Prevalencia de autoanticuerpos en pacientes con falla reproductiva
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RESUMEN: En este estudio se investiga la incidencia de autoanticuerpos en pacientes que no han tenido ningiin embarazo a término.

Se seleccionaron 43 pacientes con infertilidad primaria y 110 con antecedentes de pérdida del embarazo. En el primer grupo se encontré
una incidencia de 37.2% (P<0.05) para anticuerpos antinucleares (ANA) y 53.5% para anticuerpos antifosfolipidos IG G ¢ IG M (APL)

(P<0.005).

Para el grupo de pacientes con antecedentes de aborto, el 31.8% (P<0.05) fue positivo para anticuerpos antinucleares y 38.2% para

anticuerpos antifosfolipidos (P<0.05).

Como grupo control se utilizaron 35 pacientes sanas con fertilidad comprobada y sin ningin antecedente de pérdida del embarazo ni
de enfermedad autoinmune, para este grupo la incidencia fue de 5.7% para ANA y 11.4% para APL.

La alta incidencia de autoanticuerpos observada en pacientes con infertilidad primaria sugiere la implicacion directa de estos
anticuerpos en la falla reproductiva y consecuentemente en procedimiento de IVF y reproduccion asistida.

Se ha descrito ampliamente la prevalencia de ANA y APL en pacientes con antecedentes de pérdida recurrente del embarazo (PRE), en
este estudio observamos la presencia de autoanticuerpos adn después del primer aborto.

Podemos entonces concluir que las pacientes con algiin antecedente de falla reproductiva deben ser inmunolégicamente evaluadas y
tratadas antes de ser sometidas a técnicas de fertilizacion asistida o a un nuevo embarazo en el caso de las pacientes con PRE.

PALABRAS CLAVES: Antinucleares, antifosfolipidos, infertilidad primaria, falla reproductiva.

SUMMARY: The purpose of these study was determine the incidence of autoantibodies in patients with no term pregnancies.

Patients selected included 43 with primary infertility and 110 with a history of pregnancy loss. In the first group the incidence of
antinuclear antibodies (ANA) and IG G and IG M antiphospholipid (APL) was 37.2% (P<0.05) and 53.5% (P<0.05) respectively.

In the group of patients with history of miscarriage, 31.8% (P<0.05) were positive for antinuclear antibodies and 38.2% (P<0.05) for

antiphospholipid antibodies.

Controls were 35 healthy patients with proven fertility and no history of pregnancy loss or autoimmune disease. In this group incidence

was 5.7 % for ANA and 11.4% for APL.

The high incidence of autoantibodies foun in patients with primary infertility might suggest a direct involvement of these antibodies in
reproductive failure and consequently in IVF and assisted fertility procedures.

The prevalence of ANA and APL has been extensively described in patients with history of recurrent pregnancy losses (RPL). In this
study we observed the appearance of antibodies even after the first miscarriage.

We concluded that patients with a history of reproductive failure should immunologically evaluated and treated before undergoing
assisted fertilization techniques or before a new pregnancy in those cases of RPL.
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Introduccion

El tratamiento de la infertilidad mediante la Repro-
duccidn asistida y la transferencia de embriones ha sido
practicada y desarrollada con éxito por casi 20 afos.

* Centro Colombiano de Fertilidad y Esterilidad CECOLFES. Division
de Inmunologia en Biomedicina Reproductiva Bogotd, Colombia.

(Edwards y Craft, 1978). A pesar de los avances tecnold-
gicos las tasas de implantaciéon por transferencia de
embriones no se han incrementado significativamente y
oscilan entre el 10 y 15%. (Society of Assited
Reproductive Technology, The American Fertility
Society, 1993). Las bajas tasas de implantacién y emba-
razo han estimulado estudios para identificar los factores
que podrian afectar los mecanismos de implantacién y el
posterior desarrollo placentario.
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Los aspectos inmunoldgicos han sido considerados
como uno de los posibles factores para la falla
reproductiva, ya que participan directamente en el proce-
so incluyendo la fertilizacién, implantacién y
placentacion.

