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RESUMEN

Anticuerpos antifosfolipidos y anticuerpos antinucleares en pacientes con
pérdidas de embarazo y pacientes con infertilidad primaria

Los anticuerpos antifosfolipidos (APL) y anticuerpos antinucleares (ANA) han
sido asociados con aborto espontdneo recurrente (RSA) y con infertilidad
primaria. El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de anticuerpos
antifosfolipidos y anticuerpos antinucleares en pacientes venezolanas con
infertilidad primaria o con pérdida de uno o més embarazos. Se investigo la
presencia de APL (IgM e IgG) y ANA en un total de 47 pacientes con infertilidad
primaria y 66 pacientes con aborto espontaneo. En pacientes con infertilidad
primaria la incidencia de APL y ANA fue 12,8% (P=0,019) y 25,5% (P=0,003)
respectivamente. En el grupo de pacientes con historia de pérdida de
embarazos, 12,1% (P=0,022) fue positivo para APL y 21,2% (P=0,007) para
ANA. Los controles fueron 40 pacientes saludables con fertilidad probada y sin
historia de pérdida de embarazos o enfermedad autoinmune. En el grupo
control la incidencia de APL fue 0,0% y 2,5% para ANA. Conclusiones: mujeres
venezolanas con infertilidad primaria y mujeres con RSA presentan una mayor
incidencia de APL y ANA comparadas con el grupo control. La alta incidencia
de autoanticuerpos encontrada en estas pacientes puede sugerir una
implicacién directa de estos autoanticuerpos en el fallo reproductivo.
Finalmente se concluye que pacientes con fallo reproductivo deben ser
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inmunolégicamente evaluadas y tratadas antes de ser sometidas a técnicas de
fertilizacién asistida o antes de un nuevo embarazo en aquellos casos de
aborto espontaneo.

Palabras clave: anticuerpos antinucleares, anticuerpos antifosfolipidos, aborto
espontéaneo, infertilidad primaria.

ABSTRACT

Antibodies to phospholipids and nuclear antigens in patients
withpregnancy losses and patients with primary infertility

Antiphospholipid antibodies (APL) and antinuclear antibodies (ANA) have been
reported to be associated with recurrent spontaneous abortion (RSA) and with
primary infertility. The objective of this study was to determine the autoimmune
profile of Venezuelan female patients with primary infertility and a history of
spontaneous abortions. A total of 47 patients with primary infertility and 66
patients with a history of pregnancy loss were investigated for IgM and IgG
APL and ANA. In patients with primary infertility the incidence of APL and
ANA was 12.8% (P= 0.019) and 25.5% (P= 0.003) respectively. In the group of
patients with a history of miscarriage, 12.1% (P= 0.022) were positive for APL
and 21.2% (P=0.007) for ANA. Controls were 40 healthy patients with proven
fertility and no history of pregnancy loss or autoimmune disease. In the control
group the incidence of APL was 0.0% and 2.5% for ANA. Conclusions:
Venezuelan women with primary infertility and women who have had
spontaneous abortions have a higher incidence of APL and ANA when
compared with normal controls. The high incidence of autoantibodies found in
these patients might suggest a direct involvement of such antibodies in
reproductive failure.

Key words: antinuclear antibodies, antiphospholipids antibodies, spontaneous
abortion, primary infertility. )
INTRODUCCION

Los fosfolipidos estan implicados en la conversion del citotrofoblasto en
sincitiotrofoblasto durante la formaciéon de la placenta en el embarazo (1-3).
Los anticuerpos antifosfolipidos (APL) presentes en la madre estan asociados
con retardo y dano en el desarrollo de la placenta, retardo del crecimiento
intrauterino, aborto espontaneo recurrente (RSA), endometriosis, infertilidad,
fallas de la fertilizacion in vitro y fallas en la implantacion del embrion (3-5).
Los anticuerpos antifosfolipidos alteran el desarrollo de la placenta y el feto al
inducir eventos trombdticos en la placenta (4,6). Adicionalmente, estudios
realizados en madres con RSA han demostrado que el riesgo de presentar un
aborto espontaneo aumenta en proporciéon al numero de abortos previos,
probablemente debido a un aumento en la incidencia de los APL inducidos en
cada aborto (7,8).

