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Resumen
Reserva ovarica en pacientes con sindrome antifosfolipidico primario
Introduccidn:

El sindrome antifosfolipidico primario (SAFP) es una de las enfermedades autoinmunes
mas comunes en las mujeres jovenes. Existen muchos mecanismos por los cuales la
fertilidad en el SAP se encuentra disminuida, sin embargo no se ha podido demostrar si la
disminucion de la reserva ovarica (RO) se constituye como una causa adicional a esta
disminucion de fertilidad.

El objetivo de este estudio es evaluar la RO en pacientes con SAFP por medio de medicién
de hormona antimiilleriana (AMH) la cual es la técnica con mayor valor predictivo para
calcular RO hasta el momento. Adicionalmente se busca determinar si los niveles de AMH
se encuentran asociados con el riesgo de pérdida gestacional y trombosis por medio del
GAPSS score, o tienen relacion con el dafio organico cronico (DIAPS score).

Métodos:

Realizamos un estudio transversal, observacional, que incluyé a pacientes femeninos con
SAFP que acudieron a la consulta externa de Reumatologia en un periodo de 3 meses. Se
excluyeron a pacientes mayores de 50 anos, con uso de anticonceptivos hormonales los
ultimos 3 meses, con antecedente de cirugia ovarica, sindrome de ovario poliquistico o
falla ovdrica prematura. Se obtuvo la informacién por medio de cuestionarios
autoaplicados y revision de los expedientes clinicos. Se midieron niveles de AMH por
medio de ELISA. El analisis se realizd usando x2 o Test de Kruskal-Wallis segun
correspondiera; las asociaciones se realizaron usando el coeficiente rho de Spearman.

Resultados:

Se incluyeron 10 pacientes con SAFP que cumplieron con nuestros criterios de inclusién.
Adicionalmente se incluyeron 13 pacientes con SAF secundario (SAFS) y 16 pacientes
sanas como grupo control. La caracteristicas clinicas y demograficas fueron similares entre
los grupos. No hubo diferencia en la media de AMH entre las pacientes con SAFP (6.6,
1.01-9.45 ng/mL), SAFS (6.06, 0.97-12.54 ng/mL), controles (4.87, 1.33-9.45 ng/mL,
P=0.238). Adicionalmente los niveles de AMH mostraron una tendencia de correlacion
inversa con el GAPSS score (Rho -0.41, -0.716 a -0.001; P= 0.57). No encontramos
asociacion entre el score de DIAPS (rho -0.001, -0.423 a 0.422; P=0.996).

Conclusiones:

Nuestros resultados sugieren que la RO no estd reducida en pacientes con SAF, ya sea
primario o secundario cuando se lo compara con mujeres sanas de la misma edad.
Adicionalmente, se sugiere que los niveles de AMH pueden estar relacionadas con la
prediccidn de complicaciones obstétricas y tromboticas por el score de GAPSS.



Abstract
Ovarian reserve in patients with primary antiphospholipid syndrome
Background:

Antiphospholipid syndrome (APS) is among the most common autoimmune diseases in
young women. Several mechanisms to reduce fertility occur in APS, although the
additional burden that reduced ovarian reserve (OR) may contribute to such infertility has
barely been studied in the primary forms of the syndrome (PAPS).

This study was aimed to evaluate the OR in women with PAPS using the levels of anti-
Millerian hormone (AMH), a technique with the highest predictive value to OR so far.
Additionally, to assess whether AMH levels are associated with the risk to pregnancy loss
or thrombosis (GAPSS score) or the accrued organ damage (DIAPS score).

Methods:

We performed a cross-sectional and observational study including all female patients with
PAPS who attended in our outpatient clinic during a 3-month period. Women >50 years
old, current or previous (3 months) use of hormonal contraceptive, previous ovarian
surgery, current pregnancy or breastfeeding, polycystic ovarian syndrome, or premature
ovarian failure were excluded. Data collection was collected using self-administered
guestionnaires and by reviewing the medical charts. Serum levels of AMH were measured
by ELISA. Analyses were performed using the %2 or the Kruskal-Wallis (Dunn’s post-test)
tests as corresponded; associations were evaluated using the Spearman’s rho coefficient.

Results:

Ten patients with PAPS satisfied our criteria and were included. In addition, 13 age-
matched female patients with secondary APS (SAPS), and 16 healthy women (controls)
were included. Main demographic and clinical characteristics were similar between
groups.

Interestingly, no differences in the median levels of AMH were observed between PAPS
(6.6, 1.01 to 12.88 ng/ml), SAPS (6.06, 0.97 to 12.54 ng/ml), and controls (4.87, 1.33 to
9.45 ng/ml; P=0.238). In addition, levels of AMH in all APS patients were inversely
correlated with the GAPSS score (rho -0.421, -0.716 to -0.001; P=0.57), although there was
no statistic significance. No association with the DIAPS score (rho -0.001, -0.423 to 0.422;
P=0.996) was observed.

Conclusion:
Our results suggest that OR is not reduced in women with APS, either primary or

secondary, when compared with age-matched healthy women. In addition, support that
AMH levels may participate in predicting obstetric complications besides the GAPSS score.



Reserva ovarica en pacientes con sindrome antifosfolipidico
primario

L. INTRODUCCION
Sindrome antifosfolipidico:

El sindrome antifosfolipidico (SAF) en una enfermedad crénica, autoinmune que
estd caracterizada por la presencia de manifestaciones clinicas como son la trombosis
recurrentes, ya sean éstas venosas y/o arteriales, la morbilidad obstétrica, principalmente
pérdidas fetales"” y la presencia de anticuerpos antifosfolipidos positivos o elevados de
manera persistente>.

Se menciona que de 1 a 5% de pacientes sanos pueden tener anticuerpos
antfosfolipidos (aFL) positivos (anticuerpos anticardiolipina (aCL) y anticoagulante lupico
(AL))*. Se estima que la incidencia de esta enfermedad es de 5 caso nuevos por 100,000
habitantes por afio, con una prevalencia de 40 a 50 casos por 100,000 personas al afio’.
Este sindrome es la principal causa de trombosis y pérdidas fetales en el mundo, con una
prevalencia estimada de uno en 2000 pacientes’.

