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RESUMEN

Los anticuerpos antifosfolipidos son una familia heterogénea de inmunoglobulinas que se
unen a los fosfolipidos cargados negativamente presentes en las membranas celulares.
Los anticuerpos anticardiolipinas y los anticoagulantes lupicos son los principales
representantes de esta familia de autoanticuerpos, que estan siendo relacionados con
complicaciones obstétricas, principalmente abortos espontaneos a repeticion. Se
determind la incidencia de estos autoanticuerpos en mujeres con embarazos normales y
en mujeres con mas de 2 abortos a repeticion; para ello se realizaron determinaciones
séricas de los isotipos M y G de las inmunoglobulinas para anticuerpos anticardiolipinas
(ACA) y para anti beta2glicoproteina I (antiB2GPI) utilizando la metodologia ELISA.
Los resultados obtenidos muestran 11,1% de las mujeres con embarazos normales dieron
resultados positivos para la IgM ACA, mientras que en las mujeres con abortos
espontaneos a repeticion el porcentaje de positividad fue de 23%. En cuanto al isotipo
IgG ACA se obtuvo 15% de positividad en las mujeres con embarazos normales contra
57% de positividad en las mujeres con abortos ( p<0,01). Cuando se evaluo el isotipo
IgM de la antifp2GPI la positividad observada fue de 1% en las mujeres con embarazos
normales contra 43% de positividad en mujeres con abortos (p<0,01). En cuanto a los
porcentajes de positividad para el isotipo IgG de la antiB2GPI fue de 20% para las
mujeres con embarazos normales y de 9% en las mujeres con abortos. Se concluye que
IgG ACA ¢ IgM antif2GPI pueden estar asociadas a interrupcion espontanea del
embarazo.

Palabras claves: Anticuerpos antifosfolipidos, Anticardiolipinas, Antibeta2glicoproteina
I, embarazo, aborto, problemas obstétricos.



Abstract

Antiphospholipid antibodies are a heterogeneous family of immunoglobulin that interact
with negatively charged phospholipids present in cellular membranes. The main
representatives of antiphospholipid family of autoantibodies are anticardiolipin and
lupus’s anticoagulant antibodies, both of them have been implicated in obstetrical
complications, mainly in spontaneous abortions to repetition. In this work, the incidence
of serum autoantibodies in women with normal pregnancies and women with more than 2
abortions to repetition was determined. IgM and IgG isotypes anticardiolipins antibodies
(ACA) and anti beta2glycoprotein I (antiB2GPI) were measured using the ELISA
technique. Our results show that 11.1% of women with normal pregnancies were positive
for IgM ACA, whereas 23% of women with spontaneous abortions to repetition were
positive for the same isotype. 1gG ACA was found positive in 15% of women with
normal pregnancies against 57% in women with abortions (p<0,01). IgM antif2GPI
isotype was positive in 1% of women with normal pregnancies against 43% of women
with abortions to repetition (p<0,01), IgG antip2GPI was found positive in 20% of
women with normal pregnancies and in 9% of women with abortions. These results
suggest that 1IgG ACA and IgM antiB2GPI may play a role in the induction of
spontaneous abortions to repetition.

Key  words:  Antibodies  obstetrical  antiphospholipids,  Anticardiolipins,
Antibeta2glycoproteinl, abortion, pregnancy problems.



INTRODUCCION

El conocimiento de la inmunologia de la reproduccién es fundamental para
comprender los mecanismos fisioldgicos y fisiopatologicos que ocurren durante el
desarrollo del embarazo. Actualmente se sabe que, seis dias después de completarse la
fecundacién se inicia la implantacion, la cual estd regulada por interacciones complejas
entre péptidos y hormonas esteroideas que sincronizan la preparacion del endometrio y el
subsiguiente desarrollo del embrion. Poco después de la implantacion, los tejidos
embrionarios comienzan a secretar gonadotropina coriénica humana (HCG), hormona
que promueve la conversion del cuerpo amarillo del ciclo menstrual ovarico en cuerpo
amarillo del embarazo. Este Gltimo, secreta progesterona, la cual puede desempefiar una

funcién inmunosupresora significativa en la interfase materno-fetal. (1)

El feto es un verdadero transplante semialogenéico, dado que la mitad de su
genoma deriva del genoma paterno, por lo tanto, el feto posee antigenos extrafios para el
sistema inmunitario de la madre, y muchos de esos antigenos pueden ser encontrados en
la sangre materna. Por otra parte, hoy se sabe que el feto es potencialmente competente,
desde el punto de vista inmunitario; y mas ain, que la madre posee un sistema
inmunitario uterino (SIU) activo y que existe intensa actividad inmunitaria en la placenta
o0 interfase materno- fetal. EI conjunto de la actividad del SIU y de la placenta, favorece
la tolerancia, la evolucion satisfactoria del embarazo y el desencadenamiento fisiologico

del parto. (2)



La interfase materno-fetal también conocida como placenta, fue considerada
como una barrera de circulacion inerte entre la circulacion materna y la fetal. Hoy dia, se
conoce que es un oOrgano productor de proteinas y hormonas esteroideas, las cuales
juegan un papel preponderante en la fisiologia del embarazo, (2) y que en ella estan
presentes componentes celulares y humorales del sistema de defensa que contribuyen a
estimular el crecimiento de las células fetales y placentarias, ademas de jugar un papel de
mediador en el fendmeno de tolerancia materno-fetal, en la proteccién del feto y en la

eliminacién de potenciales agentes patdgenos, y de desechos titulares. (2,3).

