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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, principales representantes de esta familia de autoanticuerpos, estan siendo relacionados
con complicaciones obstétricas, principalmente abortos a repeticién. Se determiné la significacion clinico biolégica
de estos autoanticuerpos en una muestra conformada por 45 mujeres con embarazo normaly 35 con mds de 2 abortos
arepeticion, para ello se determinaron en sangre periférica IgM e IgG anticardiolipinas (ACA) y antif2glicoproteina
con el método de ELISA. Los resultados muestran que 11,1% de las mujeres con embarazo normal fueron positivas
para IgM ACA, mientras que en las pacientes con aborto a repeticidn el porcentaje de positividad fue de 23%. En
cuanto a la IgG ACA se obtuvo 15% de positividad en las mujeres con embarazo normal vs 57% en las pacientes
con aborto a repeticion (p<0,001). En el caso de la IgM anti 32 glicoproteina se encontr6 una positividad de 1% en
las mujeres con embarazo normal vs 43% en las pacientes con aborto a repeticion (p<0,001), la positividad de la
IgG anti anti 2 glicoproteina fue de 20% en las mujeres con embarazo normal y de 9% en pacientes con aborto a
repeticion. Se concluye que IgG ACA e IgM anti 2 glicoproteina se encontraron asociadas a problemas obstétricos.
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ANTIPHOSPHOLIPID ANTIBODIES IN NORMAL PREGNANCY
AND SPONTANEOUS ABORTIONS TO REPETITION

SUMMARY

Antiphospholipid antibodies are a heterogeneous family of immunoglobulin that interact with negatively charged
phospholipids presentin 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 a shaped sample

45 women with normal pregnancies and 35 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). I[gM
anti32GPI isotype was positive in 1% of women with normal pregnancies against 43% of women with abortions
to repetition (p<0,001), IgG antif2GPI was found positive in 20% of women with normal pregnancies and in 9% of
women with abortions. These results suggest that [gG ACA and IgM antif2GPI may play a role in the induction of
spontaneous abortions to repetition.

Keywords: Anticardiolipin antibodies, anti 2 glycoprotein antibodies, pregnancy, recurrent abortion.

Introducciéon

Los mecanismos ﬁsiolégicos, tanto sistémicos como
locales en el utero, que se producen durante el embarazo
son regulados por interacciones entre hormonas
esteroideas, péptidos y componentes del sistema
inmunitario (SI); este conjunto de metabolitos actia de
manera sincronizada en la preparacion del endometrio
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y la placenta para garantizar el desarrollo fetal (1).
El embarazo es un alotrasplante de 40 semanas de
duracién, en un organismo inmunocompetente, cuya
evoluciéon fisiolégica o patoldgica estd intimamente
ligada al desarrollo de la placenta o interfase materno-
fetal (2,3,4).

Una complicacién frecuente en el embarazo es el
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aborto espontaneo recurrente, definido como tres o
mas pérdidas espontaneas antes de las 20 semanas
de gestacion, sus causas se atribuyen a infecciones,
alteraciones en las estructuras anatdémicas, factores
genéticos y hormonales, y trastornos del sistema
inmunitario. Aproximadamente 80% de los abortos
espontaneos, son de causa desconocida; sin embargo,
cada dia cobran mas importancia las alteraciones del
sistema inmunitario como posibles desencadenantes,
ya que al ser el feto un trasplante semi alogenéico es
indispensable que este sistema desarrolle mecanismos
de adaptacion que permitan la tolerancia fetal, si esto
no ocurre el riesgo de pérdida del embarazo es elevado
(5,6). Entre las causas de origen inmunoldgico mas
frecuentemente invocadas se incluye la presencia de
anticuerpos antifosfolipidos (aAF) y el desarrollo del
sindrome antifosfolipido (SAF) (7,8,9).

