible

- Bloques de parafina en mal estado

- Muestras con material insuficiente

- Restos coriodeciduales que no presentaron vellosidades coridnicas

- Restos coriodeciduales que presentaron cambios por autolisis por mala fijacion

Analisis estadistico:

Se estimo la proporcidn de muestras infectadas por CMV y se incluyé un intervalo de
confianza del 95%.

Calculo del tamaio de la muestra:

Se requirieron N=76 muestras de la poblacion de 82 con una confianza del 95% se
estimé la frecuencia de muestras con infeccién por CMV, y una prevalencia de 5%, la
precision se fijo en 1% se utilizé la férmula de la distribucién binominal, por tanto se

tomod como el tamarfio de muestra el total de 82.
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Descripcion general del estudio:

. Se recabd la informacion epidemioldgica de todas las pacientes que enviaron
muestras de aborto espontaneo al departamento de Anatomia Patolégica del
Hospital Civil de Culiacan en el periodo de 1 de marzo de 2015 al 29 de febrero
de 2016.

2. Se seleccionaron las muestras que cumplieron con los criterios de inclusion

3. Se recolectaron todas las laminillas y bloques de parafina de los casos elegidos

4. Se revisaron las laminillas para corroborar el estado viable del tejido para

realizar estudio de inmunohistoquimica
. Se realiz6é estudio de inmunohistoquimica a las laminillas que contaron con

tejido viable y bloque de parafina en buen estado

6. Se registraron los casos que fueron positivos para antigeno de citomegalovirus

7. Se compararon la laminilla tefiida con hematoxilina y eosina con el resultado de

inmunohistoquimica y se buscaron datos histolégicos sugestivos de infeccidon

viral

8. Se recolectaron los resultados

9. Se analizaron los resultados

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividad

Fecha
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Captacion de Pacientes y recoleccién
de datos.

01 de Marzo de 2015- 29 de Febrero
del 2016

Analisis de datos de recabados e
informe de avance de actividades.

01 de Marzo de 2016 — 30 de Junio de
2016

Reporte y redaccion de informe
terminado de protocolo de investigacion

01-30 de Agosto del 2016

Entrega de Reporte Terminado.

Octubre del 2016
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Definicion operacional de las principales variables:

VARIABLE

DEFINICION
OPERACIONAL

TIPO DE
VARIABLE

ESCALA DE
MEDICION

Infeccién por

citomegalovirus

Presencia de
antigenos virales
en las células
infectadas. Puede
manifestarse con
cambios
citopaticos
(aumento de
tamano celular e
inclusiones
intranucleares o

citoplasmaticas)

Cualitativa

Nominal

Edad

15 a 30 afnos

Cuantitativa

Continua

Menarca

Edad de la primera

menstruacion

Cuantitativa

Continua

IVSA

Edad de inicio de
la vida sexual

activa

Cuantitativa

Continua

Parejas Sexuales

Numero de

parejas sexuales

Cuantitativa

Continua

Gesta

Numero de

embarazos

Cuantitativa

Continua

Para

Numero de partos

Cuantitativa

Continua

Abortos

Numero de

abortos

Cuantitativa

Continua
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Cesareas Numero de Cuantitativa Continua

cesareas
Semanas de Numero de Cuantitativa Continua
gestacion semanas de

gestacion
Inmunohistoquimica Técnica de Cualitativa Nominal

inmunotincién que
permite demostrar
una variedad de
antigenos
presentes en las
células o tejidos
utilizando
anticuerpos

marcados

Estandarizacion del instrumento de medicion:

Se utilizé para el estudio histopatoldgico un microscopio Leica, tincién de Hematoxilina
y Eosina, con los cuales cuenta el departamento de Anatomia Patolégica del CIDOCS
del Hospital Civil de Culiacan, se envio el material a un laboratorio externo para realizar
el estudio de inmunohistoquimica, el cual utilizé el anticuerpo monoclonal anti
citomegalovirus (clones 8B1.2, 1G5.2 y 2D4.2).
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CAPITULO 7

