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El síndrome de anticuerpos antifosfolípido se l1a definido durante los últimos arios y se 

caracteriza por la presencia de anticuerpos antifosfolípido (aFL) en suero y tendencia 

a trombosis de repetición, abortos recurrentes, trombocitopenia y otras manifestacionos 

clínicas relaciunadas (1-3). A este síndrome se Je llamó síndrome de élnticuerpos 

anticardiolipina (4-6) y posteriormente síndrome de anticuerpos antifosfolípido ó 

simplemente, sindrome antifosfolípido (7-1 O) ya que se observó que los anticuerpos 

tienen re actividad cruzada con otros fosfolípidos además de cardiolipina (CL) (8, 1 O). El 

síndrome fue descrito originalmente en pacientes con Lupus Eritematoso Generalizado 

\lEGJ (1-11) y se le denomina síndrome antifosfolípido secundario ó asociado a LEG. 

Sin embargo puede ocurrir en pacientes sin evidencia clínica ó serológica de LEG u 

ulras eníermeaaaes. a este grupo se le llama Síndrome antifosfolípido primario (SAFP) 

( 12-14). Además d-= los cliversos estuaios de asociación estadisticél entre los aFL y 

manifestaciones clínicas (1-11). se 11a tratado de definir si dichos anticuerpos tienen un 

papel importante en la patogenia de las manifestaciones clínicas. si la causa tanto de 

los anticuerpos como de las manifestaciones son otros factores ó si se trata 

unicamente ae un ep1fenómeno. resultante del dario tisular (16, 17). Es probable que 

el papel de Jos aFL no sea el mismo en todas las manifestaciones clínicas asociadas 

(18). 

Se han establecido criterios para el diagnóstico del síndrome antifosfolípido tanto 

presencia de dos ó más mwnrfestaciones clínicas ue las clescrnas como asociadas 

(cuadro 1) y títulos de anticuerpos anticardiolipina (aCL) por arriba de 5 desviaciones 

estándar de la media de los su1etos sanos (11 ). Sin embargo. hay un grupo de 

forma aislada y por otra parte, hay pacientes con títulos élltos de ilFL en suero sin 

manifestaciones clínicas asociadas. a este grupo muy interesante ele pacientes se ha 

propuesto que les denomine como Síndrome antifosfolípiclo prolJ<tble (18), élún no se 



ha establecido cuántos de ellos durante su evolución reunirán criterios suficientes para 

síndrome antifosfolípido primario ó secundario. 

Las formas en las cuales se detectan los aFL actualmente son : VDRL falso positivo, 

anticoagulante lúpico y aCL por técnica de ELISA (19). En los pacientes con aFL es 

posible encontrar positividad en solo una ó dos de las tres pruebas, lo cual habla tanto 

de la helerugeneidau ue los ar1líge11os utilizauos en las pruebas corno d0 la 

heterogeneidad de los mismos anticuerpos (19). 

El VDRL es un antígeno complejo formado por cardiolipina, fosfatidilcolina y colesterol, 

es una técnica bien estandarizada en todo ei mundo, pero es poco sensible para 

detectar aFL asociados a enfermedades autoinmunes (20). 
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anticuerpos nos habla de su función. en este caso de prolongar el tiempo parcial de 

tromboplastina. Sin embargo. es una prueba poco estandarizada pues hay diversos 

métodos de detectar anti·:oagulante lúpico. los cuales utilizan una cantidad variable de 

cardiolipina y fosfatidilserina como antígenos. Ninguno de los métodos es aceptado por 

lodos ios c"'nlros er 1 qu"' :,e estuuidll ios ctFL. E:;ta es una prueba poco sensible, pero 

parece ser muy especifica para detectar aFL relacionados con la presencia de 

manifestaciones clínicas (21-25). 

La técnica de ELISA es la prueba más utilizada para la detección de aFL en todo el 

mundo. está bien estandarizada. es muv sensible. particularmente cuando se usa 

cardiolipina como antígeno. sin embargo no distingue entre aFL de alta y baja afinidad 

(26.27) 

Los aFL de isotrpo lgG de los Pacientes con LEG y SAFP se caracterizan por ser 

anticuerpos que reaccionan principalmente con cardiolipina y otros fosfolípidos de 

carga negativa como son fosfatidilserina (FS). fosfatidilinositol (FI) y ácido fosfatídico 

(AF) y tienen poca ó ninguna reactividad con fosfolípidos de carga neutra como 

fosfatidilcolina (FC). fosfatidiletanolamina (FE) y esfingomielina (EM) (8, 10). Sin 



embargo, se ha descrito l::i rel<1ció11 l•ntrc ~1Ct i'.JM y ciFC lgM en pacientes con anemia 

hemolítica autoinmune (28.29) 

Se ha establecido que algunos aFL. pertenecen al grupo de anticuerpos denominados 

anticuerpos naturnlcs p0.31), los cuules se encuentran en los individuos normales y 

tienen probablemente un¡¡ función fisiológica. dict1os anticuerpos pueden elevarse en 

respuesta a diversos estímulos riarticulrirmente de tipo ¡, 1feccioso (cuadro 2). Dicha 

elevación es discreta y transitoria y es generalmente de isotipo lgM, aunque pueden ser 

lgG (32,33). Se hil postulado que en los pacientes con síndrome antifoslolípido sea 

este primario ó secundario a LEG p11Prll'> haber c;:¡mbios en el isot1po, en la afinidad y/o 

en los mecanismos de regulación de los aFL que den corno resultado la presencia de 

aFL a títulos altos y que se asorien a !as rn;:;nif02'°t;;.cico:es cii11icas ya mencionadas (1-

7. 11, 15). Los pacientes con sífilis tienen aFL, los cuales reaccionan mejor con el 

antígeno VDRL que con cardiolipina sola. no suelen comportarse como anticoagulante 

lupico, son ele isotipo lgM inicialmente aunque t:imbién son lgG durante la evolu<.:ión 

de la infección, reaccionan tanto con fosfolípidos negativos como con neutros (35-39) 

y no rP.qu1eren de f32 glicoproteína 1 como cafactcr para su cietecc1ón, todas estas 

características los llace diferentes a los aFL. de los pacientes con LEG y SAFP, y 

podrían estar relacionadas con la ausencia de manifestaciones clínicas asociadas a aFL 

en los primeros (40-41 ). 

Las manifestaciones asociadas a aFL son de dos tipos: El primPr0 re!ac:c;-;cdo (;u11 

daf:c ·;~:;cuictr y rrornbosis y el segundo relacionado con daño celular a eritrocitos y 

plaquetas (16,17,19). 

Las plaquetas son fragmentos celulares am:cleados de 2µm de diámetro. que tienen 

una vida media de 8 a 1 O días, tienen al menos tres tip0s de crganeio::; cie 

.::!mac<::rréuniento: a) Los gránulos alfa es el sitio de almacenamiento de diversas 

proteínas especificas de las plaquetas y glicoproteinas que participan en los fenómenos 

de adherencia. b) Los cuerpos densos. son menos numerosos y son el sitio de 

almacenamiento de aminas vasoactivas. de las cuales la más importante es serotonina 

y c) Los lisosomas que contienen hidrolasas ácidas y neutras (42). Las plaquetas 



participan en la respuesta inflamatoria y su función principal es en el proceso de 

coagulación. En condiciones fisiológicas circulan como plaquetas en reposo y de esa 

manera mantienen la homeostasis, sin embargo, son capaces de activarse a través de 

estímulos muy diversos (42). 