La placenta estd conformada por el trofoblasto (Citotrofoblasto y
sincitiotrofoblasto), de origen fetal y la decidua (capsular, basal y parietal), de origen
materno. El trofoblasto, actia como una barrera contra la accion de diferentes efectores
inmunes, del tipo de los linfocitos, anticuerpos citotdxicos y los complejos antigeno-
anticuerpo; pero no puede impedir el paso de los anticuerpos de clase 1gG, ni tampoco
las sefiales de reclutamiento de linfocitos, las cuales actian como mediadoras del

crecimiento y desarrollo del embrién.

Durante el desarrollo embrionario las células del trofoblasto,citotrofoblasto, se
diferencian en células que estan destinadas a formar la placenta y la capa exterior de las

membranas fetales. (4)

El sinciciotrofoblasto, es una capa multinuclear de células fusionadas que se

desarrolla a partir de las vellosidades formadas por el trofoblasto. Esta capa celular



contribuye a proteger al feto de los fendmenos inmunitarios que desarrolla la madre (5).
Funcién que cobra gran importancia, considerando que esta capa Sse encuentra
directamente expuesta a la sangre materna, con gran contenido de linfocitos vy
anticuerpos, potencialmente capaces de interferir el adecuado desarrollo y formacion del
citotrofoblasto, y en consecuencia generar dafio en las celulas fetales que expresan
aloantigenos paternos heredados. Esta membrana permite el intercambio bidireccional de

moléculas entre la circulacion materna y la fetal. (6)

Una vez ocurrida la fecundacion, el endometrio se diferencia para formar la
decidua. Este es un tejido cuyo rol primario es ejercer funciones nutritivas, estructurales e
inmunoldgicas, durante el proceso de implantacion. En esta membrana encontramos,
tanto células principales como accesorias del sistema inmunitario, las cuales participan
de manera activa y directa en la aceptacion 6 rechazo del embarazo. Entre estas células
destacan los linfocitos T y los B, los macréfagos y las células citotoxicas naturales 6 NK

(natural Killer) (3).

El sistema inmunitario placentario tiene como funcién principal, evitar que el
feto sea rechazado por la madre, por lo que los diversos factores humorales y celulares
del SIU y placentario deben actuar en forma perfectamente regulada para producir la

tolerancia feto-maternay en consecuencia el desarrollo normal del embarazo.(2)

En la interfase materno-fetal existe un equilibrio bioldgico en la expresion de los

antigenos de histocompatibilidad. Los antigenos mas polimorficos 6 clasicos como HLA-



A y HLA-B se expresan débilmente y en oportunidades no son expresados por el
trofoblasto, a diferencia de los antigenos HLA de clase I, no cl&sicos como HLA-G y
HLA-E, muy poco polimdrficos. Los antigenos de clase 1l no son expresados por las

celulas trofoblésticas. (7)

Los antigenos HLA-G paternos son normalmente reconocidos por el sistema
inmunitario materno, para desencadenar una respuesta inmunitaria protectora, aloinmune
mediada por anticuerpos bloqueadores que acttian en conjunto con componentes celulares
del sistema inmunitario como las células NK. Se forma asi, una linea de defensa natural,
de suma importancia en la tolerancia del embarazo. Estos anticuerpos maternos con
funcion protectora se unen a los antigenos HLA-DR y HLA-DQ (Clase 1) embrionarios,

modulando positivamente el crecimiento y desarrollo de la placenta. (8)

Ocurren eventos en los cuales los antigenos HLA-DR y HLA-DQ son similares en
la madre y el embrion, lo que trae como consecuencia la falla en la produccion de
anticuerpos maternos protectores, dando inicio a una respuesta inadecuada, que puede
desencadenar diversos problemas obstétricos, entre los que se encuentran las pérdidas
recurrentes del embarazo, la muerte fetal in Gtero, la restriccion del crecimiento

intrauterino y el parto prematuro, entre otros. (6)

Por otra parte, se conoce que las células NK desempefian una funcion protectora
de la unidad feto-placentaria, porque modulan la invasion del trofoblasto y su capacidad

de adherencia durante el proceso de implantacion. Esta actividad la realizan a traves de la



expresion en su superficie de receptores estimuladores e inhibidores del tipo KAR y KIR.
El antigeno HLA-G, expresado en el trofoblasto, actia como un potente inhibidor de la
actividad de las células NK (9). Estas células secretan citocinas como el factor de
necrosis tumoral a (TNF o), Interferon Gamma (IFNy), el factor estimulador de colonias
Macrofagos y Granulocitos (GM-CSF), las cuales son transferidas al feto, y estimulan el
crecimiento y desarrollo de las células fetales. Por otra parte, la placenta sintetiza
maltiples citocinas supresoras y antiinflamatorias que modulan las actividad de estas
células, en consecuencia cuando la actividad de las células NK no es suprimida, se

producen fenémenos inmunitarios que interfieren el progreso normal del embarazo. (10)

Las diferentes complicaciones obstétricas como el aborto espontaneo, la
restriccion del crecimiento intrauterino, y la preeclampsia. (11), son atribuidas a diversas
etiologias, a saber: genéticas (anormalidades cromosomicas), endocrinas (alteraciones del
cuerpo lateo con insuficiente produccién de progesterona, problemas tiroideos y diabetes
gestacional), anatémicas (incompetencia istmico-cervical, miomatosis uterina,
alteraciones congénitas por defectos en la fusion de los conductos de Miller). También se
seflalan, aun cuando, con muy baja frecuencia las causas infecciosas y causas
desconocidas en las que se encuentran incluidas las de tipo inmunitario, muchas de ellas
por alteraciones de los mecanismos antes citados.

