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Efecto de los anticuerpos antifosfolipidicos
en la formacion y degradacion de la malla
de fibrina en pacientes con aborto recurrente.
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Resumen. En el presente trabajo se estudié el proceso de formacion y di-
solucion de la malla de fibrina y la generacion de plasmina en un grupo de pa-
cientes con aborto recurrente (AR) debido a la presencia de anticuerpos anti-
fosfolipidicos (N= 10), mujeres con AR sin el sindrome antifosfolipidico (SAF)
(N= 6) y se compar6 con un grupo de mujeres sanas (N= 8). Del grupo de pa-
cientes estudiadas con SAF, nueve fueron positivas para anticuerpos anticar-
diolipina (aCL), cinco para la anti-f,-glicoproteina I (anti-B,GPI), cuatro para
ambos anticuerpos, una para anticuerpos antiprotrombina (aPT) y anticoagu-
lante lapico (AL). El proceso de formacion de la fibrina y su disolucién fue es-
tudiado por turbidimetria y la generacion de plasmina mediante sustrato cro-
mogénico S2251. Las curvas de polimerizacion de la(s) paciente(s) con AR sin
SAF y AL presentaron un incremento en la pendiente y turbidez final, compa-
rado con las del grupo control de mujeres sanas. La velocidad de disolucion
del codgulo fue mayor en la paciente con AL (21 £ 0) 10~ ADO/seg y en las
AR sin SAF (19,6 = 5,7) 10-* ADO/seg, comparado con el grupo control (14,5
+ 2,8) 10* ADO/seg. La generacion de plasmina estuvo incrementada sola-
mente en las AR sin SAF (85 = 24%) comparado con 52 = 3% en el grupo
control, p= 0,005. Los cambios observados en ¢l proceso de polimerizacion y
fibrinolisis de la(s) paciente(s) con AR sin SAF y AL pudieran estar relaciona-
dos con el incremento en los niveles de fibrindgeno, mientras que los de la ge-
neracion de plasmina con la entidad morbida.
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Effect of antiphospholipid antibodies on the formation and lysis
of fibrin network in patients with recurrent miscarriage.
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Abstract. The present work was intended to study the process of fibrin
formation and lysis and plasmin generation in a group of patients with recur-
rent miscarriage (RM), due to the presence of antiphospholipid antibodies
(N= 10); as well as in women with RM without the antiphospholipid syndrome
(APS) (N= 6), compared with those of a group of healthy women (N= 8). In
the group of patients with APS, nine were positive for antibodies against
cardiolipin (aCL), five for anti-B,-glycoprotein I (anti-B,GPI), four for both an-
tibodies, and one for antibodies against prothrombin (aPT) and lupus antico-
agulant (LA). Fibrin formation and lysis was followed by turbidity and plasmin
generation using chromogenic substrate S2251. The polymerization curves
from RM patients without APS and the LA patient showed an increased slope
and maximum turbidity compared to those of the control group. The speed of
lysis was higher in the LA patient (21 = 0) 10* AOD/seg and the RM patients
without APS (19.6 = 5.7) 10* ADO/seg, compared to that of the control
group (14.5 = 2.8) 10* ADO/seg. Plasmin generation increased only in RM
patients without APS (85 *= 24%) against the control group (52 = 3%), p=
0.005. The changes observed in the fibrin polymerization and lysis process of
women with RM without APS and LA seem to be related to their higher
fibrinogen levels, while the increased plasmin generation was related to the

patients” morbidity.

Recibido: 23-06-2010. Aceptado: 02-12-2010.

INTRODUCCION

El sindrome antifosfolipidico (SAF) se
define como la asociacion entre la presen-
cia persistente de anticuerpos circulantes
contra los fosfolipidos en plasma (aFL) y
una clinica caracterizada por episodios
tromboéticos y/o morbilidad obstétrica, in-
cluyendo pérdida fetal (1). El término “sin-
drome antifosfolipidico” se presta a confu-
sion, ya que los anticuerpos de interés en el
SAF no estan dirigidos a fosfolipidos anioni-
cos sino a proteinas plasmaticas con afini-
dad a estos (2, 3). Se han descrito dos for-
mas del sindrome, el “primario” donde no

estd presente otra enfermedad basal (4) y el
“secundario”, principalmente acompanan-
do a enfermedades autoinmunes como el
lupus eritematoso sistémico (5).

