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El sindrome de anticuerpos antifosfolipido se ha definido durante los Ultimos afos y se
caracteriza por la presencia de anticuerpos antifosfolipido (aFL) en suero y tendencia
atrombosis de repeticion, abortos recurrentes, trombocitopenia y otras manifestaciones
clinicas relacionadas (1-3). A este sindrome se le Hamd sindrome de anticuerpos
anticardiolipina (4-6) y posteriormente sindrome de anticuerpos antifosfolipido 6
simpiemente, sindrome antifoéfolipido (7-10) ya que se observo que los anticuerpos
tienen reactividad cruzada con otros fosfolipidos ademas de cardiolipina (CL) (8,10). El
sindrome fue descrito originaimente en pacientes con Lupus Eritematoso Generalizado
(LEG) (1-11) y se le denomina sindrome antifosfolipido secundario ¢ asociado a LEG.
Sin embargo puede ocurrir en pacientes sin evidencia clinica ¢ serologica de LEG u
viras enfermedades, a este grupo se le llama Sindrome antifosfolipido primario (SAFF)
(12-14). Ademas d= los diversos estudios de asociacion estadistica entre los aFL v
manifestaciones clinicas (1-11), se ha tratado de definir si dichos anticuerpos tienen un
papel importante en la patogenia de las manifestaciones clinicas. si la causa tanto de
los anticusrpos como de las manifestaciones son otros factores o si se trata
unicamente de un epifenomeno, resultante del dano tisular (16,17). Es probable que
el papel de los aFL no sea el mismo en todas las manifestacionas clinicas asociadas
(18).

Se han establecido criterios para el diagnostico del sindrome antifosfolipido tanto
primario (12) comn secundaric o LEC | 3¢ lg deindmina sindrorme antifostotpido a la
presencia de dos © mas manifestaciones clinicas de las descritas como asociadas
(cuadro 1) y titulos de anticuerpos anticardiolipina (aCL) por arriba de 5 desviaciones
estandar de la media de los sujetos sanos (11). Sin embarge, hay un grupo de
pacientes que cursan coon las mismas maniesiaciones ciinicas asociadas a aFl en
forma aislada y por otra parte, hay pacientes con titulos altos de aFL en suero sin
manifestaciones clinicas asociadas, a este grupo muy interesante de pacientes se ha

propuesto que les denomine como Sindrome antifosfolipido probable (18), aun no se



ha establecido cuantos de ellos durante su evolucion reuniran criterios suficientes para

sindrome antifosfolipido primario ¢ secundario.

Las formas en las cuales se detectan los aFL actuaimente son : VDRL falso positivo,
anticoagulante lupico y aCL por técnica de ELISA (19). En los pacientes con aFL es
posible encontrar positividad en solo una ¢ dos de las tres pruebas, lo cual habla tanto
de la helerogeneidad de los antigenos utilizados en las pruebas como de la
heterogeneidad de los mismos' anticuerpos (19).

El VDRL es un antigeno complejo formado por cardiolipina, fosfatidilcolina y colesterol,
es una técnica bien estandarizada en todo ei mundo, pero es pocb sensible para
detectar aFL asociados a enfermedades autoinmunes (20).
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NE LRIty &3 una pruelza imuy Giil, ya que adeimas dé la présencia de ios
anticuerpos nos habla de su funcion. en este caso de prolongar el tiempo parcial de
tromboplastina. Sin embargo. s una prueba poco estandarizada pues hay diversos
métodos de detectar antizoagulante lUpico, los cuales utilizan una cantidad variable de
cardiolipina y fostatidilserina como antigenos. Ninguno de los métodos es aceptado por
lodos ios cenlros en que se estudian ios aFl. Esla es una prueba voco sensible, pero
parece ser muy especifica para detectar aFL relacionados con la presencia de
manifestaciones clinicas (21-25).

La técnica de ELISA es la prueba mas utilizada para la deteccion de aFL en todo el
mundo. esta bien estandarizada. es muv sensible. particularmente cuando se usa
cardiolipina como antigeno. sin embargo no distingue entre aFL de alta y baja afinidad
(26.27).

Los aFL de isotipo oG de los pacientes con LEG vy SAFP se caracterizan por ser
anticuerpos que reaccionan principalimente con cardiolipina y otros fosfolipidos de
carga negativa como son fosfatidilserina (FS), fosfatidilinositol (Fl) y acido fosfatidico
(AF) y tienen poca ¢ ninguna reactividad con fosfolipidos de carga neutra como

fosfatidilcolina (FC), fosfatidiletanclamina (FE) y esfingomielina (EM) (8,10). Sin
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embargo, se ha descrito la relacion entre aCl igM y afFC IgM en pacientes con anemia

hemolitica autoinmune (28 29)

Se ha establecido que algunos aFL pertenecen al grupo de anticuerpos denominados
anticuerpos naturales (30,31), los cuales se encuentran en los individuos normales y
tienen probablemente una funcion lisiologica, dichos anticuerpos pueden elevarse en
respuesta a diversos estimulos particularmente de tipo infeccioso (cuadro 2). Dicha
elevacion es discreta y transitoria y es generalmente de isotipo IgM, aunque pueden ser
IgG (32,33). Se ha postulade que en los pacientes con sindrome antifosfolipido sea
este primario 6 secundario a LEG puede haber cambios en el isotipo, en la afinidad y/o
en los mecanismos de reguiacion de los afFL que den como resultado ia presencia de
afFL a titulos altos y que se asocien a las manifsclacicnas cinicas ya mencionadas (1-
7,11,15). Los pacientes con sifitis tienen aFL, los cuales reaccionan mejor con el
antigeno YDRL que cen cardiolinina sola, no sueten comportarse como anticoagulante
lupico, son de isotipo IgM inicialmente aunque también son IgG durante la evolucion
de fa infeccion, reaccionan tanto con fosfolipidos negativos como con neutros (35-39)
y no requieren de B2 glicoproteina | como cofacter para su deteccion, todas estas
caracteristicas los hace diferentes a los aFL. de los pacientes con LEG y SAFP y
podrian estar relacionadas con la ausencia de manifestaciones clinicas asociadas a aFL
en los primeros (40-41).
Las manifestaciones asociadas a aFlL son de dos tipos: El primera relacicnisdo curn
dafc vascuiar y romposis y el segundo relacionado con dafio celular a eritrocitos vy
plaguetas (16,17,19).
Las plaquetas son fragmentos celulares anucleados de 2um de didametro, que tienen
una vida media de 8 a 10 dias, tienen al menos tres tinos de crganeios de
almacenamientor a) Los granulos alfa es el sitio de almacenamiento de diversas
proteinas especificas de las plagquetas y glicoproteinas que participan en tos fenémenos
de adherencia. b) Los cuerpos densos, son menos numerosos y son el sitio de
almacenamiento de aminas vasoactivas, de las cuales la mas importante es serotonina

y ¢) Los lisosomas que contienen hidrolasas acidas y neutras (42). Las plaquetas



participan en la respuesta inflamatoria y su funcion principal es en el proceso de
coagulacion. En condiciones fisioldgicas circulan como plaquetas en reposo y de esa
manera mantienen la homeostasis, sin embargo, son capaces de activarse a través de

estimulos muy diversos (42).