El proceso conocido genericamente como activación plaquetaria involucra mecanismos 

de adhesión, agregación µrimaría y secundaria y secreción de sustancias de gránulos 

alfa, cuerpos densos y lisosomas. Estos tres mecanismos que estan estrechamente 

relacionados entre sí, suceden en condiciones fisiológicas en forma secuencial, casi 

simultónea, sin ambargo se ha demostrado que tienen mec:mismos de regulación 

independiente, y que el trastorno de uno, no necesariamente impide que los otros se 

Los fosfolipidos (FLs) de la membrana plaquetaria sufren uno de los diversos cambios 

descritos en las plaquetas durante el fenómeno de activación (47). Durante el reposo, 

se encuentran principalmente fosfolipidos de carga negativa en la superficie interna de 

la membrana plaquetaria y preJominio de Fls de carga neutra en la superficie externa 

(48). durante el complejo proceso de activació11 se forman microvesículas de secreción, 

en los sitios de unión de éstas c::in la membrana plaquetaria se exponen Jos FLs de 

carga negativa en la superficie externa de la membrana y constituyen la mayoría de los 

Fls de la cara extPrna. rnientras que lo~ rlr-> r:-.=-ir9:;i. !:e~t;~ 2c :::;~:::..;::iltíü.ii e:11 la suµeríicie 

interna (49), de esta manern la membrana plaquetaria se convierte en una superíicie 

procoagulante; probablemente con el fin de limitar el dario vascular. este proceso se 

regula a través de una translocasa de aminofosfolípidos que revierte este fenómeno, 

dejando nuevamente ios fosfolípirlns de !a membrana cc;-r;o se encuanl1a11 durante el 

reposo (50,51). 

La asociación entre trombocitopenia (TCP) y aFL es una de las más frecuentes en 

pacientes con síndrome antifosfolípido primario y secundario a LEG (3-7, 11,52-54). 



El 75% de los pacientes con LEG y trombocitopenia tienen títulos altos de aFL en 

suero, particularmente de isotipo lgG, Jos pacientes con LEG y títulos altos de aFL 

tienen un riesgo relativo de 2.06 (IC 95% 1.28-3.6) de tener TCP en algún momento 

durante su evolución (11). Alrededor del 50% de Jos pacientes con SAFP cursan con 

trombocitopenia (55,56). 

Por otra parte. se han reportado aCL a títulos altos en el 30% de los pacientes con 

Púrpura trombocitopénica idiopática (PT!) {57) pero no se ha definido si durante su 

evolución estos pacientes llegan a reunir más criterios para el diagnóstico de síndrome 

antifosfolípido primario (57). 

Tanto los pacientes con LEG, corno con PTI cu¡san con anticuerpos contra muy 

diversos antígenos plaquetarios como: HLA, Gp llb/llla, Pblb y PL A1 (58-60). 

SAFP (55.62) y por tanto se esperaría que estos pacientes son el grupo donde mejor 

se puede estudiar el papel de los aFL en trombocitopenia. 

Dado que, la cardiolipina no es un antígeno de las membranas celulares, se ha 

propuesto que los aFL se unen a otros FLs de carga negativa en Ja membrana 

pl;:i,quetAria, como fosfat!d!lserlna (FS) (63). sin cmb~rgo ésta unicamente se encuentra 

accesible en Ja superficie de la membrana durante la activación plaquetaria. Por lo 

tanto, se esperaría que aún cuando existan títulos altos de aFL, la unión de éstos a 

plaquetas pudiera estar determinada por Ja presencia ó no de Ja activación plaquetaria 

(64-71). 

Algunos e:;tuuios previos l1an tratado de analizar este punto, los cuales han encontrado 

que hay unión de aFL a plaquetas. sin embargo hay controversia acerca de, si la unión 

es mayor a pl.::quotas acti·vadas que a plaquetas en repu::;o (64.65,67,68,71), ó mayor 

a plaquetas lisadas que a plaquetas intactas (64,65). Dicha controversia es debida a 

que los estudios han tenido variaciones importantes en la forma en que se ha abordado 

el problema: Todos han utilizado sueros con titulas altos de aFL de pacientes con LEG 

y SAFP inaistintamente, sin tomar en cuenta que en los primeros hay también otros 

anticuerpos anti-plaquetas (58,61), también se llan usado aFL monoclonales (67,68), 

sin embargo, éstos son anticuerpos murinos que pueden ó no reconocer los mismos 



La realización de estos tres trabajos se hizo con la valiosa colaboración de: 
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11. OBJETIVOS. 

JI.A. Determinnción de nFL en suero. 

Determinar si la especificidad, títulos e isotipo de los aFL se relacionan con 

trombocitopenia en pacientes con SAFP. LEG y PTI. 

11.8. Unión de aFL a plnquetas in vivo. 

Determinar si hay unión de aFL a plaquetas in vivo en pacientes con trombocitopenia 

autoinmune. 

11.C. Unión de nFL a plaquetas in vitro. 

Determinar la posible unión de aFL a plaquetas in vitro, y determinar si dicha unión es 

mayor a plaquetas activadas que a plaquetas en reposo. 



epítopes en la molécula de Fls que los aFL de los pacientes; los estímulos utilizados 

para activar las plaquetas también han sido diversos: ADP. epinefrina, trombina, acetato 

de forbol-miristato (64,65,67,68) y por último , no se ha evaluado si después de dichos 

estímulos las plaquetas efectivamente están activadas, únicamente se han realizado en 

algún estudio agregometrías, las cuales valoran unicamente agregación y no activación 

completa (65, 70). 

Por todo lo anterior, decidimos estudiar el papel de los aFL en relación con 

trombocitopenia (TCP) en pacientes con SAFR los cuales parecen se; ei grupo ideal 

y<i que en ellos no se han descrito otros autoanticuerpos, pacientes con LEG en los 

que hay aFL estrechamente relacionados con TCP v PTI rnr ser ¡:;acic;nlt:>s con 

tr0:::bccit0p"'11ia au101nmune que constituye la única manifestación de su enfermedad 

y en quienes el papel de los aFL no ha sido bien establecido. 

la tesis consta de 2 trabajos independientes, en los cuales se trata de estudiar el papel 

de aFL en relación a trombocitopenia abordando el problema desde tres aspectos: 

A: Determinación de aFL en suero: En la cual se determinaron títulos e 

isotipo de aCL. aFS y anti-fosfatidilcolina (aFC) en pacientes con SAFP, en 

pacientes con LEG con síndrome antifosfolípido y sin síndrome antifosfolíoidn 

B: Determinación de aFL unidos a plaquetas in vivo, de pacientes con SAFR 

LEG y síndrome antifosfolípido secundario y PTI los cuales se subclasificaron de 

acuerdo"''"'· presencia Je TCP al momento del estudio, antecedente de la misma 

ó sin TCP 

C: Unión de afl a plaquetas en reposo y activadas in vitro. Se purificaron aFL 

de pacientes con SAFP y se evaluó la unión de éstos a plaquetas en reposo y 

activadas, de sujetos sanos. 

ü 



111. HIPOTESIS. 

:11.A. Determinación de aFL en suero. 

Los títulos séricos de aCL, aFS y aFC no guardan relación con la presencia de 

trombocitopenia en pacientes con LEG , SAFP y PTI. 

ill.B. Unión de aFL a plaquetas in vivo. 

Los pacientes con SAFP y trombocitopenia tienen con mayor frecuencia aFL unidos a 

plaquetas que los pacientes con SAFP sin trombocitopenia; lo anterior, también es 

posible que se observe, aunque en menor proporción en pacientes con LEG y PTI. 

111.C. Unión de aFL a plaquetas in vitro. 

Los aFL :ienen capacidad de unirse a plil.quetas. Es probable que los aCL y aFS se 

unan preferentemente a plaquetas activadas al comparar la unión de dichos anticuerpos 

a plaquetas en reposo. 

IV. SUJETOS . 

!'.' .. h •. D~te!"m!n::c!6r: de ::FL cr: ::::.:ero. 

Se incluyeron los datos de aquellos pacientes de los servicios de Reumatología y 

Hematología que cumplían con los siguientes criterios: 

1 ................ .i:..,;,....; ..................................... : ............. 1 ........ ...................... -.1: ........... :.. .... ~: ............ -....- .... -: ..................................................................... .... 
t....U.:J UVlll 11\JIUI IG.:> U/JCI c.l.\...IUI 10.tc;:, ¡..JCU a IU.:J UIO~:P IU.:>u ..... u;:, 11 ICI 11...IUI IClUU.:> .:>t.:: CI l\....UCI 1\1cu1 CI 1 

el anexo 1. 