Segin el método de deteccion, los an-
ticuerpos presentes en el SAF se pueden
clasificar en dos grandes categorias: aque-
llos que prolongan las pruebas de coagula-
cién, dependiente de fosfolipidos, se deno-
minan anticoagulantes tipo lapico (AL) y
aquellos que son cuantificados por pruebas
de inmunoensayos tales como anticardioli-
pina (aCL), anti-B2GPI, antiprotrombina
(aPT), entre otros (6-8). Las inmunoglobu-
linas (generalmente tipo IgM) asociadas a
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infecciones, no se relacionan con procesos
tromboéticos (9). El mecanismo de accion
de los AL es a través de una subpoblacion
de anticuerpos dirigidos contra la B2-glico-
proteina [ y/o protrombina (10, 11).

La relacion entre la clinica en el SAF
(trombosis/aborto recurrente) y la presen-
cia de anticuerpos aFL no esta claramente
establecida. No existe un mecanismo tnico
de accién de los anticuerpos aFL. Ha sido
descrito que los anticuerpos aFL pueden in-
hibir la proteina C activa (12, 13), se pue-
den unir a las plaquetas y promover su acti-
vacion (14), interaccionar con las células
del endotelio vascular e inducir la expresion
de moléculas de adhesion lo cual lleva a la
unién de monocitos al endotelio y a la ex-
presion del factor tisular (15-17). También
ha sido reportado que los anticuerpos aFL
pueden inhibir a la antitrombina III (18).
Ademas, estos anticuerpos son capaces de
activar la via del complemento, generando
productos de degradacion que conllevan a
inflamacion y trombosis (19). Mas reciente-
mente se ha encontrado que estos anticuer-
pos se unen a diversas proteasas que inter-
vienen en la hemostasia y fibrindlisis, impi-
diendo la inactivacién de factores procoa-
gulantes y la disolucion del codagulo (17).

En el presente trabajo se estudi6é la
formacién de la malla de fibrina (coagulo)
y su disoluciéon por turbidimetria, en un
grupo de pacientes con aborto recurrente
con SAF. También se estudié la activacion
plasmatica del plasminégeno por la accion
de la estreptoquinasa. Este grupo de pa-
cientes fueron comparadas con un grupo
de mujeres con AR de causa no conocida y
con un grupo control conformado por mu-
jeres sanas.

MATERIAL Y METODOS

Todos los reactivos empleados fueron
de grado analitico. La trombina bovina fue
adquirida a Sigma Chemical Company (St.

Louis, USA). Los estuches para la determi-
nacion de anticuerpos aFL tipo IgG e IgM
anticardiolipina (aCL-HS) y anti-B2-glico-
proteina [ (anti-B2GPI), antiprotrombina
(aPT) y antianexina V tipo IgG, el activador
tipo tisular del plasmin6geno recombinante
(r-tPA), plasmindgeno, estreptoquinasa y el
plasma comercial con actividad de anticoa-
gulante lapico (L-Atrol) fueron adquiridos
en American Diagnostica (Greenwich, CT,
USA). El estuche para la deteccion de anti-
coagulante ldapico, el reactivo de prueba
(LA1) y el reactivo de confirmacion (LA2)
fueron adquiridos en Siemens Healthcare
Diagnostics Products (Marburg, Germany).
El sustrato cromogénico S2251 fue adquiri-
do a Chromogenix (Milan, Italia). El estuche
Technothrombin TGA para los estudios de la
generacion de trombina fue adquirido en los
laboratorios Technoclone (Viena, Austria).