El SAF puede presentarse sin asociacion a otro proceso autoinmune
denominandose SAF primario (SAFP), o puede estar acompafiada de otra enfermedad del
tejido conectivo, lo cual se conoce como SAF secundario (SAFS) el cual hasta en un 40 -
50% de los casos se relaciona al lupus®. La prevalencia de aCL y AL se incrementan hasta
30% y 34% respectivamente, y de estos pacientes el 50 - 70% progresan a SAF°.

El SAF se caracteriza por tener una amplia gama de manifestaciones clinicas con las

gue puede presentarse el paciente, yendo desde un cuadro asintomatico en el cual el
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individuo es portador de aFL positivos sin manifestaciones clinicas al patrén clasico en
donde se puede presentar trombosis de repeticion. Otra manifestacion es el SAF
obstétrico que se caracteriza por la presencia de morbilidad gestacional Unicamente. Estas
formas mencionadas previamente son las manifestaciones mas convencionales, sin
embargo, en estudios recientes, se ha descrito una variedad clinica denominada SAF no
criterio en la cual el paciente cuenta con aFL positivos pero con manifestaciones clinicas
no convencionales como trombocitopenia, livedo, enfermedad valvular cardiaca,
neuropatia’. Existe una forma clinica adicional, la cual es la mas grave debido a que que
pone en peligro la vida y se conoce como SAF catastréfico, la cual se caracteriza por la
presencia de falla en 3 o mas érganos simultaneos o en un lapso de 7 dias secundaria a
trombosis de pequefios vasos por histologia’.

EL SAF obstétrico se caracteriza por complicaciones en el embarazo las cuales
afectan tanto a la madre como al producto. La madre se encuentra con un mayor riesgo
de trombosis, trombocitopenia y complicaciones como ecamplsia, preecplamsia y
sindrome de HELLP (hemdlisis con enzimas hepdtica elevadas y bajo conteo plaquetario).
En el feto condiciona riesgo de pérdida fetal como son abortos y 6bitos de repeticidn,
restriccidén de crecimiento intrauterino y prematuridad®.

Para la clasificacién del SAF, en 1990 se publicaron los primeros criterios dentro de
los cuales se incluian criterios clinicos, de trombosis y morbilidad obstétrica, asi como, de
laboratorio que incluyen la presencia de anticardiolipina y anticoagulante lGpico>. En 2006
se publicaron nuevos criterios de clasificacion, llamados criterios de Sidney® que se

caracterizaban por la inclusion de la f2GPI, dejé de considerar excluyente la presencia de



alguna otra coagulopatia, y agregd se menciona la importancia de algunas caracteristicas
clinicas no criterio.

Si bien los aFL son uno de los pilares en esta enfermedad por su asociacion
importante con las trombosis y pérdidas fetales, no todos los pacientes con aPL
desarrollan trombosis, esto sugiere que existen otras vias patogénicas.

Dentro de su fisiopatologia, se considera que es una condicidn multifactorial en Ia
cual se encuentran involucrados el sistema inmune innato y adaptativo. Se considera que
tiene que haber un primer insulto “first hit” el cual se refiere a la suceptibilidad genética
que conlleva al paciente a un mayor riesgo trombogénico. Sin embargo, ni la
susceptibilidad genética ni la presencia de aFL son suficientes para desencadenar la
formaciéon de un trombo, por lo cual se postula que es necesaria la presencia de un
segundo insulto “second hit” el cual es un factor ambiental que desencadene un proceso
inflamatorio y potencie la formacion del coagulo, sin embargo, no siempre es posible
determinar cual es este segundo estimulo’.

Por otro lado, cuando los anticuerpos anti Beta 2 Glucoproteina | (aB2GPI) que se
encuentra en su forma forma circular inactiva, se encuentra con fosfolipidos anidnicos, se
desdobla y se activa, exponiendo sus regiones antigénicas. La unién de los anticuerpos
anti Beta 2 Glucoproteina | (aB2GPI) a sus antigenos en las células endoteliales induce la
traslocacion intracelular del Factor nuclear Kappa Beta (NF-kB) el cual activa a los
monocitos circulantes, plaquetas y células endoteliales y desencadena la cascada de
complemtento™®. La B2GPI junto con los aCL y el AL también interfieren con los
anticoagulantes naturales como a proteina C y la anexina V, contribuyendo con la

inhibicion de la fibrindlisis'®. La anexina 5, un anticoagulante natural, se une la superficie
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de la fosfatidilserina, lo cual inhibe la formacion de complejos procoagulantes. Los anti-
2GPI unidos a la f2GPI inhiben esta funcion protectora exponiendo la fosfatidilserina, y
predisponiendo a la trombosis™.

Los receptores tipo Toll tipo 4 (TLR-4) estan involucrados con la activacién celular
posterior a la unién de la B2GPI a las células endoteliales. La activacién de los TLR-4
promueve la expresion de VCAM en células endoteliales y liberacién de factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-alfa) por los monocitos™.

Por su lado el sistema inmune se involucra por una activacién masiva del
complemento. El C1q se encuentra significativamente elevada y lleva a la amplificacion de
monocitos y plaquetaslz. Otros posibles mecanismos sugieren el incremento del estrés
oxidativo y la deficiencia secundaria de ADAMTS 13,

Adicionalmente se ha encontrado que la B2GPI interactua con el factor de von
Willebrand, potenciando la activacidon de plaquetas y la liberacidon de tromboxano A2, lo
gue aumenta la adhesiéon de plaquetas. Ademas, el factor 4 de plaquetas, facilita la
dimerizacion de P2GPI, lo que aumenta la formacion de complejos inmunes en la
superficie de la plaqueta, este es liberado por las plaquetas activadas.

Los aFL regulan la expresion de moléculas procoagulantes y proadhesivas como el
factor tisular permitiendo de esta manera la activacién del factor IX y X*°.