Criterios de inclusión: 

1. Pacientes con diagnóstico de LEG, SAFP y PTI con evolución mínima de la 

enfermedad de un año y seguimiento por parte de la institución mínimo de 6 meses, 
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que pertenezcan a alguno de los grupos abajo citados independientemente del 

tratamiento. 

2. Pacientes de los grupos 1 a V (SAFP y LEG) de los cuales haya suero disponible en 

la Seroteca del Departamento de Inmunología y Reumatología del INNSZ. 

3. Pacientes del grupo VI (PTI) que acudan a la consulta de Hematología del INNSZ. 

4. En los grupos 111 y V en los cuales es requisito que los pacientes hayan cursado con 

trombocitopenia, que haya suero disponible en la seroteca del Departamento, que 

coincida :!: 1 O días con determinación de cuenta plaquetaria. 

Criterios de exclusión: 

1. Pacientes con diagnóstico dudoso ó que no tengan evolución y seguimiento 

mínimos. 

2. Aquellos en los cuales no se cuente con mas de 500 µI de suero en la seroteca. 

3. Pacientes que, durante el cuadro de trombocitopenia existan dudas por parte del 

médico tratante sobre ta causa ae ésrn. 

Los pacientes incluidos se asignaron a cada uno de los siguientes grupos: 

Grupo l. Pacientes con d1agnost1co de SAFP que 11u 1·1ayan cu;sado con 

trombocitopenia durante su evolución (SAFP S) 

Grupo 11. Pacientes con diagnóstico de SAFP que hayan cursado con 

trombocitopenia durante su evolución (SAFP T) 

9 



Grupo 111. PacientP<: i:on di::g;-;6:;:iu.-' t.it? Lí::G y síndrome antifosfolípido secundario ó 

asociado que no l1ayan cursado con trornbocitopenia durante su evolución. (LE APS) 

Grupo IV Pacientes con diagnóstico de LEG y síndrome antifosfolípido secundario ó 

asociado que hayan cursado con trombocitopenia durante su evolución. (LE APT) 

Grupo V. Pacientes con diagnóstico de LEG que hayan cursado con trombocitopenia 

durante su evolución sin síndrome antifosfolípido asociado (LE T) 

Grupo VI. Pacientes con diagnóstico de Púrpura trombocitopénica idiopática. (PTI) 

IV.B. Unión de nFL n plnquetns in vivo. 

Se estudiaror. 78 pacientes en total. Treinta y seis tenían diagnóstico de LEG y 

síndrome antifosfolipido asociado, 21 tenían diagnóstico de SAFP y 21 pacientes con 

diagnóstico de PTI. Siete pacientes se estudiaron en dos ocasiones (3 LEG. 2 SAFP 

y 2 PTI) dando un teto! de 85 derermrnacrones. 

Cada uno de los pacientes se subclasificó de acuerdo al número de plaquetas que 

tenían al momento del estudio en alguno de los siguientes grupos: 

Con trombocitopsnia. Aquellos que al momento del estudio tenían cuenta µlaquetaria 

de menos de 100 X 10°/L debido a actividad de la enfermedad, en ausencia de otras 

posibles causas. 

Antecedente de trombocitopenia. Aquellos pacientes con cuenta plaquetaria mayor a 

150 X 109/L al momento del estudio, pero historia de trombocitopenia por actividad de 

la enfermedad. 

10 



Sin lromboc1topenia. Pacientes que no tuvieran trombocitopenia actual ni por historia. 

También se estudiaron 16 voluntarios sanos como controles (según Ja definición 

operacional en anexo 1 ). 

IV.C. Unión de aFL n plaquetas in vitro. 

Se seleccionaron pacientes con diagnóstico de SAFP que acudieron a Ja consulta de 

Reumatología dui'ante 1991 y cursaron con títulos altos de aCL ó aFS isotipo lgG. 

También se incluyeron sujetos sanos según las definición de éstos que se encuentra 

en el anexo 1. 

V.A. Determinación de nFL en suero. 

V.A.1. Revisión de expedientes. 

Se revisaron los expedientes de los pacientes con diagnóstico de SAFP ó LEG (grupos 

1 a V) y se obtuvieron Jos siguientes datos de cada determinación de aCL en suero 

Ju1ctr1itl ei segu1m1ento· 

Fecha 

Cuenta plaquetaria * 

Valores de aCL lgG e lgM 

* :!: 10 dias en relación con la fecha de determinación de aCL. 

Seleccionamos en cada paciente, Ja muestra que tuviera el título mas alto de aCL y el 

suero correpondiente se utilizó para ia determinación de aFS y aFC, según se describe 

mas adelante. 

11 



almacenados a -70"C. 

En los pacientes con PTI, se determinó aCL. aFS y aFC en la única muestra disponible. 

V.A.2. Determinación de aCL, aFS y aFC por ELISA. 

- Sensibilización de la placa. A una placa de 96 pozos se añaden 50 µI de solución 

etanol-cardiolipina a concentración de 43 ng/ml, de solución etanol-fosfatidilserina a 

concentración de 50ng/ml y de solución etanol-fosfatidilcolina a concentración de 

50ng/ml respectivamente. El alcohol se evapora de la placa con nitrógeno gaseoso por 

30 minutos. Para bloquear sitios inespecificos de la placa, se añaden 350 µI de PBS­

SBF i 0% por pozo. La placa se incuba a temperatura ambiente por dos hciras. Se lava 

3 vel'e~ con 350 µi cie PBS por pozo. ::;e escurre golpeandola sobre una superficie 

suave, se cubre con cinta adhesiva y se guarda a 4ºC. 

- Ensayo de sueros. A la placa sensibilizada se añaden 200 µI de solución 1 :50 de 

suero problema en PBS-SBF 10% para aCL, 100 µI de solución 1 :320 de suero 

problema en PBS-SBF 1 0% para aFS y 100 µI de solución 1 :50 de suero problema en 

PBS-SBF 10% para aFC respectivamente, los sueros se ponen por duplicado en todos 

los casos y se incuba una hora a temperatura ambiente. A su vez se ponen en 3 

puntos de la placa una mezcla de sueros normales "poza" que tiene como finalidad 

La poza debe ir también a una dilución 1 :50 en PBS-SBF 10%. 

Cada placa lleva 6 pozos "blanco". los que dan la densidad óptica del antígeno, y 

siguen el mismo proceso a excepción del suero problema. Las placas se lavan 

nuevamentA r.nn P88 3 veces. 3 minutes cada !a'.1ado y se ~ccGn come se mencionó 

anteriormente. 

- Revelado de la placa. Se adicionan 200 µI de conjugado diluído 1: 1000 en PBS-SBF 

10% por pozo (anticuerpo anti lgG ó lgM humana conjugado con fosfatasa alcalina). 

12 



Las placas se incuban nuevamP.nti> ror ur.a h:ir::i:: !cmperütura an1bitenle. Se lavan con 

350 µI de PBS por pozo, en 3 ocasiones, 3 minutos cada lavado y se seca . Se 

adiciona a cada pozo 200 µI de sustrato de la enzima disuelto en solución de glicina 

pH 10.9 a concentración de 1 mg/ml. Las placas se incuban a 37ºC una hora en la 

obscuridad. Se leen inmediatamente después en el lector de microELISA a longitud de 

onda de 405nm. Los valores de los índices de lgG e lgM se calculan: Densidad óptica 

de la muestra problema/densidad óptica de la poza de sueros normales. 

Los valores de referencia se establecieron estudiando i 00 sujetos sanos clinicamente 

(54). Unicamente 4 de éstos 100 sueros controles dieron como resultado una 

absorbancia mayor a dos desviaciones estándar por arriba del promedio, tanto para lgG 

como loM Ningur.c presentó übsorbam::ia mayor a b desviaciones estándar sobre el 

promedio. El promedio más 2s corresponde a 1 .9 unidades arbitrarias (U.A.) p<'lra lgG 

y 2.4 para igiv1 dr. CJC:L: 2.5 para !gG ·¡o.ea para i9ivi Je aFS y 6.tl para lgG y 2.6 para 

lgM de aFC. 