Seleccion de los grupos a estudiar

Se seleccioné un grupo de mujeres en
edad reproductiva, no embarazadas, no hos-
pitalizadas, con criterios clinicos obstétri-
cos de sindrome antifosfolipidico, de acuer-
do a los lineamientos de la tltima revision
de Sapporo 2006 (1). Este grupo se carac-
terizé por presentar simultaneamente clini-
ca de aborto recurrente (> 2 abortos meno-
res de 10 semanas) 6 una o mas pérdidas fe-
tales > 10 semanas de gestacién y presencia
de anticuerpos antifosfolipidicos (aFL) posi-
tivos, anticardiolipinas (aCL), anti-f,-glico-
proteina I (anti-B,-GPI) y/o anticoagulante
Iapico. Las pacientes solo tenian criterios
obstétricos de SAF, como abortos recurren-
tes o pérdidas fetales luego de las 10 sema-
nas de gestacion. S6lo una paciente presen-
t6 adicionalmente una trombosis venosa
profunda un afo antes de este estudio, en
miembro inferior, mas dos abortos del pri-
mer trimestre. Esta paciente recibié tres
meses de anticoagulacion con warfarina, la
cual ya habia suspendido cuando fue inclui-
da en este estudio. Para ¢l momento de la
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toma de las muestras, ya habian trascurrido
mas de tres meses desde el dltimo aborto
en todos los casos estudiados. Las pacientes
tenian normales la ecosonogratia pélvica, la
histersalpingografia, los niveles hormonales
(prolactina, TSH, T4L, LH, FSH, estradiol
en fase folicular y progesterona en fase lu-
teal) y su cariotipo y el de su pareja. Algu-
nas de las pacientes estaban en tratamiento
profilactico con acido acetil-salicilico a do-
sis de 81 6 100 mg al dia (cuatro de dieci-
séis). Se excluyeron aquellas pacientes en
tratamiento con inmunosupresores u otros
medicamentos que pudieran afectar los re-
sultados de las pruebas a realizar. También
se excluyeron pacientes con clinica de en-
fermedades autoinmunes a excepcion del
SAF, como lupus eritematoso sistémico, ar-
tritis reumatoidea, sindrome de Sjogren,
vasculitis sistémica, ete. Igualmente fueron
excluidas pacientes con sindrome nefrético,
enfermedades infecciosas, neopldsicas o
que recibieran anticonceptivos orales. Se
selecciond también a un grupo de mujeres
no embarazadas en edad reproductiva, con
antecedente de aborto recurrente sin cau-
sas conocidas (hacia tres meses o mas) sin
criterios de SAF, ni de alteraciones endocri-
nas o cromosOmicas (perfiles semejantes a
las pacientes con SAF). Para este grupo de
mujeres se emplearon los mismos criterios
de exclusion del grupo de mujeres con SAF.
El grupo control consistié en mujeres sa-
nas, no embarazadas, en edad fértil, la ma-
yoria con hijos, sin historia de abortos y sin
criterios de SAF y con anticuerpos aCL y
anti-f,-GPI negativos, con los mismos crite-
rios de exclusién de las pacientes con AR.
Al grupo control no se les descart6 la pre-
sencia de AL. A tres de ocho mujeres del
grupo control se les suministr6é una aspirina
de 100 mg diaria durante 15 dias, para es-
tablecer el posible efecto de la aspirina so-
bre algunos de los ensayos realizados. Las
muestras de sangre de las pacientes fueron
tomadas en la Unidad de Reproduccion Hu-

mana Fertilab de la Clinica el Avila, en el
Instituto de Inmunologia de la Universidad
Central y en el Centro Médico Docente la
Trinidad de Caracas. Las muestras de los
controles sanos fueron tomadas del perso-
nal que labora en el Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas (IVIC). La
distribucion de los grupos étnico entre pa-
cientes y de controles estudiados fue simi-
lar (87,5% mestizas y 12,5% blancas). Todos
los individuos que participaron en el pre-
sente proyecto firmaron el consentimiento
informado, el cual fue aprobado por la Co-
mision de Bioética del IVIC.

Los anticuerpos aCL y anti-,-GPI fue-
ron determinados por pruebas de ELISA
(American Diagnostica, Greenwich, CT,
USA). Las muestras se consideraron positi-
vas para aCL cuando los valores eran mayo-
res a 15 GPL (tipo IgG) y 27 MPL (tipo
[gM), en al menos dos determinaciones se-
paradas por 12 semanas. Las muestras posi-
tivas para los anticuerpos anti-,-GPI debian
tener valores mayores a 25 GPL y 9 MPL.

También se determiné la presencia del
anticoagulante ldpico (AL) mediante la
prueba del tiempo de veneno de vibora de
Russell diluido (VRd) con el reactivo de
prueba (LA1) y el reactivo de confirmacion
(LA2) (Siemens Healthcare Diagnostics
Products, Marburg, Germany). Si habia pro-
longacion con el reactivo LAl se realizaba
la prueba confirmatoria con el LA2 (este
reactivo posee una alta concentracion de
fosfolipidos); si el tiempo de VRd corregia
con el LA2, entonces se consideraba un AL
positivo. Se realizé el tiempo de trombo-
plastina activada (TTPa) del plasma de las
pacientes, con y sin mezcla (a partes igua-
les), con un plasma control normal, para
descartar deficiencias de los factores II, V o
X de la coagulacion (cuando el TTPa estaba
prolongado), segin las recomendaciones
del Subcomité para Anticoagulante Lupi-
co/Anticuerpos Antifosfolipidos de la Socie-
dad Internacional de Hemostasia y Trombo-
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sis (20), en donde el diagndstico de AL
debe ser efectuado mediante dos ensayos de
coagulacion independientes. El AL debia es-
tar positivo al menos en dos ocasiones con
doce 0 mas semanas de separacion.