ASPECTOS ETICOS

Tipo de investigacion segun la Ley General de Salud

Esta investigacion no representa un riesgo para el paciente, segun el articulo 17 de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud de nuestro pais
(CAPITULO | / TITULO SEGUNDO: De los Aspectos Eticos de la Investigacion en
Seres Humanos).
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CAPITULO 8

RECURSOS Y FINANCIAMIENTO

Se involucré en el desarrollo del presente protocolo a médicos residentes de primer
afo de anatomia patoldgica, asi como médico adscrito al servicio, con apoyo por parte
del personal histotecnoélogo. Se busco el apoyo del Centro de Investigacion y Docencia
en Ciencias de la Salud (CIDOCS) para cubrir el costo de los estudios de

inmunohistoquimica.

41



CAPITULO 9

RESULTADOS

En el periodo de 1° de marzo de 2015 a 31 de octubre de 2016 se recibieron un
total de 547 muestras de tejidos ovuloplacentarios en el departamento de Anatomia
Patoldgica del Hospital Civil de Culiacan, de estas solo 82 cumplieron con los criterios

de inclusion y se eliminaron 6 casos que no contaron con bloque de parafina.

En total la muestra consistiéo en 76 especimenes colectados de pacientes con
las siguientes caracteristicas: edad promedio 26.3+4.2 afios, inicio de la vida sexual
activa de 16.7+2.3, numero de parejas sexuales 2.8+1.3, gestas 3.1+1.0, partos

1.1+1.1, abortos 0.31£0.5, cesareas 0.6+0.8 y semanas de gestacion 8.9+1.8 (Tabla 1).

VARIABLES MINIMO MAXIMO MEDIA DESVIACION
ESTANDAR
EDAD 16 35 26.3 4.2
IVSA 12 24 16.7 2.3
No. DE 2 9 2.8 1.3
PAREJAS
SEXUALES
GESTA 2 6 3.1 1.0
PARA .0 4 1.1 1.1
ABORTO .0 2
CESAREA .0 3 .
SEMANAS DE 5 12.5 8.9 1.8
GESTACION

TABLA 1. Caracteristicas epidemiologicas de la poblacion estudiada
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La expresion de sefial con la técnica de inmunohistoquimica se detecté como
una tinciéon café intensa localizada en el nucleo, se utilizd un tejido control de pulmon

con células infectadas para corroborar que la técnica fue adecuada.

De los 76 casos seleccionados 17 presentaron positividad con una prevalencia
de infeccién por CMVH de 22.4 IC95% (17.8 - 42.1%) (Figura 4). En todos los casos
la tincidn se presentd en el nucleo de células epiteliales glandulares de la decidua.
Ninguna de las células presenté cambios citopaticos y tampoco se encontré un patrén
histopatoldgico especifico asociado a la infeccidn, como lo es la villitis cronica (Figura
5).

IHQ

W+ /cels epiteliales
ENegativo

Figura 4. Prevalencia de infeccién por CMVH en abortos espontaneos
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Figura 5. Células epiteliales de la decidua con expresion nuclear de antigeno de CMVH. Mismo corte

tefiido con hematoxilina y eosina donde no se observan cambios citopaticos.

Dentro de las caracteristicas epidemiolégicas de la poblacion estudiada la edad
promedio de las paciente positivas fue de 26.6+4.3, y entre los casos positivos y los
negativos, no se observaron diferencias significativas entre presencia de infeccién por
CMVH con respecto a la edad (p=.730), IVSA (p=.177) o el nUmero de parejas sexuales
(p=.478)(Tabla 2).
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VARIABLES POSITIVOS NEGATIVOS P

EDAD 26.6+£4.3 26.2+4.2 .730
IVSA 17.4+23 16.5+23 A77
No. DE PAREJAS 26+0.38 29+14 478
GESTA 29+0.8 3.1+£1.0 .557
SEMANAS DE 8.9+22 8.9+17 .985
GESTACION

TABLA 2. Comparacion de las caracteristicas epidemioldgicas de las pacientes
positivas a infeccion por CMV contra las negativas.
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CAPITULO 10

