Diagnostico inmunolodgico y terapia del aborto recurrente espontaneo
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RESUMEN: Se presenta una recopilacién del diagnéstico inmunolégico y los resultados preliminares del tratamiento, en parejas con
aborto recurrente espontineo atendidas en el Programa de Reproduccién de la Universidad de Antioquia, en el periodo comprendido entre

febrero de 1991 y noviembre de 1995.
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SUMMARY: This article is a compilation of the immunological diagnosis and preliminary results of the treatment of couples with
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Introduccion

El aborto habitual asociado con un factor inmuno-
l6gico, conjuntamente con el aborto asociado a alteracio-
nes endocrinas, cromosomicas, anatémicas y agentes
infecciosos, representan el 40% de las perdidas recurren-
tes del embarazo. El 60% restante persisten en la catego-
ria de causa desconocida.

Del factor inmunoldgico, se han reconocido dos ti-
pos: el autoinmune caracterizado por la presencia de
anticuerpos contra fosfolipidos cargados negativamente
y el aloinmune por una deficiencia en el reconocimiento,
por parte de la madre, de antigenos paternos expresados
por el feto.

Los anticuerpos contra antigenos fosfolipidicos, pue-
den ser determinados por pruebas de coagulacion depen-
dientes de fosfolipidos (anticoagulante lupico), o por
inmunoensayo en fase sélida (anticuerpos antifosfolipi-
dos). La presencia de estos autoanticuerpos, se ha asocia-
do con trombosis arterial y venosa, trombocitopenia, livedo
reticularis manifestaciones neuroldgicas y pérdidas fetales.

Los mecanismos patogénicos que conducen a la coa-
gulacion y trombosis, en el caso de los anticuerpos
antifosfolipidos, permanecen desconocidos, pero se han
postulado varias explicaciones: disfuncién de la proteina
C, inhibicidn de la liberacidn de prostaciclina endotelial,
activacion del complemento sérico y la inhibicion de
proteinas anticoagulantes placentarias. Adicionalmente,
se ha postulado que los anticuerpos antifosfolipidos
interfieren con la fusién del sincitiotrofoblasto a partir
del citotrofoblasto llevando a una inadecuada formacion
de la placenta.
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Para los trastornos autoinmunes se han propuesto
diferentes esquemas terapéuticos tales como aspirina,
heparina, prednisona o diferentes combinaciones de es-
tas. También ha sido utilizada la inmunoglobulina
intravenosa.

La deficiente respuesta aloinmune de la madre esta
enmarcada dentro de la hipdtesis inmunotrdpica, segliin
la cual la madre debe reconocer los antigenos paternos
que esta expresando el feto y desarrollar una respuesta
inmune, que no sélo no sea nociva, sino que ademas
promueva el desarrollo y crecimiento de la unidad
fetoplacentaria. La naturaleza del antigeno (o los
antigenos) que estimulan esta respuesta materna, no ha
sido aclarada y hay varios candidatos propuestos: R80K,
TLX, HLA-G.

La cuantificaciéon de esta respuesta inmune materna
es muy compleja y no existe un método diagndstico que
permita evaluarla de una manera precisa. Se han hecho
algunas aproximaciones mediante la evaluacién de los
factores bloqueadores del cultivo mixto de linfocitos
maternos contra linfocitos paternos; esta es una técnica
in vitro que permite determinar la alo-reactividad de los
linfocitos maternos a los linfocitos paternos, como un
reflejo de la alo-reactividad in vivo a los antigenos que
se expresan en trofoblasto y que al parecer también se
expresan en sangre periférica. La otra posibilidad de
bloqueo del cultivo mixto, que consideramos maés plau-
sible, es el bloqueo del receptor de las células T en las
cé¢lulas efectoras maternas.

La terapia con linfocitos paternos y/o de donante
(aloinmunoterapia) ha sido la mas ampliamente utilizada
para el aborto habitual de causa aloinmune, pero sus
resultados son controvertidos. Recientemente, se realizd
un Estudio Colaborativo Internacional, para tratar de
resolver la controversia de la efectividad de la terapia.

159



Vol. 47 No. 3- 1996

Este estudio mostré una diferencia significativa entre los
nacidos vivos después de la terapia, en comparaciéon con
grupos controles no tratados (60.7% vs 44.4%, p= 0.006),
con un beneficio absoluto de la terapia entre 8 y 10%.
Cuando se hizo el analisis en un grupo de pacientes con
criterios mds estrictos de seleccion con respecto al diag-
ndstico, se aumento el beneficio absoluto del tratamiento
a 16.3%.

En conclusidn, la eficacia de la terapia no pudo ser
descartada ni confirmada con este estudio, pero se plan-
ted la necesidad de desarrollar métodos diagnosticos mas
adecuados que permitan seleccionar las pacientes que se
beneficiarian de la inmunoterapia.