Adicionalmente, se determiné la pre-
sencia de anticuerpos tipo IgG anti-pro-
trombina (aPT) y anti-anexina V, emplean-
do pruebas de ELISA, siguiendo las instruc-
ciones del estuche comercial (American
Diagnostica, Greenwich, CT, USA). Las
muestras eran positivas con valores > 20
unidades de absorbancia (UA)/mL. Tam-
bién, se les realizo la deteccién de anticuer-
pos aFL tipo IgG, en una sola oportunidad,
a las mujeres sanas (grupo control).

Toma de la muestra de sangre

Se tomo la muestra de sangre en ayu-
nas por puncion venosa limpia, descartando
los primeros 3 mL. A la sangre extraida se
le agrego citrato trisddico al 3,8% como an-
ticoagulante, en una relacion 1:9. Se obtu-
vo plasma pobre en plaquetas al centrifugar
la sangre durante 20 min a 3000 rpm a 4°C.
Seguidamente, el plasma fue guardado en
alicuotas de 400 uL, en tubos eppendort y
se congeld de inmediato a -80°C. Se deter-
miné la concentracion de fibrindgeno por el
método gravimétrico, segun la técnica des-
crita por Ingram (21).

Generacion de trombina

La generacion de trombina se realizo
mediante el uso del estuche de Technoth-
rombin TGA, Technoclone (Viena, Austria).
Se registr6 la cinética de generacion de
trombina durante 1 h, excitando el fluoré6fo-
ro a una longitud de onda de 360 nm y re-
gistrando su emisioén a 460 nm en un lector
de ELISA, Tecan Infinite M200 (Viena, Aus-
tria). Cada muestra fue ensayada por dupli-
cado. Los parametros de la cinética de ge-
neracion de trombina, fase de latencia y al-
tura maxima de la curva de generacion de
trombina, fueron calculados a partir de un

programa suministrado por la casa fabrican-
te del estuche.

Polimerizacion de la fibrina y fibrinoélisis
a partir de plasma

El proceso de formacion y disolucion
del coagulo se efectud segin la téenica
descrita por Marchi y col. (22). Se registra-
ron los cambios de densidad optica (DO)
durante 15 min en un espectrofotémetro
Genesys 6 (ThermoSpectronic, Rochester,
USA). Cada muestra fue realizada por tri-
plicado, en tres oportunidades distintas.
Se efectuaron las graficas de las curvas y se
calcul6 la fase de latencia (seg), la pen-
diente (variacion de la DO en funcién del
tiempo en seg, en el segmento entre el pe-
riodo de latencia y la parte ascendente de
la curva) y la turbidez maxima (maximo va-
lor de la DO alcanzada).

En el proceso de disolucion de la malla
de fibrina se midi6 el tiempo (en seg) que
tarda el coagulo en disolverse en un 50%
(T50) y la velocidad de lisis del coagulo, en
unidades de variacion de DO/seg. El T50
fue calculado segin Lisman y col. (23). La
velocidad de degradacion del coagulo se cal-
cul6 en la parte descendente de las curvas
de fibrindlisis como la disminucién de la DO
en funcién del tiempo, tomando el valor ab-
soluto de la velocidad de degradacion. Cada
muestra fue estudiada por triplicado, repi-
tiéndose en tres oportunidades distintas.

Activacion del plasminégeno a plasmina
por estreptoquinasa

Se realiz6 segun la téenica descrita por
Soria y col. (24). Se diluy6 el plasma con
Tris 50 mM, NaCl 12 mM, pH 7,4 a aproxi-
madamente el 50% de concentracion de
plasmindgeno (Pg) en plasma (200 mg/L) y
se llevé a 37°C; todos los pasos subsiguien-
tes fueron realizados a esta temperatura. Se
agregd estreptoquinasa a una concentra-
cion final de 1000 unidades/mL y se dejo
incubando durante 10 min; luego se anadio
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el sustrato cromogénico S2251 (0,6 mM,
concentracion final) durante 3 min. Se leye-
ron las DO a diferentes tiempos de incuba-
cion con el sustrato S2251: 5, 10, y 15 min
y se calcul6 el promedio. Paralelamente se
realiz6 una curva de calibracion con dilu-
ciones de plasma equivalentes a 25, 50, 75,
100, 125 y 150% de Pg. Las lecturas de DO
de las muestras fueron interpoladas de la
curva de calibracién. Se asumié que la can-
tidad de plasmina formada era equivalente
a la concentracién de plasmindgeno en el
plasma. Se repitieron por duplicado las de-
terminaciones en cada muestra, en tres
oportunidades distintas.