Uno de los problemas obstétricos mas frecuente es el aborto & interrupcion
espontanea del embarazo, y se define asi a la perdida del embarazo antes de las 22

semanas de gestacion. (12). Esta patologia, se clasifica en:



e Amenaza de aborto

e Aborto inevitable

e Aborto incompleto

e Aborto diferido 6 muerte fetal intrauterina

e Aborto recurrente

El aborto recurrente se ha descrito como una alteracion en los mecanismos
fisiologicos del embarazo, que pueden llevar a la muerte fetal. Este tipo de aborto, es
aquel que ocurre dos a mas veces de forma sucesiva. Investigaciones realizadas
evidencian que la probabilidad de sufrir un nuevo aborto luego de un aborto espontaneo
es muy alta, y esta probabilidad aumenta ain mas cuando han ocurrido cuatro abortos

espontaneos consecutivos. (13)

El término sindrome antifosfolipidos (SAF), fue introducido y definido en 1987,
con el fin de aunar criterios en la identificacién de pacientes con desordenes clinicos
asociados con test positivo de anticoagulante lGpico o anticardiolipina (11). Se le conoce
como una entidad clinica caracterizada, principalmente, por la asociacion de uno 6 mas
eventos clinicos tales como, trombosis arteriales o venosas, trombocitopenias y
complicaciones obstétricas que producen infertilidad, restriccion del crecimiento
intrauterino, abortos recurrentes, siempre asociados con titulos séricos elevados de

anticuerpos antifosfolipidos en la paciente. (14)
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El SAF se clasifica en primario 6 secundario, dependiendo de su asociacién 6 no
con otra patologia. En el primario, las unicas manifestaciones son las sefialadas para el
sindrome antifosfolipido, mientras que en el secundario existen enfermedades asociadas,

por lo general autoinmunes, como el lupus eritematoso sistémico (11).

El conocimiento de los anticuerpos antifosfolipidos data de 1930, cuando se
identificaron individuos que daban resultados falsos positivos para la prueba serolégica
de sifilis. EI componente antigénico esencial de estas pruebas es un fosfolipido,
denominado cardiolipina. En 1950 se identifico en algunos pacientes portadores de lupus
eritematoso sistémico (LES), la presencia In Vitro de inhibidores de la coagulacion, los
cuales, son anticuerpos dirigidos contra fosfolipidos que favorecen In Vivo el desarrollo

de trombosis. A estos anticuerpos se les denominé anticoagulantes ldpicos. (AL).

La importancia clinico-bioldgica de los Anticuerpos Antifosfolipidos (aAF), es
uno de los problemas cientificos actuales més dificiles de determinar con precision,
debido a las controversias que existen entre los numerosos reportes publicados, con
respecto de la frecuencia, incidencia y prevalencia de los aAF en mujeres en edad
reproductiva. Por otra parte, se ha determinado que un porcentaje significativo de

personas aparentemente sanas son seropositivas para estos anticuerpos.

En la actualidad, se sabe que, los anticuerpos antifosfolipidos, son una familia
heterogénea de inmunoglobulinas dirigidas contra diferentes complejos proteina-

fosfolipido, tanto séricos como de membrana, lo que les confiere una gran heterogeneidad
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antigénica (diferentes anticuerpos y numerosos antigenos potenciales a los cuales se
pueden unir) y una gran heterogeneidad funcional que va desde leves efectos patologicos
hasta dafios severos, con diferentes manifestaciones clinicas. Estos anticuerpos pueden
ser de clase IgA, IgG, y IgM, los del isotipo 1gG son considerados como factor predictivo
para que ocurran interrupciones espontaneas del embarazo, cuando sus titulos son muy

elevados (15).

Los anticuerpos antifosfolipidos reconocen diferentes fosfolipidos anidnicos de
membrana, como cardiolipina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol,
fosfatidilcolina, y acido fosfatidico, ademas de ciertas proteinas plasmaticas como la 2

Glicoproteina I, la protombina y la proteina C, entre otras. (16).

La B2 Glicoproteina es una proteina plasmatica de union a fosfolipidos, cuya
funcién principal es la de actuar como un anticoagulante natural, cuando se une a los
fosfolipidos (18). Ella actGa inhibiendo la via intrinseca de la coagulacion, inhibe la

actividad del complejo protombinasa y la agregacion plaquetaria. (18, 19).

