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IHTRODUCCION

La presencia de anticuerpos antifosfolipidos (AFL) es un
fen6meno que ha sido reconocido desde hace varias décadas,
especialmente en el campo de las enfermedades infecciosas. Mas
reciente es la descripcidon de anticocagulantes adquiridos que
resultaron ser AFL y de anticuerpos contra cardiolipina (ACL) y
fosfolipidos anionicos y zwiteridnicos (1).

Hace 30 afios se describi¢ la asociacién entre AFL y trombosis
venosa o arterial (2,3); cen accién anticoagulante en pruebas
dependientes de fosfolipidos y "falsuas seroluéticas bioldgicas" en
sujetos con infecciones o enfermedades autoinmunes, casi siempre se
tratd de pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) (1,4,5).

Sin embargo, sole hace aproximadamente 10 afos que se
introdujo una prueba eficiente y simple para reconocer AFL, lo que
permitié su estudio sistemdtico y propicié un incremento en las

investigaciones orientadas a definir sus implicaciones clinicas

(6).

1.- Aspectos clinicos relacionados a AFL

Se han informado muchas asociaciones clinicas con la presencia
de AFL; asi tenemos (7):
1.- Trombosis arterial y venosa:
Se ha descrito enfermedad vascular cerebral, arterial
periférica, de vasculatura ocular, livedo reticularis. La trombosis

venosa tiende a ser recurrente pudiendo asociarse a embolismo



pulmonar con hipertensién pulmonar secundaria. Puede ocurrir en
otros sities, como venas renales, portales y mesentéricas, o
expresarse como sfndrome de Budd Chiari. En este grupo se incluye
también livedo reticularis, condicién identificable por un aspecto
cutdnec reticulado secundario a dilatacién de las venas
superficiales. Una variante relacionada es el sindrome de Sneddon,
que incluye livedo reticularis, enfermedad cerebrovascular e
hipertensién labil (7).

La trombosis arterial afecta con frecuencia la circulacién en
sistema nervioso central, siendo el infarto y atagues transitorios
de isquemia los mas comunes y en ocasiones recurrentes. La
trombosis asociada a AFL puede ser fulminante a pesar de
tratamiento con anticoagulacidn.

2.~ Manifestaciones neurolégicas:

Se han asociado con la presencia de AFL trastornos como a)
infarte cerebral; b) ataque isquémico cerebral transitorio; c)
embolismo cerebral cardiogénico; d) lesidén progresiva aguda y
crénica del nervio éptico; e) migrafia; f) mielitis transversa; g)
encefalopatfa difusa y demencia. Se han descrito otras condiciones
neurolégicas, por ejemplo, corea en pacientes con LES, (7,8).

3.~ Pérdida Fetal:

En las pacientes con LES se ha documentado una prevalencia de
abortos espontdneos mds elevada que en la poblacién general; al
comparar las positivas para AFL contra las negativas, las primeras
tienen una mayor proporcién (hasta 96%) de pérdidas fetales. Se ha

encontrado que el ACL isotipo IgG es el marcador mids sensible para



pronosticar muerte fetal en pacientes con LES.

Se ha evaluado la prevalencia de AFL en casos con pérdida
fetal o abortos recurrentes sin causa aparente, fluctuando del 13
al 42% (9-10). Estos valores son consistentemente mayores al
compararlos con el 0 a 10% detectado en poblacién obstétrica
general (7,11). ARunque usualmente se considera que la pérdida fetal
asociada a AFL se presenta en el segundo trimestre, se sabe que
puede ocurrir aborto espontdneo (menos de 20 semanas de gestacidn)
o pérdida fetal (mas de 20 semanas}. Al estudiar mujeres con
anticoagulante lipico, el 51% terminé con aborto en el primer
trimestre y el 29% con muerte fetal en el segundo trimestre (7).

4 .,- Trombocitopenia y anemia hemolitica:

En los pacientes con LES, la trombocitopenia correlaciona con
la presencia de AFL detectandose en el 72% ACL isotipo IgG y se ha
informado la asociacién de ACL con sindrome de Evans
(trombocitopenia y anemia hemolitica), En pacientes con
trombocitopenia autoinmune sin enfermedad difusa del tejido
conjuntivo se ha descrito también frecuencia elevada de ACL y
anticuerpos contra plaguetas (7).

5.- Enfermedad cardfaca:

Ademds de la posibilidad de fenémenos oclusivos de vasculatura
coronaria, se ha reconocido la prevalencia elevada de lesiones
valvulares en pacientes con AFL (7,12). Al parecer en la
valvulopatia predomina la insuficiencia y estructuralmente se
encuentra engrosamiento e inclusc vegetaciones, sospechandose

relacién con endocarditis de Libman-Sachs (7). En un estudio



multicentrico (12) efectuacio en 132 pacientes con LES, dirigido a
analizar la asociacidn entre la presencia de AFL y valvulopatia, se
informd una mayor frecuencia de vegetaciones valvulares ( 8 de 50
contra 1 de 82) e insuficiencia mitral ( 19 de 50 contra 10 de 82)
en los pacientes positivos para AFL.

Por otro lado, se han informado aisladamente casos de
pacientes con lupus eritematoso generalizado y crisis addisoniana,
positivos para ACL (13-15); proponiendose'como mecanismo patogénico
potencial a la hemorragia suprarrenal bilateral sin vasculitis. Se
ha especulado también acerca de la probable relacién entre AFL con
enfermedad tiroidea y trombocitopenia (16).
sindrome antifosfolipido (SAF):

Aunque la presencia de AFL se observa también en enfermedades
infecciosas, las manifestaciones asociadas a los AFL se han
descrito caracteristicamente en el contexto de pacientes con
enfermedad autoinmune, en especial LES (7y. La relacién LES/AFL
parece irse conociendo a la luz de hallazgos como los informados
por Alarcén-Segovia (17), que en una serie de 500 pacientes con LES
detectaron una fuerte asociacién positiva de trombosis venosa,
trombocitopenia, anemia hemolitica, ulceras en miembros inferiores
y pérdida fetal repetida con la presencia de AFL. Se encontrs
también una asociacién significativa pero menos intensa entre AFL
y oclusién arterial, livedo reticularis y mielitis transversa.
Con estos antecedentes, definieron el SAF como la ocurrencia de por
lo menos dos de los eventos mencionados en presencia de AFL.