Anilisis estadistico

Se utiliz6 estadistica descriptiva para
obtener los valores promedio y de desvia-
cion estandar. Las diferencias entre los va-
lores obtenidos en los diferentes ensayos
realizados fueron analizadas mediante la
aplicaciéon de estadistica no paramétrica, la
prueba de la suma de rangos de Wilcoxon
para dos muestras independientes, se consi-
der6 un valor de p < 0,05 como estadistica-
mente significativo.

RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion estudiada
En la Tabla I se resumen los aspectos
mas importantes de la poblacion estudiada.

La edad promedio del grupo control fue
menor a la de mujeres con aborto recurren-
te, tanto con SAF como sin SAF (p= 0,015
y 0,014, respectivamente); también el indi-
ce de masa corporal (IMC) del grupo con-
trol fue menor comparado con el grupo de
AR con SAF y sin SAF (p= 0,012 y 0,017,
respectivamente). La concentracion de fi-
brin6geno del grupo control no presenté di-
ferencias estadisticamente significativas
comparadas con la de las pacientes. Se rea-
liz6 un analisis de regresion entre las varia-
bles IMC, fibrindgeno y edad, el cual no
arroj6 relacion entre las variables mencio-
nadas, por lo que los resultados no fueron
normalizados en funcion del IMC y edad. El
ntmero de abortos de las pacientes con
SAF fue estadisticamente similar al del gru-
po de AR sin SAF. De las pacientes estudia-
das, solamente una fue positiva para aCL,
anti-B,GPI y antiprotrombina, siendo los ti-
tulos 455 GPL, 289 GPL y 20 UA/mL, res-
pectivamente, y para AL, ademas de ser la
tnica con antecedente de trombosis venosa
profunda en miembro inferior.

A todos los controles se les realizé la de-
terminacién de anticuerpos tipo Ig¢G contra
cardiolipina, B,-GPI, protrombina y anexina
V. Solamente un control arroj6 25 GPL para
anti-B,GPI y fue excluido del estudio, quedan-
do este grupo conformado por 8 mujeres.

De las 10 pacientes estudiadas con
SAF, 9 fueron positivas para aCL, 5 para

; TABLA I ;
CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA
Controles AR-SAF AR sin SAF

Mujeres (N) 8 10 6

Edad (afios) 27 £ 8 38 = 7% 36 £ 5%

Fg (/L) 2,7x0,2 2,7*0,6 3,2+0,8

IMC 22 £ 2 24 + 4% 27 £ 4%

N\iimero de abortos 0 3x1 3+1
* Estadisticamente significativo para p< 0,05 con respecto al grupo control. IMC: indice de masa corporal.

AR-SAF: abortadoras recurrentes con sindrome antifosfolipidico.

L-Atrol: plasma comercial con AL. AR sin

SAF: abortadoras recurrentes sin sindrome antifosfolipidico.
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anti-B,GPI y 4 para ambos tipo de anticuer-
pos. El 70% de las pacientes presenté aCL
tipo IgM y el 50% tipo IgG. Una frecuencia
menor se encontré para los anticuerpos
anti-B,GPI: 30% tipo IgM y 20% tipo IgG.
Todas las pacientes fueron negativas para
antianexina V tipo IgG. El titulo promedio
de los anticuerpos aCL fue de 195 + 183
GPLy37 = 6 MPLy 196 = 132 GPLy 92 =+
65 MPL para los anti-B,GPI.

Generacion de trombina

Esta prueba fue realizada en el plasma
a S de las pacientes con SAF sin AL y en el
plasma comercial con anticoagulante lapi-
co (L-Atrol). Los valores fueron comparados
con los de dos plasmas controles incluidos
en el estuche como control 1y control 2. El
control 1 era plasma humano normal y el
control 2 plasma humano con generacion
de trombina aumentada. La altura maxima
de la curva de generacion de trombina fue
de 241 nM para el control 1 y 358 nM para
el control 2; asimismo el tiempo de latencia
fue de 14,5 y 6,5 min, respectivamente. En
tres de las pacientes con SAF sin AL la altu-
ra maxima de trombina fue de 444 = 88
nM, mientras que la de las otras dos pacien-
tes fueron consideradas normales, 294 =+
15 nM. El tiempo de latencia estuvo acorta-
do en todas las pacientes, el cual fue de 8 +
2 min.