V.A.3. Análisis estadfstico. 

Los títulos de aCL. aFS \' aFC en los 6 grupos no tuvieron una d1stnbución normal, por 

lo cual determinamos la mediana de cada uno de estos valores. Debido a que el 

número de determinaciones de aCL no era similar entre los pacientes con diferentes 

diagnósticos. se compararon los pacientes con SAFP (SAFP S y SAFP T) entre sí, los 

pacientes con LEG entre sí (LE APS, LE APT v LE T) y lo~ r-"rit?ntes ccn PT! ccmc 

grupo comparativo con respecto a los otros. Las comparaciones se hicieron con U de 

Mann Whitney. 
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V.B. Unión de aFL a plaquetas in vivo. 

V.B.1. Obtención de plaquetas y elución de anticuerpos. 

De todos los pacientes y sujetos sanos in 'uídos, obtuvimos 20 mi de sangre venosa 

periférica usando EDTA 7% (1 :9) como anticoagulante. El plasma rico en plaquetas se 

separó mediante centrifugación a 1800 rpm por 1 O minutos, las plaquetas se 

obtuvieron de este plasma por centrifugación subsecuente a 3000 rpm. En todas las 

ocasiones, se ajustó la cuent~ plaquetaria a 1OOX106 en 500 µL, a éstas se les 

agregaron 20 µL de buffer de glicina 3M (pH 8.0) y se incubaron una hora a 

temperatura ambiente. posteriormente se centrifuoi1ron y se separó el sobrenadantc del 

botón plaquetario, a dicho sobrenadante donde se encontraban los anticuerpos eluídos, 

SP. IA agregaron 5 ¡,L de huffer Tris (PH 10) para neutralizar ni r>H. rnst,.ric-rmente se 

almacenaron a -20ºC hasta el momento de utilizarse. 

V.B.2. Determinación de aFL 

Se determinaron aCL tanto en olasma como en el eluído plaquetario a través del 

método de ELISA como se describe en el punto V.A.2. 

Los plasmas se probaron a una dilución 1 :50 y se calcularon unidades arbitrarias según 

se ha descrito anteriormente. Los eluídos se probaron sin diluír y se calcularon las 

unidades arbitrarias como la relación entre las densidades ópticas del eluído y las 

densidades ópticas de la poza de sueros normales a una dilución 1 :800. 

V.8.3 Análisis estadístico. 

Se utilizó la prueba de xº. Las comparaciones de más de dos grupos se hicieron con 

análisis de varianza de Kruskal Wallis. para las comparaciones entre dos grupos se 

utilizó U de Mann Whitney y el análisis de correlación con r de Spearman. El nivel de 

significancia se estableció en 0.05, pero en el caso de comparaciones múltiples se hizo 
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ajuste de Bonferroni estableciendo un nivel de significancia de 0.016, por tanto los 

valores entre 0.016 y O. 05 deben considerarse como probablemente significativos. 

V.C. Unión de aFL a plaquetas in vitro. 

V.C.1. Reactivos. 

La trombina bovina fue obtenida de Sigma Chemical Co., ST Louis MO. La preparación 

empleada contenía una actividad específica de 1 U/mi. El anticuerpo monoclonal anti­

GMP140 (anti-CD62) (72), fue un obsequio del Dr. Rodger McEver, Universidad de 

Oklahoma. En toda ocasión fue utilizado a una concentración de 1 mg/ml. El anticuerpo 

de cabra anti-lgG humana conjugado con fluoresceína (FITC) v "'I anticuerpo de r.2hrci 

anti-lgG murina conjugado con ficoeritrina (PE) fueron adquiridos de Sigma y se 

emplearon de acuerdo a las recomendaciones de esta compañía. El suero policlonal 

de conejo anti-B2 glicoproteína 1 humana fue un obsequio de Behring, Weke, Marburg. 

V.C.2. Plasma 

De 7 pacientes con diagnóstico de SAFP se obtuvieron 40ml de sangre periférica con 

EDTA 7% (1 :9) como anticoagulante. 

Todas las pacientes cursaban con títulos altos de aCL lgGilgM ó lgG al momento del 

,,:;luuio y una ae ellas cursaba además con títulos altos de aFS. 

V.C.3. Purificación ele aFL. 

Los aCL y af'S se purificaron por cromatografía de afinidad (73). Para la obtención de 

aCL se empleó como matriz acrilamida-bis acrilaminda (15%-5%) sobre la cual se 

inmovilizaron CL, colesterol y dicetilfosiato . Para la obtención de aFS, a la matriz de 

acrilamida-bis acrilamida se le agregaron colesterol y fosfatidilserina. Las matrices así 

formadas se polimerizaron en presencia de persulfato de amonio y TEMED, luego de 
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lo cual se homogeneizaron y se colocaron en columnas de 1.5 X 1 O cm. Todos los 

plasmas se corrieron en forma individual por la columna de CL y FS, según el caso. 

Tanto los aCL como los aFS fueron eluidos mediante solución amortiguadora de 

fosfatos hipermolar (0.6M), seguida de solución de glicina-HCI (0.1 M) pH 3.0. La 

cromatografía fue monitorizada mediante un detector UV (280 nm). 

Los anticuerpos así obtenidos se dializaron, concentraron (100 µg/ml) y se mar.tuvieron 

a 4ºC en presenci::: de ~~aN, 0.02% hasta ser empleados . 

La pureza de los anticuerpos se demostró mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SOS) en condiciones de reducción. Se realizó 

transferencia de geles no reducidos a papel de nitrocelulosa, uno de ellos se tiñó con 

amido-black y en los otros se realizó inmunoelectrotransferencia para evaluar la 

esoecifidrl;oid de !2.s ¡:;~c:ci;-,as iut'11liiicaaas en el gel. Se utilizó anti-lgG humana 

marcada con fosfatasa alcalina en un caso y anti-132 glicoproteína 1 y anti­

inmunoglobulinas ae conejo marcadas con fosfatasa alcalina (Figura 4). 

En todos los anticuerpos purificados se corroboró su reactividad aFL por la técnica 

estándar de ELISA mencionada en el punto V.A.2. 

V.C.4. Separación y activación de plaquetas. 

Se obtuvo sangre periférica de sujetos normales con EDTA 7% (1 :9) como 

anticoagulante. Las plaquetas se obtuviAmn segCm e! mttcdc de::.1,;riíu en ei punto 

V.8.1, posteriormente se lavaron 3 veces con PBS-EDTA 1 mM y fueron ajustadas a 500 

X 106/500 µI de solución de lavado. 

La activación de plaquetas se llevó a cabo mediante incubación con 1 O µI de trombina 

durante 30 minutos a 37ªC 174). Pn>"teriormente, se fijaron en í mi de so1uc1on de 

formaldehído al 3%. Las plaquetas que fueron consideradas en reposo se fijaron en 

formaldehido inmediatamente después de haber sido lavadas con PBS-EDTA. 
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V.C.5. Análisis citofluorométrico. 

Se incubaron 50 X 106 plaquetas con 0.1 mi de cada uno de los aFL purificados. 

Posteriormente se incubaron con 0.02 mi de anticuerpo de cabra anti-19G humana-FITC. 

Seguido a ésto, las plaquetas se incubaron con 0.02 mi de anti-GMP140. Finalmente, 

fueron incubadas con 0.02 mi de anticuerpo de cabra anti-lgG murina-PE. Todas las 

incubaciones se llevaron a cabo a 4ºC por 50 minutos seguidas de 3 lavados con PBS­

EDTA. 

Los anticuerpos conjugados con fluorocromos fueron empleados sin incubación previa 

como control de fluorescencia inespecífica. Las plaquetas ieñidas fueron analizadas 

en un FACScan (Becton Dickinson, Mountain View CA) con amplificación logarítmica. 