DISCUSION

Se sabe que el CMV es el agente etioldgico mas frecuente asociado a infeccion
congénita, la cual puede cursar asintomatica o como un sindrome congénito en el que
se presenta pérdida auditiva neurosensorial, coriorretinitis y déficit neurolégico. Otra
de las manifestaciones son retraso en el crecimiento intrauterino y partos pretérmino
asociados a un mal desarrollo de la placenta, como consecuencia de la infeccion, sin

embargo el papel que juega el virus en los abortos tempranos no esta bien esclarecido.
2,32

La mayor incidencia de infeccion se presenta en el segundo y tercer trimestre,
la escasez de abortos espontaneos en el primer trimestre asociados a CMV puede
indicar que la infeccion es rara vez letal en el embarazo temprano. O por otro lado,
también podria indicar que las secuelas de la infeccion son dificiles de detectar en este
periodo gestacional. 2 Por lo que la deteccion temprana del CMV nos abre un campo

de intervencidn para prevenir las secuelas de la infeccion.

Diferentes estudios han demostrado que la infeccién hacia el feto ocurre desde
las células infectadas del utero de la madre que al entrar en contacto con las células
del citotrofoblasto invasor y de las vellosidades de anclaje, éstas quedan infectadas y
permiten la replicacion viral, asi como la transmision del virus de célula a célula,
llegando a infectar células madre citotrofoblasticas, y después a células estromales de
las vellosidades, macréfagos y endotelio vascular coridnico, con la consiguiente
diseminacion al feto a través de la circulacién. Tal como lo reportaron Fisher et al, a
través de cultivo de células de la placenta in vitro e in Utero, observaron que el virus se
encontraba en células del citotrofoblasto invasor y células madre del citotrofoblasto, y

no en el sincitiotrofoblasto, y que este ultimo funciona permitiendo el paso del CMV a
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las células madre citotrofoblasticas subyacentes, y después adquiere la infeccion.
2,14,15

Por lo tanto esto estudios ponen a las células del citotrofoblasto en el papel
central de la diseminacion y dano en el desarrollo de la placenta, pues se ha visto en
estudios in vitro que la infeccion de estas células produce una disminucién en la
expresion de integrina a1f2, la cual le confiere propiedad invasiva al citotrofoblasto en
la pared uterina, asi como de metaloproteinasas de la matriz extracelular, con la
consecuente implantacion defectuosa de la placenta en la que se disminuye su
superficie de anclaje al endometrio y primer tercio del miometrio materno. Ademas
también en otros estudios se observé que las células citotrofoblasticas infectadas
tienen una expresion reducida de la molécula HLA-G del complejo mayor de
histocompatibilidad no clasico (MHC) de la clase Ib y de interlucina 10, necesarias para
provocar tolerancia del sistema inmune materno y evitar ser atacadas por las células
NK maternas. Estas células al activarse provocan mayor dafio tisular. Estos hechos
apoyan la participacion directa del CMV en los abortos, ya que la infeccién activa puede
quebrantar la organizacién del tejido placentario. ' Aunado a estos hallazgos, Spano
y cols, encontraron expresidon de antigeno tardio en células trofoblasticas de dos casos
de abortos del primer trimestre de la gestacién, el cual es un indicador de replicacion
viral completa, y por lo tanto podria ser una evidencia indirecta del papel que juega el

virus en los abortos. !

Sin embargo en nuestro estudio 17 de 76 casos (22.4%) fueron positivos para
antigeno de CMV y éste se expresd solamente en células del epitelio glandular de la
decidua, no se encontré positividad en ninguna célula del trofoblasto, lo cual podria
indicar que la infeccion se encuentra en una etapa muy temprana y aun no ha
alcanzado a infectar a las células del trofoblasto, o bien, podria ser por no tener
suficiente muestra de células trofoblasticas para ser evaluadas en algunos de los

Casos.