Polimerizacion de la fibrina y fibrinélisis
en plasma

Debido a que los resultados obtenidos
en los estudios de polimerizacion vy fibrinoli-
sis en los 3 controles y en las 4 pacientes
que tomaban aspirina fueron similares a los
de los 5 controles y 5 pacientes con SAF sin
AL que no tomaban aspirina, respectiva-
mente, los valores obtenidos con y sin aspi-
rina fueron promediados.

El valor de la pendiente del proceso de
polimerizacion de las AR sin SAF fue mayor
con respecto a la del grupo control (p=

0,017), mientras que la pendiente de las AR
con SAF sin AL fue estadisticamente similar
a la del grupo control. El analisis estadisti-
co del valor de la turbidez final también fue
consistente a lo observado con la pendien-
te, los valores de la turbidez final del grupo
de las AR sin SAF fueron mayores con res-
pecto al grupo control (p= 0,035) y la tur-
bidez final del grupo de AR con SAF sin AL
similar a la del grupo control. El tiempo de
latencia de las curvas de polimerizacion de
las pacientes con AR fue similar a la del
grupo control. El comportamiento de la ci-
nética de polimerizacion de la Gnica pacien-
te con AL fue bastante similar a las AR sin
SAF y al L-Atrol. La diferencia observada en
el valor de la pendiente de la paciente con
AL y el L-Atrol puede deberse al hecho de
que la presentacién del L-Atrol es plasma
liofilizado y pierda algo de funcionalidad al
resuspenderlo, ya que la concentracion de
fibrin6geno en ambas muestras fue elevada,
3,4 mg/mL en la paciente y 4,3 mg/mL en
el L-Atrol. En la Fig. 1 se muestran las cur-
vas de polimerizacion de los diferentes gru-
pos estudiados, pudiendo observarse que el
proceso de polimerizacion de la fibrina de
las AR con SAF sin AL fue bastante seme-
jante a la del grupo control, mientras que la
turbidez final de las AR sin SAF, AL y
L-Atrol fueron mucho mayores en compara-
cion a las de los grupos antes mencionados.
En la Tabla II se resumen los pardmetros
cuantificados del proceso de polimerizacion
de la fibrina.

En los estudios efectuados sobre la di-
solucion del codgulo se observé que el T50
fue mucho mds variable con respecto a la
velocidad de disolucion del coagulo, lo cual
explicaria el hecho de que no se encontra-
ran diferencias en este parametro entre los
grupos de pacientes y los controles, mien-
tras que la velocidad de disoluciéon del coa-
gulo estuvo aumentada en las AR sin SAF
con respecto al grupo control (p= 0,014)
(Tabla III). De manera similar, la paciente
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Fig. 1. Curvas de polimerizaciéon de la fibrina
en plasma luego de anadir una solucion
de trombina bovina-CaCl, (0,6 unidades
y 20 mM, respectivamente, concentra-
ciones finales). El tiempo de formacion
de la malla de fibrina fue registrado du-
rante 15 min. Cada curva representa el
promedio de los valores obtenidos para
las diferentes mujeres en cada grupo,
las cuales fueron realizadas por triplica-
do en tres oportunidades distintas.

con AL mostré una velocidad de disolucién
del coagulo aumentada, comparable a la del
L-Atrol y a la de las pacientes con AR sin
SAF.

En las curvas de fibrindlisis (Fig. 2) se
puede apreciar que el tiempo necesario
para la completa disolucién de la malla de
fibrina fue: controles>AR-SAF sin AL>AR
sin SAF>L-Atrol = SAF-AL.

Generacion de plasmina

Los valores obtenidos en esta prueba
se resumen en la Tabla III. De manera simi-
lar a los resultados de polimerizacion de la
fibrina y fibrindlisis, los valores obtenidos
en los individuos que tomaban aspirina no
fueron diferentes a los que no la tomaban,
por lo cual se promediaron los valores obte-
nidos en la generacion de plasmina con y
sin aspirina de cada grupo. La cantidad de
plasmina formada fue mayor en el grupo de
pacientes con AR sin SAF (p= 0,005),
mientras que el comportamiento del grupo
AR con SAF fue similar al del control. La
paciente con AL presenté una generacion
de plasmina normal, mientras que la del
L-Atrol fue similar a las AR sin SAF.