La fertilizacién e implantacién representan un reco-
nocimiento inmunolégico alogénico necesario para el
éxito del desarrollo del transplante gestacional. Aunque
los mecanismos no son claros, se conoce que el embrién
en desarrollo emite senales que inducen actividades
inmunomoduladoras, antiluteoliticas o luteotrépicas ne-
cesarias para aumentar la receptividad del endometrio y
facilitar la implantacion.

Hay especulacién que procesos autoinmunes simila-
res a aquellos asociados con la pérdida recurrente del
embarazo podrian comprometer la implantacién del pre-
embrion. (Sher, et al 1994).

Los anticuerpos reducen la eficacia de la implanta-
ci6n y promueven el rechazo autoinmune del concepto.
Se han propuesto diversos mecanismos que podrian ex-
plicar este tipo de falla reproductiva.

Aunque la fisiopatologia de los anticuerpos
antinucleares en reproducciéon permanecen sin esclare-
cer, respuestas autoinmunes al DNA y a las Historias
relacionados con titulo bajo de ANA y un patrén de
fluorescencia moteado, se asocian con procesos
inflamatorios a nivel del tejido placentario con su conse-
cuente repercusion a nivel fetal. (Beer et al 1993).

Los APL han sido relacionados con una variedad de
manifestaciones clinicas, eventos tromboembdlicos,
trombocitopenia y complicaciones obstétricas (Triplett
et al, 1988). PRE, Preeclampsia de iniciacion temprana,
Corea Gravidarum, Retardo de Crecimiento Intrauterino
y muerte fetal han sido patologias observadas con mayor
frecuencia en pacientes con anticuerpos antifosfolipidos.
(Triplett et al, 1989).

La placenta es un 6érgano muy sensible a la accién de
los Anticuerpos Antifosfolipidos (APL) los cuales pue-
den bloquear la respuesta aloinmune al impedir que los
fosfolipidos se unan al receptor de Interleuquina 2 del
Linfocito T, desencadenando la activacién de la inmuni-
dad citotéxica, lo que ocasiona la destruccién del
trofoblasto y la consecuente pérdida fetal. (Beer et al,
1994).

Los fosfolipidos actian como moléculas de adhesion
en la formaciéon del sincitiotrofoblasto a partir de
citotrofoblasto. Los acs contra estas moléculas ocasio-
nan un dafio en el desarrollo del sincitiotrofoblasto y por
lo tanto la pérdida fetal.

Los APL han sido implicados en el dafio endotelial y
alteracion en la cascada de la coagulacién que ocasionan
fenémenos trombdticos tanto vasculares como venosos.
(Feinstein et al 1985). '

Las lesiones ocasionadas a nivel placentario conlle-
van a fallas en el aporte nutricional del concepto (insu-
ficiencia placentaria) lo que se relaciona con problemas
de Aborto Recurrente, Retardo de Crecimiento Intraute-
rino y posterior muerte fetal. (Carreras et al 1981, Lubbe
et al 1982, Branch et al 1984, Lubbe et al 1985, McNeil
et al 1990, Lockwood et al 1994).
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El propdsito de este estudio es investigar la incidencia
de autoanticuerpos en pacientes que asisten a CECOLFES
y en quienes estd indicada la Fertilizacién In Vitro o
algin procedimiento de Reproduccién Asistida y trata-
miento de la PRE.

Materiales y métodos

Pacientes

Se incluyeron 153 pacientes que asistieron a
CECOLFES desde el primero de Octubre de 1995 hasta
Abril 30 de 1996. La seleccién de las pacientes fue
randomizada, independiente de la raza y de la edad.
Todas ellas fueron evaluadas para las etiologias de infer-
tilidad mas comunes, enfermedades infecciosas (Clamidia
HIV, Hepatitis B, etc.), perfil endocrinolégico (Estradiol,
FSH, y LH en dia 3 del ciclo, PRL), laparoscopia e
histeroscopia y ultrasonido transvaginal para estudios de
ovulacién. Para la valoraciéon del factor masculino, un
examen fisico, espermograma computarizado y niveles
de PRL.

Las pacientes fueron clasificadas segtn su historia
clinica: 43 con infertilidad primaria sin diferenciar su
etiologia y 110 con historia de pérdida recurrente del
embarazo. (Una o mds).