Estos hallazgos han sido confirmados por el mismo grupo al



continuar el seguimiento e incrementar el nimero de casos a mds de
600 (18) y proponer criterios de clasificacién para el SAF en el
contexto de pacientes con LES (19).

Se har descrito también pacientes que relnen manifestaciones
clinicas suficientes para considerar la presencia de SAF {por lo
menos dos de las manifestaciones asociadas en presencia de AFL
persistentemente positivos), pero sin manifestaciones conspicuas de
enfermedad autoinmune concurrente (20, 21). Asfi, actualmente- se
considera que el SAF puede clasificarse como: secundaric
(pacientes con LES u otra enfermedad relacionada) o primario (SAFP)

(pacientes sin enfermedad sistémica autoinmune)(17-21).
II.- Caracteristicas de los AFL.

Entre las caracteristicas identificadas destacan:

1) Isotipo, habiendose informado asociacidén de manifestaciones
clinicas predominantemente con ACL IgG, aunque algunas, por ejemplo
el sindrome de Evans se ha propuesto con ACL IgM (7,17). Algunos
casos de vegetaciones valvulares cardfacas se han informado
asociados a ACL IgM solo (12), aunque la mayoria de casos positivos
para ACL IgM también lo son para ACL IgG . La determinacién del
isotipo IgA no parece enriquecer el escrutinio (17), lo que ha
llevado incluso a excluir su bﬂsqueda en el seguimiento de series
importantes de pacientes (18).

2) Subclases de IgG, en los AFL de LES hay predominio de IgG2

e IgG4 asf como de cadenas ligeras lambda; en los AFL de sifilis la



IgGl e IgG3 y las cadenas iigeras kappa. La proporcidén normal de
cadenas ligeras es de 66% kappa y el resto lambda aproximadamente
(7).

3} Especificidad; los AFL encontrados asociados a LES
principaimente parecen unirse a fosfolipidos aniénices como
fosfatidilserina, fosfatidilinositol, acido fosfatidico ademas de
cardiolipina y son inhibidos preferentemente por cardiolipina en su
forma pura. Los AFL asociados a sifilis probablemente reconocen
diferentes epitopes, ya que parecen reaccionar preferentemente con
fosfolipidos neutros (zwiterionicos) y son inhibidos por
cardiolipina como parte del antigeno del VDRL {cardiolipina,
colesterol y fosfatidilcolina) (7). La identificacién del epitope
en el fosfolipido afn no es c¢lara, pero se han encontrado
componentes importantes, como el grupo fosfodiéster y la cabeza
polar cargada negativamente. También la longitud de la cadena y el
grado de saturacién parecen influir, ya que los AFL de LES se unen
mejor a fosfatidilglicerol con 18 &tomos de carbono y un doble
enlace por cadena (C18:1) que a fosfatidilglicerol C16:0 6 C14:0,
y no se unen al fosfatidilglicerol C12:0. Otro aspecto gue parece
participar es la estructura del fosfolfpido, mostrando en ratones
mayor antigenicidad 1la fase hexagonal gque 1la lamelar de
fosfatidiletanolamina (FE).

Se ha descrito la participacién de una glicoproteina sérica en
la reaccién de ACL con CL en el ensayo inmunoenzimdtico de fase
solida (ELISA) (22,23), se trata de la beta-2-glicoproteina I, que

es una cadena sencilla de 50 kd compuesta por 326 amino&cidos y



cuya concentracidén en el plasma humano es de aproximadamente 200
microgramos/ml. Se considera como un cofactor sérico que favorece
la unién a fosfolipidos de los AFL de pacientes cen enfermedades
autoinmunes pero no de los AFL de pacientes con enfermedades
infecciosas (24). Se sabe que es inmunogénica por si misma y que su
unién con cardiolipina probablenente modifica estructuralmente la
molécula de fosfolipido resultando en un epitope inmunogénico que
estimula la formacidén de AFL . Al inmunizar ratones con B2-
glicoprotefna 1 sola, cardiolipina sola, B2 més cardiolipina y un
grupo con buffer (25), los ratones inmunizados con beta2 mas
cardiolipina desarrollaron niveles altos de anticuerpos contra
ambas moléculas y mostraron fuerte reactividad cruzada con
diolecilfosfatidiletanolamina que es un fosfolipido en fase
hexagonal II, alqunos de estos anticuerpos tenfan actividad de
anticoagulante ldpice. Los ratones inmunizados con cardiolipina
sola no produjeron AFL y los inmunizados con beta2 sola
desarrollaron anticuerpos contra beta2 pero no contra fosfolipido.
Asf, estos investigadores sugieren que la cardiolipina sufre un
cambio conformacional al interactuar con la apolipoproteina H y
esto proporciona el epitope inmunogénico.

Por otro lado, se ha propuesto reactividad cruzada con los
anticuerpos contra DNA de doble cadena (26), algunos en base a
estudios que inclufan anticuerpos monoclonales y parecfa hacer
sentido porque el grupo fosfato de la cabeza polar del fosfolipido
semejaba la parte fosfodiester del DNA, aunque otros

investigadores no confirman esta impresién (27,28). Cuando se



prueban en ELISA, los AFL relacionados a autoinmunidad wmuestran un
mayor grado de afinidad gue los asociados a sifilis (7).

4) Aspectos inmunegenéticos de los AFL; se han informado casos
de anticoagulante lapico con patrén familiar, presencia de ACL
isotipo I1gG en los 4 miembros de una familia (7). Al evaluar
presencia de ACL en 22 pacientes con LES y 101 familiares en primer
grado, se encontrd positividad en 18% de los pacientes y 8% de los
familiares, pero solo 3 de estos (ltimos se asociaban a probando
positivo para ACL (29). En relacitén a los AFL y antigenos del
complejo principal de histocompatibilidad, algunos investigadores
no encuentran asociaciones (29). Otros han encontrado assciscidn de
ACL con: HLA-DR7 en pacientes con LES originarios del norte de
Italia (30), con el alelo nulo C4 en negros americanos con LES
(31), con DR1 en pacientes con LES (32,33). Existe evidencia que
implica al alelo DRwS53 y al DQw? en la positividad para ACL
incluyendo pacientes con SAFP (34-36). En un estudio reciente en 17
pacientes mexicanos con SAFP se encontré asociacidén con los alelos
DRS y DRwS52 y no con los descritos en pacientes caucasicos o negros

(37).