En toda ocasión se analizaron 10,000 plaquet;i<: para :.::;.;da va(iauie experimental. 

V.C.6. Análisis estadístico. 

Se usaron medianas como medida de tendencia central. En cada experimento se 

analizaron las variables de plaquetas en reposo vs activadas a través de prueba de 

Wilcoxon. Las comparaciones para grupos independientes se hicieron con U de Mar.n 

Whitney. 

VI. RESULTADOS. 

VI.A. Determinación de aFL en suero. 

Se revisaron 212 expedientes de pacientes con diagnóstico de LEG para formar los 

grupos, de éstos solo 110 se incluyeron. Las causas por las que no se incluyeron los 

102 restantes fueron: 35 no reunieron criterios clínicos de síndrome antifosfolípido, 40 

no reunieron criterios serológicos de síndrome antifosfolípido, 1 O no tuvieron 
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seguimiento y evolución mínimos requeridos, en 13 hubo dudas respecto a la causa 

de trombocitopenia y 4 tuvieron diagnóstico de Síndrome de Fisher-Evans. 

Las características generales de los 11 O pacientes incluídcs se encuentran en el cuadro 

3. Los pacientes con SAFP S y SAFP T tenían en promedio 5.55 :t 3.9 

determinaciones de aCL G y M por paciente, los grupos de LEG (LE APS, LE APT y LE 

T) tenían 6.04 :t 2.8 determinaciones por paciente y los del grupo de PTI tenían 

solamente una ó dos determinaciones. 

Las medianas e intervalos de los títulos de aCL, aFS y aFS isotipos lgG e lgM de los 

6 grupos se muestran en los cuadros 4, 5 y 6. 

Los títulos mas altos se encontraron en los pacientes con SAFR sin embargo no hubo 

diferencia entre ellos, al dividirlos de acuerdo a aquellos que habían cursado con 

irombocitopenra y los que no. 

Entre los pacientes con LEG, aquellos del grupo LE T tuvieron los títulos más bajos de 

aCL, ya que fueron los pacientes con LEG que por definición no tenían síndrome 

antifosfolípido asociado (cuadro 4). 

Al comparar los grupos 111 y IV, que tenían LEG y síndrome antifosfolípido asociado y 

cuya unica d1ferenc1a era la presencia de trombocitopenia en el segundo grupo, los 

pacientes del grupo LE APS tienen títulos mayores de aCL lgM {p=0.04) (cuadro 4) y 

títulos menores de aFS lgG {p=0.049) (cuadro 6) con respecto a los del grupo IV. No 

hubo diferencia en los títulos de aFC y aFS isotipo lgM entre los grupos, incluso el 

sujetos sanos (cuadros 5 y 6). 

Los pacientes con PTI tuvieron títulos de aCL, aFS y aFC menores a los pacientes con 

SAFP ~' LEG con s!ndr::mc o.ntifosfvlipidü asociado y sin 1ilar~s a aqueiios de ios 

pacientes con LE T (cuadros 5 y 6). 
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SAU~ ;;; U~ 1 ,,'1ji_(;¡U~A 
Vl.8. Union i:le ai=L a plaquetas in vivo. 

Vl.8.1. Frecuencia de aFL unidos a plaquetas. 

En este estudio, 18% de los pacientes que se incluyeron tenían aFL lgG unida a 

plaquetas y un porcentaje similar tuvieron lgM (cuadro 7). Once pacientes tuvieron aFL 

de ambos isotipos (9 con TCP, y 2 con antecedente de TCP). Se encontró con mas 

frecuencia aFL unida a plaquetas en pacientes con TCP que en aquellos con 

antecedente de TCP y que aquellos sin TCP. Las diferencias fueron significativas para 

ambos isotipos. Los pacientes r.on LEG y S.'\FP con TCP y antecedente de TCP 

tuvieron aFL unido a plaquetas con mayor frecuencia que aquellos sin TCP (lgG 36.6% 

vs 5.3% e lgM 40.9% vs 0). Los pacirmtP<: con PT!, ccn TCP ó ü;";t6C6ue1-1it: Lit1 ia 

misma tuvieron con la misma frecuencia aFL unido a plaquetas que los pacientes con 

LEG y SAFP, a pesar de que unicamente 6 de los 19 pacientes con PTI cursaban con 

títulos altos de aFL en suero. a diferencia de los pacientes con LEG y SAFP, todos los 

cuales tuvieron aFL en suero. 

VI. 8.2. Títulos de aFL unidos a plaquetots. 

Los anticuerpos eluídos de los pacientes con TCP y antecedente de TCP tuvieron títulos 

significativamente mas altos de aFL que aquellos de pacientes con cuentas plaquetarias 

persistentemente normales (figura 1 ). 

Los títulos de aFL eluidos de plaquetas de cada uno de los pacientes y los controles 

se muestran en la figura 2 

Los pacientes con LEG y con TCP y los pacientes con PTI con y antecedente de TCP 

tuvieron los títulos más altos de aFL lgG en el eluído plaquetario al compararlos con los 

controles sanos (p=0.005, p=0.007, p=0.006 respectivamente) (figura 2a). Los títulos 

mas altos de aFL lgM en eluídos de plaquetas de pacientes con LEG ó PTI con TCP 

ó antecedente de TCP (figura 2b) no alcanzó significancia estadística al hacer las 

comparaciónes. No hubo correlación entre la presencia ó títulos de aCL de ambos 
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isotipos en el eluído plaquetario y de factor re:Jmatoide en el suero correspondiente 

(dél.tos no mostrados). 

Estudiamos 7 pacientes al momento de TCP activa y cuando sus cuentas plaquetarias 

se normalizaron. En cinco de ellos ambos isotipos de aFL unidos a plaquetas 

disminuyeren al corregirse la cuenta plaqueldria (figura 3). 

Vl.S.3. Ccm;faclón enlre aFL unidos a piaquetas y TCP. 

Encontramos una correlación inversa significativa entre la cantidad de lgM unido a 

p!2quetas ;' e! n~mcrc de plaquetas &n ius µetcit=1 lit=::> con LEG y trombocitopen1a al 

momento de la toma (r= -0.68, p<0.01). 

Vl.C. Unión de aFL a plaquetas in vitro. 

Vl.C.1 Cromatografía de afinidad de aFL. 

Purificamos aCL y aFS por cromatografía de afinidad del plasma de 7 pacientes con 

títulos allos de lgG/lgM ó lgG aCL ó aFS. Todos los anticuerpos obtenidos por este 

proceso fueron analizados tanto en su react1v1dad aFL, como en su isotipo por el 

método de ELISA. Los 7 anticuerpos purificados fuArnn todo<:: de! !sotipo !gG ~· 

presentaron alta reactividad con el antígeno. No obstante ésto, el método resultó ser 

de bajo rendimiento, ya que el plasma eluído en el primer paso de la cromatografía i.e. 

el no retenido, no presentó disminución significativa en su reactividad aFL. El 

rendimiento de anticuerpos específicos para aCL y para aFS se encontró entre 100-

150ug por cada 20 mi de todos los plasmas estudiados (cuadro 8). 
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Vf.C.2 Electroforesis de aFL purificados. 

La electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida demostró un alto grado de 

pureza de los anticuerpos aislados, con una pequeña contaminación de una proteína 

de aproximadamente 50 kD, misma que pudo ser removida parcialmente con solución 

saturada de sulfato de amonio al 50% previa a la cromatografía de afinidad, por 

inmunoelectrotransferencia se corroboró que dicha proteína corresponde a B2 

glicoproteína 1 . La remoción de ésta, no afectó la reactividad de aFL de los 

anticuerpos eluídos y retenidos. El peso molecular de la proteína (150kD) corrobora 

el isotipo fgG del anticuerpo (figura 4). 

Vl.C.3 Unión de af'L purificados a plaquetas. 

So ;ealiza,-on "'' 1 turai 1 O experimentos para determinar la unión de aCL a plaquetas, 

tanto en reposo como estimuladas con trombina y 7 experimentos con el aFS en las 

mismas condiciones. 