DISCUSION

El SAF ocasiona trombosis en venas,
arterias y en pequenos vasos; pérdida fetal y
partos prematuros en pacientes con pree-
clampsia severa o insuficiencia de la placen-
ta (25). En el presente estudio se incluy6 a
un grupo de mujeres con SAF, cuya clinica
se caracterizO por abortos a repeticion
(= 2), sin preeclampsia o insuficencia de la
placenta, y se comparé con un grupo de pa-
cientes con abortos a repeticion (> 2), pero
negativas para el SAF y con un grupo de
mujeres sanas.

Del grupo de pacientes con SAF, sola-
mente una presentd trombosis en miem-
bros inferiores, la cual fue también la que
presenté los titulos mas altos de anticuer-
pos contra la cardiolipina y B,GPI y la tinica
con anticuerpos contra la protrombina,
aunque bajos, y con AL. Diversos estudios
han demostrado que la triple positividad de
anticuerpos aFL confiere un mayor riesgo
para el desarrollo de eventos trombéticos
(26, 27) y que de los anticuerpos antifosfo-
lipidicos, el AL es el predictor mas fuerte
de las caracteristicas relacionadas con el
SAF (25).
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TABLA II
RESUMEN DE LOS PARAMETROS CUANTIFICADOS DEL PROCESO DE POLIMERIZACION
DE LA FIBRINA

Control AR-SAF L-Atrol AR sin SAF
W= ) Sin AL con AL W=e)
N=9) N=1)
Fase de Latencia 23 £ 7 24 £ 6 150 52 + 32 23 £ 8
(seg)
Pendiente X 104 37,1 £55 38,9+ 78 55,6 = 5,0 30 =0 48,3 = 9 8%
(ADO/seg)

Turbidez final (DO)

0,226 * 0,031 0,231 = 0,054 0,314 = 0,016 0,340 * 0,007 0,285 *= 0,008*

Los resultados son expresados como media aritmética = desviacion estdandar.
* Estadisticamente significativo para p< 0,05 con respecto
AR-SAF: abortadoras recurrentes con sindrome antifosfolipidico.

dos en cada grupo (n) se muestra entre paréntesis.
al grupo control.
L-Atrol: plasma comercial con AL.

El ntimero de individuos inclui-

AL: anticoagulante ltpico.

AR sin SAF: abortadoras recurrentes sin sindrome antifosfolipidico.

TABI:A 111 )
RESUMEN DEL PROCESO DE FIBRINOLISIS Y GENERACION DE PLASMINA
Control AR-SAF L-Atrol AR sin SAF
(N=8) Sin AL con AL (N=6)
N=9) N=1)

TS50 (seg) 326 = 56 326 + 37 303 £ 4,0 285 + 21 317 £ 27
[V] x 10-* 145+ 28 155 +5.2 21+ 0 19,0 = 1,4 19,6 = 5,7%
(ADO/seg)
Pg% 52 +30 54 + 10 49 + 50 77 =40 85 + 24*

Los resultados son expresados como media aritmética = desviacion estandar.

dos en cada grupo (N) se muestra entre paréntesis.

En general, se ha encontrado que los
niveles de fibrindgeno aumentan con la
edad y se correlacionan positivamente con
el IMC (28, 29), en el presente trabajo no
se encontraron dichas asociaciones, tal vez
debido al tamaino de los grupos, aunque en
un trabajo publicado recientemente los au-
tores no encontraron relacion entre los ni-
veles de fibrin6geno y la edad (30).

La presencia persistente de anticuer-
pos aFL en los pacientes con SAF se consi-
dera como una de las causas mas comunes
de trombofilia adquirida (1). Diversos estu-
dios han encontrado una alta incidencia en
el aumento en la generacién de trombina
en estos pacientes (31, 32), lo cual fue co-

El ntmero de individuos inclui-

rroborado por nuestros estudios, en donde
el 60% de las pacientes con SAF a las cuales
se les realizé el ensayo, presentaron una ge-
neracion de trombina aumentada. Algunos
autores atribuyen este hecho a la presencia
de anticuerpos contra el inhibidor de la via
del factor tisular (31), aspecto no explora-
do en el presente trabajo pero que seria in-
teresante realizar a futuro.