111~ Conceptos generales de coagulacion o hemostasia (38):

1.~ Hemostasia Primaria: es la formacidn rapida de tapones
plaguetarios en los sitios de lesidén y detiene la hemorragia de
capilares, artericlas pequefias y venulas. Hemostasia secundaria

& formacidn de fibrina: mediada por el sistema plasmatico de



coagulacién y requiere mas tiempo para completarse. En esta
reaccién filamentos de fibrina refuerzan el tapdn hemosté&tico
primario. Tiene importancia en grandes vasos y evita la hemorragia
secundaria horas o dias despues de la lesién inicial.

La eficacia de la hemostasia primaria requiere de:
adhesividad plaquetaria, pocos sequndos después de la lesién las
plaguetas sc adhieren a fibrillas de colagenoc en el subendotelio
vascular, esta interaccién se facilita por el factor de Von
willebrand, una glucoproteina adhesiva que forma un enlace entre
los sitios receptores plaquetarios y las fibrillas de coléagena
subendoteliales, permitiendo a las plaquetas permanecer unidas a la
pared vascular a pesar del flujo sanguineo. En seguida, las
plaquetas adheridas generan y secretan mediadores como difosfato
de adenosina (ADP}, factor Va, trombospondina, factor de
crecimiento derivado de plaquetas, factor de Von Willebrand,
fibrinogeno, fibronectina, etc. La activacién y secrecién
plaquetarias son reqguladas por cambios en el nivel de nucleotidos
ciclicos, por el influjo de calcio, la hidrolisis de fosfolipidos
de membrana y la fosforilacién de proteinas intracelulares. La
unién de agonistas como adrenalina, colagenoc o trombina a los
receptores de la superficie plaguetaria activan dos enzimas de
membrana: fosfolipasa C y fosfolipasa A2; estas enzimas catalizan
la produccién de &cido araquidénico a partir de dos de los
principales fosfolipidos de la membrana, fosfatidilinositol vy
fosfatidilcolina. Al principio una pequefia cantidad del acido

araquidénico liberado se convierte en tromboxano A2 (TxA2), el gque



a su vez puede activar la fosfolipasa C. La formacién de TxA2 a
partir de @A4cido araquidénico es mediada por la enzima
ciclooxigenasa, la cual es inhibida por aspirina Y
antiinflamatorios no estercideos. La inhibicién de TzA2 es una
causa comin de hemorragia y es el fundamento de la accién de
algunecs farmacos antitrombéticos.

La hidrélisis del fosfolipido de la membrana, disfosfato-4, 5-
fosfatidilinositol (PIP2) produce diacilglicerol (DPAG) y trifosfato
de inositel (IP3) gue poseen una funcidén de enorme trascendencia en
el metabolisme plaguetario. El IP3 es mediador del paso de calcio
al citosol plaquetario y estimula fosforilacién de las cadenas
ligeras de miosina. Estas QGltimas interactuan con actina para
facilitar el movimiento granular y el cambio de forma de las
plaquetas. El DAG activa la proteincinasa C, la que a su vez
fosforila una proteina de 47,000 daltons que controla la secrecién
granular plaguetaria.

Existe un mecanismo finamente equilibrado que controla la
velocidad y magnitud de la activacién plaquetaria. E1 TxA2 aumenta
la actividad de fosfolipasa C que estimuia la secrecién y
activacién plaquetaria. En contraste, la prostaciclina PGI2,
producto del &cido araquidénico en células endoteliales, inhibe la
actividad de fosfolipasa y eleva los niveles intraplaquetarios de
AMPc que a su vez inhibe la activacién plaquetaria.

Después de la activacidn, las plaquetas secretan hacia el
plasma su contenido de granulos. Los lisosomas liberan

endoglucosidasa y una enzima que desdobla la heparina; de los
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granulos densos salen calcio, serotonina y ADP; de los granulos
alfa varias proteinas, entre ellas, factor de Von Willebrand,
fibronectina, trombospondina y proteina neutralizante de heparina
(factor plaquetario 4). El ADP liberado modifica la superficie
plaquetaria, de manera que el fibrinogeno puede unirse a un
complejo formado entre glucoprotefnas IIb y IIIa de la membrana, y
asi adherir plagquetas adyacentes para formar un tapén hemostético.
otra protefna de granulos alfa, el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF), estimula el crecimiento y la migracién de
fibroblastos y células de misculo liso en la pared vascular, gque
forman parte importante del proceso de reparacién.

2.~ Hemostasia secundaria: en esta fase, una vez formado el
tapén hemostdtico primario, se activan protefnas plasm&ticas de
coagulacién. La finalidad de esta reaccién es la formacidén de
trombina suficiente para convertir una pequeila porcién de
fibrinégeno plasmé&tico en fibrina, el control de la reaccién
depende en gran medida de la participacién de varios inhibidores.

Con fines didadcticos la coagulacién plasmitica puede
describirse en 4 fases:
a) fase de coagulacién intrinseca o de contacto, agqul tres
proteinas plasmdticas que son factor de Hageman (factor XII),
cinindégenc de alto peso molecular (HMWK) y precalicreina (PK)
forman un complejo con el coldgeno subendotelial vascular. Después
de unirse al HMWK el factor XII se convierte lentamente en una
proteasa activa (XIla} gque convierte la PK en calicreina y el

