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Resumen
Determinacion de isotipos de anticuerpos anticardiolipina (aCl) en el liquido
amnidtico (LA) en pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) y/o sindrome

de anticuerpos antifosfolipido (SAAF)

Objetivo: Determinar los niveles de anticuerpos anticardiolipina e isotipo de los
mismos, asi como de anticuerpos anti2-GP1 en el suero y en el liquido
amniotico tanto de pacientes embarazadas con LES y/o SAAF, como de

mujeres embarazadas sanas que sirvieran como controles.

Material y Métodos: Se analiz6 mediante técnica de ELISA el suero y el liquido
amnidtico de pacientes embarazadas con LES y/o SAAF asi como de mujeres
embarazadas sanas. Los resultados se compararon utilizando la prueba de t de Student.

Resultados: 6 de 13 pacientes (46.1%); 5 con LES y una con SAAF primario
tuvieron anticuerpos antifosfolipido en LA. Dos pacientes tuvieron IgG aCl y 4
pacientes tuvieron antif2-GP1 (una de ellas tuvo también aCl IgM) en LA. En
suero, 4 pacientes (30%) tuvieron anticuerpos antifosfolipido positivos (3
antip2-GP1 y 1 aCl IgG). Ningun control tuvo anticuerpos antifosfolipido en LA.
En suero solo un control tuvo aCl IgM positivo. La presencia de antif2-GP1 en
LA de pacientes alcanzo valores estadisticamente significativos al compararlos

con controles.

Conclusiones: Los aCl y los anti-b2-GP1 pueden estar presentes en el liquido
amniodtico de pacientes con o sin historia de pérdida fetal. La presencia de aCl

IgM y anti-b2-GP1 en liquido amnidtico puede sugerir su produccion local.



Abstrac
Anticardiolipin antibody (aCl) isotype determination in amniotic fluid of
pregnant patients with systemic lupus erythematosus (SLE) and/or

antiphospholipid syndrome (APLS)

Objective: To determine the levels and isotypes of aCl, as well as of anti beta 2
glycoprotein 1 (antif2-GP1) antibodies in serum and amniotic fluid of pregnant
patients with SLE and/or APLS, and of healthy pregnant women serving as a

control group.

Material and Methods: We analyzed serum and amniotic fluid of pregnant
patients with SLE and/or APLS, and of healthy pregnant women through

ELISA. Results were compared using a Student’s T test.

Results: 6 of 13 patients (46.1%), 5 with SLE and one with primary APLS had
antiphospholipid antibodies in amniotic fluid. Two patients had IgG aCl and 4
patients had antif2-GP1 (one of them also showing IgM) in amniotic fluid. In
serum 4 patients had (30%) had antiphospholipid antibodies present (1 IgG acCl
and 3 anti B2-GP1) as opposed to none in the control group having
antiphospholipid antibodies in amniotic fluid. Only one control had IgM aCl in
serum. Anti f2-GP1 in the amniotic fluid of patients showed a statistically

significant value when compared to controls.

Conclusion: aCl and anti 32-GP1 can be present in the amniotic fluid of
patients with and without a history of fetal loss. The presence of IgM aCl and

anti B2-GP1 in amniotic fluid suggests its localized production.



Antecedentes

La presencia de anticuerpos anticardiolipina (aCl) en el suero materno se ha
asociado a un resultado obstétrico y perinatal adverso, incluyendo pérdidas
fetales recurrentes, retardo en el crecimiento intrauterino. Estas complicaciones
se asocian a insuficiencia uteroplacentaria que parecen ser la consecuencia de
la interaccién de los anticuerpos antifosfolipidos con el tejido placentario®. La
consecuencia del dafio mediado por estos anticuerpos incluye a la
vasculopatia decidual, la trombosis placentaria y el infarto placentario?.
Adicionalmente se ha sugerido® que los aCl también pueden ser responsables
de infartos cerebrales fetales intrauterinos o de convulsiones neonatales®.
Estos autores postularon que la inmunoglobulina G (IgG) cruza la placenta e
ingresa a la circulacion fetal y puede causar eventos trombdéticos en el feto.
Recientemente se ha demostrado la presencia de los aCl maternos en el
liquido amnidtico (LA) y en la sangre cordon umbilical de fetos cuyas madres
tienen sindrome de anticuerpos antifosfolipido (SAAF)°, aunque no se
determind algun otro anticuerpo asociado al sindrome, por ejemplo anticuerpos
anti beta 2 glicoproteina 1 (antif2-GP1), una proteina que interviene de manera
importante en la patogénia del SAAF. Otros autores® no han encontrado
complicaciones atribuibles a estos anticuerpos en los hijos de madres con
SAAF. El estudio de los isotipos de anticuerpos anticardiolipina y la busqueda
de antif2-GP1 pueden ayudar a esclarecer los mecanismos patogénicos que
conducen a vva popPLitdad TEPIVATAA EAETAOA EV AAC TAY1EVTES BLE GOV TTOP
Tad0paC dg EGTAC uoerokocc dvpavrte ed epPfapalo (taylevies yov AEZ y/o

AAD).