Otro tipo de anticuerpos antifosfolipidos son las anticardiolipinas (ACA). Estos
incluyen los diferentes isotipos IgM, 1gG, IgA, siendo considerado el isotipo IgG, y
especificamente el sub tipo 19gG2, el méas patogénico. Este tipo de anticuerpo ejerce su
accion sobre las membranas de las plaquetas, globulos rojos, células endoteliales,
neutrofilos, sincitiotrofoblasto asi como sobre reacciones de la coagulacion promoviendo

trombosis y vasculopatias.
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Por su parte los anticoagulantes lUpicos son otro tipo de anticuerpos
antifosfolipidos cuyos isotipos son de las clases IgM, 1gG, IgA, los cuales reaccionan con
los fosfolipidos de la membrana de la célula trombocitica 6 plaquetaria (factor 3
plaquetario), inhibiendo la formacién del complejo activador de la protombina. Esto trae
como consecuencia que se origine un efecto anticoagulante de tipo heparinico,

evidenciado mediante la deteccion de alargamientos en los tiempos de las pruebas de

coagulacion. (16, 17)

Durante el desarrollo del proceso gestacional, las células del citotrofoblasto, se
diferencian para dar origen al sincitiotrofoblasto. Este proceso avanza a medida que se
produce la adhesién entre las células trofoblasticas, a traves de puentes de fosfolipidos,
para dar lugar a un fenémeno de fusién. (5) En presencia de elevados niveles de aAF el
proceso de fusion no se lleva a cabo, en virtud de que dichos anticuerpos tienden a unirse
con los fosfolipidos de unidn presentes en el trofoblasto. Los anticuerpos ocupan el sitio
de las células, lo que impide la formacion del sincitiotrofoblasto, y ocasiona fallas en la

implantacion y rechazo del embarazo. (22)

En la ultima década se ha observado que la presencia de anticuerpos
antifosfolipidos en mujeres embarazadas, tiene relacion con complicaciones obstétricas,
tales como abortos a repeticion, muerte fetal in utero, retardo del crecimiento
intrauterino, parto prematuro, desprendimiento prematuro de la placenta, insuficiencia
Utero-placentaria, hipertension arterial inducida por el embarazo y preeclamsia; aun

cuando la paciente no sea portadora de patologias autoinmunes. (23)
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La frecuencia de los aAF en pacientes con aborto espontaneo recurrente varia
ampliamente, en los diferentes estudios realizados en el mundo, posiblemente esto sea
debido a las diferencias poblacionales, a la falta de estandarizacion de las pruebas
utilizadas para la determinacion de los mismos, y a la variacion de las definiciones de los

rangos considerados resultados positivos.

Los mecanismos mediante los cuales probablemente los aAF producen
complicaciones obstétricas, son la produccion de una vasculopatia en la decidua y
trombosis plaquetarias. (1). De los aAF que mas frecuentemente se determinan en el
laboratorio clinico son, los anticuerpos anticardiolipinas (ACA) y los anti 2
glicoproteina | (anti- B2 GPI), utilizando tecnologias inmunoenziméatica 0

quimioluminiscente. (20)

Se desconoce la frecuencia con la cual se presentan titulos elevados de aAF en
mujeres embarazadas sin patologias autoinmunes, que llegan al final del embarazo sin
complicaciones obstétricas. De igual forma, se desconoce su presencia y significacion
clinico-bioldgica en mujeres con pérdidas fetales a repeticion antes de las 22 semanas de

gestacion.

Por lo tanto la deteccion precoz de titulos considerados positivos de anticuerpos
antifosfolipidos en los dos grupos de pacientes a estudiar, seria importante para tratar de
establecer el valor predictivo de estos anticuerpos, lo que contribuiria a mejorar el manejo

terapéutico y prondstico del embarazo de estas pacientes.
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En Venezuela, aun cuando, diferentes grupos han estudiado los aAF en diversas
patologias del embarazo, la mayor parte de estos se ha realizados en pacientes que
presentan LES asociado, y existen muy pocos trabajos reportados sobre aAF en aborto
recurrente sin otras patologias asociadas. (44). Por tal motivo, decidimos investigar la
presencia de aAF en mujeres embarazadas aparentemente sanas y en mujeres con abortos

recurrentes sin patologias asociadas.
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Objetivo General:

Investigar la frecuencia relativa y niveles séricos de los anticuerpos
antifosfolipidos en mujeres embarazadas, aparentemente sanas, y en mujeres con abortos

espontaneos a repeticion de menos de 22 semanas de gestacion.

Objetivos Especificos:

e Determinar los niveles séricos de los isotipos IgM e IgG de anticuerpos
anticardiolipina (ACA), en mujeres con embarazos normales a término y en
mujeres con abortos espontaneos a repeticion de menos de 22 semanas de

gestacion.

e Determinar los niveles séricos de los isotipos IgM e IgG de anti B2 Glicoproteina

| en los dos grupos objeto de estudio.

e Comparar los niveles séricos de los diferentes isotipos de ACA y Anti 2

Glicoproteina | en los dos grupos objeto de estudio.

e Comparar los porcentajes de positividad de los diferentes isotipos de ACA y Anti

B2 Glicoproteina I en ambos grupos de estudio.
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Marco Metodoldgico

3.1 Tipo de Investigacion

La investigacion realizada es un estudio prospectivo, de corte transversal, no
experimental, comparativo y correlacional, mediante el cual se determind la presencia de
anticuerpos antifosfolipidos en mujeres con embarazos normales a término y en mujeres
con abortos espontaneos recurrentes, comparando los niveles séricos de los mismos en
cada grupo de estudio, lo que permitié establecer la existencia o no de diferencias

estadisticamente significativas entre los mismos.