factor XI a su forma activa (XIa). La calicreina acelera la
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conversion de XII en XIIa, en tanto que XIa participa en reacciones
de coagulacidn subsecuentes. b) esta fase constituye una segunda
via para iniciar la coagulacidén al convertir el factor VII em una
proteasa activa. En esta via extrinseca o dependiente de factores
histicos, se forma un complejo entre factor VII, calcio y el factor
histico (una lipoproteina que esta epn casi todas las nembranas
celulares y que aparece después de dafio celular). Para su actividad
biologica el factor VII y otras tres proteinas de coagulacién, los
factores II (protrombina), IX y X necesitan calciv y vitamina K.
Estas proteainas se sintetizan en el higado, en donde una
carboxilasa dependiente de vitamina K cataliza una singular
modificacién ulterior a la traduccién y agrega un sequndo grupo
carboxilo a ciertos residuos de &cido glutémico. c) En esta fase
el factor X se activa por las proteasas generadas en las dos
reacciones anteriores. En una reaccién se forma un complejo
dependiente de calcio y 1ipidos entre los factores VIII, IX y X.
Dentroe del complejo, en primer lugar se convierte el factor IX en
1%a for efecto del factor Xla dgue se generd en la via intrinseca.
Luego se activa el factor X por el IXa, con la participacién del
VIiIl. Como otra posibilidad, el factor X puede activarse mis
directamente par el VIIa generado a través de la via extrinseca.
La activacién del factor X constituye un eslabdn importante entre
ambas vias de la coagulacién. d) en esta fase se convierte
protrombina en trombina en presencia de factor V, calcio vy
fosfolipidos. La conversidn de protrombina puede llevarse a cabo en

varias superficies naturales y artificiales ricas en fosfolipides
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pero se acelera varios miles de veces en la superficie de plaquetas
activadas. La trombina, producto de esta reaccidn, tiene muchas
funciones en la hemostasia; la principal es la conversidén de
fibrinégeno a fibrina, pero también activa a los factores Vv, VIII,
XIII y estimula la agregacidén y secrecién plaquetarias. Después de
la liberaci6n de fibrinopéptidos A y B de las cadenas alfa y beta
de fibrinogeno, la molecula modificada, llamada ahora monémero de
fibrina, se polimeriza en un gel insoluble. Luego se estabiliza el
polimero de fibrina por entrecruzamiento de cadenas individuales
por accién del factor XIIla, uma transglutaminasa plasmatica.

3.- Fibrinolisis: después de la formacién del tapén
hemostatico definitivo o coagulo, comienza la reparacién vascular.
El activador de plasmindgenc tisular (TPA) difunde de células
endoteliales y convierte en plasmina el plasminégeno adsorbido al
coagulo de fibrina. Luego la plasmina degrada al polimerc de
fibrina en pequefios fragmentos gque son eliminados por el sistema
monocito-macréfago. Aunque la plasmina también puede degradar
fibrindgeno, la reaccidn permanece localizada porque a) el TPA es
mas eficaz sobre el plasmindgeno adsorbido a ccagulos de fibrina
b} cualquier plasmina que penetra en la circulacién es unida y
neutralizada rapidamente por el inhibidor de alfa-2-plasmina.

Como se menciono, el sistema plasmatico de coagulaci6én esta
regulado con enorme exactitud, de manera que solo una minima
cantidad de cada enzima de coaqulacidén se convierte en su forma
activa y el tapén hemostdtico no se propaga mas alla del sitic de

la lesién. La fluidez de la sangre es perpetuada por la propia
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circulacién que reduce la concentracién de sustancias reactivas, la
adsorcién de factores de coagulacidn a superficies y la presencia
de inhibidores plasméticos.

Los inhibidores comentados tienen diferentes mecanismos de
accién, la antitrombina forma complejos con todos los factores de
coagulacién de proteasas de serina, excepto el VII. Las velocidades
de formacién de complejos se aceleran por moléculas de heparina y
heparinoides en la superficie de células endoteliales. Esta
capacidad de la heparina para acelerar la capacidad de antitrombina
es fundamental para la accién de la heparina como anticoagulante
potente. La proteina C es convertida en proteasa activa por la
trombina, después de unirse a una proteifina de las células
endoteliales llamada trombomodulina. Luego la proteina C activada
inactiva los cofactores plasm&ticos V y VIII para lentificar dos
reacciones criticas de coagulacién. También la proteifna C puede
estimular la liberaci6én de TPA de las células endoteliales. La
funcién inhibitoria de la proteina C es reforzada por la proteina
S. Como cabria predecir, los niveles reducidos de antitrombina o
protefnas Cy S o formas disfuncionales de la molécula, producen un

estado hipercoagulable o protrombético.

IV.- Aspectos patogénicos de los AFL:

Se ha propuesto que la actividad patogénica de los AFL podria
estar relacionada a interaccién con procesos de la coagulacién

dependientes de fosfolipidos, incluyendo la activaci6n vy
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agregabilidad plaguetaria, la coagulacién plasmdtica y la funcién
de las células endoteliales (CE) que es determinante en el
equilibrio de las vias procoaqulantes y fibrinoliticas (7,39,40).
La posibilidad de reaccién y quizé dafio celular mediade por AFL ha
sido motivo de especulacidén (40). Entre las posibilidades se han
informado:

1.~ Interacciones con procesos de la coagulacién:

a) Disminucién de la produccién de prostaciclina por las CE,
por interferencia de los AFL impidiendo la liberacién de &cido
araquidénico de los fosfolipidos de membrana. Se ha encontrado
disminucién en la produccién de prostaciclina al agregar suero con
AFL en modelos in vitro aunque el fendmeno no es consistente (7).
Recientemente, se ha confirmado la inhibicién de la produccién de
prostaciclina inducida por trombina en cultivo de CE obtenidas de
cordén umbilical humano cuahdo Se les agrega suero de pacientes con
anticoagulante lupico (41) y se sabe que solamente el suero
obtenido de plasma pobre en plaguetas es capaz de inhibir la
produccién de prostaciclina inducida por trombina en cultive de CE
de cordén umbilical humano (42). En otro estudio en 25 pacientes
con anticoagulante lipico y ACL se encontré elevado el metabolito
urinario del tromboxano A2 y disminuido el de la prostaciclina; con
estos datos se sugiere una activacién plaquetaria prolongada con
una pobre respuesta compensatoria de las CE (43).

b) Interferencia con la funcién de la trombomodulina, pudiendo
inhibir la formacion dependiente de fosfolipido del complejo

formador de PCA y del complejo inhibidor de los cofactores. Estos

15



complejos son andlogos de el complejo de protrombinasa que es
inhibido por los anticecagulantes lapicos. Se ha descrito 1la
inhibicién de la activacién de la protefna C por IgG en pacientes
con inhibidores no especificos (7). Se ha observado neutralizacién
del efecto inhibitorio de AFL IgG cuando se incuba con exceso de
fosfolipido, en cambio, otro grupo no encontré interferencia en la
activacién de la protefina C al agregar IgG con actividad de
anticoagulante ldpico. Con esta evidencia se ha propuesto que los
AFL pueden interferir con la activacién de la proteina C o con su
actividad funcional (44,45,7).