El proceso conocido genericamente como activacion plaguetaria involucra mecanismos
de adhesién, agregacidn primaria y secundaria y secrecion de sustancias de granulos
alfa, cuerpos densos y lisosomas. Estos tres mecanismos que estan estrechamente
relacionados entre si, suceden en condiciones fisioldgicas en forma secuencial, casi
simultanaa, sin embargo se ha demostrado que tienen mecanismos de regulacién

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

Haven a cabo {43 48),

()

Los fosfolipidos (FLs) de ia membrana plaquetaria sufren uno de los diversos cambios
descritos en las plaquetas durante el fendmeno de activacion (47). Durante el reposo,
se encuentran principalmente fosfolipidos de carga negativa en la superficie interna de
la membrana plagustaria y predominio de Fls de carga nesutra en la superficie externa
(48), durante el complejo proceso de activacidon se forman microvesiculas de secrecion,
en los sitios de union de éstas con la membrana plaguetaria se exponen los FlLs de
carga negativa en la superficie externa de la membrana y constituyen la mayoria de los
FLs de la cara externa, mientras que los de carga nautra co CRCUCHtran &n ia sSuperiicie
interna (49), de esta manera la membrana plaguetaria se convierte en una superficie
procoagulante; probablemente con el fin de limitar el dano vascular, este proceso se
regula a través de una transiocasa de aminofosfolipidos que revierte este fenomeno,
dejando nuevamente ios fosfolinidns de la membrana como s& encuentian durante el

reposo (50,51).

La asociacion entre trombocitopenia (TCP) y aFL es una de las mas frecuentes en

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



El 75% de los pacientes con LEG y trombocitopenia tienen titulos altos de aFL en
suero, particularmente de isotipo IgG, los pacientes con LEG y titulos altos de aFL
tienen un riesgo relativo de 2.06 (IC 95% 1.28-3.6) de tener TCP en algin momento
durante su evolucion (11). Alrededor del 50% de los pacientes con SAFP cursan con
trombocitopenia (55,56).

Por otra parte, se han reportado aCL a titulos altos en el 30% de los pacientes con
Puarpura trombocitopénica idiopatica (PT) (87) pere no se ha definido si durante su
evolucion estos pacientes Hegén areunir mas criterios para el diagnostico de sindrome
antifosfolipido primario (57).

Tanto los pacientes con LEG, comoc con PTlI cursan con anticuerpos contra muy

diversos antigenos plaguetarios como: HLA, Gp Hby/illa, Pblb y PL A1 (58-60).
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SAFP (55,62) y por tanto se esperaria que estos pacientes son el grupo donde mejor
se puede estudiar el pape! de los aFL en trombocitopenia.

Dado que, la cardiolipina nc es un antigeno de las membranas celulares, se ha
propuesto que los aFL se unen a otros FlLs de carga negativa en la membrana
plaquetaria, como fosfatidiiserina (FS) (€3), sin ecmbargo &sta unicamenite s& encuentra
accesible en la superficie de la membrana durante la activacidn piaquetaria. Por lo
tanto, se esperaria que aun cuando existan titulos altos de aFl, la union de éstos a
plaguetas pudiera estar determinada por la presencia ¢ no de la activacion plaquetaria
(B64-71).

Algunos estudios previos han tratado de analizar este punto, fos cuales han encontrado
que hay union de aFL a plaguetas. sin embargo hay controversia acerca de, si la union
es mayor a plaguetas activadas gue a plaquetas en reposo (64,65,67,68,71), 6 mayor
a plaquetas lisadas que a plaguetas intactas (64,65). Dicha controversia es debida a
gue los estudios han tenido variaciones importantes en la forma en que se ha abordado
el problema: Todos han utilizado sueros con titulos 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 han usado aFL monoclonales (67,68),

sin embargo, éstos son anticuerpos murinos que pueden & no reconocer 10s MisMos



La realizacion de estos tres trabajos se hizo con la valiosa colaboracién de:
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Il. OBJETIVOS.

I1.A, Determinacién de aFL en suero.
Determinar si la especificidad, titulos e isotipo de los aFL se relacionan con

trombocitopenia en pacientes con SAFP, LEG y PTL

I.B. Unién de aFL a plaquetas in vivo.
Determinar si hay unidn de af-L. a plaquetas in vivo en pacientes con trombocitopenia

autoinmune.

I.C. Unidén de aFL a plaquetas in vitro.
Determinar la posible unién de aFL a plaquetas in vitro, y determinar si dicha unién es

mayor a plaquetas activadas que a plaquetas en reposo.



epitopes en la molécula de FLs que los aFL de los pacientes; los estimulos utilizados
para activar las plaquetas también han sido diversos: ADP epinefrina, trombina, acetato
de forbol-miristato (64,65,67,68) y por Uitimo , no se ha evaluado si después de dichos
estimulos las plaquetas etectivamente estan activadas, Unicamente se han realizado en
algun estudio agregometrias, las cuales valoran unicamente agregacion y no activacion

completa (65,70).

Por todo lo anterior, decidimos estudiar el papel de los aFL en relacidn con
trombocitopenia (TCP) en pacientes con SAFFR, los cuales parecen s&r e grupo ideal
ya que en ellos no se han descrito otros autoanticuerpos, pacientes con LEG en los
que hay aFl estrechamente relacionados con TCP vy PT! naor ser pacisnies con
trombcocitopernia autoinmune que constituye la unica manifestacion 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 relacion a trombocitopenia abordando el problema desde tres aspecios:

A: Determinacion de aFL en suero: En la cual se determinaron titulos e
isotipo de aCl, aFS y anti-fosfatidilcotina (aFC) en pacientes con SAFP en
pacientes con LEG con sindrome antifosfolipido y sin sindrome antifosfolibido
asociado v pacientes coir FTi.
B: Determinacion de aFL unidos a plaquetas in vivo, de pacientes con SAFR

LEG y sindrome antifosfolipido secundario y PTi los cuales se subclasificaron de

acuerdo a la prescncia de TCP al momento del estudio, antecedente de la misma

6 sin TCR

C: Unidn de aFL a plaquetas en reposo y activadas in vitro. Se purificaron aFL
de pacientes con SAFP y se evaiud la unidn de éstos a plaquetas en reposo y

activadas, de sujetos sanos.



. HIPOTESIS.

HL.A. Determinacion de aFL en suero.
Los titulos séricos de aCL, aFS y aFC no guardan relacidon con la presencia de
trombocitopenia en pacientes con LEG , SAFP y PTL

I.B. Unidn de aFL a plaquetés 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 er menor proporcion en pacientes con LEG y PTI.

lII.C. Unidn de aFL a plaquetas in vitro.
Los aFL tienen capacidad de unirse a plaquetas. Es probable que los aCL y aFS se
unan preferentemente a plaguetas activadas al comparar la unién de dichos anticuerpos

a plaquetas en reposo.