Los aAF son un grupo heterogéneo de autoanticuerpos
(IgM, IgG o IGA), cargados negativamente, que
reconocen diversas moléculas entre las que se incluyen
B2 glicoproteina I, protrombina, proteina C activada,
activador del plasmindgeno tisular, plasmina, anexina
II y cardiolipina de la membrana mitocondrial. Esta
familia de autoanticuerpos estd conformada por el
anticoagulante lupico (LAC) que se estudia usando una
técnica funcional de coagulacién), y los anticuerpos
anticardiolipina (ACA) y anti (anti-p2 GPI),
detectados mediante ELISA (10,11). Los anticuerpos
antifosfolipidos pueden estar presentes en 1-5 % de la
poblacion general, aunque el SAF tiene una prevalencia
menor de 0,5 %, con una relacién mujer:hombre de 5:1
(12,13).

En general, el Sindrome antifosfolipido puede
desarrollarse en la infancia o en la vida adulta, en ambos
sexos, y es una entidad clinica caracterizada por la
presencia en el suero de titulos elevados de anticuerpos
antifosfolipidos, asociada con uno o mas eventos de
trombosis arterial o venosa, y trombocitopenia. Este
tipo de desorden autoinmune, puede ser primario, y
aislado, o secundario asociado a otros trastornos del
sistema inmunitario tales como el Lupus Eritematoso
Sistémico (LES), el Sindrome de Sjogren, la Artritis
Reumatoide, las Vasculitis y la Esclerosis Sistémica
Progresiva (14,15,16). El SAF obstétrico, en particular,
se caracteriza por criterios bioldgicos, dados por la
presencia de los anticuerpos antifosfolipidos, y criterios
clinicos del tipo de infertilidad, abortos recurrentes,
retardo en el crecimiento intrauterino, preeclampsia y
sindrome de HELLP. El diagndstico de SAF obstétrico
requiere que la paciente presente al menos un (1) criterio
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bioldgico y un (1) clinico (17,18).

A pesar de que se han reportado numerosos estudios
sobre anticuerpos antifosfolipidos y sindrome
antifosfolipido, en relacién con los trastornos de la
fertilidad y el desarrollo del embarazo, en particular
con el aborto espontdneo recurrente (19,20), no hay
respuestas concluyentes en cuanto al papel que en forma
directa ejercen estos anticuerpos en la infertilidad,
implantaciéon o morbilidad durante la gestacion; lo
que si esta claro es que su accién en estos procesos
es controversial, y, por tanto, se recomienda evitar
procedimientos de fertilizacion in vitro, en pacientes con
historia de positividad para anticuerpos antifosfolipidos
y fallas en la implantacién (21,22,23). La escasa literatura
al respecto en nuestro medio nos animé a efectuar el
presente trabajo.

Materiales y Métodos
Recoleccion de la muestra y procesamiento

Previo consentimiento informado, se obtuvieron
muestras de sangre, mediante venopuncion de la region
flexora del codo, de 45 mujeres con embarazo normal a
término (ENAT), sin historia de abortos, y 35 mujeres
que presentaron abortos espontineos recurrentes
(EAR), que asistieron a la consulta de Ginecologia
y Obstetricia de la Ciudad Hospitalaria Dr. Enrique
Tejera (CHET). Los criterios de inclusion establecidos
para todas las pacientes tanto ENAT y EAR eran: no
presentar manifestaciones clinicas previas o actuales
de enfermedad autoinmune de base, ser normotensas,
no cardiopatas. En cuanto a las pacientes con abortos
se establecié como criterio de inclusion el haber sufrido
mas de 2 abortos espontédneos a repeticion de menos
de 22 de semanas de gestacion. Las muestras fueron
colocadas en tubos siliconados, sin anticoagulante, y
llevadas bafio de Maria a 37 °C, durante 10 minutos,
para favorecer la retraccion del coagulo. Posteriormente
fueron centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos para
obtener el suero; el cual fue alicuotado en criotubos
estériles y conservado a -70°C en un Revco hasta su
procesamiento.