2.~ Reactividad con superficies celulares

a) Anticuerpos contra células endoteliales (ACE): Se han
descrito en suero de pacientes con LES, pueden tener reactividad
cruzada con AFL y probablemente ser el mismo anticuerpo en algunos
casos de LES con anticoagulante lipico que muestran inhibicidén
importante de los ACE al incubar estos sueros con liposomas de
cardiolipina (7). La unién de estos ACE con las CE puede asocliarse
a lesién y depdésito de complejos inmunes, activacién del
complemento y ruptura de la monocapa de CE humanas en cultivo (46-
49).

b) Interaccién de AFL con plaquetas y eritrocitos: Se a
descrito unién de AFL a plaquetas descongeladas perc no a plaquetas
mintactas", sugiriendo que un estimulo pre-existente permite este
fenémeno. Otro investigador encontré pobre reactividad de un
anticuerpo monoclonal con actividad de anticoagulante lipico contra

plaquetas intactas in vitro y otre trabajo informa de AFL que
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reaccionan sole con linfocitos activados (50-52)

Los AFL pueden reaccionar contra los fosfolipidos con carga
negativa de las paredes plaquetaria y eritrocitaria, incluyendo
fosfatidilserina la cual tiene reaccién cruzada con cardiolipina,
gue no es en si misma un constituyente de las paredes celulares.
Sin embargo los fosfolipidos cargados negativamente normalmente no
son expresados en la superficie de la pared celular de eritrocitos
ni plaquetas, ya que de lo contrario inducirfan actividad

procoagulante permanente (40).
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JUSTIFICACION

El papel patogénico de los AFL no es claro en muchos
aspectos. Considerando la ubicuidad de los fosfolipidos en las
paredes celulares (53) y la reactividad cruzada de los ACL con
componentes celulares (54), es pertinente reconocer si les AFL son
capaces de reaccionar con células o estructuras diferentes a las
mencionadas (eritrocitos, plaquetas, células endoteljiales),

Al respecto, se ha postulado asociacién de los AFL con
insuficiencia adrenal aguda y enfermedad tiroidea (13-16}, quiza
como consecuencia de trombosis, aungque no se ha evaluado de manera
sistemdtiza su potencial relacién con rasgos seroldgicos de
enfermedad inmune oérgano-especifica. Si se demuestra que los
pacientes con SAFP tienen anticuerpos capaces de unirse a otras
células, deber4 investigarse si corresponden a anticuerpos érgano-
especificos o si se trata de los mismos AFL reacciopnando contra
diversos 6rganos. En este contexto resulta atractive estudiar

serclégicamente a los pacientes con SAFP.
Con el propésito de investigar las posibilidades mencionadas,

realizamos los siguientes experimentos para estandarizar algunos

métodos necesarios.
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EXPERIMENTOS PREVIQS
I.~- Estandarizacién del ELISA para deteccién de anticuerpes

apticardiolipina.

Se estandarizé el ELISA de acuerdo a descripcién previa ({55)
con algunas modificaciones (56), el procedimiento consiste en: 1)
sensibilizar placas de micropozos (NUNC) con 1500 ng/pozo de
cardiclipina disnelta en ctanol y se deja secar en sistema de vacioa
con atmésfera inerte. 2) Bloquear con 300 microlitros/pozo de
amortiguador salino de fosfatos 10 mM pH 7.4 conteniendo suero de
bovino neonato al 10% (PBS.SBN), incubar 2 horas a temperatura
ambiente. 3) Lavar cuatro veces con amortiguador salino de fosfatos
10 mM pH 7.4 gin suero bovino (PBS), 300 uL/pozo/lavado. 4) Afadir
por triplicado 100 microlitros de la dilucidn 1:100 del suero del
paciente en PBS.SBN, incubar 1 hora a temperatura ambiente. §)
Lavar cuatro veces 6) Afiadir Anti~IgG humana conjugade a
peroxidasa (hecho en cabra), incubar 1 hora a temperatura ambiente.
7) Lavar cuatro veces 8) Afiadir solucion de ortofenilendiamina y
perdxido de hidrégeno, incubar 15 minutos y parar la reaccién con
dcido sulfirico 2N. 9) Leer a 490 nm.

Se incluyeron 56 sueros de sujetos clinicamente sanos para
obtener el punto de corte, el cual se calculd como promedio + 5
desviaciones estandar (19). Se prepard una poza de 8 suerocs de
pacientes con SAFP para utilizarlo como control positivo y sobre
sus titulos se calculé el coeficiente de variacidn, que fue de 11%

utilizando las unidades crudas del ensayo (tabla 1). Se prepard
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también una poza de sueros de SCS, que se incluys en todas las
placas.
TABLA 1. Valores en densidades OSpticas obtenidos con los sueros de

56 sujetos clfnicamente sanos (SCS) en el ensayo inmunocenzimitico
para anticuerpos anticardiolipina.

Promedio t D.E. Promedio + 5 D.E. c.v,
(punto de corte)

0.030 0.036 0.210 11%

D.E. Desviacifén estandar C.V, Coeficiente de Variacién

II.~ Evaluacién de el efecto de la inactivacién por caler y
adsorcién con eritrocitos de carnero de los suereos de pacientes con
SAFP y sujetos clinicamente sanos en los titulos de anticuerpos

anticardioclipina.