Los modelos animales apoyan el rol de los autoanticuerpos en los fallos
reproductivos (9-11). Un modelo murino sugiere que los APL activan
complemento localmente en la placenta, generando productos que median el
dano a la placenta y pueden llevar al retardo en el crecimiento y a la pérdida
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fetal (10). La activacion del complemento por los APL en modelos animales
sugiere que la causa del dafno a los tejidos en el aborto espontaneo recurrente
es probablemente multifactorial.

Los anticuerpos antinucleares (ANA) se han asociado con RSA (7,12-14). El
suero de pacientes con lupus eritematoso sistémico/sindrome antifosfolipido
reduce el crecimiento y proliferacion de los trofoblastos placentarios y aumenta
su tasa de apoptosis en cultivo celular (9). Por otro lado, otros reportes
contradictorios indican una pobre asociacion entre ANA y RSA (7,12,15).

El objetivo de este estudio fue evaluar la prevalencia de autoanticuerpos de
las clases IgM e IgG contra fosfolipidos y contra antigenos nucleares en
pacientes con infertilidad primaria, en pacientes con aborto espontaneo y el
grupo control.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes: EIl grupo en estudio estuvo conformado por un total de 47 pacientes
con infertilidad primaria y 66 pacientes con historia de aborto espontaneo que
acudieron a consulta al Centro Valenciano de Fertilidad y Esterilidad -
CEVALFES-, Instituto Docente de Urologia (Valencia, Venezuela) durante el
periodo enero 2002-diciembre 2003. En el grupo con historia de pérdida de
embarazos estuvo conformado por 31 pacientes con un aborto espontaneo
previo y 35 pacientes con dos abortos espontaneos previos de etiologia
desconocida. Ninguna mantuvo su embarazo mas alld de las 24 semanas de
gestaciéon. Ninguna paciente tenia historia enfermedad autoinmune y ninguna
tenia abortos inducidos. Las causas genéticas, anatémicas, endocrinas e
infecciosas para sus abortos espontdneos fueron excluidas en una cuidadosa
evaluacion clinica. Las mujeres que se encontraron embarazadas al inicio del
trabajo fueron excluidas. Las pacientes con infertilidad primaria conformaron un
grupo de 47 pacientes que nunca han logrado un embarazo y ninguna tenia
historia de enfermedad autoinmune. El grupo con infertilidad primaria esta
conformado por pacientes que nunca han logrado un embarazo. Las pacientes
con infertilidad primaria fueron evaluadas para excluir causas estructurales,
endocrinas o infecciosas como causas de su infertilidad. Los sujetos de el
grupo control fueron reclutados en el Laboratorio Clinico César Sanchez Font,
Clinica Dr. Rafael Guerra Méndez (Valencia, Venezuela) y se les realiz6 una
evaluacion médica y una historia clinica completa. ElI grupo control estuvo
conformado por 40 mujeres no embarazadas que han tenido dos embarazos y
partos sin complicaciones y sin historia de abortos (incluyendo inducidos o
espontaneos), enfermedad autoinmune, enfermedad reumatica, enfermedad
tromboembdlica o infeccion reciente.

Determinaciéon de anticuerpos antifosfolipidos: Se determinaron los
anticuerpos antifosfolipidos de las clases IgG e IgM por medio de un ensayo
inmunoenzimatico especifico cuantitativo (ELISA indirecto) de acuerdo a las
instrucciones del kit comercial (Anti-Phospholipid Screen 1gG/IgM, Org 529,
Orgentec Diagnostika, Mainz, Alemania). Las microplacas estaban recubiertas
con una mezcla de los siguientes fosfolipidos: cardiolipina, fosfatidilserina,
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fosfatidilinositol y 4cido fosfatidico. Ademas, las microplacas estaban saturadas
con PB2-glicoproteina | humana. Para la determinacion cuantitativa de APL se
utilizaron calibradores y controles (positivo y negativo). Calibradores, controles
y muestras se corrieron por duplicado. Las muestras a analizar se incubaron
con las microplacas recubiertas con una mezcla de fosfolipidos. Si los
anticuerpos antifosfolipidos estaban presentes en el suero se unieron a los
fosfolipidos inmovilizados en la placa. Luego de varios lavados se incubé la
placa con el anticuerpo de caballo anti-lgG humana o anti-lgM humana
marcado con la enzima peroxidasa, seguidamente se lavd la placa y se anadio
el sustrato enzimatico. La hidrélisis del sustrato cromogénico por la peroxidasa
produjo un cambio de color el cual fue medido en el espectrofotémetro. La
densidad Optica de cada pozo se determindé usando un lector para microplacas
SLT Spectra | a 450 nm con lectura bicroméatica con filtro de referencia a 600-
690 nm. Para la determinacién cuantitativa de APL se utilizaron calibradores
que contenian anticuerpos antifosfolipidos de la clase IgG o de la clase IgM
(0; 6,3; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 GPL U/mL o MPL U/mL respectivamente). Las
concentraciones de las muestras se determinaron a partir de la curva de
calibraciéon. Una concentracién igual o mayor a 10 GPL U/ml o 10 MPL U/mL
fue considerada positiva.