EA oBpetimo d¢ e0te €GTLOLO PLE deTEPULVAP AOC VITEALEG OE ALVTLYLEPTOG AVTLY
OPSLOATLVOL € 1GOTITIO & LOG HIGHOG, 063 YOMO S& avTiyvEPToo avTtip2-GP1 en
el suero y en el liquido amniotico tanto de pacientes embarazadas con lupus

eritematoso sistémico (LES) y/o SAAF, como de mujeres embarazadas sanas

que sirvieran como controles.



MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron sueros y muestras de liquido amnidtico de mujeres
embarazadas portadoras de LES clasificados segun los criterios propuestos en
1982 por el American Rheumatology Association’, y/o SAAF clasificado segin
los criterios propuestos en Sapporo en 1997’, con edad gestacional entre las
semanas 14 y 38 . Como grupo control se incluyéo a mujeres embarazadas
sanas con caracteristicas similares. Aquellas pacientes con expedientes

incompletos o sin muestras almacenadas se excluyeron del presente estudio.

Todas las pacientes se atendieron en la clinica de enfermedades
Reumaticas y embarazo del departamento de Reumatologia del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional La Raza (HECMR). En esta clinica,
a cada paciente se le realiza historia clinica y exploracion fisica general,
enviandose para su control perinatal al Hospital de Ginecologia y Obstetricia
ndamero 3 (HGO3) del mismo centro médico. Se les evalla cada 4 semanas
durante su embarazo y en una ocasion posterior al evento obstétrico. En cada
visita se realizan los examenes de laboratorio de rutina (biometria hematica,

quimica sanguinea y examen general de orina) que se consideren pertinentes.

Los antecedentes generales, antecedentes gineco-obstétricos, tiempo de
duracién de LES y/o SAAF, activacion durante el embarazo y medicamentos
administrados durante el embarazo se obtuvieron de los expedientes de las
pacientes y se consignaron en unas hojas disefiadas de manera expresa para

ello.

Las muestras de suero y el liqguido amniético se extrajeron
simultdneamente por puncion venosa y por medio de amniocentesis

respectivamente, tras obtener consentimiento informado en el departamento de



perinatologia del HGO3. En el caso de las mujeres embarazadas que sirvieron
como control se extrajo liquido amnidtico mediante amniotomia realizada en los

momentos previos a la cesarea electiva.

Las muestras de liquido amniotico y sangre materna se almacenaron en
el laboratorio de inmunologia del HECMR tras centrifugarlas (en el caso de las
muestras de sangre Gnicamente) y congelarlas a —70°C. La determinacion de
los anticuerpos anticardiolipina (isotipos IgG e IgM) y anti2-GP1 (isotipo 1gG)

tanto en suero como en liquido amnidtico se realizé mediante ELISA.

Los valores de referencia utilizados fueron los siguientes: En suero, aCl
IgG >15 GPL, aCl IgM >12.5 MPL y antif2-GPI<20 Ul. En liquido amni6tico, aCl
IgG >23 GPL, aCl IgM > 11 MPL, antif2GPI<20 Ul. Los primeros se basan en
los valores de referencia previamente estandarizados en nuestro laboratorio,

mientras que los segundos se establecieron de manera arbitraria.

El analisis estadistico de tipo descriptivo empleado fue la determinacion
de medias y desviaciones estandar de las distintas variables, asi como la
prueba de t de Student para la comparacion de los resultados obtenidos entre
las pacientes y sus controles, tomando como valor estadisticamente

significativo p igual o mayor a 0.005.



RESULTADOS

Se analizaron un total de 28 muestras, tanto de suero como de liquido
amnidtico provenientes de 13 pacientes (10 con LES y 3 con SAAF) y 15
controles. Las caracteristicas de las pacientes y de los controles se presentan

en la tabla 1.

Las pacientes con SAAF no presentaron complicaciones tromboticas ni
obstétricas por su enfermedad durante el embarazo. Once pacientes se
sometieron a cesarea, siendo el motivo preeclampsia en 2 de ellas, cesarea
previa en 2, desproporcion cefalopélvica en 2, ruptura prematura de
membranas en 2, hipomotilidad fetal en 1, circular de cordén en 1, sufrimiento
fetal agudo en 1 y sin indicacion clara en 1. Todos los controles se sometieron

a cesdarea por motivos puramente obstétricos.