En la metodologfa de laboratorio que planeabamos emplear en
esta investigacién se incluia la inmunofluorescencia indirecta
(IFI) para el escrutinio de anticuerpos érgano-especificos (57); en
esta técnica generalmente se recomienda a) inactivar a 56
centigrados por 30 minutos los sueros a probar y b) adsorber los
sueros a probar con eritrocitos de carnero (vol:vol) en especial al
utilizar corazén de rata como antfgeno. Sin embargo conociamos por
1o menos un informe que proponfa que la inactivacién por calor de
los sueros de sujetos normales provocaba aumento importante en los
titulos de anticuerpo anticardiolipina (58) y no encontramos

informacioén de el efecto de esa manipulacién en el suero de

20



pacientes con SAFP. Por otro lado, la adsorcidn’ con eritrocitos de
carnero (los cuales expresan fosfolipidos en su membrana) podria
causar disminucién de los titulos de ACL en los suercs de SAFP. Con
el objeto de evaluar el efecto de la inactivacién y adsorcién
probamos para ACL suero de 7 pacientes con SAFP y 21 sujetos
clinicamente sanos, las manipulaciones se efectvaron de la
siguiente forma:

Inactivacién de los sueros: se colocan 150 microlitros en
tubo eppendorf de 250 microlitros, tapado y se incuba a 56
centigrados por 30 minutos.

Adsorcién de los sueros: el suero diluido 1:10 en PBS 10 mM
pH 7.3 se mezcla vol:vol con paquete de eritrocitos de carnero,
lavados con solucién salina, incubdndose a 37° centigrados por 15
minutos, se centrifuga y se trabaja con el sobrenadante.

la tabla 2 muestra las densidades 6pticas obtenidas en los
sueros de pacientes con SAFP (n=7) y nc hay diferencia estadistica
en los titulos de ACL, pero llama la atencién la disminucién mayor
al 50% al adsorber los sueros 1 y 2; una explicacién hipotética es
el tipo de fosfolipidos que expresan los eritrocitos, que son
preferentemente fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina (53).

La tabla 3 muestra los resultados en promedio de ambos grupos
y en el de SCS es clara la elevacién en los titulos cuando los
suveros son inactivados (p<0.05).

Este hecho confirma que se trata de un fendémeno reproducible.
Cheng (58) mostré que este aumento se encontraba en la fraccién I1gG

y era adsorbible con cardiolipina, lo que permite suponer que se

21



trata de un anticuerpo que por algin motivo se torna detectable.

TABLA 2. Densidades opticas de sueros de pacientes con sindrome
antifosfolipido primario.

Caso Basal Adsorbido Inactivado Inactivado/Adsorbido
1 1.016%* 0.479 1.224 0.878

2 0.325 0.160 0.324 0.267

3 2.659 2.318 2.604 2.552

4 1.922 1.730 1.792 1.539

5 1.090 0.604 1.039% 0.563

6 0.396 0.463 0.643 0.678

7 0.398 0.622 0.831 0.862

* Engsayo inmuhoenzimitico para anticuerpos anticardiclipina.

TABLA 3. Efecto de la inactivacidén por calor y adsorcién con
eritrocitos ovings de los sueros en el tftulo de anticuerpos
anticardiclipina. .

Condiciones Probadas

Grupo (n) Basal Adsorbido Inactivado Inactivado/Adsorbido

SAFP™ (7)

Promedic 1.100 0.910 1.200 1.000

D.E. 0.880 0.790 0.760 0.780
p> 0.05

scs"(21)

Promedio ©0.043 0.027 0.265 0.248

D.E. 0.073 0.051 0.160 0.096
p< 0.05

i P : Lol
Densidad éptica en ensayo inmunoenzimatico. Sindrome antifosfolipido
primario. " Sujetos clinicamente sanos.

La proposicién de un factor sérico termoldbil como causa de este
fenémeno es atrayente y requiere de mayor caracterizacién

molecular, mientras tanto solo podemos especular al respecto. La
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adsorcién de los sueros basales e inactivados de SCS no modificé
sus titulos, a pesar de que los eritrocitos expresan fosfolipidos
en su superficie (53). Estos hallazgos nos permitieron establecer
que los sueros deberdn probarse sin imactivar en el ELISA para ACL,

incluyendo los utilizados para obtener el punto de corte.

III.— Evaluacién de la inactivacién del suero bovino utilizado como
diluyente y bloqueador en el ensayo inmunoenzimitico para
anticuerpos anticardiolipina; efecto en los titulos detectados en

sueros de pacientes con SAFP y sujetos clinicamente sanos.

El hallazgo confirmatorio de aumento en los titulos de ACA
después de inactivar los sueros de sujetos clinicamente sanos
motive la consideracién de que el fendmeno podria presentarse
también al inactivar el suero bovino utilizado en el ELISA y por lo
tanto asociarse a discrepancias importantes en los titulos de ACA
detectados. Para evaluar este punto decidimos probar
simultaneamente sueros de 8 pacientes con SAFP y 8 sujetos sanos.

Los valores individuales obtenidos con los sueros de SAFP (fig
1) muestran una disminucién importante de los titulos de ACL cuandu
se utiliza el ESBI comparadc con el ESBB. Los sueros de SCS no
mostvaron cambios significativos (tabla 4). Estos resultados
confirman y enriquecen los fendmenos descritos de resultados
incongruentes en el ELISA para ACL cuando se introducen cambios

térmicos en los reactantes como el bien conocido fendmeno de
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DENSIDAD OPTICA
2.0
p<0.68
2.8- —
——
2.0-
] \
1.0 \
09° BBoE . .} .
CONDICIONES PROBADAS
ESBB=FLSA CON BUERO BOVINO BASAL
EBBI=ELIBA CON SUERO BOVING INACTIVADD
*BAFPwBINDROME ANTIFOSFOLIPIDO PRIMARIO

Pig 1.~ Sueros de 8 pacientes con SAFP, probados simultaneamente

para ACL usando ESBB comparadoc contra ESBI.

elevacion de los titulos de ACL pestinactivacion de sueros de SCS
{66,58). En este trabajo observamos un fenomeno probablemente
relacionado cuando inactivamos el suero bovino usado para bloquear
los sitios libres de antigeno en el ELISA para ACA, Nuestros
hallazgos muestran que la inactivacion del suero bovino del ELISA
para ACA produce una disminucion significativa en los titulos de
ACA detectados en suero de sujetos con SAFP cuando se comparan con

los del ELISA con sueroc bovino basal.
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Tabla 4.- Titulos séricos de anticuerpos anticardiolipina

en

pacientes con sindrome antifosfolipido primaric (SAFP) y sujetos

clinicamente sanos (SCS).