El segundo grupo a su vez se dividi6 asi: 34 pacientes
con 1 aborto (Al), 47 pacientes con 2 pérdidas (A2), 19
con 3 (A3) y 10 pacientes con 4 o mas (A>4). Y como
grupo control 35 pacientes no embarazadas sin ningln
antecedente de pérdida del embarazo o enfermedad
autoinmune y con fertilidad comprobada. (Ruiz et al
1995).

Evaluacion del Laboratorio
Valoracion Autoinmune

Anticuerpos antinucleares. Se determinaron por la
técnica de Inmunofluorescencia Indirecta, reactivo co-
mercial de Kallestad Quantafluor, utilizando como
sustrato células de epitelio humano HEP-2. Titulos igua-
les o superiores a 1/40 fueron considerados como positi-
vos. Para la determinacién del Titulo final se hicieron
diluciones seriadas de la muestra.

Anticoagulante Lipico. Para su investigacion se uti-
lizaron tres pruébas, la primera mediante la determina-
cion del APTT (cephaloplastina Baxter), considerandose
positiva si existe una prolongacién igual o mayor a 6
segundos con relacién a un control normal. El indice de
Tromboplastina Diluida donde se establece una relacion
con el control normal y se considera positivo un indice
mayor o igual a 1.3 y la tercera prueba es la' Neutraliza-
cién de Plaquetas que indica si el inhibidor de la coagu-
lacién es dependiente de los fosfolipidos. La positividad
en minimo dos de estas pruebas identifica la presencia
del anticoagulante lipico. (Kelsy et al., 1984, Alvin et
al., 1987).

Para la identificacion de anticuerpos Antifosfolipidos
se utilizé un microelisa especifico para cada antigeno,
Cardiolipina, Fosfatidiletanolamina; Fosfatidilserina,
Fosfatidilglicerol, Acido Fosfatidico y Fosfatidilinositol,
tanto para Ig G como para Ig M. (Harris et al 1983, Loizou
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et al 1985). Las placas de poliestileno se fijaron con el
respectivo antigeno (SIGMA), se lavaron con PBS (Bu-
ffer Fosfato Salino) y posteriormente se bloquearon con
una solucién de PBS-Suero Bovino Fetal al 10% por dos
horas a temperatura ambiente. E1 Suero de las pacientes
y de los controles dituidos 1/50 en PBS- SBF 10%, fueron
agregados a las placas e incubados por dos horas a
temperatura ambiente. Después de lavar las placas tres
veces con PBS, se agregaron 50 ul de conjugado anti Ig
G o IGM humano, marcado con Fosfatasa Alcalina.
Después de una hora de incubacién, las placas fueron
lavadas 5 veces con PBS, y se les agregé 50 pl de P-
nitrofenil Fosfato, sustrato cromogénico, y después de
aproximadamente 15 min a 37°C se frend la reaccién con
NAOH 3M. Luego se determind la densidad éptica (O.D)
a 405 nm. Los valores para los puntos de corte, fueron
obtenidos de controles normales, considerindose como
valores positivos las absorbancias por encima de 2 Des-
viaciones Stdndar de la Media y como positivos altos los
valores por encima de la Media mds 5 Desviaciones
Standar.

Analisis estadistico

Para la comparacién entre los diversos grupos y el
grupo control se utilizé Chi cuadrado aplicando la correc-
cién de Yates de acuerdo con las caracterfsticas de los
grupos. El anilisis de las edades se realizé mediante la t
de Student. El andlisis estadistico fue realizado con el
programa Statistics PC DOS versién 2.0.

Resultados

La Tabla 1 muestra la distribucién de edades en los
diferentes grupos y en el grupo control.

La incidencia de anticuerpos antinucleares en el gru-
po de pacientes con infertilidad primaria fue de 31.2%
(16/43) comparado con 5.7% (2/35) del grupo control
(p<0.01).

En el grupo de pacientes con antecedentes de abortos
se observd positividad en el 31.8% (35/110). Siendo
significativo para los grupos de abortadoras (p<0.050).
(fig. 1).

Figura 1
INCIDENCIA ANA

Infer. A2 A>4

'
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Tabla 1
EDAD DE PACIENTES Y GRUPO CONTROL
Inf. Abortad. Control
Primaria
n=43 n=110 n=35
Edad 33.3+£3.7 34.0+£5.2 24.8+3.3
t NS NS

NS, diferencias no significativas por la t student.