Los niveles de aCl y sus isotipos, tanto en suero como en el liquido
amnidtico de las pacientes con enfermedad reumética y de los controles se

presentan en la tabla 2.

Los niveles de antif2-GP1 en suero y liquido amniético de pacientes

control se muestra en la tabla 3.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes y de los controles



Caracteristicas

Pacientes

Controles

Edad

Actividad lupica
SDG a la toma
SDG al nacer

Interrupcion

28.8+7.6 (r=20-42)
6 pacientes

24.8+7.4 (r=14-36)

37.2+1.9 (r=32-39)

2 Partos, 11 Cesareas

28.4%7.5 (r=21-38)
NA
38.7+ (r=38-40)
38.7+0.70 (r=38-40)

15 Ceséareas

Pérdida Previa 5 1
Tabla 2. Anticardiolipinas y sus isotipos
Suero Paciente LA Paciente Suero Control LA Control




19G IgM IgG IgM I9G IgM I9G IgM
1 13.2 9.6 8.7 0.9 12.8 11 8 1.3
2 4.4 9.3 11 1.13 12.7 17 5 1
3 4.7 10 8 0.4 14.9 11.2 12.4 0.5
4 11.9 8.2 12 0.7 8.3 6.3 9.4 1
5 7.5 3.9 11 0.4 11.6 4.1 5.6 11
6 6.1 9.2 7.8 1.3 12.1 10.2 5.3 1.2
7 8 4.7 3.4 0.4 30.9 5.9 10.7 21
8 1 0.7 7.5 0.4 4.4 3.3 6.3 1.3
9 10.3 7.4 40.5 35.1 7.2 4.5 11.9 9.6
10 10.8 3.4 7.2 0.7 8.1 7.3 9.8 15
11 10.8 14.1 141 0.68 5.8 7 4.1 1
12 1 17.1 171 0.5 6.5 7.2 7.1 11
13 9.1 13.1 13.1 3.2 5.8 5.1 18.8 0.5
Tabla 3. Anticuerpos anti-B2 glicoproteina 1 (IgG)
Suero paciente LA Paciente Suero Control LA Control
1 107 79.4 2.1 3.8




2 25.5 20 11 2.1
3 1.7 20 1.2 2.6
4 1.4 10.4 1.8 3.7
5 6.6 8 11 4.2
6 4.1 11.8 2 2
7 12.5 16.5 1.8 6.3
8 16.7 12 15 3.6
9 115 11.5 1.3 3.8
10 25.9 7.6 15 4.5
11 10.8 5.3 2 4
12 3.4 57.8 2 2.5
13 2 115 2.4 13.9

Dos de las pacientes que presentaban estos anticuerpos en LA tenian
antecedentes de pérdidas fetales previas. De las 13 pacientes, 8 presentaron
un evento obstétrico pretérmino (37 semanas de gestacion o menos), aunque
todos los productos sobrevivieron. Las figuras 1 y 2 muestran los niveles de
anticardiolipinas 1gG en suero Yy liquido amnidtico respectivamente,
comparandose entre el grupo de pacientes y los controles. Las figuras 3y 4

comparan los niveles de IgM tanto en suero como en liquido amnidtico




respectivamente, entre pacientes y controles. Las figuras 5 y 6 muestran la
comparacion de los niveles de antif2-GP1 en suero y liquido amniético
respectivamente, entre pacientes y controles. En la tabla 3 se resumen las
comparaciones entre los pacientes y los controles con respecto a los niveles de

aCl y antif2-GP1, mostrandose el valor de p que alcanz6 cada comparacion.

Figura 1. aCl (en unidades GPL) isotipo IgG en suero de pacientes con

LES y/o SAAF vs. controles
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Figura 2. aCl (en unidades MPL) isotipo IgM en suero de pacientes con

LES y/o SAAF vs. controles
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Figura 3. aCl (en unidades GPL) isotipo IgG en liquido amnio6tico de

pacientes con LES y/o SAAF vs. controles
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Figura 4. aCl (en unidades MPL) isotipo IgM en liquido amnidtico de

pacientes con LES y/o SAAF vs. controles
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Figura 5. antif2-GP1 (en Ul) en suero de pacientes con LES y/o SAAF vs.

controles
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Figura 6. antif2-GP1 en liquido amniotico de pacientes con LES y/o SAAF

VS. controles
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Tabla 3. Comparacién entre pacientes y controles
Pacientes (n=13) Controles Valor de p
(n=15)
aCl 1gG sérico 7.6£3.9 9.5£7.2 0.23




aCl IgM sérico 6.0+3.7 6.7+4.2 0.78
Antip2-GP1 sérico 18.0+27.8 1.8+0.5 0.01
aCl IgG LA 12.4+9.1 9.845.5 0.48
aCl IgM LA 3.519.5 2.313.3 0.23
Antip2-GP1 LA 20.9+22.0 4.61£2.9 0.005