En este trabajo se presenta un compendio del diagnds-
tico inmunoldgico realizado a las parejas atendidas en
nuestro programa, y los resultados parciales del trata-
miento, en el periodo comprendido entre febrero de 1991
y noviembre de 1995.

Materiales y métodos

Pacientes

Se estudiaron todas las parejas con diagnostico de
aborto a repeticién (dos o mas abortos con ¢l mismo
compaiiero); las cuales fueron remitidas de diferentes
instituciones y médicos particulares; durante el periodo
comprendido entre febrero de 1991 y octubre de 1995.

Todas las parejas, a su ingreso, fueron entrevistadas por
un médico inmunologo, quien hizo la evaluacidn y orienta-
cidn inicial, explicd los procedimientos diagndsticos y
llené la informacién en un formato de historia clinica.
Preferiblemente, la pareja debia tener la evaluacién basica
de su infertilidad, y en el programa sélo se estudid la
patologia auto y aloinmune para completar el estudio.

Determinacion de anticuerpos antifosfolipidos

A las mujeres se les extrajo 10 ml de sangre periférica
en tubo seco, se separ6 el suero y se almacené a -20°C
hasta procesar la muestra. Por el método de ELISA,
descrito por Beer y cols., se determinaron anticuerpos IgG
e IgM contra seis fosfolipidos cargado negativamente:
cardiolipina (CL), fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilserina
(PS), fosfatidilinositol (PI), fosfatidiletanolamina (PE) y
acido fosfatidico (PA).

Anticoagulante lipico

Una muestra de sangre periférica con citrato de sodio,
fue utilizada para la determinaciéon del anticoagulante
lapico. Se realizd por la técnica de tiempo parcial de
tromboplastina activado (TPTa), de Organdn Teknika®, de
acuerdo con las recomendaciones de la casa productora.

Factores bloqueadores del cultivo mixto de linfocitos

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de los dos
miembros de la pareja, se separaron los linfocitos sobre
un gradiente de Ficoll Hypaque y se cultivaron en presen-
cia de 20% de una rnezcla de suero humano o de suero de
la paciente, inactivados. Los linfocitos de la mujer se
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tomaron como efectores y los del esposo, previamente
tratados con mitomicina-C, como estimuladores. Des-
pués de 7 dias de cultivo, se agregd timidina tritiada a una
concentracion de 0.5 uCi/pozo/18 h, se colectaron las
células en filtros de fibra de vidrio, se agregd cocktail de
centelleo y se midio la proliferacién celular en cpm en un
contador 3

Se establecié el indice de proliferaciéon con ambos
sueros, se calculod el porcentaje de inhibicidn para deter-
minar la presencia de factores bloqueadores de la proli-
feracién. Valores por debajo de 30% de inhibicidén, se
consideraron como negativos y se clasificé a la pareja
como positiva para alteraciéon aloinmune.

Inmunizaciones

A las parejas con alteracion aloinmune, se les ofrecié
el tratamiento de inmunizaciones con linfocitos del espo-
so y/o de un tercero. La pareja fue instruida para la
seleccién del donante y firmaron un consentimiento
escrito de las inmunizaciones. Tanto al esposo como al
donante, se les realizé previamente VDRL, anticuerpos
contra HIV y hepatitis C y el antigeno superficial de la
hepatitis B.

Para las inmunizaciones, se tomaron 50 ml de sangre
heparinizada a cada uno de los donantes, se separaron los
mononucleares y se aplicd cada suspensién de células en
I ml de solucidn salina, en tres inyecciones subcutaneas.
El procedimiento se repitié dos veces con intervalo de 6-
8 semanas antes de la gestacidén y se hicieron 1 6 2
refuerzos durante el embarazo hasta la semana 20.

Terapia anti-autoinmune

A las parejas positivas para autoinmunidad (anticuer-
pos antifosfolipidos positivos y/o anticoagulante lipico),
se les prescribié 100 mg/dia de 4acido acetil salicilico
(aspirineta) desde el dia 1 del ciclo hasta la semana 36 de
la gestacion. Dado los costos de la heparina, que no la
hacen accesible a todas las pacientes, su uso se sugirid
como opcional. La dosis recomendada fue 5.000 U.I s.c.
cada 12 horas desde el dia +1 del ciclo hasta la semana 34
de la gestacion. Sino ocurri6 el embarazo en ese ciclo, se
suspendid desde el dia de la menstruacion hasta la ovu-
lacién en el ciclo siguiente.

A las pacientes que presentaron anticoagulante lipico,
se les prescribid ademas prednisona 10 mg/12 h desde el
dia 1 del ciclo hasta la semana 28 de la gestacion, con
disminucidn gradual desde la semana 24.