V. SUJETOS .

VA DatarminaniAn do aBl an o etines
eV N LSOLTTTNINSCICN SC aQrl S SuCie.

Se incluyercn los datos de aquelios paciantes de los servicios de Reumatologia y
Hematologia que cumplian con los siguientes criterios:

el anexo 1.

Criterios de inclusion:
1. Pacientes con diagnéstico de LEG, SAFP y PTI con evolucidén minima de la

enfermedad de un ano y seguimiento por parte de la institucion minimo de 6 meses,
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que pertenezcan a alguno de los grupos abajo citados independientemente del
tratamiento.

2. Pacientes de los grupos | a V (SAFP y LEG) de los cuales haya suero disponible en
la Seroteca de! Departamento de Inmunologia y Reumatologia del INNSZ,

3. Pacientes del grupo Vi (PTl) que acudan a la consulta de Hematologia del INNSZ.
4. Enlos grupos Il 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 = 10 dias con determinacion de cuenta plaguetaria.

Criterios de exclusion:
1. Pacientes con diagndstico dudoso 0 que no tengan evolucion y seguimiento
minimos.

2. Aquelios en los cuales no se cuente con mas de 500 ! de suero en la seroteca.

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

medico tratante sobre 1a causa ae ésia.
Los pacientes incluidos se asignaron a cada uno de los siguientes grupos:

Grupo 1. Pacientes con diagnostico de SAFF que nu hayan cursado con

trombocitopenia durante su evolucion (SAFP S)

Grupo |I. Pacientes con diagndstico de  SAFP que hayan  cursado con

trombocitopenia durante su evolucion (SAFP T)



Grupo Hi. Pacientes con dicgndsiice de LEG y sindrome antifosfolipido secundario 6

asociado que no hayan cursado con trombocitopenia durante su evolucion. (LE APS)

Grupo IV Pacientes con diagnostico de LEG y sindrome antifosfolipido secundario 6

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

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

durante su evolucidn sin sindrome antifosfolipido asociado (LE T)

Grupo V1. Pacientes con diagndstico de Purpura trombocitopénica idiopética. (PTI)

IV.B. Unidn de aFL a plaquetas in vivo.

Se estudiaron 78 pacientes en total. Treinta y seis tenian diagndstico de LEG y
sindrome antifosfolipido asociado, 21 tenian diagnédstico de SAFP y 21 pacientes con
diagnostico de PTl. Siete pacientes se estudiaron en dos ocasiones (3 LEG, 2 SAFP

y 2 PTi) dando un total de 85 determinaciones.

Cada uno de los pacientes se subclasificé de acuerdo al numero de plaquetas que

tenian al momento de! estudio en alguno de los siguientes grupos:

Con trombocitopenia. Agquellos que al momento del estudio tenian cuenta plaquetaria
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 plagquetaria mayor a
150 X 10°/L al momento del estudio, pero historia de trombocitopenia por actividad de

la enfermedad.



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

También se estudiaron 16 voluntarios sanos como controles (segun la definicion

operacional en anexo 1 ).

IV.C. Unidn de aFL a plaquetas in vitro.
Se seleccionaron pacientes con diagnédstico de SAFP que acudiercn a la consuita de
Reumatologia durante 1991 y cursaron con titulos altos de aCL & aFS isotipo IgG.

También se incluyeron sujetos sanos segun las definicion de éstos que se encuentra

en el anexo 1.

V. METODOS
V.A. Determinacién de aFL en suero.

V.A.1. Revision de expedientes.
Se revisaron los expedientes de los pacientes con diagnostico de SAFP 6 LEG (grupos
I a V) y se obtuvieron los siguientes datos de cada determinaciéon de aCL en suero
durariie ei seguimiento:

Fecha

Cuenta plaguetaria *

Valores de aCL IgG e IgM
* = {0 dias en relacion con la fecha de determinacion de aCL.

Seleccionamos en cada paciente, la muestra que tuviera el titulo mas alto de aCL y el
suero correpondiente se utilizo para ia determinacién de aFS y aFC, segln se describe

mas adelante.



izados fomman parie de la Seroieca det Departamente y se encuentran
almacenados a -70"C.
En los pacientes con PTI, se determind aCL, aFS y aFC en la Unica muestra disponible.

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

- Sensibilizacion de la placa. A una placa de 96 pozos se anaden 50 ul de solucién
etanol-cardiclipina a concentracién de 43 ng/ml, de solucion etanol-fosfatidilserina a
concentracion de 50ng/ml y de solucién etanol-fosfatidilcolina a concentracion de
50ng/ml respectivamente. El alcohol se evapora de la placa con nitrégeno gaseoso por
30 minutos. Para bloquear sitios inespecificos de la placa, se afladen 350 pl de PBS-
SBF 1G% por pozo. La placa se incuba a temperatura ambiente por dos horas. Se lava
3 veces con 350 pi de PBS por pozo. Se escurre golpeandola sobre una superficie

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

- Ensayo de sueros. A la placa sensibilizada se anaden 200 pl de solucién 1:50 de
suero problema en PBS-SBF 10% para aCL, 100 p! de solucién 1:320 de suero
problema en FBS-SBF 10% para aFS y 100 pl de solucién 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

disminuir las variaciones dal engayn

y nronorcionar el valor de referencia de! indice.
L.a poza debe ir tambign a una dilucidn 1:50 en PBS-SBF 10%.

Cada placa lleva 6 pozos "blanco”, los que dan la densidad optica del antigeno, y
siguen el mismo proceso a excepcion del suero problema. Las placas se lavan

nuevamente con PBS 3 veces, 3 minutes cada lavade y s
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anteriormente.

- Revelado de la placa. Se adicionan 200 pl de conjugado diluido 1:1000 en PBS-SBF
10% por pozo (anticuerpo anti IgG ¢ IgM humana conjugado con fosfatasa alcalina).
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Las placas se incuban nuevamente por una hora 2 tempearatura ambiente, Se favan con
350 u! de PBS por pozo, en 3 ocasiones, 3 minutos cada lavado y se seca . Se
adiciona a cada pozo 200 ul de sustrato de la enzima disueito en solucion de glicina
pH 10.9 a concentracidon de 1mg/ml. Las placas se incuban a 37°C una hora en la
obscuridad. Se leen inmediatamente después en el lector de microELISA a longitud de
onda de 405nm. Los valores de los indices de IgG e IgM se caiculan: Densidad optica
de la muestra problema/densidad dptica de la poza de sueros normales.

Los valores de referencia se establecieron estudiando 100 sujetos sanos clinicamente
(54). Unicamente 4 de éstos 100 suercs controles dieron como resultado una
absorbancia mayor a dos desviaciones estandar por arriba del promedio, tanto para IgG
como IgM. Ninguno presentd absorbancia mayor a 5 desviaciones estandar sobre el
promedio. El promedio mas 2s corresponde a 1.9 unidades arbitrarias (U.A.) para IgG
y 2.4 para igh de aCll; 2.5 para igG y 0.80 paia igivi de aFS y 6.8 para lgG y 2.6 para
IgM de aFC.