Otros estudios también han reportado positividad en el epitelio de la decidua

como Lijnschoten et al, quienes observaron que 34% de abortos espontaneos
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presentaban positividad a CMV en el epitelio glandular de la decidua y en 44% de
abortos inducidos.? Sin embargo en este estudio también encontraron un 6% de casos
con trofoblasto positivo en donde 4 de 6 casos estaban localizados en la decidua.? Lo
que apoya la teoria del mecanismo de transmision del virus al feto. Spano et al,
encontraron 12 de 16 casos (75%) positivos en abortos del primer trimestre en células
de la decidua (no pudieron determinar si eran células epiteliales glandulares o
citotrofoblasticas invasoras), en el estroma de las vellosidades y en células
trofoblasticas.! En contraste con nuestros casos ellos si encontraron lesiones
inflamatorias compatibles con infeccion viral en las muestras, y fueron éstas las
incluidas en su estudio. Por esta razén ellos atribuyen que el alto porcentaje
encontrado en sus muestras se debe a una mayor probabilidad de encontrar el virus

en presencia de los cambios histoldgicos asociados a dicho proceso.’

Bayati et al, utilizaron CISH e IHQ con una deteccion de 30% y 37.5%,
respectivamente, en placentas de abortos contra un grupo control de placentas
normales de parto a término en el que encontraron expresion de CMV en 5% de las
muestras por IHQ y en 15% con técnica de CISH. El sitio reportado con expresion

fueron las células del trofoblasto.33

Lucio et al, realizaron amplificacion por PCR en muestras de sangre y en
trofoblasto placentario, encontrando infeccion en el 21.41% y en el 18.7%

respectivamente.®

Dong et al, reportan 16 casos de 68 abortos del primer trimestre (23.5%)
positivos para CMV por medio de PCR. Con una tasa de IgM para CMV de 5.6% por

lo que es posible que haya portadores potenciales en los que no se detecta la IgM.3?

Tamiolakis et al, estudiaron con inmunohistoquimica 15 placentas de abortos
espontaneos en mujeres que una vez tuvieron la infeccién por CMV sin evidencia
serologica actual y 15 placentas de abortos inducidos con infeccion por CMV
documentada, se observé positividad en todas las muestras localizada en las células

de la decidua. Por lo que las células estromales de la decidua expresan el antigeno
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asociado a CMV antes de las manifestaciones seroldgicas del virus y con esto ser un

método Util para la deteccién de recurrencia viral.3

Nuestros resultados podrian tener una correlacion con estos estudios que
apoyan la via de transmision desde la decidua hacia el trofoblasto, ya que en nuestros

casos la positividad se presenté en las células epiteliales de la decidua.

En la revision de las laminillas tefildas con hematoxilina y eosina de los casos
que resultaron positivos para antigeno de CMVH, no encontramos ningun dato
histopatolégico asociado a infeccion, las células positivas no presentaron los cambios
citopaticos caracteristicos ni las vellosidades coriales o el espacio intervelloso tuvieron
infiltrado inflamatorio de tipo linfoplasmocitario, tal como se ha mencionado en otros
estudios, la inflamacién linfoplasmocitaria o los cambios citopaticos pueden estar
ausentes, aun cuando hay infeccién activa en las muestras de vellosidades del primer
trimestre de gestacion, debido a una inmadurez del sistema inmune fetal que le impide
la formacion de células plasmaticas. Aunque no se sabe a partir de que semana
empieza la produccion de células plasmaticas, se ha reportado dos casos en los que
se ha visto que éstas empiezan a aparecer a las 14 semanas de gestacion,? por lo que
ésta puede ser la razon de que en las laminillas tefidas con hematoxilina y eosina, no
presentara el infiltrado linfoplasmocitario pues nuestros casos comprenden de las 6 a
12 semanas de gestacion, y es de esperar que no veamos esta inflamacion
linfoplasmocitaria caracteristica de las infecciones virales, por lo tanto su ausencia no

descarta la infeccion.