3.2 Poblacion y Muestra.

La poblacion estudiada estuvo constituida por todas aquellas mujeres con
embarazos normales y mujeres con pérdidas espontaneas del embarazo antes de las 22
semanas de gestacion, que asistieron a la admision del servicio de Ginecologia y
Obstetricia de la Cuidad Hospitalaria Dr. Enrique Tejera (CHET) entre los meses de abril
y diciembre de 2005. La muestra fue de tipo no probabilistica circunstancial, ya que su
seleccion no dependié del azar, sino de las pacientes disponibles para el momento del

estudio.

3.3. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos.
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Previo consentimiento informado, se aplicé la ficha obstétrica (anexo A) a todas
las mujeres que cumplian con los criterios de inclusion y que asistieron a la admision del
Servicio de Ginecologia y Obstetricia de la Ciudad Hospitalaria Enrique Tejera (CHET).
Dicha ficha permitié recoger la siguiente informacion: ldentificacion del paciente:
nombre, apellido, edad, lugar y fecha de nacimiento, estado civil, ocupacion, motivo de la
consulta y enfermedad actual.

Antecedentes personales: enfermedades tromboembolicas, alergias, lupus eritematoso
sisttmico (LES), Artritis reumatoide, hematomas, accidentes hemorrégicos, cefaleas,
petequias, varices, diabetes, hipertension arterial, tabaquismo, cardiopatias, infertilidad y
esterilidad.

Antecedentes Familiares: diabetes, hipertension arterial, infertilidad, esterilidad,
enfermedades autoinmunes.

Antecedentes obstétricos: fecha de Gltima menstruacion y abortos previos.

Antecedentes ginecolégicos: menarquia, uso de anticonceptivos, y patologias
ginecoldgicas.

Los criterios de inclusion establecidos para todas las pacientes con embarazos normales o
abortos eran: no presentar manifestaciones clinicas previas o actuales de enfermedad
autoinmune de base, ser normotensas, no cardidpatas. En cuanto a las pacientes con
abortos se establecio como criterio de inclusion el haber sufrido méas de 2 abortos

espontaneos a repeticion de menos de 22 de semanas de gestacion.

A todas las pacientes les fueron determinados anticuerpos anti-cardiolipina y anti-f2

glicoproteina I, en ambos casos de los Isotipos IgM e IgG
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3.4 Procedimiento metodoldgico.

La obtencion de la muestra de sangre se realiz6 mediante una puncion venosa en
el pliegue del codo, bajo condiciones de asepsia y antisepsia, utilizando el sistema
Venojet y tubos vacutainer ( Becton Dickinson Vacutainer System, New Jersey , USA).
A cada paciente se le extrajeron 10 mL de sangre mediante el llenado de un tubo tapa roja
sin anticoagulante, estéril y siliconado. Se transportd al laboratorio de la Unidad de
Investigacion en Inmunologia (UNIVENIN), en el departamento de Ciencias Fisiologicas
de la Facultad de Ciencias de la Salud, en la Universidad de Carabobo, dentro de una
cava con hielo seco. Luego esta muestra fue incubada a 37 grados, en bafio de maria, por
10 minutos para acelerar el proceso de retraccion del coéagulo para aplicarle
posteriormente un procedimiento de centrifugacion a 2500 r.p.m. por 10 minutos. Se
obtuvo asi el suero, el cual se alicuotd en criotubos estériles y se conservo a -70 °C hasta

el momento de ser procesado.

La determinacién de los isotipos IgM e IgG de anticuerpos anticardiolipinas y anti
B2 glicoproteina, se realiz6 por inmunoandlisis de fase solida (ELISA), de IMMUCO
Diagnostics, utilizando una prueba de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas, para
ambos tipos de autoanticuerpos, en la cual los isotipos IgM o IgG presentes en el suero
del paciente se unen con el antigeno cardiolipina B2 Glicoproteina I, respectivamente, se
inmovilizan y reaccionan posteriormente con una antiinmunoglobulina antihumana,

conjugada con peroxidasa, obtenida en cabras. Al afadir el sustrato especifico para la
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enzima se genera una reaccion de color, el cual es directamente proporcional a la

cantidad de isotipo presente.

El suero se diluyd 1:100 y se colocd en los micropozos que estan recubiertos con
los antigenos cardiolipina 6 B2 glicoproteina I, y en los correspondientes a los controles
y calibradores proporcionados por el Kit. Se procedi6 a incubar a temperatura ambiente
por 30 minutos, para favorecer en la microplaca sensibilizada con el antigeno, la unién
de los anticuerpos a determinar. Luego de la primera incubacién, los anticuerpos libres y
otras proteinas séricas fueron removidos mediante tres lavados, con una solucién
proporcionada por el Kit. Se agreg6 la antiinmunoglobulina conjugada con peroxidasa,
se incubd 30 minutos a temperatura ambiente, se repitio el proceso de lavado a fin de
remover el exceso de conjugado. A continuacion, se afiadid la solucién sustrato-
peroxidasa (TMB) a temperatura ambiente y en oscuridad, por 15 minutos, generandose
la reaccién de color. Finalmente, se agregd a cada pozo solucién de detencion (acido).
Cada pozo se leyé en un espectrofotémetro a 405 nm contra el pozo blanco. El valor de la
densidad optica (DO) fue convertido en unidades de valor/ml (U/ml), siguiendo la
siguiente ecuacién segun la casa fabricante: U/ml de la muestra = (DO de la muestra x

U/ml del Calibrador) / DO del Calibrador.