V.A.3. Analisis estadistico.

Los titulos de aCl., aFS y aFC en los € grupos no tuvieron una distribucion normal, por
lo cual determinamos la mediana de cada uno de estos valores. Debido a que el
numero de determinaciones de aCL no era similar entre los pacientes con diferentes
diagnosticos, se compararon los pacientes con SAFP (SAFP S y SAFP T) entre si, los
pacientes con LEG entre si (LE APS, LE APT v LE T) v los parientas con PT! comic
grupo comparative con respecto a los otros. Las comparaciones se hicieron con U de

Mann Whitney.



V.B. Union de aFL a plarquetas in vivo.

V.B.1. Obtencién de plaquetas y elucién de anticuerpos.

De todos los pacientes y sujetos sanos in lufdos, obtuvimos 20 ml de sangre venosa
periférica usando EDTA 7% (1:9) como anticoagulante. El plasma rico en plaquetas se
separé mediante centrifugacion a 1800 rpm por 10 minutos, las plaquetas se
obtuvieron de este plasma por centrifugacion subsecuente a 3000 rpm. En todas las
ocasiones, se ajustd la cuenté plaquetaria a 100X10° en 500 pl., a éstas se les
agregaron 20 ulL de buffer de glicina 3M (pH 3.0) y se incubaron una hora a
temperatura ambiente, posteriormente se centrifugaron y se separo el sobrenadante del
botdn plaquetario, a dicho sobrenadante donde se encontraban los anticuerpos eluidos,
se le agregaron 5 ubL da buffer Tris (0H 10) para neutralizar el nH, nastaricrmanta se

almacenaron a -20°C hasta el momento de utilizarse.

V.B.2. Determinacion de aFL

Se determinaron aCL tanto en plasma como en el eluido plaquetario a través del
método de ELISA como se describe en el punto V.A.2.

Los plasmas se probaron a una dilucidn 1:50 y se calcularon unidades arbitrarias segin
se ha descrito anteriormente. Los eluidos se probaron sin diluir y se calcularon las
unidades arbitrarias como la relacion entre las densidades Opticas del eluido y las

densidades opticas de la poza de sueros normales a una dilucién 1:800.

V.B.3 Analisis estadistico.

Se utilizé la prueba de x*. Las comparaciones de més de dos grupos se hicieron con
analisis de varianza de Kruskal Waliis, para las comparaciones entre dos grupos se
utilizo U de Mann Whitney y el analisis de correlaciéon con r de Spearman. El nivel de

significancia se establecié en 0.05, pero en el caso de comparaciones multiples se hizo



ajuste de Bonferroni estableciendo un nivel de significancia de 0.016, por tanto los
valores entre 0.016 y 0,05 deben considerarse como probablemente significativos.

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

V.C.1. Reactivos.

La trombina bovina fue obtenida de Sigma Chemical Co., ST Louis MO. La preparacion
empleada contenia una actividad especifica de 1U/ml. E! anticuerpo monoclonal anti-
GMP140 (anti-CD62) (72), fue un obsequio del Dr. Rodger McEver, Universidad de
Oklahoma. En toda ocasion fue utilizado a una concentracion de 1mg/ml. El anticuerpo
de cabra anti-lgG humana conjugado con fluoresceina (FITC) v &l anticuerpo da cahra
anti-lgG murina conjugado con ficoeritrina (PE) fueron adquiridos de Sigma y se
emplearon de acuerdo a las recomendaciones de esta compania. El suero policlonal

de conejo anti-B2 glicoproteina | humana fue un obsequio de Behring, Weke, Marburg.

V.C.2. Plasma

De 7 pacientes con diagndstico de SAFP se obtuvieron 40ml de sangre periférica con
EDTA 7% (1:9) como anticoagulante.

Todas las pacientes cursaban con titulos aitos de aCL IgG/IgM & IgG a2l momento del

esiudio y una de eltas cursaba ademas con titulos altos de aFS.

V.C.3. Purificacién de aFL.

Los aCL v ar$ se purificaron por cromatografia de afinidad (73). Para la obtencion de
aClL se empled como matriz acritamida-bis acritaminda (15%-5%) sobre la cual se
inmovilizaron CL, colesterol y dicetilfosfato . Para la obtencion de aFS, a la matriz de
acrilamida-bis acrilamida se le agregaron colesterol y fosfatidilserina. Las matrices asi
formadas se polimerizaron en presencia de persulfato de amonio y TEMED, luego de
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lo cual se homogensizaron y se colocaron en columnas de 1.5 X 10 cm. Todos los
plasmas se corrieron en forma individual por la columna de CL y FS, segin el caso.
Tanto los aCL como los aFS fueron eluidos mediante solucidén amortiguadora de
fosfatos hipermolar (0.6M), seguida de solucion de glicina-HCI (0.1M) pH 3.0. La
cromatografia fue menitorizada mediante un detector UV (280 nm).

Los anticuerpos asi obtenidos se dializaron, concentraron (100 pg/ml) y se mantuvieron
a 4°C en presencia de NaN, 0.02% hasta ser empleados .

La pureza de los anticuerpbs se demostré mediante electroforesis en gel de
poliacrilarnida-dodecil sulfato de sodio (SDS) en condiciones de reduccién. Se realizo
transferencia de geles no reducidos a papel de nitrocelulosa, uno de elios se tiné con
amido-black y en los otros se realizé inmunoelectrotransferencia para evaluar la
especificidad de lac grotcinas ideniiiicaaas en el gel. Se utilizé anti-lgG humana
marcada con fosfatasa alcalina en un caso y anti-32 glicoproteina | vy anti-
inmunoglobulinas de conejo marcadas con fosfatasa alcalina (Figura 4).

En todos los anticuerpos purificados se corrobord su reactividad afFL. por ia técnica

estandar de ELISA mericionada en el punto VA2,

V.C.4. Separacion y activacion de plaquetas.

Se obtuvo sangre periférica de sujetos normales con EDTA 7% (1:9) como
anticoagulante. Las plaquetas se obtuviernn sagun of métcds descriio en ei punto
V.B.1, posteriormente se lavaron 3 veces con PBS-EDTA 1mM vy fueron ajustadas a 500
X 10%/500 pi de solucidn de lavado.

La activacion de plaquelas se llevo a cabo mediante incubacién con 10 pi de trombina
durante 30 minutos a 37°C (74). Posteriormente, sc fijaron en 1 i de solucion de
formaldehido al 3%. Las plaquetas que fueron consideradas en reposo se fijaron en
formaldehido inmediatamente después de haber sido lavadas con PBS-EDTA.



V.C.5. Anadlisis citofluorométrico.