Para la clasificacion del SAF en 1990 se publicaron los primeros criterios dentro de
los cuales se incluian criterios clinicos, de trombosis y morbilidad obstétrica, asi como, de
laboratorio que incluyen la presencia de anticardiolipina y anticoagulante lGpico®. En 2006
se publicaron nuevos criterios de clasificacion, llamados criterios de Sidney® que se

caracterizaban por la inclusion de la f2GPI, dejé de considerar excluyente la presencia de
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alguna otra coagulopatia, y agregd se menciona la importancia de algunas caracteristicas
clinicas no criterio.

Para realizar el seguimiento al SAF en 2014 se desarrolld el Puntaje Global de SAF
(GAPSS), el cual se caracteriza por la combinacién de factores de riesgo independientes
para trombosis y pérdida fetal, tomando en cuenta el perfil de aFL (tanto los
convencionales como los no convencionales) y factores de riesgo cardiovascular
convencionales. El grupo que desarroll6 esta herramienta demostré que se puede
determinar un perfil de riesgo en SAF por medio del GAPSS el cual representa un
marcador cuantitativo para las manifestaciones clinicas del mismo™*.

Para medir el dafio crénico del SAF en 2015 se desarrollé una escala de indice de
dafio en sindrome de anticuerpos antifosfolidos (DIAPS), la cual se encuentra validada
para evaluar el dafio acumulado en pacientes con APS trombético™. Esta escala evalua
diez categorias distintas: dano en sistema vascular periférico, dafio pulmonar,
cardiovascular neuropsiquidtrico, oftalmoldgico, renal, musculoesquelético, piel,
gastrointestinal y endocrino.  El puntaje es aditivo ya que evalia items con

manifestaciones que tengan mas de 6 meses de duracidn o secuelas permanentes.
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Reserva ovarica:

La reserva ovarica (RO) es la cantidad de ovocitos contenidos en los ovarios de la
mujer, en cada momento de su vida, susceptibles de madurar, ser ovulados y fertilizados,
por lo tanto representa su potencial reproductivolG. Una mujer nace con 2 millones de
foliculos primordiales, cuando llega a la menarca solamente le quedan 400,000 foliculos
debido a atresia folicular natural. A los 30 afios el numero de foliculos disminuye a 25,000
lo cual conlleva a disminucién de probabilidades para un embarazo exitoso®’.

La RO puede medirse por diferentes métodos. La biopsia ovarica se habia
constituido como el estdndar de oro para el estudio de la fertilidad, sin embargo por la
dificultad de su realizacidén asi como su cardcter invasivo ha perdido popularidad, ya que
actualmente se considera que la prueba diagnodstica ideal debe ser accesible, no invasiva,
rapidamente interpretable y debe tener minima variacidon durante el ciclo menstrual*®.

Entre los métodos de imagen que se utilizan para la medicién de la RO se
encuentra el conteo antral folicular (CAF). Este se realiza por medio de un ultrasonido
ovarico bidimensional y debe ser realizado en la fase folicular temprana, es decir entre los
2-4 dias del ciclo menstrual®. Se caracteriza por ser facil de realizar, tiene una rdpida
interpretacion y buena correlacién entre observadores, sin embargo tiene como
limitaciones la disminucidn de su precisién cuando la paciente tiene sobrepeso o se usan
ultrasonégrafos multiples®.

Entre los métodos de laboratorio se emplearon diferentes métodos como son el
test con citrato de clomifeno (CCCT), medicién de hormona liberadora de Gonadotrofina
coridonica (GnRH) y de Inhibina B, los cuales se encuentran en desuso debido a su poco

valor predictivo por ser medidores indirectos de la reserva ovdrica y su importante
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variabilidad durante el ciclo menstrual®®. Actualmente se puede utilizar la medicién
temprana de hormona foliculo estimulante (FSH), la cual se utiliza hace 30 afios vy
constituye una medicion indirecta de la RO ya que se halla disminuida por el estradiol y la
inhibina B que se secretan durante la ovulacion, por lo cual la presencia de titulos altos de
la misma refiere falta de produccién de hormonas ovaricas por disminucion de la reserva
folicular®®.

La medicion de hormona antimulleriana (AMH) se ha consolidad como la
herramienta que se relaciona con mayor fuerza con la reserva folicular asi como es
altamente predictora de inicio de la menopausiazz. La AMH empieza a secretarse en Utero
a las 36 semanas de gestacion y sus niveles se elevan en la adolescencia teniendo un pico
a los 25 afos presentando una caida progresiva hasta la menopausia debido a su
correlacién inversa con la edad®. Se realiza por medio de ELISA y se caracteriza por tener
niveles constantes a lo largo el ciclo debido a que es independiente de la gonadotrofinas
circulantes, ademas de su gran precision, rapidez en el resultado y la alta sensibilidad, por
lo cualactualmente se toma como el método de eleccién para la medicién de la RO*.

Los valores minimos de referencia ajustados para la edad son los siguientes: 3.0
mg/mL a los 25 afios, 2.5 ng/mL a los 30 afios, 1.5 ng/mL a los 35 afios, 1 ng/mL a los 40
afios y 0.5 ng/mL a los 45 afios. Algunos agentes externos que pueden influir en la
disminucion transitoria de la AMH son el sindrome de ovario poliquistico (SOP),
tratamiento anticonceptivo hormonal (las cuales se normalizan a los 3-4 meses de
suspenderse el uso de anticonceptivos orales), el tabaquismo, niveles bajos de vitamina D

y obesidad®.
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Al ser las enfermedades autoinmunes entidades que afectan en su mayoria a
mujeres en edad fértil, se ha visto la repercusidon de las mismas sobre la fertilidad de la
paciente y sobre su paridad®. Diferentes estudios han demostrado que las pacientes con
enfermedades autoinmunes presentan mayor dificultad de poder concebir un embarazo
desde que empiezan a buscarlo, se someten a mayor numero de tratamientos de
fertilidad, tienen menor nimero de hijos que lo planeado y en algunos casos no llegan a
concebir a pesar de todos los esfuerzos®.