Debido que los cambios histolégicos son mas floridos conforme avanza la
infeccion, seria interesante estudiar las placentas a término para hacer una evaluacién
y correlacion histolégica, y de esta manera tener la posibilidad de informar a los
meédicos tratantes sobre la presencia de la infeccion para que los pacientes tengan un
seguimiento a largo plazo, pues aunque algunos de los neonatos sean asintomaticos,
éstos pueden tener secuelas en un futuro, principalmente pérdida de la audicion la cual
se refleja en dificultades del habla y con una intervencion temprana se podrian

disminuir sus consecuencias.
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La prevalencia de la infeccidbn en mujeres embarazadas de nuestra poblacion
se encuentra dentro del rango reportado por los estudios previamente mencionados.
No encontramos diferencias significativas entre la edad, el inicio de relaciones
sexuales, numero de parejas sexuales, numero de embarazos o abortos, asi como
tampoco de las semanas de gestacion entre las pacientes positivas al antigeno de
CMVH vy las negativas, como lo reportan Chandler y cols., quienes encontraron que
todos estos factores incrementan el riesgo de presentar la infeccién.* Sin embargo,
nuestro estudio utilizé estos parametros para la seleccién de la muestra, por lo que

tanto las mujeres positivas como las negativas, tienen caracteristicas similares.

A pesar que la infeccion primaria es la que tiene mayor riesgo de transmision al
feto y la que peores secuelas tiene en los infantes, en nuestro estudio no es posible
determinar si la infeccidon es primaria o recurrente. Sin embargo, de acuerdo a las
caracteristicas epidemiolégicas que presentan nuestras pacientes, éstas tienen mas
probabilidades de presentar una recurrencia de infeccion por CMVH mas una infeccién
primaria, ya que las mujeres que no han tenido estos factores de riesgo de exposiciéon
previa al virus antes del embarazo es de suponer que son mas vulnerables a la
infeccion primaria.# Para fines de este estudio se busco tener la mayor cantidad de
muestras con posibilidades de ser positivas para determinar el papel del virus en el
proceso de aborto y para encontrar patrones histopatolégicos que nos ayuden a

identificar la infeccion en casos posteriores.

Sin embargo, debido a la alta prevalencia del CMVH, la infeccion recurrente es
la que se presenta con mayor frecuencia, y estudios recientes han demostrado que
una reinfeccion dada por una cepa diferente de CMVH puede tener los mismos

resultados que una infeccion primaria. °

Para hacer una adecuada correlacién con las caracteristicas epidemiolégicas

seria necesario hacer un estudio disefiado para tales fines.
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CAPITULO 11

CONCLUSIONES

La prevalencia de infeccion en mujeres embarazadas en el primer trimestre de
gestacion de nuestra poblacién se encuentra dentro del rango reportado en estudios
previos. No encontramos diferencias significativas entre la edad, inicio de relaciones
sexuales, numero de parejas sexuales, numero de embarazos o abortos, asi como
tampoco entre las semanas de gestacion de las pacientes que presentaron el antigeno
de CMVH.

No encontramos cambios histopatoldgicos caracteristicos de infeccién por

CMVH, por lo que no es posible asociar la presencia del virus al proceso de aborto

Encontramos positividad en células epiteliales de la decidua, el cual podria ser
el primer paso hacia la transmision del CMVH al feto, por lo que es necesaria mas
investigacion sobre las acciones que se podrian hacer en esta etapa para prevenir la

transmision vertical.

Actualmente no se cuenta con programas de prevencion o deteccion oportuna,
basados en que no hay un tratamiento eficaz de la infeccion por CMVH para los
neonatos, sin embargo es importante tener en cuenta los factores de riesgo para una
infeccion primaria en las pacientes embarazadas o que planean embarazarse e
informar sobre los riesgos de contraer la infeccion durante el embarazo y con esto

fomentar las medidas higiénicas necesarias.

En pacientes con riesgo alto de infeccion primaria por CMVH durante el
embarazo, el estudio de la placenta a término es importante porque es cuando mas
floridos estan los cambios histolégicos asociados a la infeccidn, y esto contribuye a dar
un mejor seguimiento de los pacientes a corto y largo plazo, pues aunque 90% de los
neonatos estén asintomaticos al nacimiento, 10-15% presentaran secuelas a largo

plazo.
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