Se incubaron 50 X 10° plaquetas con 0.1 mi de cada uno de los aFL purificados.
Posteriormente se incubaron con 0.02 mi de anticuerpo de cabra anti-igG humana-FITC,
Seguido a ésto, las plaquetas se incubaron con 0.02 ml de anti-GMP140. Finalmente,
fueron incubadas con 0.02 mi de anticuerpo de cabra anti-lgG murina-PE. Todas las
incubaciones se lievaron a cabo a 4°C por 50 minutos ssguidas de 3 lavados con PBS-
EDTA.

Los anticuerpos conjugados cén fluorocromos fueron empleados sin incubacién previa
como controi de fluorescencia inespecifica. Las plaguélas tenidas fueron analizadas
en un FACScan (Becton Dickinson, Mountain View CA} con amplificacion logaritmica.

En toda ocasidn se analizaron 10,000 plaguetas para cada variabie experimental.

V.C.6. Analisis estadistico.

Se usaron medianas como medida de tendencia central. En cada exgerimento se
analizaron las variables de plaquetas en reposo ve activadas a través de prueba de
Wilcoxon. Las comparaciones para grupos independientes se hicieron con U de Mann
Whitney.

Vi. RESULTADQS.

VLA. Determinacién de aFL en suero.

Se revisaron 212 expedientes de pacientes con diagnédstico 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 clinicos de sindrome antifosfolipido, 40

no reunieron criterios serofdgicos de sindrome antifosfolipido, 10 no tuvieron
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seguimiento y evolucion minimos requeridos, en 13 hubo dudas respecto a la causa
de trombocitopenia y 4 tuvieron diagndstico de Sindrome de Fisher-Evans.

Las caracteristicas generales de los 110 pacientes incluidcs se encuentran en el cuadro
3. Los pacientes con SAFP S y SAFP T tenian en promedio 555 = 3.9
determinaciones de aClL. G y M por paciente, los grupos de LEG (LE APS, LE APT y LE
T) tenian 6.04 + 28 determinaciones por paciente y los del grupo de PT! tenian
solamente una 6 dos determinaciones.

Las medianas e intervalos de ]os titulos de aCL, aFS y aFS isotipos I1gG e IgM de los
6 grupos se muestran en los cuadros 4, 5y 6.

Los titulos mas altos se encontraron en los pacientes con SAFR sin embargo no hubo
diferencia entre ellos, al dividirlos de acuerdo a aquellos que habian cursado con
trombocitopenia y 10s que no.

Entre los pacientes con LEG, aquellos del grupo LE T tuvieron los titulos mas bajos de
aCL, ya que fueron los pacientes con LEG que por definicidn no tenian sindrome
antifosfolipido asociado (cuadro 4).

Al comparar los grupos I y IV, que tenian LEG y sindrome antifosfolipido asociado y
cuya unica diferencia era la presencia de trombocitopenia en el segundo grupo, los
pacientes del grupo LE APS tienen titulos mayores de aClL IgM (p=0.04) (cuadro 4) y
titulos menores de aFS IgG (p=0.049) (cuadro 6) con respecto a ios del grupo V. No
hubo diferencia en los titulos de aFC y aFS isotipo IgM entre los grupos, incluso el
o onceontrarcn dentro de 105 vaioies de referencia de ios

arupo L FE T todog estos

(4l

sujetos sanos (cuadras 5y 6).

Los pacientes con PTI tuvieron titulos de aCL, aFS y aFC menores a los pacientes con
SAFP v LEG con sindromce antifosfolipido ascciado y simitares a aqueiios de ios

pacientes con LE T (cuadros 5 y 6).
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VI.B. Union de aFl a p(aquetas'ln vivo.

VIL.B.1. Frecuencia de aFL unidos a plaquetas.

En este estudio, 18% de los pacientes que se incluyeron tenian afFL IgG unida a
plaguetas y un porcentaje similar tuvieron IgM (cuadro 7). Once pacientes tuvieron aFL
de ambos isotipos (9 con TCR v 2 con antecedente de TCP). Se encontré con mas
frecuencia aFL unida a plaquetas en pacientes con TCP que en aquelios con
antecedente de TCP y que aql}ellos sin TCR Las diferencias fueron significativas para
ambos isotipos. Los pacientes con LEG y SAFP con TCP y antecedenie de TCP
tuvieron aFL unido a plaquetas con mayor frecuencia gue aquellos sin TCP {IgG 36.6%
vs 5.3% e IgM 40.9% vs 0). Los paciantas con PT!, con TCP & antecedgeitie de 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
titulos altos de aFL en suero, a diferencia de los pacientes con LEG y SAFPR todos los

cuales tuvieron aFL en suero.

Vi. B.2. Titulos de aFL unidos a plaquetas.

Los anticuerpos eluidos de los pacientes con TCP y antecedente de TCP tuvieron titulos
significativamente mas altos de aFL que aqueilos de pacientes con cuentas plaguetarias
persistentemente normales (figura 1).

Los titulos de aFL eluidos de plaquetas de cada uno de los pacientes y los controles
se muestran en la fiqura 2

Los pacientes con LEG y con TCP y los pacientes con PTl con y antecedente de TCP
tuvieron los titulos mas altos de aFL 1gG en el eluido plaquetario al compararlos con los
controles sanos (p=0.005, p=0.007, p=0.006 respectivamente) (figura 2a). Los titulos
mas altos de aFL IgM en eluidos de plaguetas de pacientes con LEG 6 PTl con TCP
& antecedente de TCP (figura 2b) no alcanzd significancia estadistica al hacer las

comparaciones. No hubo correlacidn entre la presencia 6 titulos de aCL de ambos



isotipos en el eluido plaquetario y de factor reumatoide en el suero correspondiente
(datos 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 corregirss la cuenta plaquetaria (figura 3).

VLB.3. Cecirelacién enire aFL unidos a piaquetas y TCR.
Encontramos una correlacién inversa significativa entre la cantidad de igM unido a
laquetas y e! nimers de plaguetas en 10s pacienies con LEG y rombocitopenia al

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

VI.C. Unidn de aFL a plaquetas in vitro.

VI.C.1 Cromatografia de afinidad de aFL.

Purificamos aCL y aFS por cromatografia de afinidad del plasma de 7 pacientes con
titulos altos de IgG/igM 6 IgG aCL 6 aFS. Todos los anticuerpos obtenidos por este
proceso fueron analizados tanto en su reactividad aFL, como en su isotipo por el
método de ELISA. Los 7 anticuerpos purificados fuaron tados del isotipo 1gG vy
presentaron alta reactividad con el antigeno. No obstante ésto, el método resuitd ser
de bajo rendimiento, ya que el plasma eluido en el primer paso de la cromatografia i.e.
el no retenido, no presentd disminucién significativa en su reactividad aFL. El
rendimiento de anticuerpos especificos para aCL y para aFS se encontro entre 100-

150ug por cada 20 ml de todos los plasmas estudiados (cuadro 8).



VI.C.2 Electroforesis de aFL purificados.