Los rangos considerados como positivos segun la clasificacion de Harris, para
anticuerpos anticardiolipinas son IgG > 19 GPL e IgM > 10 MPL y para anti 32
Glicoproteina I 1gG e IgM > 20 unidades respectivamente. Las unidades para Ig G son

expresadas en GPL y las unidades de IgM son expresadas en MPL. Estas unidades
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derivan de la estandarizacién internacionalmente reconocida de antifosfolipidos realizada
por el Dr. Harris (1983) en la Universidad de Louisville, EE.UU. Todas las muestras, los

controles y los calibradores se procesaron por duplicado.

3.5: Técnica y andlisis de datos.

Para el analisis estadistico de los datos se usaron los programas estadisticos SPSS
10.5 y el programa STATISTA, en su version Windows XP. Se obtuvieron las
frecuencias absolutas y relativas de los datos y las medidas de dispersion (media y
desviacion estandar). Se utiliz6 la prueba estadistica Chi Cuadrado como prueba de
bondad de ajuste, para buscar el grado de asociacion entre los grupos estudiados
(embarazos normales y abortos espontaneos a repeticién). También se utilizdé como
prueba de independencia para verificar el grado de asociacion entre las variables del

estudio.

Se utiliz6 ademas la prueba de coeficiente de correlacion de Pearson para
correlacionar los valores séricos obtenidos en cada una de las muestras estudiadas, asi
como la prueba Z para correlacionar proporciones de muestras independientes. Se uso la
prueba T-Student para comparar las medias aritméticas de los valores séricos obtenidos
en cada uno de los sueros estudiados, y conocer si entre los valores promedio de los dos
grupos objeto de estudio existen diferencias significativas. Se considerd significativa para

todos los test p<0,05.
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RESULTADOS

En el presente estudio se evaluaron 45 mujeres con embarazos normales a término
y 35 mujeres que presentaron abortos espontaneos recurrentes, que asistieron a la
consulta de Ginecologia y Obstetricia de la Ciudad Hospitalaria Dr. Enrique Tejera
(CHET), entre los meses de abril y diciembre de 2005, a las cuales se les determind
utilizando la metodologia de ELISA los isotipos (IgM e IgG) de anticuerpos
anticardiolipinas y anti B2 Gliproteina I, con el fin de establecer la frecuencia y niveles
séricos de estos anticuerpos en la poblacion de mujeres fértiles, aparentemente sanas, y
con trastornos del embarazo (abortos) que asistieron al citado centro asistencial.

En el grafico 1 se muestran las medias y desviaciones estandar de los valores
séricos de los isotipos IgM e IgG ACA, en mujeres con embarazos normales y en mujeres
con abortos espontaneos a repeticion. Observandose que los niveles séricos de IgG ACA
son mas elevados (30,17 +/- 27,89) en el grupo de mujeres con abortos espontaneos a
repeticion que los niveles de IgM ACA (8,41 +/- 2,13), con una diferencia altamente
significativa (p<0,01). En las mujeres con embarazos normales los niveles séricos de 1gG
ACA (14,14 +/- 19,88) e IgM ACA (8,80 +/- 6,70) no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,01). (Tablas de datos en anexos)

Gréfico 1
Niveles séricos de Anticuerpos IgG/IgM Anticardiolipina en mujeres con
embarazos normales a término y mujeres con abortos espontaneos a

repeticion.
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Fuente: datos tomados de la base de datos del estudio.

En el grafico 2 se muestran las medias y desviacion estandar de los valores de
IgM e IgG anti B2 GPI, en ambos grupos de estudio. En las mujeres con abortos
espontaneos a repeticion se observa que los valores (5,81+/-4,13) de IgG anti 2 GPI son
menores que los de IgM anti B2 GPI (19,03+/-10,54), siendo la diferencia
estadisticamente significativa (p<0,01).En las mujeres con embarazos normales los
niveles séricos de IgG anti B2 GPI (16,54+/-18,71) e IgM anti 2 GPI (4,83+/-1,64) no

mostraron diferencias estadisticamente significativas.

Gréfico 2

Niveles séricos de Anticuerpos IgG/IgM anti 2 Glicoproteina | en mujeres

con embarazos normales y en mujeres con abortos espontaneos a repeticion.
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Fuente: datos tomados de la base de datos del estudio.

En el grafico 3 se muestra la frecuencia relativa de casos positivos y negativos de
IgM e IgG ACA en mujeres con embarazos normales. Como se observa IgG ACA esta

positiva en 7 pacientes (15,6%) y negativa en 38 pacientes (84,4%). En cuanto a IgM
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ACA se observaron 5 casos positivos (11,11%) y 40 negativos (89,9%). No

encontrandose asociacion estadistica entre la presencia de los autoanticuerpos con el

embarazo normal. (X?=2,559) con una p>0,05

Grafico 3

Frecuencia relativa de casos positivos para los Anticuerpos (IgG/IgM)

Anticardiolipinas en embarazos normales a término.
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Datos obtenidos de la base de datos del estudio.
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En el gréfico 4 se muestra la frecuencia relativa de casos positivos y negativos de

IgM e 1gG ACA en las mujeres con abortos espontaneos a repeticion, observandose que

IgG ACA es positiva en 20 pacientes (57,1%) y negativa en 15 (42,9%). En relacion con

IgM ACA fueron positivos 8 casos (22,8%) y negativos 27 (77,2%). No encontrandose

asociacion estadisticamente significativa entre estas dos variables al aplicar el Chi

cuadrado (X2 = 2,559) con una p>0,05
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Gréfico 4

Frecuencia relativa de los casos positivos y negativos de Anticuerpos

Anticardiolipina (IgM/IgG) en mujeres con abortos espontaneos a repeticion.
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Fuente: Datos obtenidos de la base de datos del estudio.