Los aCL purificados de los 7 pacientes se comportaron en forma similar en todos los 

ensayos. Como grupo, éstos se unen en menor proporción a plaquetas al comparar/os 

con los aFS (figura 5). En los análisis de citofluorografía la unión de aFL a plaquetas 

fue discretamente mayor a aquellas plaquetas estimuladas con trombina en 

comparación con las no estimuladas, sin embargo esta diferencia no fue 

estadísticamente significativa, por otra parte, Jos anticuerpos anti-GMP140 se unieron 

en una mayor proporr.iñn ;:::i l?.s p!aqL!e!3.~ C!::!ir:-:u:~dü.3 con ti'ú(11Ui1 Id di compararias con 

las no estimulArlas (p-O 004) (figura 6, cuadro 9). 

En estudios de doble marcaje encontramos que los aFL, especialmente aFS se unieron 

selectivamente a plaquetas que expresan GMP1 40 al ser activadas con trombina, dando 

una mayor prornrción de dcb!es pcslth..-us en éstas di curnpararias con las no 

estimuladas (p=0.0005) (figura 6, cuadro 9). 

En algunos experimentos se agregaron aFS FITC e JgG humana FITC sin actividad de 

aFL, para evaluar la unión de los anticuerpos a través de receptores Fe en las 

plaquetas; en todos Jos casos, la unión de aFL a plaquetas en reposo y activadas fue 
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4 veces mayor que la unión de lgG irrelevante. La unión tanto de aFS como de lgG fue 

mayor a plaquetas activadas que a plaq1Jetas en reposo (datos no mostrados). 

VII. DISCUSIOfl!, 

En este estudio encontramos que los pacientes con LE APT tuvieron títulos más altos 

de aFS lgG, ésto apoyaría la noción que los aFS son los anticuerpos más 

frecuentemente asociados a TCP por ser FS un íosíolípido de membrana plaquetaria, 

a diferencia de CL {49), llama la atención que en ese mismo grupo de pacientes no 

hayamos encontrado título<:: m"'\'Ores de :::Cl... :gG, íu:, c.;uaies serian anticuerpos de 

reacción cruzada y por tanto, es posible que en aquellos pacientes con LEG , 

manifestaciones clínicas asociadas a aFL y TCP con títulos normales de aCL sería 

recomendable buscar aFS di; isotipo lgG; éstos serían algunos de los pacientes que 

no incluimos en el estudio por no reunir criterios serológicos. El grupo de pacientes 

con LEG y TCP pero sin síndrome antifosfclípido tuvo títulos de aFL similares a aquellos 

de los sujetos sanos y los pacientes con PTI. ésto apoyaría el hecho de que los aFL no 

son únicamente ep1fenómenos dP.I daño plaquetario y es posible que en éstos 

pacientes se encuentren anticuerpos contra otros antígenos plaquetarios (58-61). 

Encontramos más frecuentemente aCL lgM en el suboruoo de 1 F APS -:0mparadc:> :::en 

LE APT. los primeros tienen síndrome antifosfolípido asociado pero nunca han cursado 

con TCP, a diferencia de los segundos. lo cual hace que en el primer grupo haya un 

número importante de pacientes con LEG y anemia hemolítica, los cuales ya se ha 

descrito anteriormente (28,29) cursan frecuentemente con <1GL lgM. 

Los títulos de aFL, isotipo y especificidad de los mismos fueron semejantes en los 

pacientes con SAFP con y sin TCP, particularmente para aFS el valor que correpnde 

a la mediana es incluso mayor en los pacientes con SAFP sin TCP tanto para el isotipo 

lgG como lgM, sin embargo, la dispersión de los datos es muy amplia y el número de 



pacientes muy pequeño para darnos como resultado diferencias significativas y sería 

necesario buscar lo anterior en un grupo mayor de pacientes, así como en estudios 

futuros buscar la presencia de otros anticuerpos anti-plaquetas en estos pacientes. 

Es probable que a pesar de los títulos de los aFL, la especificidad de los mismos y el 

isotipo, la sola presencia de los aFL no determine que un paciente tenga TCP y que 

haya otros factores que podrían estar involucrados (52-54). 

En la segunda parte encontramos que aunque los aFL unidos a plaquetas se 

encontraron en todos los grupos de pacientes, su frecuencia y títulos fueron mas altos 

en pacientes con TCP activa que en aquellos con antecedente de la misma y que en 

estos últimos eran mayores que en pacientes sin TCP estas diferencias fueron mas 

aparentes con el isotipo lgG que con el isotipo lgM, lo cual va de acuerdo a 

observaciones previas en que se ha reportado una asociación más importante de TCP 

con aCL lgG que lgM (11 ). 

Los títulos de aFL en los eluídos plaquetarios de los paciente con LEG y SAFP sin TCP 

fueron tan bajos como los encontrados en sujetos sanos, a pesar de que estos 

pacientes tenían aFL en suero que no tenían los controles. 

' - -··----:- -J- -rr--,..... - - - --- --·-,t . . r-. _._,_ - -'--· -·-- - - -- _, ___ ,,,_! -·- _, __ ·---
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pacientes con SAFP puede depender de las mismas plaquetas, ó de diferencias del 

antígeno: se ha descrito que los aFL tienen diferente reactividad cuando varía la 

estructura laminar de los Fls (75,76) y cuando varía el tipo y la longitud de las 

cadenas de iÓ1.;iuu:; !drn:;u:; (77j, ú de diíerern;ia:; t.:uaiiictlivct:; y 1 nenu:; probctuiernenie 

cuantitativas de los anticuerpos. ó tal vez de otros factores. 

Es probable que la membrana de las plaquetas haya sufrido un cambio en la asimetría 

por cualquiera de éstas razones que la hacen suceptible para la unión de los aFL, 

independientemente de ta enfermedad de base. En favor de esta posibilidad se 

encuentra ta observación de pacientes con SAFP y TCP refractaria al tratamiento con 

esteroides que respondieron a dosis bajas de aspirina (78). 
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Out y colaboradores (71) no encontraron mayor activación plaquetaria, a través de 

citometría de flujo usando un anticuerpo monoclonal en 7 pacientes con TCP leve y aFL 

en suero, algunos de Jos cuales tenían aFL unidos a plaquetas. 

El encontrar con mayor frecuencia y a títulos más altos aFL unidos a plaquetas en 

pacientes con antecedente de TCP a pesar de cuentas plaquetarias normales puede 

signific;:ir que: í. Ei anucuerpo no tenga ningún papel en la patogenia de Ja TCP 2. 

La cantidad de anticuerpos unidos a las plaquetas, que fue menor que en aquellos 

pacientes con TCP, no sea suficiente para causar TCP 3. Que su unión a plaquetas 

ocurra bajo c..:ircunstancias en las cuales las plaquetas, a pesar de tener el anticuerpo 

unido ésto no determine su destrucción y 4. Que otros factores tales como deficienci:i~ 

<idqu!r!::b:::; de a1-1lic..:ociguiantes naturales (79), la necesidad de 62 glicoproteína 1, al 

menos in vitro, para Ja unión de algunos, aunque no todos los aFL JgG, a fosfolípidos 

de carga negativa (80-83). ó la reactividad potencial de los aFL que tienen actividad de 

anticoagulante lúpico con el complejo de protrombina-fosfolípidos (84,85). 

En este estudio encontramos dos probables indicadores del papel de Jos aFL en TCP· 

El primero es la µresenc1a de aFL unidos a plaquetas en pacientes con TCP > 

antecedente de TCP > sin TCP y el segundo, Ja correlación entre Ja cantidad de aFL 

lgM eluído de plaquetas y grado de TCP en pacientes con LEG y TCP Hay también 

datos que indican que Jos aFL se han unido a las plaquetas a través de un mecanismo 

activo y no pasivo. estos r1Rt0s se~ !:: :::::ta dé: c..:urreiac1ón entre la cantidad de aFL en 

el plasma y aFL unidos a plaquetas y que el anticuerpo se eJuyó a pH ácido en un 

período de tiempo relativamente corto. 