Entre las causas por las cuales las pacientes presentas sub fertilidad o infertilidad
se tienen en cuenta factores propios de la enfermedad, concomitancia con otras
enfermedades o complicaciones como enfermedad renal crénica, farmacos como la
ciclofosfamida y el desarrollo de falla ovarica prematura (FOP). Adicionalmente, se tienen
agentes externos a la enfermedad per se como el dolor y los factores sicosociales?®.

La FOP tiene etiologia autoinmune entre 10% a 55% de los casos. tienen una causa
autoinmune subyacente27. Dentro las diferentes teorias para explicar la disminucién de
fertilidad en este grupo de pacientes entre ellas las mas relevantes son la produccién de
autoanticuerpos y la oforitis linfocitica®®.

Los anticuerpos que se producen van contra tejido ovarico, como ovocito, zona
pelicida y cuerpo Iuteo; contra células productoras de hormonas como las células de
Leydig, siciciotrofoblasto y la teca; contra hormonas como las gonadotropinas; contra
enzimas como la P450-17a-hidroxilasa (17a-OH), cadena de anclaje P450 y la 21-
hidroxilasa; y contra los receptoreszg. Si bien la presencia de estos anticuerpos explica la
fisiopatologia de la FOP en enfermedades autoinmunes, su medicion no es util para el

diagnostico.
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La oforitis linfocitica se refiere a la infiltraciéon de los foliculos por macréfagos,
células natural killer, linfocitos T y B. Las células productoras de esteroides son el objetivo
de este proceso auto-inflamatorio siendo el resultado final la deplecion folicular y
fibrosis™.

Existen diferentes estudios que respaldan la asociacion entre las enfermedades
autoinmunes y la disminucidn de la fertilidad. Entre ellos se encuentra el estudio realizado
por Brouwer J et al en el cual se evaluaron a pacientes con artritis reumatoide (AR) que
hubieran buscado embarazarse los Ultimos 12 meses en busca de factores que
condicionaran la dificultad para alcanzar el embarazo. En este grupo se encontrd que el
42% de las pacientes presentaban infra-fertilidad. Entre los factores de riesgo asociados se
describieron el grado de actividad siendo menor la tasa de fertilidad a mayor grado de
actividad de la enfermedad. De igual manera se describié que a mayor positividad de
anticuerpos anticitoplasma de neutréfilo la fertilidad se encuentra disminuida. Otros
factores de riesgo para presentar mayor dificultar para la concepcién relacionados fueron
el uso de AINE y/o de prednisona. Como era de esperarse la edad también se constituyd
como factor de riesgo™".

En otro estudio realizado por Henes M et al se hizo la medicion de AMH en
pacientes femeninas con AR, espondoartritis (SpA) y Enfermedad de Behcet (EB). La
media de edad de las pacientes fue de 26 afios con una media de 6 anos de duracién de la
enfermedad. En estas pacientes los valores de la medicion de AMH fue de 1.8ng/ml en
pacientes con AR, 1.5ng/ml en el grupo de SpA y 1.1 ng/ml en el grupo de EB, todas
francamente disnmuidas para el valor normal ajustado para la edad con lo cual se

demostréd la disminucion en fertilidad y reserva ovarica en las pacientes con

16



enfermedades autoinmunes. Sin embargo no se tuvo una relacion entre la actividad de
estas enfermedades con la disminucién de la RO*.

Con relacién al SAFP, existe solamente un estudio en el que se buscé su relacidn
con la RO, es el estudio del grupo brasileio de Yamakami et al en el cual se midi6
anticuerpos anti cuerpo luteo, medicién de FSG, hormona luteinizante (LH), estradiol y
AMH, asi como CAF a pacientes femeninos con SAFP y en mujeres sanas. Se reclutaron 85
pacientes con SAFP, con una edad media de 33 afios comparado con 30 afios del grupo
control. La RO se encontro disminuida por el CAF asi como por medicién de AMH, aunque
esta ultima sin significancia estadistica>>, por lo tanto no se tiene un resultado concluyente

sobre la relacién entre la RO y el SAFP.
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2. Planteamiento del Problema

Existe poca informacion acerca de la relacion de la reserva ovarica con el SAF
primario. AL momento sélo se cuenta con un estudio el cual fue realizado por Yamakami
et al en el cual se concluyd que la reserva ovdrica se encuentra en el SAF primario, sin
embargo, esto sin aunque esta ultima sin significancia estadistica®, por lo tanto no se

tiene un resultado concluyente sobre la relacion entre la reserva ovarica y el SAF primario.
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3. Justificacion

Hasta el momento existe un estudio que ha sugerido que la fertilidad y la reserva
ovdrica se ven disminuidas en pacientes con SAF primario, sin embargo este no es
concluyente por la falta de significancia estadistica. Tampoco se conoce si existe diferencia
en la reserva ovarica de pacientes con SAF primario comparado con SAF secundario.

Por otro lado no existe conocimiento acerca la relacion de la RO con el dafio
acumulado en el SAF medido por la escala de DIAPS, ni con el riesgo trombdtico u

obstétrico que se calcula por el score GAPPS.

4. Pregunta de Investigacion

éla reserva ovarica se encuentra disminuida en pacientes con SAF primario
comparado con pacientes con SAF secundario y controles? ¢Existe relacién entre la
reserva ovarica y el dafio crénico acumulado en SAF? ¢Existe relacidon entre la reserva

ovarica y el score GAPSS?
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5. Hipoétesis
Hipdtesis nula: En pacientes con SAF primario, la reserva ovarica no tiene relacion con el

tipo de manifestaciones clinicas y el dafo crénico acumulado medido por el DIAPS.

Hipdtesis alterna: En pacientes con SAF primario la reserva ovarica es menor en presencia

de manifestaciones obstétricas y se asocia de manera inversa con el DIAPS
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6. Objetivos

Obijetivo Primario:

Determinar la reserva ovarica en pacientes en etapa reproductiva con sindrome
antifosfolipidico primario.