Terapia Gnica

Con la hipdtesis de que los mecanismos patogénicos
que llevan al aborto por alteracion aloinmune y autoinmune
son fundamentalmente los mismos, esto es, inflamacion y
trombosis, se propuso que la terapia inica anti-autoinmune
con la aspirina (antitrombdtica y antiinflamatoria) y con
heparina (anticoagulante), podia ser un tratamiento efi-
ciente del ARE con ambas alteraciones.

Los criterios de seleccidn de las parejas, ademés de
presentar anticuerpos antifosfolipidos positivos y no
tener factores bloqueadores del cultivo mixto de linfocitos,
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fueron: abortadoras primarias, edad de la mujer menor de
35 afios, ninguna otra causa conocida de aborto. A todas
las parejas que cumplieron con los requisitos, se les
explicé en forma clara los objetivos del estudio y se les
invité a participar con el incentivo de recibir por parte del
proyecto, la droga y el seguimiento inmunolégico duran-
te la gestacion. Las parejas firmaron un consentimiento.

El esquema de terapia consistio de 100 mgs de acido
acetil salicilico desde el dia 1o. del ciclo hasta la semana
36 del embarazo y 5.000 U/12 h de heparina subcutanea
desde el dia 14 del ciclo, hasta la semana 34. No se
aplicaron inmunizaciones con linfocitos.

Resultados

1. Diagnéstico de autoinmunidad

En el Programa se atendieron 578 parejas con diag-
nostico de aborto habitual, de las cuales 335 (58%) tenian
s6lo 2 abortos y 243 (42%) tenian 3 6 mas abortos
previos. A 286 de estas parejas se les realizd el diagnos-
tico de causa autoinmune por la determinacion de los
anticuerpos antifosfolipidos por ELISA (AFL) y por el
anticoagulante lipico (AL). De las 292 restantes sélo se
pudo colectar informacién de anticuerpos antifosfolipidos.

La correlacion de las dos pruebas, AFL y AL, no fue
significativa y las pacientes positivas para ambas prue-
bas, fueron 25 (8.8%); negativas para ambas, 140 (49%);
positivas para AL y negativas para AFL,29 (10%); nega-
tivas para AL y positivas para AFL, 92 (32.2%).

El AFL mas frecuentemente asociado con el AL fue
cardiolipina (IgM), seguido en su orden por p-inositol
(IgG), acido fosfatidico (IgM), p-inositol (IgM). La aso-
ciacién con cardiolipina IgG fue de s6lo 7.4% y con la p-
etanolamina IgG, fue de 0. No se encontrd diferencia
entre la concordancia de las pruebas y el nimero de
abortos previos o el antecedente de un hijo vivo.

En general, se hizo diagndstico de autoinmunidad
positiva a 273/578 (47%) de las parejas, de las cuales 58%
tenian dos abortos y 42% tres o mas.

Los fosfolipidos mas frecuentes a los cuales las pa-
cientes eran positivas fueron en su orden: IgG para p-
inositol, acido fosfatidico, cardiolipina y p-glicerol. Para
IgM, se encontré mayor positividad para p-etanolamina
y p-inositol.

La frecuencia de pacientes positivas para AFL, se
resume en la siguiente tabla:

CL PG PA PI PE  PS
1eG(%) 10.8 104 12,0 120 75 72
IeM(%) 4.2 5.5 52 63 68 35

No se encontro asociacion positiva entre el nimero de
pérdidas y la positividad de los AFL, ni entre el nimero
de pérdidas y el nimero de especificidades a las cuales se
fuera positivo.

Con respecto al resultado de la nueva gestacion,
después de realizado el diagndstico y prescrito la terapia,
se encontrd un efecto positivo de la misma; es decir, una
diferencia significativa entre el porcentaje de nacidos
vivos y el porcentaje de pérdidas en las pacientes que
eran positivas para alguno de los siguientes anticuerpos:
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IgG p-inositol, IgG p-glicerol, IgG cardiolipina, IgG
acido fosfatidico, IgM p-inositol e IgM p-glicerol.

2. Diagnédstico de aloinmunidad

De las 275 parejas a las cuales se les realizd el CML,
206 (75%) fueron aloinmune positivas (64% con 2
abortos y .36% con 3 6 +) y 253 (69%), fueron negativas
(46% con 2 abortos y 54% con 3 4 +).