En pacientes con infertilidad primaria (grupo 1), se
observé una incidencia de APL de 53.5% (23/43) compa-
rado con un 11% (4/35) del grupo control (P<0.005). En
el grupo de abortadoras (grupo 2), 38.2% (42/110) .
(p<0.05) (fig. 2) y (fig.3).

En el grupo 1, para los anticuerpos anticardiolipina
(ACA), se encontré un 46.5% (20/43), un 26.3% (29/110)
en el grupo 2 y un 2.9% (1/35) en el grupo control.

Figura 2
INCIDENCIA ANTIFOSFOLIPIDOS

Infer. A2 A>4

Figura 3
INCIDENCIA APL EN GRUPOS
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Tabla 2
INCIDENCIA DE ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS

Infer Abort. Control Infe Abor

Primar. Prim.
Cardiolipina 20/46.5% 29/26.4% 1/2.9% <0.005 <0.005
F. Etanolamina 11/23.9% 25/22.7% 3/8.6% <0.050 <0.05
F. Serina 14/32.6% 29/26.4% 2/5.7% <0.050 <0.050
F. Glicerol 12/27.9% 28/25.5% 4/11.4% NS NS
AC. Fosfatidico 9/20.9% 26/23.6% 2/5.7% NS <0.050
F. Inositol 11/23.9% 28/25.4% 2/5.7% <0.050 <0.050
N 43 110 35 P P

Para la incidencia de acs contra la fosfatidiletano-
lamina un 23.9% para grupo 1, 22.7% para grupo 2 y
8.6% para el grupo control. Acs. contra fosfatidilserina,
32.6% (14/43) grupo 1, 26.4% (29/110) grupo 2 y 5.7%
(2/35) grupo control.

Acs. contra el fosfatidilglicerol, 27.9% (12/43) en
infertilidad primaria, 25.5% (28/110) en pacientes con
antecedente de aborto y 11.4% (4/35) en el grupo control.
Acs. contra el Acido Fosfatidico y el Fosfatidilinositol en
el grupo 1, 20.9% (9/43) y 23.9% (11/43) respectivamen-
te, en el grupo 2, 23.6% (26/110) y 25.4% (28/110) y en el
grupo control 5.7% (2/35) para ambos epitopes (tabla 2).

En solo dos pacientes que correspondian al grupo Al
se observé positividad para el anticoagulante lipico.

Estos resultados demuestran una alta incidencia de
anticuerpos antinucleares y antifosfolipidos en pacientes
con falla reproductiva con relacién al grupo control.

Aunque su implicacién directa que la infertilidad y en la
PRE aidn permanece en estudio, es un factor que debe ser
tomado en consideracién en el estudio de estas pacientes.
Discusién

El obstetra realiza andlisis de rutina en pacientes
fértiles, grupo de mads alto riesgo para el inicio de una
enfermedad autoinmune, y sin embargo es la entidad
menos investigada y diagnosticada. Estudios secuenciales
muestran que los estrégenos regulen la sintesis de
inmunoglobulinas lo cual a su vez incrementa la produc-
cion de autoantigenos que podrian estimular el desarrollo
de la patologia autoinmune. (Grossman, 1984).

Los hallazgos de este estudio en el grupo de pacientes
con antecedentes de pérdida del embarazo corrobora repor-
tes previos sobre la asociacién de autoanticuerpos y aborto
habitual. (Cowchock, et al 1986, Gleicher, et al 1989, Kwak
etal 1992, Espinel et al, 1994, Ruiz et al 1995). Sinembargo
en este estudio encontramos cambios serolégicos adn en
pacientes con antecedente de una pérdida.

Aunque los mecanismos que estimulan o inducen la
produccién de estos autoanticuerpos permanecen sin es-
clarecer, se sabe que muerte del tejido fetal dentro del
titero induce la manifestacion de antigenos feto-placentarios
que promueven respuestas inmunoldgicas maternas.

Entre este grupo de autoanticuerpos, los APL, han
sido los mads estudiados y relacionados con la PRE
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(Lockwood et al, 1986, Feinstein et al 1985, Lubbe et al
1985, Scott et al 1987, Beer et al 1993).