Obijetivos Secundarios:

1. Comparar la reserva ovarica entre pacientes con SAF primario contra SAF secundario.

2. Determinar el efecto del dafio acumulado en SAF con la reserva ovarica.

3. Determinar la relacién entre la reserva ovarica y el riesgo trombdtico y obstétrico
calculado por el score GAPSS.

4. Determinar la relacién entre el tipo de anticuerpos antifosfolipidos y la reserva ovarica.

5. Determinar si existe diferencia en la reserva ovarica en pacientes con manifestaciones

predominantemente trombdticas o predominantemente obstétricas,
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7. Metodologia

Disefio del estudio

Estudio transversal, observacional y analitico.

Descripcidon de la poblacién de estudio:

Poblacion objetivo: Pacientes mujeres con diagndstico de SAF primario en edad
reproductiva, que acudan a la consulta externa de reumatologia del Instituto Nacional de
Cardiologia.
Poblacion elegible: Pacientes femeninas con diagndstico de sindrome antifosfolipidico
primario entre 15 y 45 afios, que acudan a la consulta externa de reumatologia del
Instituto Nacional de Cardiologia.
Criterios de inclusion:

* Pacientes mujeres.

* Pacientes que se encuentren en edad reproductiva.

* Pacientes que cumplan con los criterios de clasificacion de sindrome

antifosfolipidico.

Criterios de exclusion:

* Pacientes que hayan recibido tratamiento con ciclofosfamida.

* Pacientes con diagnodstico de falla ovarica prematura.

* Pacientes con antecedente de cancer.

* Pacientes con antecedente de radiacion.

* Pacientes con antecedente de oforectomia.

* Pacientes en tratamiento actual con anticonceptivos hormonales.
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Criterios de eliminacion: Pacientes que retire su consentimiento de participar en el
estudio.

Tamano Muestral

Se realizara un muestreo por conveniencia de los pacientes con antifosfolipidos primario y

secundario en edad reproductiva debido a que es una enfermedad de baja prevalencia.
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Especificacion de Variables

Variable Independiente

Titulos séricos de hormona antimulleriana

Variables Dependientes

Edad

Anos de evolucién de la enfermedad

Anticuerpos anticardiolipina

Anticuerpos anti Beta 2 glucoproteina 1

Anticoagulante lupico

Diabetes Mellitus

Hipertension arterial sistémica

Dislipidemia

Distiroidismo

Trombosis arterial

Trombosis venosa

Microangiopatia trombdtica

Alteraciones ginecoobstétricas

O

O

O

Abortos espontaneos

Partos prematuros

Obitos

Retardo en el crecimiento intrauterino
Preeclampisa

Eclampsia

Sindrome de HELLP
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Técnica de Recoleccion de Datos

Durante un periodo de 3 meses se invitd a todas la pacientes con diagndstico de
sindrome de anticuerpos antifosfolipidos, que acudieron al servicio de consulta externa de
Reumatologia del Instituto Nacional de Cardiologia Dr Ignacio Chavez, a participar de este
estudio.

Se incluyeron a las pacientes que se encontraran en edad reproductiva que
cumplieran con los criterios de Sidney de clasificacion.

Se les pidid que contestaran un cuestionario autoaplicado para la recoleccion de
los antecedentes patoldgicos y ginecoobstétricos. La recoleccion de datos se
complementd con un interrogatorio dirigido por medio de personal médico e informacion
obtenida de los expedientes clinicos.

La informacion de los anticuerpos antifosfolipido se obtuvo a través de los
expediente de las pacientes.

El dafio organico acumulado se midié a través del DIAPS el cual fue calculado por
su médico tratante. El score GAPSS fue calculado por el grupo de investigacién basado en
los datos recolectados del expediente clinico.

Se tomd una muestra de sangre de 4 mL en tubo con gel activador para determinar
la concentracion de hormona antimulleriana por medio de inmunoensayo enzimatico.

Adicionalmente se obtuvieron las caracteristicas demograficas, clinicas y de
laboratorio para confirmar el diagndstico de sindrome de anticuerpos antifosfolipidos

todos los pacientes involucrados en el estudio.
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8. Plan de analisis estadistico

Para la estadistica descriptiva se utilizaran proporciones y promedios con desviacién

estandar segun correspondan.

Para la inferencia estadistica se utilizara prueba exacta de Fisher o prueba de Mann-

Whitney en la exploracidon de diferencia entre grupos.

realizara mediante coeficiente de Spearman con intervalos de confianza al 95%.

La asociacidon entre variables se

Todos los analisis se haran bajo el principio de dos lados y se fijara un valor de significancia

de menos de 0.05. Se utilizara el paquete estadistico Graphpad Prism version 7.0.

Cronograma de Actividades
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2017
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2017
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2017
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ELABORACION
Y APROBACION
DEL
PROTOCOLO

REGISTRO DE
DATOS

CAPTURA  DE
DATOS

ANALISIS
ESTADISTICO

PRESENTACION
DE
RESULTADOS
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9. Resultados

Se reclutaron 10 pacientes femeninos en edad reproductiva con SAFP, 13 pacientes
con SAFS y 14 controles. De las pacientes con SAFS 12 tienen asociacion con lupus
eritematoso sistémico y una asociacion con rupus (artritis reumatoide con lupus
eritematoso sistémico).

La edad promedio en afios fue de 40.1 en SAFP, 36.38 en SAFS y 39 en el grupo
control. No hubo diferencia significativa entre las comorbilidades de ambos grupos. La
edad promedio de la menarca fue a los 11.7 afios en el grupo de SAFP y 12.76 en el grupo
de SAFS.

Ambos grupos tuvieron un porcentaje similar de embarazos siendo 50% y 53.8%
para el grupo con SAFP y SAFS respectivamente. El promedio de embarazo por mujer fue
de 2.4 en SAFP y 2.7 en SAF secundario, teniendo un numero de embarazos totales en
cada grupo de 12 y 19 respectivamente. De estos embarazos 1 termind por parto en el
grupo de SAFP representando el 8.3% comparado con ningun parto en el grupo de SAFS.
El promedio de cesdreas fue similar con 50% de embarazos que interrumpidos por cesdrea
en el grupo de SAFP y 42.1% en el grupo de SAFS.