DISCUSION

Este estudio describe por primera vez la presencia de aCl IgG e IgM y
antif2-GP1, isotipo IgG en el liquido amniotico de pacientes con LES y/o SAAF.
Seis de 13 pacientes (46.1%); 5 con LES y una con SAAF primario tuvieron
anticuerpos antifosfolipido en LA. Dos pacientes tuvieron IgG aCl y 4 pacientes
tuvieron anti2-GP1 (una de ellas tuvo también aCl IgM) en LA. En suero, 4
pacientes (30%) tuvieron anticuerpos antifosfolipido positivos (3 antif2-GP1y 1
aCl IgG). En contraste ningun control tuvo anticuerpos antifosfolipido en LA. En
suero solo un control tuvo aCl IgM positivo. La presencia de antif2-GP1 en LA
de pacientes alcanz6 valores estadisticamente significativos al compararlos con

controles.

Dos de las pacientes que presentaban estos anticuerpos en LA tenian
antecedentes de pérdidas fetales previas, sin embargo en el presente
embarazo no hubo complicaciones obstétricas. Estos resultados sugieren que
los anticuerpos antifosfolipido, especialmente anti2-GP1, isotipo IgG
atraviesan la barrera placentaria. Sin embargo la presencia de aCl IgM LA y
antip2-GP1 en LA con negatividad en el suero sugieren sintesis local de estos
anticuerpos®*. El mecanismo por medio del cual la IgG atraviesa la barrera
placentaria es transporte activo por medio de endocitosis, por lo tanto en estas
pacientes es posible encontrar aCl maternos en sangre fetal y liquido
amniotico®. Un solo estudio encontrd 54.5 % de positividad para aCl IgG en LA
y 27.3% en sangre de cordén umbilical de pacientes con SAAF primario. Sin
embargo en este estudio no se determind la presencia de otros isotipos de
inmunoglobulina, o si existia algln otro anticuerpo relacionado con la patogenia

de la pérdida fetal asociada a LES y/o SAAF en el microambiente fetal. En el



presente estudio no encontramos una correlacion entre los niveles séricos de
aCl y su presencia en cantidades significativas en liquido amniotico. El
significado de estos hallazgos es desconocido sin embargo es posible que los
aCl y antip2-GP1 tengan algun papel patogénico en la pérdida fetal, como ya
se ha descrito®* . Una posibilidad es que estos anticuerpos se formen
localmente por un estimulo proveniente de los antifosfolipidos del trofoblasto,
los denominados amniofosfolipidos®. Estos anticuerpos formados localmente
pueden interactuar con Anexina V, una proteina placentaria anticoagulante, y

producir trombosis.

La presencia de aCl del isotipo IgM en liquido amni6tico de mujeres
embarazadas con LES y/o SAAF representa una observacién no descrita
previamente, debida posiblemente a la produccion local de aCl (ya que el
isotipo IgM no atraviesa la barrera placentaria). El significado clinico de este

hallazgo es incierto y se requiere de estudios posteriores para dilucidarlo.

Los anticuerpos antip2-GP1 en el liquido amnidtico de pacientes con
LES y SAAF probablemente también provengan de la circulacion materna, al
tratarse de IgG. Estos anticuerpos juegan un papel fundamental en la
patogenia de la trombosis en SAAF, pero el rol que desempeiien en el
microambiente fetal en relacion a la morbilidad fetal aun es incierto. Modelos
experimentales demuestran que estos anticuerpos se pueden depositar en la
placenta, producen retardo en el crecimiento y necrosis placentaria (9) y
recientemente se ha demostrado que estos anticuerpos activan complemento

en directa asociacion a pérdidas fetales®.

Las limitaciones de nuestro estudio son las siguientes: la poblacion de

pacientes es pequefla y los métodos de deteccion de anticuerpos



antifosfolipidos en LA no estan estandarizados. Sin embargo, nuestros
resultados son confiables ya que ningan control compuesto por embarazadas
normales presentd positividad para estos anticuerpos en el liquido amnidtico.
Estos anticuerpos se han identificado en otros fluidos corporales como en

liquido cefalorraquideo™.



CONCLUSIONES

1. Los aCl y los anti-B2-GP1 pueden estar presentes en el liquido

amniotico de pacientes con o sin historia de pérdida fetal.

2. La presencia de aCl IgM y anti-B2-GP1 en liquido amnio6tico puede

sugerir transporte transplacentario y/o produccion local.

3. Es necesario estandarizar los puntos de corte para niveles de aCl y

antif2-GP1 en liquido amniotico.
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