En el grafico 5 se muestra la frecuencia relativa de casos positivos y negativos de
IgM e IgG anti B2 GPI en mujeres con embarazos normales. Se observo que IgM anti 2
GPI estaba positiva en 2 pacientes (4,4%) y negativa en 43 (95,6%), con respecto de la
IgG anti B2 GPI el nimero de casos positivos fue de 11 (24,4 %) y el de negativos de 34
(75,6 %). No encontrandose asociacion estadisticamente significativa entre estas dos
variables. (X2= 1,97) (p>0,05)
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Grafico 5

Frecuencia relativa de casos positivos y negativos de Anticuerpos IgM/IgG

Anti B2 Glicoproteina I en mujeres con embarazos normales.
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Fuente: datos obtenidos de la base de datos del estudio.

El grafico 6 representan la frecuencia relativa de casos positivos y negativos de
IgM e IgG anti B2 GPI en mujeres con abortos espontaneos a repeticion, encontrandose
que IgG anti 2 GPI esta positiva en 3 pacientes (8,5 %) y negativa en 32 (91,5 %). Con
respecto de IgM anti B2 GPI el nimero de casos positivos fue de 15 (42,8%) y negativos
de 20 (52,7%). No observandose asociacion estadisticamente significativa entre estas dos
variables.(X?=2,57) p>0,05

Grafico 6
Frecuencia relativa de casos positivos y negativos de Anticuerpos IgM/IgG Anti

B2 Glicoproteina I en mujeres con abortos espontaneos a repeticion.
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Fuente: Datos obtenidos de la base de datos del estudio.

En el grafico 7 se representan los porcentajes de positividad de los isotipos
IgM/1gG para los anticuerpos anticardiolipinas en ambos grupos de estudio, donde al
aplicar la prueba Z se obtuvo una asociacion estadisticamente significativa entre el
isotipo 1gG ACA en las pacientes con embarazos normales a término al compararlo con
el mismo isotipo de anticuerpo en las mujeres con abortos espontaneos a repeticion
p<0,01. Cuando se compararon los isotipos IgM ACA en ambos grupos de estudio no se

encontrd ninguna diferencia significativa. p>0,05

Gréafico 7

Los porcentajes de positividad de los isotipo IgM/IgG Anti cardiolipina en
mujeres con embarazos normales a término y en mujeres con abortos

espontaneos a repeticion.
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En el grafico 8 se representan los porcentajes de positividad de los isotipos

IgM/IgG de los Anticuerpos Anti B2 Glicoproteina I, en donde al aplicar la prueba Z se

observo una asociacion estadisticamente significativa entre el isotipo IgM Anti B2

Glicoproteina | en mujeres con embarazos normales a término y el mismo isotipo en las

mujeres con abortos espontaneos a repeticion. p<0,01. En cambio cuando se relacionaron

los isotipos IgG de Anti B2 Glicoproteina I en ambos grupos de estudio, estos no

mostraron asociacion estadisticamente significativa.

Grafico 8

Porcentajes de positividad los isotipos IgM/IgG de Anticuerpos Anti 2

Glicoproteina | en mujeres con embarazos normales a término y en mujeres

con abortos espontaneos a repeticion.
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Discusidn

La presencia de titulos elevados de autoanticuerpos ACA y anti B2 GPI ha sido
ampliamente asociada con pérdida fetal recurrente (11,15,47), en pacientes con
diagnostico de sindrome AAF (48) y en enfermedades autoinmunes como el LES
(34,36), pero también en abortos espontaneos recurrentes de causa desconocida (6,11).
Como una forma de contribuir al conocimiento de las causas de aborto espontaneo
recurrente en nuestro medio, se estudiaron los niveles séricos y la frecuencia de
positividad de IgM e IgG ACA y de IgM e 1gG anti B2 GPI en mujeres con dicha
patologia en comparacion con mujeres con embarazos normales, sin antecedentes de

pérdida fetal ni de enfermedades autoinmunes.

Nuestros resultados muestran que entre 9% y 57% de las pacientes con abortos
espontaneos recurrentes fueron positivas para ambos isotipos de anticuerpos ACA y anti
B2 GPI, similar a los hallazgos de investigaciones previas (7), quienes encontraron una
incidencia de 3 a 50%. El porcentaje de positividad fue mayor para IgG ACA (57,1%) en
relacion con IgM ACA (22,8%), existiendo una asociacion significativa de ambos
isotipos (p<0.05) con esta patologia. El porcentaje de positividad de IgG ACA, en este
estudio, coincide con un estudio realizado en India (45), usando la misma técnica e
iguales criterios (Harris), mientras que el de IgM ACA es diferente a lo reportado en 342
casos de abortos espontaneos a repeticion, en los cuales se encontraron 75% de
positividad (5). Es posible que el hallazgo mas significativo de este trabajo sea el
porcentaje de positividad de AAF en embarazadas normales, que alcanza entre 4% y

24%, para ambos isotipos de anticuerpos. Del total de embarazadas normales, solo tres