Por último, en Ja tercern parte ce! p•otocoiu encontramos al hacer el análisis con un 

solo fluorocromo,que los aFL se unen a plaquetas en reposo tanto como a plaquetas 

activadas y en ambas Ja unión de los aFL por Fe (86.87) unicamente explica menos del 

25% de la fluorescencia positiva. Bajo el estimulo con trombina. Jos aFL se unieron 

preferentemente a aquellas plaquetas que expresaban GMP1 40 La unión de aFS a 

las plaquetas fue mayor que la de los aCL. Durante la activación plaquetaria, la 

translocación de FS a la superficie de la membrana parece estar relacionada 



temporalmente con el proceso de secreción de sustancias. como GMP140, de los 

gránulos alfa (88,89). Este es un proceso dinámico que rapidamente es revertido por 

la translocasa de aminofosfolípidos, sin embargo, esta enzima podría estar inactiva y 

dar lugar a expresión prolongada de FS en la superficie de las plaquetas en forma 

simultanea a GMP140, lo cual podría explicar la coexpresión de ambas moléculas en 

una subpoblación de plaquetas estimuladas con trombina (50,51 ). 

Aunque aparentemente, los diferentes estudios han reportado la capacidad de los aFL 

de unirse a plaquetas existe controversia respecto al estado en el cual deben 

encontrarse éstas para fa\.'orecer !a ur:ión de! anticuerpo {64-71 ). Estudios anteriores 

han usado sueros positivos para aCL (64-66), y anticuerpos monoclonales con actividad 

con actividad de anticoagulante lupico que se une a plaquetas vivas y fijadas con 

paraformaldehído (90). 

En un estudio previo, con un anticuerpo monoclonal aFS se demostró que éste t•mía 

actividad anti-plaquetas y anti-células endoteliales, que reaccionaba pobremente con 

plaquetas en reposo y de manera mas significativa con plaquetas activadas con 

trombina (67). 

En este estudie, purificamos los aFL de 7 pacientes con SAFP. uno de los cuales 

también tenía actividad aFS. Todos los anticuerpos puriiicados fueron de isotipo lgG 

y tomando en cuenta las condiciones de la purificación, podemos pensar que se trata 

de anticuerpos de alta afinidad por el antígeno. Anteriormente ya se habían obtenido 

aFL por cromatografia de afinidad. sin embargo éstos se utilizaron para establecer las 

diferencias entre la rooctividod oCL y la actividad de anticoagulante lúpico (24). La 

observación que los aFS se unieron mas que los aCL a plaquetas puede explicarse por 

la presencia de FS y no CL en la membrana plaquetaria. 

Actualmente hay un reporte en la literatura que muestra unión de un anticuerpo 

monoclonal aFS a plaquetas. lo cual no se observó con otro anticuerpo monoclonal 

aCL (70). 

Es probable que además de lo anterior, en el proceso de unión de los aFL a plaquetas, 

participen otros elementos que podrían explicar la similitud '9ncontrada en la unión de 

:s 



aFL a plaquetas en reposo y activadas con trombina en los estudios con un solo 

fluorocromo. Uno de estos factores podría ser la 132 glicoproteína 1, la cual se ha 

identificado como cofactor en la interacción de aFL-fosfolípidos aniónicos y la cual, al 

menos in vitro se une a plaquetas (83) Hasta donde sabemos, este estudio muestra 

por primera vez la unión de aFL policlonales l1umanos purificados a plaquetas en un 

estado preciso de activación. 

Sin duda alguna, el papel de los aFL en la trombocitopenia que se observa en los 

pacientes con SAFP, LEG y PTI tiene todavía muchos aspectos que no han sido 

descritos. Muy probablemente el papel de los aFL no tenga la misma relevancia en las 

tres enfermedades y es posible que la alteración que favorece la unión de dichos 

anticuerpos y tal vez otros anticuerpos a las plaquetas esté dada por un mecanismo 

común en estos tres tipos de trombocitopenia autoinmune y más aún que la unión de 

los aFL a las plaquetas no es el único evento que determina posteriormente su 

destrucción. 
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Cuadro 1. 
Manifestaciones cllnicas asociadas a aFL. 

Trombosis venosas de repetición. 

• Oclusiones arteriales 

• Pérdida fetal recurrente 

• Trombocitopenia 

• Ulceras en piernas 

• Livedo retlcularis 

• Hipertensión pulmonar 

• Mielitis transversa 

Anemia hemolltica 



Cuadro 2. 
aFL en enferm~dades no autoinmunes. 

l. Infecciosas. 

11. Neoplasias 

111. Medicamentos 

IV. Otras. 

V. Sanos 

Bacterianas 

Virales 

Leucemias 
Linfomas 
Disproteinemias 

Clorpromazina 

Gram + y gram -
Sífilis 
Lyme 
Tuberculosis y lepra 

S.l.D.A. 
Mononucleosis infecciosa 

Inmunodeficiencias primarias 
Infarto agudo al miocardio 
A~:::!dG~tc ·.·G:;c:..:lu.i CCiGbial 
Pérdida fetal recurrente 

Embarazo 
> 65 años 



Cuadro 3. 
Datos generales de los pacientes estudiados. 

n 

SAFP S 11 

SAFP T 9 

LE APS 23 

LE APT 23 

LE T 13 

PTI 31 

Sexo 
M/F 

0/11 

1/8 

1/22 

3/9 

2/11 

8/23 

A Determinaciones de aCL y cuenta plaquelaria. 
• En lo$ dos grupos de SAFP. · 
• • En los tres gruoos de LEG 

Edad 
XtS 

29.2 
:!: 7.3 

34.2 
!9.8 

34.6 
!:6.4 

30.3 
:!:10.2 

38.3 
:!:6.4 

35.2 
+12.2 

Núrn.deterrnina­
ciones X!S-

5.55 
:!: 3.9• 

6.04 
! 2.8•• 

1-2 



Cuadro 4. 
Títulos de aCL (medianas) 

lgG 
(intervalo) 

SAFP s 16.5 
(3.8-33.7) 

SAFP T 8.4 
(1.3-24.3) 

LE APS• 4.1 
(0.7-15.6) 

LE APT 7.1 
(0.3-20.9) 

LE T 0.9 
(0.4-2.0) 

PTI 0.9 
(0.08-2.3) 

p 

0.00004 

lgM 
(intervalo) 

4.7 
(1.0-50.0) 

5.5 
(2.2-15.4) 

4.6 
(0.8-13.8) 

2.4 
(0.6- 10.6) 

1.0 
(0.3-4.0) 

0.5 
(0-5.1) 

p 

0.041 

0.023 



Cuadro 5. 
Títulos de aFC (medianas)• 

SAFP s 

SAFP T 

LE APS 

LE APT 

LE T 

PTI 

lgG lgM 
(intervalo) (intervalo) 

1.4 
(0.5-3.2) 

1.95 
(0.6-7.9) 

0.89 
(0-11.3) 

1.0 
(0-4.5) 

0.37 
In-~ o..,.\ .......... ""'' 

1.2 
(0-4.72) 

3.9 
(1.1··10.9) 

1.3 
(2.8-24.3) 

1.52 
(0.3-9.7) 

1.05 
(0.26-7.12) 

1.4 
(0.15-11.32) 

0.16 
(0-5.57) 



Cuadro 6. 
Títulos de aFS (medianas) 

lgG lgM 
(intervalo) (intervalo) 

-----·-·---·~.,, 
SAFP s 1.2 2.0 

(0.3-10) (0.2-34.7) 

SAFP T 0.6 1.05 
(0.4-18.7) (0.7-6.1) 

LE APS 0.48• 1.88 
(0-3.5) (0-7.88) 

LE /\PT 0.75 0.88 
(0-6.65) (0-5.33) 

LE T 0.26 0.77 
(0-6.65) (0-10.3) 

PTI 0.35 0.5 
(0-5.0) (0-6.0) 