Con relacidén a las complicaciones fetales hubo mayor presencia de los mismos en
el grupo de SAFS. El 25% de los embarazos en las pacientes con SAFP se interrumpieron
por abortos, comparado contra el 57.89% de abortos presentados en el grupo con SAFS.
De igual manera, el nimero de embarazos que concluyeron con parto pretérmino fue de
8.3% en el grupo con SAFP , comparado con 21.5% en el grupo de SAFS. Con relacidn a los
Obitos, sélo se presentd uno en el grupo con SAFP, mientras que el en grupo de SAFS no se
presentd ningun odbito.
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Dentro de la morbilidad materna durante el embarazo sélo el grupo con SAFS
presentd complicaciones en la gestacion desarrollandose preeclampsia en el 42.85% de
las pacientes . Ninguno de los grupos presentd complicaciones de mayor gravedad como
eclampsia o sindrome de HELLP.

Con relacién a las manifestaciones trombdticas de las pacientes, ambos grupos
presentaron predominio de trombosis en la red venosa comparada con las trombosis en
sistema arterial con un 70% de trombosis venosa en las pacientes con SAFP y 61.5% en las
pacientes con SAFS, comparado con 30% de trombosis arterial en los pacientes con SAFP y
30.7% en las pacientes con SAFS. La microangiopatia trombética se presenté de manera
similar en ambos grupos con un promedio de 10% en los pacientes con SAFP y 7.69% en
SAFS. La presencia de migrafa fue mas frecuente el en grupo con SAFS con una
presentacion en el 46.1% de las pacientes comparado con el 25% de presentacién en el
grupo de SAFP.

La presencia de valvulopatia fue similar en ambos grupos con 50% de pacientes
con lesion valvular en el grupo con SAFP y 53.8% en el grupo con SAFS. Dentro de las
valvulas mas afectadas encontramos predominio de lesidon en valvula mitral en pacientes
con SAFP comparada con predominio de lesién en valvula tricispide en SAFS. La menos
afectada en ambos grupos fue la pulmonar. La lesion mas frecuente fue la insuficiencia.

Con relacién a la Presencia de autoanticuerpos ambos grupos presentaron
positividad similar tanto para anticardiolipinas con para anticoagulante lupico. El grupo de
SAFP tuvo positividad de la anti Beta 2 glucoproteina | de 90% comparada con 61.5% de
positividad de la misma en el grupo de SAFS. Adicionalmente encontramos que 6 de 7

pacientes del grupo de SAFP presentaron triple positividad lo que corresponde a un 85.7%
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de la muestra, mientras que en el grupo de SAFS sdlo

presentaron triple positividad.

Tabla 1: Caracteristicas demograficas de las pacientes

N2 de participantes

Edad media (afios)
Comorbilidades

Diabetes

Hipertension arterial
Distiroidismo
Dislipidemia
Antecedentes ginecoobstétricos
Menarca

N2 mujeres embarazada
N2 de gestas/paciente

N2 de embarazos en total
N2 de partos

Cesarea

N2 de abortos

N2 de 6bitos

N2 de partos prematuros

SAFP
10

40.1

11.7
5/10 (50%)
2.4
12
1/12 (8.3%)
6/12 (50%)
3/12 (25%)
1/12 (8.3%)

1/12 (8.3%)

SAFS
13

36.38

12.76
7/13 (53.8%)
2.7
19
0/19
8/19 (42.1%)
11/19 (57.89%)
0/19

4/19 (21.5%)

Controles

14

39

el 46.1% de los paciente
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Preeclampsia

Eclampsia

HELLP

Morbilidad vascular
Trombosis venosa
Trombosis arterial
Microangiopatia trombética
Migraifa

Valvulopatia

Anticuerpos
Anticardiolipina

Anti Beta 2 glucoproteina l
Anticoagulante lupico

Otros anticuerpos

7/10 (70%)
3/10 (30%)
1/10 (10%)
5/10 (25%)

5/10 (50%)

9/10 (90%)
9/10 (90%)
7/10 (70%)

2/10 (20%)

3/7 (42.85%)

0

8/13 (61.5%)
4/13 (30.7%)
1/13 (7.69%)
6/13 (46.1%)

7/13 (53.8%)

12/13 (92.3%)
8/13 (61.5%)
8/13 (61.5%)

0
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Respondiendo a la pregunta de investigacion de este estudio, encontramos que el
valor de la hormona antimilleriana, no hubo diferencia en la media de ésta entre las
pacientes con SAFP (6.6, 1.01-9.45 ng/mL), las pacientes SAFS (6.06, 0.97-12.54 ng/mL) y
los controles (4.87, 1.33-9.45 ng/mL, P=0.238). (Tabla 2) (Grafica 1).

Todos los valores de la hormona antimilleriana de las pacientes se encontraron
por encima del valor minimo para la edad, indicando adecuada reserva ovdrica. Sélo una
paciente con SAFS si presentd un valor menor del esperado para la edad de hormona
antimulleriana, sin haber estado expuesta a ciclofosfamida que se considera un farmaco

gonadotodxico. Dos de las pacientes con SAFS

Tabla 2: Promedio de Hormona antimilleriana

SAFP SAFS Controles
Hormona 6.6 ng/mL 6.06 ng/mL 4.87 ng/mL
antimiilleriana (1.01-9.45 ng/mL) (0.97-12.54 ng/mL) (1.33-9.45 ng/mL)
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P=0.238
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Grafica 1: Distribucién de valores de hormona antimulleriana

Con relacién al dafio crénico acumulado medido por el DIAPS, 6 de 10 pacientes
con SAFP presentaron un DIAPS de 2 puntos, el resto presentd un DIAPS de 0 que se
refiere a que no tiene dafo crénico por el SAF. En el grupo de SAFS 3 de 13 pacientes
presentaron DIAPS de 1 punto, 4 de 13 presentaron DIAPS de 2 puntos y una paciente
presentd DIAPS de 6 puntos, las 5 restantes tuvieron un DIAPS de 0 puntos.