Grupo n condiciones probadas
ESBB ESBI
Promedio D.E. Promedio D.E.
SAFP 8 1.415 0.696 0.958 0.651
p< 0.05
scs 8 0.122 0.017 0.113 0.009
p>0.05
ESBB ELISA con suero bovino bagal, ESBI = ELISA con cuero bovinb inactivadoe,

D.E. pesviacidn eatandar, n = nimero de caBos.

Es probable que la inactivaci6n del suero bovino produzca
aumento de los ACA del propio suero bovino y que se produzca
fenémeno de competencia por antigeno asociado a la molécula

anticuerpo aungue no necesariamente en su porcién fijadora

un
un
de
de

antigeno. AsI, cuando en el ELISA se afiaden las muestras de suero

humano, estas encuentran los sitios de antigeno ocupados por los

ACA manifestados en el suero bovino inactivado que previamente

se

utilizé para bloquear. En este sentido, entre mayor la cantidad de

ACA que manifieste el suero bovino inactivado, menor el nidmero

de

ACA de las muestras de suero humano que se unirdn al antigeno con

la consecuente disminucién de los titulos de ACA (59),

Estos resultados fundamentaron huestra proposicidén de utilizar
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consistentemente en el ELISA para ACA €]l suero bovino sin

inactivar.

IV, wstandarizacién del cepsayo de inmunofluorescencia indirecta

para la deteccién de anticuerpos érganc-especificos.

Se identificaron con ensayo de IFI usando como antigeno
cortes de 4 micras de S6rgano de rata (estdmago, rinén, higado,
corazén y lengua) y de organco de mono (tiroides). La técnica se
aplic6 segin descripcién previa (57), con algunas modificaciones:
Se colocan los tejidos en portacbjetos con pizarra, preparados con
metasilicato de sodio, Se almacenan a -70°C por un maximo de dos
semanas. Para su uso, se dejan secar (no desecar) espontaneamente
en la camara himeda {no utilizar solvente orgénico), se agrega el
suero problema diluido 1:10 en PBS 10 mM Ph 7.3 con 1% de suero
humano normal depletado de inmunoglobulinas. Se incuba por 30
minutos, lavar 7 minutos 2X con PBS 10 mM pH 7.3; agregar anti IgG
humana fluoresceinada, incubar por 30 minutos, lavar 2X. Secar y
montar cubreobjetos utilizando glicerol:barbital.

Las recomendaciones habituales con la intencidn de evitar
fenémenos de fluorescencia inespecifica, incluyen: 1) adsorber con
eritrocitos de carnerc los sueros a probar. Al conocer el fenémeno
de disminucién de los titulos de ACA post-adsorcién de los sueros
de SAFP se decidi6 probarlos en su estado basal. 2) inactivar con

calor los sueros a probar. Inactivacién con calor de los sueros,
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manipulacidn que evidentemente afecta la expresién natural de los
AFL. 3) fijar con solvente orgénico los tejidos utilizados como
antigenos.

otras recomendacion inquietante era la fijacién con solvente
organico de los tejidos utilizados como antfigenos, manicbra que
probabiemente afectarfa los componentes fosfolipidicos.

En estas condiciones decidimos evaluar el efecto de la
inactivacidn de los suerecs a prebar y de la fijacién con solvente
orgénico del tejide utilizado como antigeno en la frecuencia de
fluorescencia inespecifica en la deteccidn de AOE por IFI, para tal
efecto probamos suero de 19 S5CS en las condiciones descritas en la

tabla (5), evaluando la presencia de fluorescencia inespecifica.

Tabla 5. Evaluacién de fluorescencia inespecifica en 19 sueros de
sujetos clinicamente sanos.

Condicién Laminilla fijada No fijada
POS / NEG POS / NEG

SUERO BASAL 5 14 4 15

SUERO ADSORBIDO 3 16 2 17

De acuerdo a nuestros resultados decidimos efectuar el
escrutinio de anticuerpos organo-especificos sin fijar el tejido
con solvente orgdnico y probar los sueros problema en condicién

basal e inhibidos con cardiolipina.
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V.- Estandarizacién de la inhibicién de sueros de SAFP positives

para ACL :

Se realizé de acuerdo a descripcién previa (60,61), con
algunas modificacicnes:

Se prepararon las micelas de cardiolipina a concentracién de
2 mg/ml en PBS pH 7.4, 10 mM mezclando vol:vol con suero problema
previamente diluido 1:5 en PBS; se incub6é una hora a 37°C, se
centrifugé a 10,000 rpm por 10 minutos y se proceso el sobrenadante
en ELISA e IFI ajustando sus diluciones respectivas.

Se inhibieron con micelas de cardiolipina 8 sueros de SAFP y
8 de SCS, obteniendo inhibiciones entre 65 y 99% referente al
pasal en los sueros positivos y sin modificaciones del titulo en

los sueros de SCS (tabla 6).

Tabla 6. Inhibicién con micelas de cardiclipina de sueros de
pacientes con sindrome antifosfolipido primaric. Efecto en los
titulos de anticuerpo anticardiolipina detectados en ensayo
inmunoenzimdtico.

No.Suero Basal Inhibido Diferencia B-I % Del Basal
1 2.567 0.671 1.896 74
2 1.621 0.398 1.223 75
3 1.198 0.208 0.990 83
4 1.792 0.177 1.615 99
S 0.768 0.110 0.658 86
6 0,416 0,003 0.413 99
7 1.881 0.621 1.260 67
8 0.914 0.120 0.794 87

Estos resultados se consideraron adecuados para efectuar las

pruebas posteriores.
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Hip6tesis

A)

B)

Hip6tesis

A)

B)

HIPOTESIS

nula:
El suero de los pacientes con SAFP tiene anticuerpo
6rgano-especifico con la misma frecuencia que el suero de

sujetos clinicamente sanos.

La actividad de anticuerpo 6rgano-especifico de el suero

de pacientes con SAFP no es adsorbible con cardiolipina.

alternativa:
El suero dec pacientes con SAFP tiene anticuerpo 6rgano-
especifico con mayor frecuencia que el suero de sujetos

clinicamente sanos.