30

resultaron positivas para ambos isotipos de ACA, sin embargo lograron culminar su
embarazo satisfactoriamente. La incidencia de AAF en embarazadas normales podria ser
debido a la presencia no patoldgica de autoanticuerpos en la poblacion normal (10%), una
intensa exposicion antigénica debido a la procedencia de las pacientes (bajos estratos
socioeconémicos) o a un efecto hormonal propio del embarazo, en ausencia de

alteraciones del embarazo.(49,50)

Al analizar los niveles séricos de los isotipos de inmunoglobulinas encontramos
diferencias altamente significativas (p<0.01) entre IgG ACA (30,1 +/- 27,8 U/mL) e IgM
ACA (8,4+/- 2,1 mL) vy significativas (p<0.05) entre IgM anti B2 GPI (19 +/-10,5 mL) e
IgG anti B2 GPI (5,8 +/- 4,1 mL). Otro hallazgo importante en este estudio es la
asociacion significativa (p<0.01) entre los niveles séricos de 1IgG ACA e IgM anti B2
GPI.  Nuestros resultados confirman los hallazgos de otros autores en cuanto a la
importancia de los AAF (ACA y anti 2 GPI) como posibles inductores de la pérdida del

embarazo a repeticion. (39,44)

Estos datos coinciden con estudios realizados en Venezuela (34 y 44), en los que
se reporta una incidencia de ACA cercana a 30% en mujeres que presentaron pérdidas
fetales, en comparacion con 12%, en mujeres con titulos positivos que lograron un
embarazo satisfactorio. Estos datos revelan que dentro de la poblacion estudiada una
porcion de la misma a pesar de presentar titulos positivos para estos anticuerpos no
presentaron complicaciones obstétricas, esto sin descartar la posibilidad de que en un

futuro pudiesen presentar cualquier manifestacion clinica del Sindrome antifosfolipidico.
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Es de hacer notar que en el grupo de mujeres con embarazo normal que tenian
niveles séricos positivos expresados en porcentajes de anti IgM e 1gG ACA (11,1% vs
15,5%), fueron superiores a reportes previos (37) cuyos porcentajes de positividad no
superaban el 3% para ambos isotipos. Sin embargo lograron culminar su embarazo
satisfactoriamente. Es relevante el hecho que de 35 mujeres del grupo de pacientes que
presentaron abortos espontaneos recurrentes, cinco pacientes (14,2%) tuvieron titulos
positivos para ambos anticuerpos tanto anticuerpos anticardiolipinas (IgG) como de
anticuerpos anti 2 Glicoproteina I (IgM), Isotipos en los cuales observamos diferencias
significativas al asociarlos con la patologia de abortos espontaneos a repeticion y

sindrome antifosfolipido.

Al ser considerada la 2 GPI un cofactor necesario para que ejerzan su actividad
los anticuerpos antifosfolipidos, en este estudio, los porcentajes de positividad de la anti
B2 GPI, en las embarazadas normales fue de 4,4% (2 pacientes) para IgM mientras 24,4%
(11 pacientes) dieron positividad para la 1gG. Se obtuvo un resultado diferente en las
pacientes con abortos espontaneos a repeticion, donde la mayor frecuencia relativa se
observa en el isotipo IgM (42,8%) con respecto a 8,5% de 1gG. Estos resultados difieren
de lo informado en estudios previos (5), se observan los porcentajes de positividad casi
equivalentes para ambos isotipos en 57 pacientes. Esta variabilidad en los resultados
pudiera deberse a las diferencias en las muestras estudiadas 6 ausencia de estandarizacion
de las pruebas utilizadas. Razon por la cual, se determinaron los diferentes isotipos de
anti B2 Glicoproteina I, la cual representa un antigeno proteico asociado con frecuencia a

la cardiolipina.
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CONCLUSIONES

En la presente investigacion, donde se determinaron los Isotipos IgM, 1gG de
los Anticuerpos anticardiolipinas y anti B2 Glicoproteina I, en 45 mujeres con
embarazos normales y en 35 mujeres con abortos espontaneos recurrentes, se

puede concluir:

e Los niveles séricos del isotipo 1gG Anticardiolipinas en mujeres con
embarazos normales fue mayor que los niveles séricos del isotipo IgM
en el mismo grupo de estudio no existiendo asociacion significativa

entre ellas.

e Los isotipos IgM e IgG de la anti 2 Glicoproteina I en las mujeres con
embarazos normales presentaron un comportamiento similar, al
observarse un mayor nivel sérico del isotipo 1gG sobre el IgM, no

existiendo asociacion significativa entre ellos.

e La frecuencia relativa de positividad del isotipo IgM ACA en las
pacientes con embarazos normales fue mayor que la observada para
los isotipos IgM de anti B2 Glicoproteina I, encontrdndose una

asociacion significativa entre ellos.

e La frecuencia de positividad del isotipo 1IgG ACA en las mujeres con
abortos esponténeos a repeticion fue mayor que la del isotipo IgM
ACA, existiendo una asociacion significativa entre los niveles
serologicos elevados del isotipo 1gG ACA y la manifestacion de

abortos espontaneos.

e La frecuencia de positividad del isotipo IgM anti B2 Glicoproteina I en

las mujeres con abortos espontaneos a repeticion fue mayor que la
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observada para IgG anti B2 Glicoproteina I, existiendo una asociacion

significativa entre el isotipo IgM y la manifestacion de abortos.
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