No hubo relacion entre el la reserva ovarica medida por hormona antimilleriana y
el dafio cronico acumulado en la enfermedad el cual fue calculado con Rho de Spearman
(rho -0.001, -0.423 2 0.422; P=0.996).

Con relacion al riesgo trombdtico y obstétrico calculado por el score GAPSS, los
resultados promedio entre ambos grupos fueron muy similares teniendo un puntaje de

11.8 (con un valor minimo de 7 puntos a un valor maximo de 16 puntos) en el grupo con

32



SAFP y de 11 puntos (con un valor minimo de 6 a un valor maximo de 14 puntos) en el
grupo de SAFS.

Haciendo la correlacion entre la reserva ovdrica medida por hormona
antimulleriana y riesgo trombdtico y obstétrico calculado por el score GAPSS, el cual fue
calculado con Rho de Spearman, se encontré una tendencia de correlacion inversa con el
GAPSS score (Rho -0.41, -0.716 a -0.001; P= 0.57), lo cual sugeriria que a mayor puntaje en

el score de GAPSS menor reserva ovarica, sin embargo no contd con significancia

estadistica.
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Grafica 2: Correlacién de hormona antimiilleriana con Score GAPSS P = 0.57
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Dentro de los objetivos, secundarios se investigd si es que existia diferencia en la
reserva ovarica en las pacientes con SAF trombdtico contra pacientes con SAF onstétrico,
sin embargo, solamente se reclutaron 2 pacientes con SAF obstétrico por lo cual no se
encontro una diferencia estadisticamente significativa.

Por otro lado se investigo si existencia de relacion entre la reserva ovarica y el tipo
de anticuerpos positivos en las pacientes. En esta correlacion tampoco se obtuvo

diferencia significativa.
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10. Discusion

EL SAF es una enfermedad autoinmune compleja, la cual se encuentra
permanentemente en estudio tanto de su fisiopatologia como de las manifestaciones
clinicas que presentan, por la gran diversidad de las mismas en los pacientes. Una de su
caracteristicas es la morbimortilidad obstétrica, condicionando riesgo tanto para la
paciente como para el producto de la gestacion.

Debido a su efecto directo sobre la vida reproductiva de las pacientes con SAF,
nuestro interés fue determinar si es que éste influye sélo en los desenlaces del embarazo,
o tiene un rol adicional mas temprano como ser la disminucidn de la fertilidad de la mujer
por medio de disminucién de la reserva ovarica en estas pacientes, como se demostré en
diversos estudios como los publicados por Brouwer J et al y Henes M et al, en los cuales
se demostrd la disminucién de la fertilidad en las pacientes femeninas con artritis
reumatoide, espondilitis anquilosante y enfermedad de Behcget.

Hasta el momento no se contaba con informacion concluyente acerca de la
integridad de la reserva ovarica con el SAF ya sea primario o secundario. El Unico estudio
que investigd el tema, realizado por Yamakami L et al, sugirid la disminucién de la RO en
las pacientes con SAFP, sin embargo los resultados no contaron con significancia
estadistica por lo que no fueron concluyentes.

En base a los antecedentes previamente comentados, al iniciar este estudio
esperabamos encontrar que la RO se encontrara disminuida en las pacientes con SAFP y
SAFS comparado con controles sanos. Sin embargo encontramos que la reserva ovarica

en estas pacientes, medida por hormona antimdlleriana sérica, no presentaban diferencia.
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Este hallazgo sugiere que el mecanismo fisiopatolégico del SAF difiere de otras
enfermedades autoinmunes como lo son la artritis reumatoide, espondilitis anquilosante y
enfermedad de Behget. Estas ultimas enfermedades se caracterizan por ser inflamatorias
de naturaleza lo cual podria justificar que exista un mecanismo inflamatorio contra los
componentes del estroma ovarico, enzimas, hormonas sexuales y sus receptores, cosa
gue no ocurriria en el SAF cuya principal causa fisiopatolégica es el dafio vascular y que
como se conoce su actividad no puede relacionarse con reactantes de fase aguda o
marcadores inflamatorios como en la artritis reumatoide.

Haciendo un andlisis mas profundo se buscd determinar si la positividad de los
anticuerpos presentes en las pacientes con SAF tenian relacién con la RO, sin embargo
tampoco se encontrd que hubiera relacién entre estos. Teniamos la hipdtesis que a mayor
nimero de nimero de anticuerpos o presencia de un perfil que catalogamos de alto
riesgo como es la triple positividad se tendria menos reserva ovarica, sin embargo no
encontramos una relacién entre ellos. Consideramos que realizar la correlacién entre los
valores de los titulos de los anticuerpos con los valores de la AMH podrian brindar una
mayor correlacién y queda como sugerencia para un trabajo posterior, la Unica dificultad
que se tiene con esto es la unificacion de los valores y los cortes de positividad de
laboratorio por lo que convendria realizarlos todos bajo una misma técnica en un mismo
laboratorio.

Por otro lado, fue de interés en este estudio determinar si habia alguna relacion
entre la reserva ovarica y el daiio cronico acumulado medido por la escala de DIAPS, bajo

la premisa que a mayor dafio crénico en las pacientes también se tendria un menor menor
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valor de AMH sugiriendo disminucion de la reserva ovarica. Sin embargo en este punto no
pudimos demostrar una correlacidn significativa.

Donde encontramos una tendencia interesante fue en la comparacién de la
reserva ovarica con el score GAPSS que se utiliza para determinar el riesgo de trombosis y
pérdidas gestacionales. En este punto obtuvimos una correlacién inversa entre los valores
de AMH con el puntaje obtenido en el score de GAPSS lo cual se traduce a que a mayor
puntuacion en el GAPSS, es decir mayor riesgo trombdtico y obstétrico, se tiene un menor
valor de AMH y por ellos menor reserva ovarica. Sin embargo en este punto no obtuvimos
significancia estadistica. Consideramos que esta falta de significancia puede atribuirse a
gue nuestra muestra fue muy pequefa. En base a ello consideramos de gran importancia
el incrementar el nimero de muestra de las pacientes para evaluar si esta tendencia se
consolida y se alcanza significancia estadistica.