Determinacion de IgM e IgG anticardiolipinas
y anti 32 glicoproteina 1

Las concentraciones de los anticuerpos IgM e IgG
anticardiolipinayanti 32 glicoproteinal, se determinaron
mediante la técnica de inmunoensayo enzimatico de
fase solida (ELISA), Inmuco Diagndstic. Las muestras
de suero, previamente diluidas 1/100, fueron incubadas
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en los micropozos sensibilizados, respectivamente,
con los antigenos cardiolipina o P2 glicoproteina
I, a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Siguiendo las recomendaciones de la casa comercial
se practicaron 3 lavados con solucién provista por la
casa comercial para este propdsito. Para la deteccion
de los anticuerpos unidos a la microplaca se usaron
anticuerpos, policlonales, anti IgM e IgG humanos
conjugados a la enzima peroxidasa de rabano, los cuales
se ponen de manifiesto al agregar el sustrato especifico
TMB, produciéndose una reaccion colorimétrica, cuya
intensidad es directamente proporcional a la cantidad
de los anticuerpos presentes en las muestras. La reaccion
enzimatica se detiene agregando é4cido sulfurico y
se determina la densidad oOptica de cada pozo por
espectrofotometria a 405 nm con un filtro diferencial
de 630nm, en un lector de ELISA. Se efectué curva de
calibracion y los controles positivo y negativo, todas las
muestras se procesaron por duplicado.

Los resultados tanto de las ACA IgG e IgM como de la
anti 2 GPL I fueron expresados segun la clasificacion
de Harris en unidades GPL (IgG) y MPL (IgM), donde
cada unidad GPL o MPL corresponde a una U/mL en
la curva de calibracion. Las diferencias en la expresion
de los resultados estriba en los puntos de corte,
considerandose positivos para las IgG ACA resultados
> 19 GPL vy para las IgM ACA >10 MPL, mientras que,
para la anti f2 GPL I (IgG e IgM) valores > 25 GPL y
MPL, respectivamente.

Los datos obtenidos en las poblaciones estudiadas, fue-
ron reportados bajo la forma de porcentajes de positivi-
dad, se aplico la t de Student para comparar las medias
de los grupos en estudio, y la prueba Z para determinar
si habia correlacion entre las variables, cualquier valor
de p< 0,05, fue considerado significativo.

Resultados

Niveles séricos de IgM e IgG anticardiolipinas (ACA) y
anti 32 glicoproteina 1 (anti 32 GPL I)

En el grafico 1 se muestra las medias aritméticas y
desviaciones estandar de los valores séricos de los
isotipos IgM e IgG ACA, en mujeres con embarazos
normales (ENAT) y en mujeres con abortos espontaneos
a repeticion (EAR). 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
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Grafico 1. Niveles séricos de IgG/IgM de Anticuerpos
anticardilipina (ACA) en pacientes con embarazos nor-
males a término(N) y en pacientes con abortos(P).

de IgG ACA (14,14 + 19,88) e IgM ACA (8,80 + 6,70) no
mostraron diferencias estadisticamente significativas.
En el grafico 2 se muestran las medias aritméticas y
desviacion estdndar de los valores de IgM e IgG anti 2
GPI, en ambos grupos de estudio. En las mujeres con
abortos espontdneos a repeticién se observa que los
valores (5,81 + 4,13) de IgG anti 2 GPI son menores
que los de IgM anti 2 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 2 GPI (16,54 + 18,71) e IgM anti 2 GPI
(4,83 + 1,64) no mostraron diferencias estadisticamente
significativas.

En el grifico 3 se observa el % de positividad de los
niveles séricos de ACA IgM (11,1%) e IgG (37,8%) en
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Grafico 2. Niveles séricos de IgM/IgG de Anticuerpo
Anti B2 glicoproteina I en pacientes con embarazos
normales a término (N) y en pacientes con abortos (P).
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Grafico 3. Isotipos IgM/IgG de Anticuerpos
Anticardiolipina entre mujeres con Embarazos
normales y mujeres con abortos.

las pacientes con ENAT, asi como, los de ACA IgM
(22,8%) e IgG (57,1%) en las mujeres con AER, al
comparar dichos porcentajes se encontrd una diferencia
significativa (p<0,01). Se muestran los porcentajes
de positividad (IgG vs IgM) en el grupo de pacientes
con AER, evidencidndose una asociacién altamente
significativa con una p<0,001, del isotipo IgG con AER.
En el grafico 4 se muestra el % de positividad de los
niveles séricos de B2 glicoproteinal IgM (4,5%) e IgG
(24,4%) en las pacientes con ENAT, asi como, los de B2
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Grafico 4. Isotipos IgM/IgG de Anticuerpos Anti 32
Glicoproteina I en mujeres con embarazos normales y
en mujeres con abortos.
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glicoproteinal IgM (42,9%) e IgG (8,6%) en las mujeres
con AER, al comparar dichos porcentajes se encontro6
una diferencia significativa (p<0,01). Al investigar la
correlacion de los porcentajes de positividad del isotipo
IgM, en ambos grupos, se encontr6 una asociacion
significativa (p<0,05) entre dicho isotipo y AER, tal
como se observa en este grafico.