Anticuerpos antinucleares| Se determind la presencia de anticuerpos
antinucleares de la clase IgG en suero por medio de un ensayo
inmunoenzimatico especifico (ELISA indirecto). Se utiliz6 el Ana Screen ELISA
Test System (Zeus Scientific, Inc., NJ, U.S.A.) de acuerdo a las instrucciones
del kit comercial. Para la determinacion de ANA se utilizé un calibrador y
controles (positivo y negativo). Calibrador, controles y muestras se corrieron
por duplicado. Las muestras a analizar se incubaron con las microplacas
recubiertas con una mezcla de antigenos nucleares (dsDNA, Sm, Sm/RNP,
SSA, SSB, Scl-70 y Jo-1). Si los anticuerpos antinucleares estaban presentes
en el suero se unieron a los antigenos inmovilizados en la placa. Luego de
varios lavados, se incubé la placa con el anticuerpo de cabra anti-lgG humana
marcado con la enzima peroxidasa, seguidamente se lavd la placa y se anadio
el sustrato enzimatico. La hidrélisis del sustrato cromogénico por la peroxidasa
produjo un cambio de color el cual fue medido en el espectrofotémetro. La
densidad oOptica de cada pozo se determindé usando un lector para microplacas
SLT Spectra | a 450 nm. El punto de corte para las muestras positivas se
calculd segun las instrucciones del kit comercial.

Analisis estadistico: Para el analisis estadistico se utilizé el programa
Statistix version 6.0. La incidencia de APL asi como la incidencia de ANA en
los grupos estudio y el grupo control fue analizada por Chi-cuadrado. El
numero de abortos previos y el aumento en la incidencia de APL se relaciond
por el Test de Proporcion de dos muestras independientes. Para el analisis de
la edad y numero de embarazos en los grupos estudio y control se uso la media
y la desviacion estandar.
RESULTADOS

La edad y el nimero de embarazos de los grupo estudio y del grupo control se muestran en
la Tabla 1. La distribuciéon de la edad fue muy parecida entre los grupos estudio y el grupo
control. El diferencia del nimero de embarazos no fue significativa entre el grupo de pacientes
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con aborto espontaneo y el grupo control. El grupo con infertilidad primaria esta conformado por
pacientes que nunca han logrado un embarazo.

Tabla 1. Edad y numero de embarazos en pacientes con infertilidad primaria, pacientes con aborto
espontaneo y grupo control

- N°de
GRUPO n | Edad(afos) | omparazos
media + DS | egia + DS

Pacientes con 47 | 33,4 + 5,0 --
infertilidad primaria

66 | 345 + 4,6 1,7 + 0,7
Pacientes con aborto espontaneo

Grupo control 40 | 31,7 + 6,5 2,0 + 0,0

Anticuerpos antifosfolipidos: La incidencia de anticuerpos antifosfolipidos en los grupos
estudio y control se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Incidencia de anticuerpos antifosfolipidos en pacientes con infertilidad primaria,
pacientes con aborto espontaneo y grupo control

LD Eh Grupo con aborto Grupo
infertilidad Grupo control | P2 2 pa
. . espontaneo control
primaria
anticuerpos 6/47 o 0/40
antifosfolipidosb (12,8%) 0/40 0,019 8/66 (12,1%) 0,022

“ Chi-cuadrado
bAnticuerpos antifosfolipidos clase IgG o IgM

Los anticuerpos antifosfolipidos se encuentran mas frecuentemente en mujeres con aborto
espontaneo y mujeres con infertilidad primaria (P < 0,025) que en las mujeres pertenecientes al
grupo control. En pacientes con infertilidad primaria 12,8% fue positivo para anticuerpos
antifosfolipidos y el 12,1% de pacientes con aborto espontaneo fue positivo para anticuerpos
antifosfolipidos.