Por toro lado, nos llamé la atencidon la presencia de mayor numero de
complicaciones gestacionales en las pacientes con SAFS comparado con las pacientes con
SAFS, encontrandose mayor nimero de abortos y partos pretérmino en este ultimo. Esto
nos sugiere que el lupus seria la causa de complicaciones fetales en estas pacientes, mas
qgue el propio SAF. Esta sugerencia obviamente sin desestimar el efecto que tiene el SAF
sobre la morbimortalidad obstétrica, pero parece que las complicaciones gestacionales se
ven magnificadas cuando se asocia con otra enfermedad como lupus eritematoso
sistémico. Este hallazgo conviene ser estudiado a mayor profundidad y con una muestra
poblacional mds amplia para que se pueda tener una mejor significancia estadistica. De

igual manera abre la puerta a valorar si la asociacién de SAF con otras enfermedades
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autoinmunes fuera del lupus también ve incrementada la morbilidad gestacional de las
pacientes.

Consideramos que la mayor limitacién de nuestro estudio fue el tamano de la
muestra, ya que esta fue muy pequeia y condiciona a que no se hayan podido obtener
resultados mas concluyentes. Sin embargo abre la puerta a nuevas interrogantes como la
asociacién de la AMH con el score de GAPSS, pudiendo sugerirse como un marcador de
mayor riesgo trombotico y obstétrico en las pacientes con SAF. Por toro lado también abre
la puerta al estudio del efecto potenciador que pueden tener otras enfermedades

autoinmunes sobre la morbilidad obstétrica en el SAF.
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11. Conclusiones

En este estudio no se encontré que las pacientes con sindrome antifosfolipidico
primario, ni secundario, tuvieran una menor reserva ovarica tomando en cuenta los
valores de hormona antimilleriana minimos para cada edad, ni comparada con controles
sanos. Existe una correlacidn inversa entre los valores de AMH y el puntaje del GAPSS

score la cual requere mayor estudio.
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Anexos

I: Cuestionario autoaplicado.

II: Hoja de recoleccidn de datos de expediente clinico y GAPSS score.
[ll: Formato de evaluacién médica: DIAPS

[V: Carta de consentimiento informado
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Nombre: Registro:

Edad: Peso: Talla:

1. ;Ha padecido usted alguna de estas enfermedades? Circule su respuesta
- Migrafia:  Si No
- Cirugia abdominal: Si No

- ¢;Qué tipo de cirugia? (ejemplo: apéndice, vesicula)

- (A quéedad?

- Otras enfermedades: (favor marcar SI o NO, y tiempo de diagndstico)

Sio No Tiempo de diagnostico

Diabetes mellitus

Hipertension arterial

Hipotiroidismo

Hipertiroidismo

Osteoporosis

Colesterol alto

Triglicéridos altos

Cancer

Otra (favor especificar)

-;Alguna vez ha recibido radioterapia? Si  No
- (A quéedad?

- ¢(En qué region?

- ¢;Por qué enfermedad?

2. Con relacion a su desarrollo sexual:

- (Aqué ue su pri uacion?
(A qué edad fue su primera menstruaciéon?
- (Su periodo es regular? Si No
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- (Cada cuanto le viene su menstruaciéon?:
- ;Cuantos dias dura su menstruacion?:

;Cual es la fecha de ultima menstruaciéon?

- (Ha utilizado anticonceptivos?

;Qué tipo de anticonceptivos utiliz6?
;Por cuanto tiempo los us6?

Actualmente ;utiliza algiin anticonceptivo? ;Cual?

dias

dias

Si No

3. Caracteristicas de embarazos:

;Cuantos embarazos tuvo?

Favor apuntar la informaciéon que corresponde para el término de cada embarazo:

P= parto
C= cesarea
A= aborto

Semanas de
gestacion a las
que fue el
parto, cesarea
o aborto

En caso de parto
antes de las 36
semanas, cesarea o
aborto ;Cual fue la
causa? (ejemplo:
sufrimiento fetal,
restriccion de

crecimiento, eclampsia,
inducido...)

;Tuvo
preeclampsia,
eclampsia o
presion alta
durante el
embarazo?
Favor
especificar cual

¢Tuvo alguna
complicacién en
el embarazo?

Favor especificar
cual

Embarazo 1

Fecha:

Embarazo 2

Fecha:

Embarazo 3

Fecha:

Embarazo 4

Fecha:

Embarazo 5

Fecha:

Embarazo 6

Fecha:
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LLENADO EXCLUSIVO POR EL MEDICO:

4. Sindrome antifosfolipidos:

SAF obstétrico:
Alteraciones del embarazo: (ver antecedentes ginecoobstétricos)

SAF vascular:

Localizaciéon Lesion
Trombosis venosa Si No
Trombosis arterial Si No
Microangiopatia Si No Renal

Si No Cerebral

Valvulopatia Si No
Trombocitopenia Si No | Valor
Serologia:

Valor Valor
Anticardiolipinas IgG IgM
B2glucoproteina I: IgG IgM
Anticoagulante lupico: Positivo | Negativo
Otros anticuerpos

4. Global Antiphospholipid Syndrome Score (GAPSS):

Factor Point value*
Anticardiolipin 1gG/IgM 5
Anti-B2-glycoprotein IgG/IgM 4
Lupus anticoagulant 4
Anti-prothrombin/phosphatidylserine 3
complex (aPS/PT) 1gG/IgM
Hyperlipidaemia 3
Arterial hypertension 1

Total:
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL
PROTOCOLO DE “RESERVA OVARICA EN PACIENTES CON SINDROME
ANTIFOSFOLIPIDICO PRIMARIO”

Investigador responsable: Dr. Luis Manuel Amezcua Guerra
Departamento responsable: Departamento de Reumatologia
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez

Nombre del participante: A
usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion clinica. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
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