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida demostré un alto grado de
pureza de los anticuerpos aislados, con una pequena contaminacion de una proteina
de aproximadamente 50 kD, misma que pudo ser removida parcialmente con solucién
saturada de sulfato de amonio al 50% previa a la cromatografia de afinidad, por
inmunoeiectrotransferencia se corroboré que dicha proteina corresponde a B2
glicoproteina | . La remocidon de ésta, no afectd la reactividad de aFL de los
anticuerpos eluidos y retenido.s‘ El peso molecular de la proteina (150kD) corrobora

el isotipo IgG del anticuerpo (figura 4).

<

1.C.3 Unidén de arL purificados a plaquetas.

(&)

s realizaron en otai 10 experimentos para determinar la unidon de aCL a plaquetas,
tanto en reposo como estimuladas con trombina y 7 experimentos con el aFS en las
mismas condiciones.

Los aClL purificados de los 7 pacientes se comportaron en forra similar en todos los
ensayos. Como grupo, éstos se unen en menor proporcion a plaquetas al compararios
con los ar3 (figura 5). En los analisis de citofluorografia ta unidn de aFL a plaquetas
fue discretamente mayor a aquellas plaquetas estimuladas con trombina en
comparacién con las no estimuladas, sin embargo esta diferencia no fue
estadisticamente significativa, por otra parte, los anticuerpos anti-GMP140 se unieron
en una mavor proporcian a las plaguetas cotimuladas con ramina di compararias con
las no estimuiadas (p—0004) (figura 6, cuadro 9).

En estudios de doble marcaje encontramos que los afFL, especialmente aFS se unieron
selectivamente a plaquetas que expresan GMP140 al ser activadas con trombina, dando
una mavor proporcion de deobkles positivas en éstas al compararias con las no
estimuladas (p=0.0005) (figura 6, cuadro 9).

En aigunos experimentos se agregaron aFS FITC e IgG humana FITC sin actividad de
aFL, para evaluar la unidén de los anticuerpos a través de receptores Fc en las

plaquetas; en todos los casos, la unién de aFL a plaquetas en reposo y activadas fue



4 veces mayor que la unidn de IgG irrelevante. La unién tanto de aFS como de IgG fue

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

VII. DISCUSION.

En este estudio encontramos due los pacientes con LE APT tuvieron titulos mas altos
de aFS IgG, ésto apoyaria la nocidn que los aFS son los anticuerpos mas
frecuentemente asociados a TCP por sar FS un fosfolipido de membrana plaquetaria,
a diferencia de CL (49), llama la atencion que en ese mismo grupo de pacientes no
hayamos encontrada titulos mayores de aCl igG, ius cuaies seran anticuerpos de
reaccion cruzada y por tanto, es posible que en aquellos pacientes con LEG |,
manifestaciones clinicas asociadas a aFL y TCP con titulos normales de aCL seria
recomendable buscar aFS de isotipo IgG; éstos serian algunos de los pacientes que
no incluimos en el estudio por no reunir criterios serologicos. El grupo de pacientes
con LEG y TCP pero sin sindrome antifosfclipido tuvo titulos de aFL similares a aquellos
de los sujetos sanos y los pacientes con PTI. ésto apoyaria el hecho de que los aFL no
son Unicamente epifenémenos del dafo plaguetario y es posible que en éstos

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

Encontramos mas frecuentemente aCL IgM en el subarupo de |.F APS comparadcs con
LE APT, los primeros tienen sindrome antitosfolipido asociado pero nunca han cursado
con TCF, a diferencia de los segundos, lo cual hace que en el primer grupo haya un
numero importante de pacientes con LEG y anemia hemolitica, los cuales ya se ha

descrito anteriormente (28,29) cursan frecuentemente con aCL Ight,

Los titulos de aFL, isotipo y especificidad de los mismos fueron semejantes en los
pacientes con SAFP con y sin TCR particularmente para aFS el valor que correpnde
ala mediana es incluso mayor en los pacientes con SAFP sin TCP tanto para el isotipo

1gG como IgM, sin embargo, la dispersion de los datos es muy amplia y el nimero de
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pacientes muy pequeno para darnos como resultado diferencias significativas y seria
necesario buscar lo anterior en un grupo mayor de pacientes, asi como en estudios
futuros buscar la presencia de otros anticuerpos anti-plaquetas en estos pacientes.
Es probable que a pesar de los titulos 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 podrian estar involucrados (52-54).

En la segunda parte encont'ramos que aunque los aFL unidos a plaquetas se
ercontraron en todos los grupos de pacientes, su frecuencia y titulos fueron mas altos
en pacientes con TCP activa que en aquellos con antecedente de la misma y que en
estos Ultimos eran mayores que en pacientes sin TCP estas diferencias fueron mas
aparentes con el isotipo |gG que con el isotipo IgM, lo cual va de acuerdo a
observaciones previas en que se ha reportado una asociacién mas importante de TCP
con aCL IgG que IgM (11).

Los titulos de aFL en los eluidos plaguetarios de los paciente con LEG y SAFP sin TCP
fueron tan bajos como los encontrados en sujetos sanos, a pesar de que estos

pacientes tenian aFL en suero que no tenian los controles.

[ o T . -
La ausciivia Je |

CF én ésencia de al' L unido a plaguetas que se obseivd &in alguinos
pacientes con SAFP puede depender de las mismas plaguetas, 6 de diferencias del
antigeno: se ha descrito que los aFL tienen diferente reactividad cuando varia la
estructura laminar de los FLs (75,76) y cuando varia el tipo v la longitud de las
cadenas de acidos yrasos (77), O de diferencias cuailtalivas y imenos probabiernenie
cuantitativas de los anticuerpos, 6 tal vez de otros factores.

Es probable que la membrana de las plaquetas haya sufrido un cambio en la asimetria
por cualquiera de éstas razones que la hacen suceptible para la unidén de los aFL,
independientemente de la enfermedad de base. En favor de esta posibilidad se
encuentra la observacion 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 activacion plaquetaria, a través de
citometria de flujo usando un anticuerpo monoclonal en 7 pacientes con TCP leve y aFL
en suero, algunos de los cuales tenian aFL unidos a plaguetas.

El encontrar con mayor frecuencia y a titulos mas altos aFL unidos a plaquetas en
pacientes con antecedente de TCP a pesar de cuentas plaquetarias normales puede
significar que: 1. Ei anticuerpo no tenga ningln pape! en la patogenia de la TCP 2,
La cantidad de anticuerpos unidos a las plaquetas, que fue menor que en aquelios
pacientes con TCP no sea suficiente para causar TCP 3. Que su unién a plaquetas
ccurra bajo circunstancias en las cuales las plaquetas, a pesar de tener el anticuerpo
unido ésto no determine su destruccidén y 4. Que otros factores tales como deficiencias
adauiridas de anlicoaguiantes naturales (79), la necesidad de 32 glicoproteina |, al
menos in vitro, para la unién de algunos, aunque nc todos los aFL IgG, a fosfolipidos
de carga negativa (80-83), ¢ la reactividad potancial de los aFL que tienen actividad de
anticoagulante lipico con el complejo de protrombina-fosfolipidos (84,85).