La distribucion de las 578 parejas por diagnodstico
inmunoldgico y por numero de abortos previos fue la
siguiente:

2 36+
abortos | abortos Total

alo+/AFL+ o AL+ 75 41 116 (20.1%)
alo+/AFL- y AL- 44 21 65 (11.2%)
alo+/AFL- y AL (NE) 12 13 25 (4.3%)
alo-/AFL+ o AL+ 18 17 35 (6.1%)
alo-/AFL- y AL- 3 13 16 (2.8%)
alo-/AFL- y AL (NE) 11 7 18 (3.2%)
alo(NE)/AFL+ o AL+ 67 55 122 (21.1 %)
alo(NE)/AFL- y AL- 35 26 61 (10.5%)
alo(NE)/AFL- y AL (NE) [ 70 50 120 (20.7)

NE= no estudiado.

3. Resultados de la nueva gestacion en las pacientes
acorde a su estado inmunoldgico

De las 206 parejas aloinmunes positivas en las cuales
estaba indicada las inmunizaciones, 151 han recibido la
terapia con linfocitos, 12 parejas ingresaron al estudio de
terapia Gnica anti-autoinmune, 5 parejas no aceptaron la
terapia y se embarazaron y las restantes no se han inmu-
nizado todavia.

De las 151 parejas inmunizadas, 100 se han embara-
zado y, al momento de este reporte, 79 han terminado su
embarazo con los siguientes resultados: 55 (70%) tuvie-
ron un hijo vivo y 24 (30%) presentaron un nuevo aborto.
p<0.001.

Los resultados de la nueva gestacion segun el perfil
del estado inmunoldgico y la terapia prescrita son los
siguientes:

Estado inmune Vivos | Pérdidas | Total | Valor p
alo+/AFL+ o AL+ 26 7 33 < 0.01
alo+/AFL- yAL- 22 14 36 P=0.06
alo+/AFL- y LA(NE) 7 3 10 p= 0.07
alo-/AFL+ o AL+ 9 1 10 p <0.01
alo-/AFL- y AL- 8 6 14 p=0.48

NE= no estudiado.

4. Resultados de la terapia anti-autoinmune como
tinico tratamiento del ARE en pacientes aloy autoinmune
positivas

Hasta la fecha, 12 parejas han ingresado al estudio de
terapia Unica: 3 terminaron exitosamente su gestacion
con hijos vivos, 2 estan en el Gltimo trimestre del emba-
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razo, 4 no se han embarazado aun y 3, se retiraron del
estudio por inconformidad con la heparina.

5. Resultados de segundos embarazos en parejas
después de recibir la terapia con linfocitos:

Se tienen datos de algunas parejas que han embaraza-
do por segunda vez después de la terapia con linfocitos.
Los datos son muy preliminares, pero es interesante
anotar que independientemente del resultado de la gesta-
cién en el primer embarazo posterapia, algunas pacientes
han tenido un hijo vivo sin necesidad de nuevas
inmunizaciones.

Discusién

En resumen, a 232 pacientes se les pudo hacer el
estudio inmunolégico completo y de ellas, 216 (93%)
tenfan por lo menos un factor inmune positivo y 16 (7%),
fueron negativas.

Hasta el momento de este informe, 79 de las 216
pacientes positivas han terminado su embarazo. Estas 79
pacientes habian recibido la terapia inmunoldgica apro-
piada acorde con el diagndstico (inmunizaciones con
linfocitos solas o asociadas con aspirina y/o heparina, o
la terapia con aspirina y aspirina solamente). El porcen-
taje de éxito en términos de un hijo vivo, fue del 72%. De
las 16 pacientes que fueron negativas, 14 se han embara-
zado y 8 (57%) terminaron su embarazo exitosamente.
Estas pacientes recibieron o no otras terapias a juicio del
médico tratante.

Por razones éticas ha sido imposible establecer un
control de pacientes con factor inmune positivo y sin
terapia, por lo tanto el efecto real del tratamiento no
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podria determinarse en este tipo de estudio. Si tenemos en
cuenta la literatura universal y muy particularmente el
Estudio Colaborativo Internacional de la aloinmuno-
terapia, que indica un porcentaje de éxito espontineo de
aproximadamente 56%, el efecto del tratamiento en
nuestro programa seria so6lo del 16%, lo cual coincide con
los resultados del mencionado estudio internacional.

Este pequeiio efecto benéfico debe ser considerado
en forma critica. En primer lugar el resultado parece ser
consistente a nivel internacional, lo que nos hace pensar
que se trata-de un efecto real pero es necesario cuestio-
nar si este reducido efecto justifica la aplicacién de una
terapia, que no es totalmente inocua y de la cual el
mayor porcentaje de pacientes no va a obtener utilidad.
Es necesario investigar la posibilidad de definir facto-
res pronosticos con el fin de someter a la terapia sdlo a
aquellas mujeres que tengan la mayor probabilidad de
beneficiarse de la misma. Igualmente, no se debe igno-
rar el impacto social de la terapia inmunoldgica tenien-
do en cuenta el factor humano de las parejas que, fuera
de este tratamiento, no tienen otra posibilidad de ayuda
terapéutica.
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