Se analizé la incidencia de APL de acuerdo al numero de abortos previos (Figura 1). La
incidencia de APL en mujeres con uno o dos abortos previos fue 6,5% y 17,1%
respectivamente. A pesar de que se observé un aumento en la incidencia de APL con un aborto
adicional, este aumento no fue estadisticamente significativo.
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Figura 1. Incidencia de anticuerpos antifosfolipidos de acuerdo al nimero de abortos previos en
pacientes con aborto espontaneo

Anticuerpos antinucleares: Las mujeres con infertilidad primaria mostraron una mayor
incidencia de ANA (P=0,003) que el grupo control (Tabla 3). Una de las 47 pacientes con
infertilidad primaria fue positiva para ANA y para APL. La incidencia de ANA en mujeres con
aborto espontaneo fue mayor (P = 0,007) que la incidencia obtenida en el grupo control (Tabla
3). Una de las 66 pacientes con aborto espontaneo fue positiva para ANA y para APL.

Tabla 3. Incidencia de anticuerpos antinucleares en pacientes con infertilidad. primaria, pacientes
con aborto espontaneo y grupo control.

. - Grupo con
anticuerpos Eites cggﬁzrtlhdad Grupo control pa aborto Grupo control pa
antinucleares P n=40 espontaneo n=40
n= 47
n= 66
Positivo 12 (25,5%) 1 (2,5%) 0,003 14 (21,2%) 1(2,5%) 0,007
Negativo 35 (74,5%) 39 (97,5%) 52 (78,8%) 39 (97,5%)
aChi-cuadrado
DISCUSION

El presente estudio en mujeres venezolanas confirma los reportes previos que asocian la
presencia de anticuerpos antifosfolipidos y anticuerpos antinucleares con infertilidad primaria y
con aborto espontaneo (7,12,16). En este estudio se muestra que las mujeres con infertilidad
primaria y con aborto espontaneo demuestran una mayor incidencia de anticuerpos
antifosfolipidos y de anticuerpos antinucleares que las mujeres del grupo control. Muchos pasos
en el establecimiento de un embarazo normal han sido implicados como posibles sitios de
accién a través de los cuales los anticuerpos antifosfolipidos median el fallo reproductivo
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(3,17,18). Se ha descrito que los anticuerpos anticardiolipina interfieren con la implantacién al
reaccionar directamente con el embrion preimplantado (19).

Los anticuerpos antifosfolipidos pueden alterar el desarrollo de la placenta y el feto al inducir
eventos trombéticos en la placenta (4,6). Se ha demostrado que la fosfatidilserina tiene
funciones de molécula de adhesidon durante la formacién de sincitio en células musculares lisas
y fibroblastos (1,2),. Ademas, se ha reportado que la fosfatidilserina es una molécula que se
encuentra en los vellos de la membranas de las células placentarias (20). Se ha sugerido que
los anticuerpos contra esta molécula de adhesién puede inhibir el proceso de transformacién
formacion del cititrofoblasto en sincitiotrofoblasto lo que puede llevar a un fallo de la formacién
del 6érgano placentario (7). El fosfatidilinositol es otra molécula de adhesién importante en la
formacion de la placenta (21). La presencia de anticuerpos antifosfolipidos en la mujer
embarazada puede resultar en un formacion defectuosa de la placenta.

El presente estudio muestra una mayor incidencia de anticuerpos antinucleares en mujeres
con infertilidad primaria y aborto espontdneo que en las mujeres del grupo control. Esto
concuerda con los estudios previos que describen una asociacion entre anticuerpos
antinucleares, infertilidad primaria y aborto espontaneo (13,16,22,23). La alta incidencia de ANA
encontrada en estas pacientes puede sugerir una implicacién directa de estos anticuerpos en el
fallo reproductivo. La presencia de anticuerpos antinucleares durante el embarazo produce un
proceso inflamatorio en la placenta y en la decidua que puede conducir a un aborto espontaneo
(24,25). Adicional a esto, se ha reportado elevados titulos de anticuerpos anti-dsDNA en
mujeres que presentan aborto espontaneo recurrente (26).

En este estudio se observan autoanticuerpos aun antes de la primera pérdida de un
embarazo. El seguimiento a largo plazo de nuestras pacientes es necesario para determinar el
significado patoldgico de estos autoanticuerpos. Igualmente, son necesarios mayores estudios
para aclarar el mecanismo fisiopatolégico de las anormalidades serolégicas autoinmunes en
mujeres con infertilidad primaria y en mujeres con aborto espontaneo.
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