En reproduccién, los fosfolipidos actiian como molécu-
las de adhesion en el desarrollo del sincitiotrofoblasto a
partir del citotrofoblasto; actian en la formacién de
mioblastos que a su vez forman miotdbulos, intervienen en
la formacién de fibroblastos para la configuracién de ban-
das sincitiales. El trofoblasto los utiliza uniendo la membra-
na celular con heparan sulfato para contribuir al desarrollo
placentario. Alrededor de la semana 12 de gestacion, el
trofoblasto sincitial libera un lipido de bajo peso molecular
cuya funcién es estabilizar la membrana plasmatica de los
linfocitos T ayudadores, bloqueando la expresién de
Interleukina 2 y la activacién de la proteinkinasa C, contro-
lando la inmunidad mediada por células. Por lo anterior los
fosfolipidos estimularian una respuesta aloinmune que fa-
vorece el inmunotropismo. (Beer et al. 1993).

Respecto a la coagulacién los fosfolipidos actian en
tres niveles, los fosfolipidos de membrana son liberados
con la activacion de la via extrinseca y los plaquetarios
a su vez con la activacién de la via intrinseca. Ademads se
requiere de fosfolipidos parala conversion de Protrombina
a Trombina. (Khamashta et al, 1988).

A partir de los fosfolipidos presentes en las células
endoteliales se produce 4dcido araquidénico, precursor de
la prostaciclina, sustancia vasodilatadora y antiagregante
plaquetario. De la misma manera, en las plaquetas se
producen tromboxanos, que tienen accidén vasocons-
trictora y favorecen la agregacion plaquetaria. Del equi-
librio entre tromboxanos y prostaciclina depende parte
de la hemostasis sanguinea.

El diagnéstico definitivo de APL depende en gran
parte del conocimiento de su etiologia y de su clinica.
Los APLS parecen causar mds dafio vascular a través de
los mecanismos trombdéticos que de la vasculitis. Existen
hipétesis acerca de los mecanismos fisiopatolégicos de
estos acs, ellos incluyen activacién plaquetaria, dafio en
células endoteliales, inhibicion de la sintesis de
prostaciclina, reduccién en la actividad fibrinolitica,
bloqueo de la respuesta normal del embarazo, y activa-
cién de la inmunidad local citotéxica. (Feinstein et al,
1985) Los APL representan un modelo de patologia
materno-fetal. Se ha demostrado su implicacion en la
homeostasis materna con su consecuente repercusion en
el desarrollo y crecimiento fetal.
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En este estudio se investigd la incidencia de
autoanticuerpos en pacientes con infertilidad primaria que
a pesar de los diversos tratamientos no han conseguido el
embarazo. La alta incidencia de Acs crea la necesidad de
investigar més a fondo este interesante grupo de pacientes
y relacionar si la produccién de los Acs es inherente al
posible factor de la infertilidad (endometriosis, enferme-
dad pélvica inflamatoria, adhesiones, etc). (Sher et al.
1994), si es una manifestacion transitoria producida du-
rante la estimulacion de la ovulacién (Fish et al, 1991) o
si es una consecuencia de la manipulacién mecanica en el
estudio y tratamiento de estas pacientes.

La prevalencia de APL en la poblacién general se ha
reportado entre 5-17%, (Ruiz et al, 1995). En este estudio
reportamos un 53.5% en las pacientes con infertilidad

REVISTA COLOMBIANA DE OBSTETRICIA Y GINECOLOGIA

primaria, esto nos hace relacionar la contribucién de
estos Acs y la inhabilidad de concebir naturalmente o
mediante técnicas de Reproduccién asistida.

Los factores inmunolégicos participan de una manera
directa en todo el proceso reproductivo, implantacién,
placentacién y posterior desarrollo fetal. Por lo tanto los
resultados de este estudio respaldan las hipétesis de la
implicacién directa de la patologia autoinmune no sélo
en la pérdida recurrente del embarazo sino en la inferti-
lidad primaria.

Estos hallazgos nos hacen pensar que la patologia
inmunoldgica estd presente en un alto porcentaje en
pacientes con falla reproductiva, por lo tanto estos
andlisis deben continuarse para hacer diagnoéstico, trata-
miento y futuras evaluaciones.
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