En este estudio encontramos dos probables indicadores del papel de los aFL en TCP:
£l primerc es la presencia de aFL unidos a plaquetas en pacientes con TCP >
antecedente de TCP > sin TCP y el segundo, la correlacion entre la cantidad de aFL
IgM eluido de plaguetas y grado de TCP en pacientes con LEG y TCR Hay también
datos que indican que los aFL se han unido a las plaquetas a través de un mecanismo
activo y no pasivo. estos datoe con Iz {aita de correiacion entre la cantidad de aFL en
el plasma y aFL unidos a plaquetas y que el anticuerpo se eluydé a pH acido en un

periodo de tiempo relativamente corto.

Por dltimo, en la tercera parte del profocoio encontramos al hacer el andlisis con un
solo fluorocromo,que los aFL se unen a plaquetas en reposo tanto como a plaquetas
activadas y en ambas la union de los aFL por Fc (86.87) unicamente explica menos del!
25% de la fluorescencia positiva. Bajo el estimulo con trombina. los aFL se unieron
preferentemente a aquellas plaquetas que expresaban GMP140 . La union de aFS a
las plaquetas fue mayor que ia de los aCL. Durante la activacion plaqustaria, la

translocacion de FS a la superficie de la membrana parece estar relacionada
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temporalmente con el proceso de secrecion de sustancias, como GMP140, de los
granulos alfa (88,89). Este es un proceso dindmico que rapidamente es revertido por
la translocasa de aminofosfolipidos, sin embargo, esta enzima podria estar inactiva y
dar lugar a expresién prolongada de FS en la superficie de las plaquetas en forma
simultanea a GMP 140, lo cual podria explicar la coexpresion de ambas moléculas en
una subpoblacion de plaquetas estimuladas con trombina (50,51).

Aunque aparentemente, los diferentes estudios han reportado la capacidad de los aFL
de unirse a plaguetas existe controversia respecto al estado en el cual deben
encontrarse éstas para favorecer 'a union de! anticuerpo {4-71). Estudios anteriores
han usado sueros positivos para aCL (64-66). y anticuerpos monoclonales con actividad
de aCL (7-89) Se han dascritn algunng

con actividad de anticoagulante lupico que se une a plaquetas vivas vy fijadas con
paraformaldehido (20).

En un estudio previo, con un anticuerpo monoclonal aFS se demostrd que éste tenia
actividad anti-plaquetas y anti-células endoteliales, que reaccionaba pobremente con
plaguetas en reposo y de manera mas significativa con plaguetas activadas con
trombina (67).

En este estudic, purificamos los aFL de 7 pacientes con SAFP uno de los cuales
también tenia actividad aFS. Todos los anticuerpos purificados fueron de isotipo IgG
y tomando en cuenta las condiciones de la purificacidon, podemos pensar que se trata
de anticuerpos de alta afinidad por el antigeno. Anteriormente ya se habian obtenido
aFL por cromatografia de afinidad, sin embargo éstos se utilizaron para establecer las
diferencias entre ia reactividad aClL y la actividad de anticoagulante lipico (24). La
observacion que los aFS se unieron mas que los aCL a plaquetas puede explicarse por
la presencia de FS y no CL en ia membrana plaquetaria.

Actualmente hay un reporte en la literatura que muestra unidn de un anticuerpo
monoclonal aFS a plaguetas, lo cual no se observé con otro anticuerpo monocional
aCL (70).

Es probable que ademas de lo anterior, en el proceso de union de los aFL a plaquetas,

participen otros elementos que podrian explicar la similitud 2ncontrada en la unién de
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aFL a plaquetas en reposo y activadas con trombina en los estudios con un solo
fluorocromo. Uno de estos factores podria ser la B2 glicoproteina |, la cual se ha
identificado como cofactor en la interaccion de aFlL-fosfolipidos anidnicos y la cual, al
menos in vitro se une a plaquetas (83). Hasta donde sabemos, este estudio muestra
por primera vez la unién de aFL policlonales humanos purificados a plaquetas en un

estado preciso de activacion.

Sin duda alguna, el papel de.los aFL en la trombocitopenia que se observa en los
pacientes con SAFR LEG y PTi tiene todavia 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 alteracidon que favorece la unidn de dichos
anticuerpos vy tal vez otros anticuerpos a las plaquetas esté dada por un mecanismo
comun en estos tres tipos de trombocitopenia autoinmune y mas aun que la unién de
los aFL a las plaguetas no es el Unico evento que determina posteriormente su

destruccion,
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Cuadro 1.
Manifestaciones clinicas asociadas a aFL.

« Trombosis venosas de repeticién.
« Oclusiones arteriales

» Pérdida fetal recurrente

» Trombocitopenia

» Ulceras en piernas

» Livedo reticularis

« Hipertensién pulmonar

« Mielitis transversa

= Anemia hemolitica




Cuadro 2.
aFL en enfermedades no autoinmunes.

. Infecciosas. Bacterianas " Gram + y gram -
Sifilis
Lyme
Tuberculosis y lepra
Virales S.LD.A.
Mononucleosis infecciosa
. Neoplasias Leucemias
Linfomas
Disproteinemias
lll. Medicamentos Clorpromazina
IV. Otras. Inmunodeficiencias primarias
Infarto agudo al miocardio
Arsnirdnnin nemidar sasmiseal
P b e s AN AT v TaY] (AR SV =Y

Pérdida fetal recurrente

V. Sanos Embarazo
> 65 anos




Cuadro 3.
Datos generales de los pacientes estudiados.

n Sexo Edad Num.determina~
M/F X+S ciones Xx#s”

SAFP S 11 g/11 29.2
+7.3

5.85

SAFP T Q 1/8 34.2 +3.9-
+9.8
LE APS 23 1/22 34.6
+8.4

LE APT 23 3/9 30.3 6.04

+10.2 + 2.8

LE T 13 2/11 38.3
+6.4

PTI 31 8/23 35.2 1-2
+12.2

~ Determinaciones de aCL y cuenta plaqueiaria,
* En los dos grupes de SAFP. '
** &n los tres giupos de LEG



Cuadro 4.
Titulos de aCL (medianas)

1gG o] 1gM p
(intervalo) (intervalo)
SAFP S 16.5 4.7
(3.8-33.7) {(1.0-50.0)
SAFP T 8.4 5.5
(1.3-24.3) (2.2-15.4)
LE APS- 4.1 4.6
(0.7-15.6) (0.8-13.8)
0.041
LE APT 7.1 2.4
(0.3-20.9) (0.6-10.6)
0.00004 0.023
LE T 0.9 1.0
(0.4-2.0) (0.3~4.0)
PTI 0.9 0.5
(0.08-2.3

(0-6.1)

T o0 sa0s




Cuadro 5.
Titulos de aFC (medianas)*

lgG IgM
(intervalo) (intervalo)
SAFP S 1.4 3.9
(0.5-3.2) (1.1-10.9)
SAFP T 1.95 4.3
{0.5-7.9) (2.8-24.3)
LE APS 0.89 1.62
(0-11.3) {0.3-9.7)
LE APT 1.0 1.05
{0-4.5) {0.26~7.12)
LE T 0.87 1.4
{0-2.87) (0.15-11.32)
PTI 1.2 0.16

(0-4.72) (0-6.57)

*las agilergncias no tugron ignificativas.