Cuadro 7. 
Número de pacientes con lgG/lgM unido a plaquetas . 
• -=---·.,,-.~~-=·"-'.---·- .. ----~'-""'.,--·""---~ ·-

Número de pacientes positivos 
Paciente:; n lgG aCL 

·--='"'·"""'-=''='""-==-=> - ·-- __ .. _,,_ ------'------~- - ---~ ---'~'"-·-

Con TCP {todos) 29 10 (34.5) 
LEG 15 G 

SAFP 6 1 
PTI 8 3 

Ant.TCP (todos) 37 4 { 10.8) 
LEG 14 1 

SAFP 8 o 
PTI 15 3 

Sin TOP (t0dce} 18 G.3i 
LEG 10 o 

SAFP 9 1 

Total 85 15 ( 17.6) 
-· -~~--" ____ , 

• por arriba de la pcrcent1la 97 cJe los controles sanos. 
Significancia: 

·Con TCP vs Ant. TCP: lgG p<0.05; lgM p<0.01. 
Con TCP vs Sin TCP: lgG p<0.05; lgM p<0.025. 
Con TCP + Ant TCP vs sin TCP: lgG e lgM NS. 

lgM aCL 
------~o.··~-·'-"'--

11 (37.9) 
7 
1 
3 

3 { 8.1) 
1 
o 
2 

ü 
o 
o 

14 ( 16.4) 

Los pacientes estudiados en eles ocasiones se incluyeron en los grupos 
f':nn TGP y .".:-:!. TCf' ;-.:-:;~0~iivctlllt!llie. 

(%)• 
Ambas 

·---· ~"·-~=-=-........,,~"-• 

9 
6 
1 
2 

2 
o 
o 
2 

o 
o 
o 

11(12.9) 
- ---~--- ---·-· --~~ 



Cuadro 8. 
Reactividad de aFL purificados• 

Cromatograffa de afinidad 

Plasma Basal No retenido Retenido 

1.76 0.508 0.374 

2 >2.00 0.740 0.208 

3 >2.00 0.920 0.308 

4 >2.00 1.868 0.325 

5 1.52 1.415 0.270 

" Ü,!,1¡,¡ 0.585 0.178 V 

7 1.38 1.34 0.153 



Cuadro 9. 
Unión de aFL y anti-GMP140 a plaquetas. • 

Sin trombina 

Con trombina 

p 

aFL 
(%)*' 

19.33 

19.68 

NS 

anti-GMP140 
(%) 

5.39 

42.93 

0.004 

• Los valores representan la mediana de 17 experimentos. 

•• Porciento de fluorescencia. 

aFL/anti-GMP 140 
(%) 

3.11 

6.42 

0.0005 



Con 

Figura 1. 

Antecedente 

trombocitopenia 

==1 lgG ~=:J lgM 

Sin 

Diferencias en títulos de aFL en eluído de plaquetas (rnedianas) en los pacientes estudiados de acuerdo 
a los grupos de trombocitopenia: Con, Anter.edenle, Sin:independientemente de su enfermedad. Kruskal 
Wallis: lgG p=0.08, lgM p=0.0015. Con TCP vs Sin TCP: lgG p=0.03, lgM p=0.0008; Ant TCP vs Sin 
TCP: lgM p=0.009. El resto de las comparaciones no son significativas. U.A.: unidades arbitrarias. 



Figum 2. 
Distribución de los titules de aFL unidos a plaquetas de acuerdo a los grupos de TCP y enfermedad de 
base. a)lgG aFL. b)lgM aFL. La linea paralola a la abscisa representa la porcentila 97 de los sujetos 
sanos. U.A.: unidados arbitrarias. 

a) 

8 

U.A. 

ü '[ 

" 
!:>) 

1 

J . 
"r-:-----'.------- -.---------- --

1 i • 4 i 
n 'L![;---g;p~¡:¡;-g¡,,---r.'r,--rrr,--sÍ\F¡r--~ 

CON TCP ANT. TCP :31N TCI' 

15 

10¡-

~j '--·--· 
·--'---

LEG Si\FP PT 1 LEG SJ\FP PTI LEG Sflf P CTP'-F.S, 
------~·-

CON Tt·¡· : IN TCl1 



: r \ 
5 

4 

3 

2 ~\ 
J ~ ---

TCP No TCP TCP No TCP 

IgG aPL IgM aPL 

Figura 3. 
Cambios en aFL unidos a plaquetas en 7 pacientes estudiados al momento que cursaban con 
trombocitopenia y cuando se corrigió la cifra de plaquetas. U.A.: unidades arbitrarias. 
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Figura 4. 
B: Electroforesis en gel de poliacrilamida con SOS no reducido. transferido A p.::i~~! d<:! :¡i!r-=:c::!l:!;:.:;¡:. y 
t~fü::!:; c::.ií üi11lJv-ViacK. Ei primer carril representa <1FS • el segundo y al tercero aCL, el cuarto carril 
corresponde a los pesos molccufnres estándar en A, 8 ~'C. 
A: lnmunoelectrotransferencia de los anticuerpos aFS y aCL al agregarles anti·lgG humana marcada con 
fosfatasa alcalina. 
C: lnmunoelectrotransterenc1a c/Q !os anticuorpos aFS y aCL al agregarles ant1-íl2 glicoproteína 1 humana. 



% fluorescencia. 

l 
aGi.... 

CJ Con trombina ~Sl Sin trombina 

Figura 5. 
Comparación entre los anticuerpos aFS y aCL con respecto a su capacidad de unión a plaquetas. La 
figura representa el porcentaje de fluorescencia usando el anticuerpo de cabra anti-lgG humana 
fluoresc:ainado. Al comparar la unión de aFS vs aCL sin trombina p=0.067 y la unión ele aFS vs aCL con 
trombina p=0.002. 
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Figura 6. 
Citofluongrafia repre,entr ti va de plaquetas no activadas y activada::. A: Citngramas de plaquerns 
en reposo B: Citograrnas ele plaquetas estimuladas con trombina. 
Los clos citogramas de la izquierda muestran unión de aFS, los citog1amas centrales muestran la 
unión del anticuerpo anti-GMP140. El eje de X en éstos cuatro cite gramas representa porciento 
de fluore::cencia y el eje de Y tamaño de plaquetas. 
Los citog:·amas de la derecha muestran el análisis de doble marcaje. El eje de X mu~stra unión de 
aFS y el eje de Y unión de anti-GMPl40. 



ANEXO 1. 

DEFINICIONES OPERACIONALES. 

• Lupus eritematoso generalizado. De acuerdo a los criterios del Colegio Americano de Reumatología 
(ACA). antes Asociación !\m::?ric.::n~ de RcumLitolcgía {ARAj, 19132. {91) 

.. Síndrome antnostol1p1do pnmano. De acuerdo a los criterios propuestos por Alarcón-Segovia, Sánchez­
Guerrero (12). 

• Trombocltopenia. Menos de 100,000 plaquetas/mm:J en al menos dos: determinaciones subsecuentes, 
realizadas en esta institución y que se haya considerado por parte del médico tratante como secundaria 
a actividad de la enfermedad, en nusenciu de otros factores de riesgo. 

* Síndrome antifosfoliprdo secundario ó asociado. Aquellos pacíontes con diagnóstico de LEG. más de 
dos manifestaciones clinicao asociadas a sindrome antifosfolipido y titulas de aCL por arriba de cinco 
desviaciones estilncfnr por arriba de la media de los sujetos sanos, en al menos una ocasión (18). 

• Púrpura trombocitopcnica 1diopática. Según los criterios de Karpatkin (1985) (92). 

• Sanos. Individuos de 20 a 50 años de edad, sin enfermedad subyacente conocida {por interrogatorio) 
que no tengan antecedente de embarazo ni transfusiones. que no hayan ingerido ácido acetilsalicílico 
ni otros antiinflamatonos no esteroideos d1c,z dias antes de Ja toma ele Ja muestra y que tengan cuenta 
plo.quataiiü y aCL J1::11l1u de ios vaiores de referencia cons1aerados como normales. 
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