El estudio del proceso de polimeriza-
cién de la fibrina por espectrofotometria
suministra informacion indirecta sobre la
estructuracion del codgulo y el grosor de
las fibras que lo componen. El proceso de
polimerizacion de la fibrina fue normal en
las AR con SAF, por el contrario, en las AR
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Fig. 2. Disolucion de la malla de fibrina en
plasma. El plasma fue incubado durante
1 min con 0,05 pug/mL de tPA (concen-
tracion final) y luego coagulando con
una solucién de trombina bovina-CaCl,
(0,6 unidades y 20 mM, respectivamen-
te, concentraciones finales). El proceso
de disoluciéon de la malla de fibrina se
registré hasta que la densidad optica al-
canzara un valor de cero.

sin SAF la velocidad de polimerizacion y la
turbidez final estuvieron aumentadas. Esta
diferencia puede atribuirse a que este gru-
po presentd los valores mas altos de fibrin-
geno, aunque no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la con-
centracion de fibrinégeno entre los grupos
estudiados, su efecto fue observado en el
proceso de polimerizacion, ya que esta
prucba es muy sensible a la concentracion

de este. Cabe destacar que en un estudio
anterior efectuado por Marchi y col. (22) en
20 mujeres con AR sin SAF, no se encontra-
ron diferencias en el proceso de polimeriza-
cion con respecto al grupo control. Estas
discrepancias pueden atribuirse a la dife-
rencia en la concentracion de fibrin6geno
de las pacientes reclutadas para ambos es-
tudios.

En el trabajo de De Pablo y col. (33) se
estudio el proceso de polimerizacién de la
fibrina en plasma en un grupo de 16 pacien-
tes con SAF primario, 13 con lupus erite-
matoso sistémico (LES) y 10 pacientes con
SAF y LES, y se encontr6 que solamente en
este ultimo grupo la velocidad de polimeri-
zacion estuvo incrementada significativa-
mente, donde los valores de fibrin6geno
fueron mas altos en los pacientes que cursa-
ron con SAF mas LES.

Se han realizado diversos estudios
para evaluar el efecto de los anticuerpos
aFL sobre el proceso fibrinolitico. Cuando
se empled la téenica de oclusion venosa,
diversos autores no encontraron una aso-
ciacion entre el potencial fibrinolitico y la
presencia de anticuerpos aFL (34, 35).
Mientras que otros autores empleando la
técnica de fibrindlisis interna, ya sea ana-
diendo tPA o plasmina al plasma (en el
presente estudio se indujo la fibrindlisis in-
terna anadiendo tPA), encuentran un re-
tardo en la disolucion de la malla de fibri-
na en un grupo de pacientes con SAF (36).
En ninguno de los pacientes del presente
estudio con SAF se encontr6 un retardo en
la velocidad de degradacion del coagulo,
mientras que en los pacientes con AR pero
sin SAF la velocidad de disolucion de la
malla de fibrina estuvo acortada significati-
vamente, lo cual corroboré resultados an-
teriormente obtenidos (22).

La diferencia encontrada en el presen-
te estudio y el de Kolev y col. (36), pudiera
deberse a que los pacientes estudiados por
este grupo tuvieran anticuerpos contra el
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tPA o plasmina. Se han reportado en la lite-
ratura diversos trabajos en donde una sub-
poblacion de aFL esta dirigida contra com-
ponentes del sistema fibrinolitico, como
tPA y plasmina (37-39). En el trabajo de Ko-
levy col. (36) no se mencioné la determina-
cion de la presencia de anticuerpos contra
componentes del sistema fibrinolitico.

Otro aspecto del sistema fibrinolitico
evaluado en el presente trabajo fue la acti-
vacion del plasmindgeno por la estreptoqui-
nasa. La estreptoquinasa es una proteina de
origen bacteriano, secretada por cepas he-
moliticas de Streptococci, que activa el
plasminégeno sin requerir de la fibrina
como cofactor, mediante un mecanismo no
enzimatico (40).

Sorpresivamente se encontré que la
cantidad de plasmina fue significativamente
mayor en las pacientes con AR sin SAF,
mientras que en las pacientes con SAF fue
similar al control, lo cual fue consistente
con el acortamiento del tiempo de disolu-
cion del codgulo (T50) de estas pacientes.
Hasta el presente no hay una explicacion a
este hallazgo y se necesitan mayores estu-
dios para dilucidar el mecanismo por el
cual se acelera la conversion del plasmindé-
geno a plasmina en estas pacientes con AR
sin SAF.

En conclusion, en el grupo de pacien-
tes estudiados con SAF, ¢l proceso de poli-
merizacion y disolucion de la fibrina apa-
rentemente no se ve afectado por la presen-
cia de los anticuerpos aCL y anti-f,GPI.
Mientras que, por mecanismos que se des-
conocen, en el grupo de pacientes con AR,
negativas para los anticuerpos aFL estudia-
dos, se encontr6 aumentada la formacion
de la enzima responsable de la disolucién
de la malla de fibrina.
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