Discusion

Se ha estimado que la prevalencia de aAF es de
aproximadamente 5% en la poblacién general, mientras
que la del SAF es de 0,5%. Cuando se trata de mujeres
multiparas la prevalencia de los aAF puede alcanzar
hasta 15%. Investigaciones previas (24,25,26,27,28)
reportan una gran variabilidad para estos dos isotipos en
los grupos objeto de estudio. Por el contrario, resultados
discrepantes con los obtenidos en esta investigacion
encontraron que el isotipo IgM ACA estuvo presente
en aproximadamente el 75% de los casos de abortos.
(29,30,31)

Se determiné anticuerpos contra la 32 glicoproteina I
la cual se comporta como un antigeno proteico que se
encuentra asociado con frecuencia a la cardiolipina. Se
observa que los porcentajes de positividad son mayores
en el isotipo IgG anti f2 glicoproteina I en las mujeres
con embarazos normales que en las mujeres con
abortos (24,4% vs. 8,6%%) aun cuando no se encontrd
diferencia significativa (p>0,05) (17,19,24,32). Con
respecto al isotipo IgM de la anti B2 glicoproteina I
se observa un porcentaje mayor de positividad en las
pacientes con abortos con respecto a las pacientes con
embarazos normales (49,9% vs. 4,5%) encontrandose
una asociacion significativa entre los niveles de IgM anti
B2 glicoproteina I y abortos, sin embargo, aun cuando
los niveles séricos del isotipo IgM obtenidos fueron
mayores que los del isotipo IgG no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas asociadas a
este hallazgo.(p>0,05) (33,34,35).

En otras investigaciones se observan resultados simi-
lares aun cuando los porcentajes de positividad encon-
trados son superiores a los encontrados en este estudio.
(18,23,36) Al analizar los resultados de los niveles séri-
cos de anticuerpos IgM/IgG Anti cardiolipina y anti 2
glicoproteina I se puede concluir, que el isotipo IgG de
ACA presenta niveles mayores que el isotipo M en las
mujeres con embarazos normales aun cuando esto no
arroje una diferencia significativa, el isotipo IgM de la
anti B2 glicoproteina I se observé en menor % de posi-
tividad en los embarazos normales que el isotipo G aun
cuando no tuvo ninguna significacion. Se encontré una
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asociacion significativa entre IgG ACA y la IgM anti 2
glicoproteina I con los abortos, aunque una parte de la
poblacion estudiada que, a pesar de tener niveles po-
sitivos para estos anticuerpos, no manifestaron com-
plicaciones obstétricas, lo que se explica por la hete-
rogeneidad antigénica y de efecto que presentan estos
anticuerpos. (11,26,32,23)

Los objetivos del presente estudio se basaron en esta-
blecer los niveles séricos de los isotipos IgM/IgG de an-
ticuerpos anticardiolipinas aCL y anticuerpos anti (2
glicoproteina I, en pacientes con embarazos normales
a término y en pacientes que presentaban abortos re-
currentes a repeticion. Los aCL y ap2-GPI se determi-
nan por inmunoensayos, representando sus niveles en
suero, la medida inmunoldgica de la reactividad frente
a un fosfolipido o una proteina de unién al fosfolipido
(cardiolipina y B2-GPI, respectivamente). En general, la
especificidad de aCL para APS aumenta con titulo y es
mayor para la IgG que para el IgM e IgA de isotipo. No
existe ninguna asociacion definitiva entre la clinica es-
pecifica manifestaciones y subgrupos particulares de la
APL. Por lo tanto, multiples pruebas para AAF se deben
utilizar, ya que los pacientes pueden ser seronegativos
para un tipo de anticuerpo y de acuerdo con otro isoti-
po arrojar una prueba positiva.
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