Cuadro 6.
Titulos de aFS (medianas)

1gG IgM
(intervalo) {intervalo)
SAFP S 1.2 2.0
(0.3-10) (0.2-34.7)
SAFP T 06 1.85
(0.4-18.7) (0.7-6.1)
LE APS 0.48+ 1.88
(0-3.5) (0-7.88)
LE APT 0.75 0.88
{(0~-6.65) (0-5.33)
LE T 0.26 c.77
(0-6.65) (0~10.3)
PTI 0.35 0.5
(0-5.0) (0-6.0)

S LE APT psGoal



Cuadro 7.
Numero de pacientes con IgG/igM unido a plaquetas.

Nomero de pacientes positivos (%)«

Pacnenteo n IgG aCL IgM aCL Ambas
Con TCP (todos) 29 10 (34.5) 11 (37.9) ]
LEG 19 6 7 6
SAFP 6 1 1 1
PTI 8 3 2
Ant.TCP (todos) 37 4 (10.8) 3 ( 8.1} 2
LEG 14 1 1 o}
SAFP 8 0] o] o]
PTI 15 3 2 2
Sin TCR {todes) 12 T { 5.3 v] o]
LEG 10 0 o] o]
SAFP 9 1 0 o]
Total 85 15 (17.6) 14 (16 4) 11(12 9)

* por arriba de la percentila 97 de los controles sanos.
Significancia:

‘Con TCP vs Ant. TCP: IgG p<0.05; IgM p<0.01.

Con TCP vs Sin TCP : igG p<0.05; IgM p<0.025.

Con TCP + Ant TCP vs sin TCP: IgG e IgM NS.

Los pacientes estudiados en dos ocasiones se incluyeron en los grupos

Con TOP » Ant TCP raspeciivanmenie.



Cuadro 8.

Reactividad de aFL purificados*

Cromatografia de afinidad

Plasma Basal No retenido

1 1.76 0.508
2 >2.00 0.740
3 »2.00 0.920
4 »2.00 1.868
5 1.52 1.415
9 U.99 0.585
7 1.38 1.34

Retenido

0.374
0.208
0.308
0.325
0.270
0.178
0.153

©LOs valoras rapresentan densiasass

ELISA, touas ius muestra

=sin ditair

orucas a J05% nam, por



Cuadro 9.

Union de aFL y anti-GMP140 a plaquetas. +

aFL anti-GMP 140  aFL/anti-GMP140
(%)e» (%) (%)
Sin trombina 19.38 5.39 311
Con trombina 19.68 42.93 6.42
] NS 0.004 0.0005

+ Los valores representan la mediana de 17 experimentos.

«+ Porciento de fluorescencia.
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Figura 1.

Con

Antecedente
trombocitopenia

Diferencias en titulos de aFL en eiuido de plaquetas (imedianas) en los pacientes estudiados de acuerdo
alos grupos de trombocitopenia: Con, Antecedenle, Siniindependientemente de su enfermedad. Kruskal
Wallis: 1gG p=0.08, IgM p=0.0015. Con TCP vs Sin TCP: IgG p=0.03, IgM p=0.0008; Ant TCP vs Sin
TCP: IgM p=0.003. El resto de las comparaciones no son significativas. U.A.: unidades arbitrarias.
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Figura 2.

Distribucion de los titulos de aFL unidos a plaguetas de acuerdo a los grupos de TCP y enfermedad de
base. a)lgG aFL, b)IgM aFL. La linea paralela a la abscisa representa la percentila 97 de Jos sujetos
sanos. U.A.: unidades arbitrarias,
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Figura 3.
Cambios en aFL unidos a plaguetas en 7 pacientes estudiados al momento que cursaban con
trombocitopenia y cuando se corrigio ia cifra de plaquetas. U.A.: unidades arbitrarias.
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B: Electroforesis en ge! de poliacrilamida con SDS no reducido. transferidn a nanel de nitrecziulosa y
tefide oon amido-biack. Ei pnmer carril representa  aFS |, el segundo y ol tercere aCL, el cuarto carril
corresponde a los pesos moleculares estandaren A By C.

A: Inmunoelectrotransferencia de los anticuerpes aFS y aCL al agregarles anti-lgG humana marcada con
fosfatasa alcalina,

C: Inmunoelectrotransferencia de loc anticuorpos afF S y aCL al agregarles anii-B2 glicoproteina | humana.
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Comparacion entre los anticuerpos aFS y aCL con respecto a su capacidad de unién a plaguetas. La
figura representa el porcentaje de fluorescencia usando el anticuerpo de cabra anti-lgfi humana
fluoresczinado. Al cornparar la unién de aFS vs aCL sin trombina p=0.067 y la union cle aFS vs aCL con

trombina p=0.002.
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CitofTuorografia represent: tiva de plaquetas no activadas y activadas. A: Citogramas de plaquetas
en reposo  B: Citogramas de plaquetas eslimuhdas cen trombina,

Los dos citogramas de la izquierda muestran union de aFs, los citogramas centrales muestr:n la
union del anticuerpo anti-GGMP140. El eje de X en éstos cuatro citcgramas representa porciento
de fluorescencia y el eje de Y tamano de plaquetas.

Los citogramas de la derecha muestran el analisis de doble marcaje. El eje de X muestra union de
aFS y el eje de Y union de anti-GMP140.



ANEXO 1.

DEFINICIONES OPERACIONALES.

* Lupus eritematoso generalizado. De acuerdo a los criterios del Colegio Americanc de Reumatologia
(ACRY), antes Ascciacién Americana de Raumatolcgia (ARA), 1882. (81)

* dindrome anutostolipido primano. De acuerdo a los criterios propuestos por Alarcdn-Segovia, Sdnchez-
Guerrero (12).

* Trombocitopenia. Menos de 100,000 plaquetas/mm® en al menos dos determinaciones subsecuentes,
realizadas en esta institucion y que se haya considerado por parte del medico tratante como secundaria
a actividad de la enfermedad, en ausencia de otros factores de riesgo.

* Sindrome antifosfolipido secundario 6 asociado. Aquelios pacientes con diagnostico de LEG, mas de
dos manifestaciones clinicas asociadas a sindrome antifosfolipido y titulos de aCL por arriba de cinco
desviaciones estandar por arriba de la media de los sujetos sanaos, en al menos una ocasion {18).

* Plrpura trombocitopenica idiopatica. Segun los criterios de Karpatkin (1985) (92).

* Sanos. Individuos de 20 a 50 anos de edad, sin enfermedad subyacente conocida {por interrogatorio)
que no tengan antecedente de embarazo ni transfusiones, que no hayan ingerido acido acetilsaticilico
ni otros antiinflamatorios no esteroideos diez dias antes de la toma de la muestra y que tengan cuenta
plagustana y all dentio de fos vaiores de referencia consigerados como normales.
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