La actividad de anticuerpo 6rgano-especifico de el suero

de pacientes con SAFP es adsorbible con cardiolipina.
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1)

2)

OBJETIVOS
Describir la frecuencia de actividad de anticuerpo
6rganc-especifico en el suero de pacientes con SAFP y

5CS.

Demostrar que dicha actividad é6rgancespecifica es o no

adsorbible con cardiolipina.
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MATERIAL Y METODOS
Es un estudio prolectivo, transversal, descriptivo.

1.- Origen de los sueros:

Grupo I) Se incluyeron sueros de pacientes del INCICh que
reunian los criterios propuestos por Alarcén-Segovia (20) para
sindrome antifosfolipido, excluyendose los pacientes con otra
enfermedad difusa del tejido conjuntivo o enfermedad infecciocsa
cr6nica gue antecedia al cuadro de sindrome antifosfolipido.
Cuando el paciente presentaba evidencia de infeccién aguda a
juicio del médico tratante, las tomas se efectuaron por lo menos
un mes después de la resolucién del cuadlro. Se eliminaron las
muestras de los pacientes en que se detecté otra enfermedad difusa
del tejido conjuntivo o infecciosa crénica durante el
seguimiento.

1.~ Definicién de criterios de sindrome antifosfolipido:

Trombosis venosa: cualquier episocdio de trombosis venosa
profunda que ocurra sin otra causa aparente, con cuadro clinico
caracteristico diagnosticado por el médico y con corroboracién por
venograma o estudio gamagrdfico de prefei<ncia, Embolia pulmonar:
se considera como otro c¢riterio si ocurre asincrénicamente con
otros episodios trombéticos. Hipertensién pulmonar trombo-
oclusiva: cuando el patrén hemodindmico lo sugiera, o de ser
posible con prueba histolégica. Trombocitopenia: cuenta por debajo

de 100,000 en dos ocasiones. Anemia hemolitica: caida de
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hemoglobina sanguinea de por lo menos 3 g/dl y reticulocitos de
més de 5% o Coombs positive. Ulceras en piernas: cuando son
concomitantes a actividad clinica y en ausencia de trauma. Pérdida
fetal recurrente: dos o més abortos esponténeos. Oclusién
arterial: cuando afecta arterias nominadas o causa un infarto bien
definido y de preferencia con comprobacién arteriogré&fica,
ultrasonografica o gamagrdfica. Livedo reticularis: cuando se
determina por exploracién fisica.

Grupo II) Se incluyeron sueros de sujetos clinicamente sanos
(SCS), en igual nGmeroc a los de el grupo !. Se obtuvieron de

donadores altruistas en el banco de sangre de el INCiCh.

I1.- Almacenamiento de los sueros:

a - 40°C hasta su procesamiento.

111.- Deteccién de APL:
Se detectaron en suero anticuerpos anticardiclipina clase IgG

como se describié en la pag 19.

IV.~ Inhibicién de los sueros con micelas de cardiclipina.
Se realizé el mismo procedimiento que se describié en la

pdgina 28.

V.- Deteccidén de anticuerpos organo-especificos:
1) Condiciones en gue fueron probados los sueros:

Los 13 sueros de pacientes con SAFP fueron probados para ACL tanto
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basales como inhibidos con micelas de cardiolipina. En estas
condiciocnes se probaron el mismo difa también para AOE por
inmunofluorescencia indirecta.

Simultaneamente se probaron 1los 13 sueros de sujetos
clinicamente sanos sometiendolos a las mismas maniobras.

2) Se efectus la determinacién de anticuerpos Sdrgano-
especificos como se describi6é en la pégina 26. La lectura de las
laminillas se realizé por dos observadores independientes (ANZ,
PARL), bajo una clave preparada per un tercero. En los casos en
desacuerdo se decidio por consenso el mismo dia.

Se buscaron intencionadamente los patrones de fluorescencia
que sugieren: anticuerpos antinucleares, antimitocondriales,
antisarcolema y miofibrilar, antimisculo estriado, unién
dermoepidérmica, substancia intercelular, antimidsculo liso, contra
células parietales, antitiroglobulina y antimicrosomales. Se buscé
sistemdticamente fluorescencia cn componentes nucleares y
citoplé&smicos. De esta forma se determinaron
a) fluorescencia identificable con patrones de autoanticuerpos
especificos (los descritos). b) fluorescencia no identificable
con patrén especifico pero que mostrara consistencia en su
aparicién (demostrable en mids del 50% del tejido y sin aspecto
cristaloide al movimiento de enfoque micrométrico) yAse decidié

clasificar por topografia: citoplasmica y perinuclear.

VI.- Cdleculo del tamafio de la muestra y tratamiento estadistica,

Para la estimacidn de prevalencia de anticuerpos 6rgano-
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especificos en pacientes coen SAFP a un nivel alfa de 0.05,
prevalencia de 0.20 y tolerancia de 0.15 en base a datos de la
literatura (62,63) utilizamos la férmula n = Za?(PQ)/T? obteniendo
n = 27.

La descripcién de los datos se har& con proporciones,
promedio aritmético, desviacidén estdndar. La estadistica
inferencial serd con prueba t de Student para muestras
independientes y pareadas, prueba de Wilcoxon, anélisis de varianza
paramétrico y no paramétrico. Se aplicard ajuste para

comparaciones miltiples con el procedimiento de Bonferroni (64).
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RESULTADOS
Se incluyeron 18 pacientes con SAFP de acuerdo a los
criterios mencionados c¢on anterioridad, sus caracteristicas
demograficas se consignan en la tabla 7 y las clinicas en la tabla

8.

Tabla 7. Caracteristicas demogrdficas de los pacientes con sindrome
antifosfolipido,

Incluidos Eliminados Serie final
No.Casos: 18 5 13

Edad (afios)

Promedio: 31 32 31

Mediana: 30 33 30

Min-Max: 19-48 19-46 20-48
Sexo

Fem/Masc 15/3 5/0 10/3
Tiempo de evolucidn

(afios)

Promedio: 10 10 10

Mediana: 10 10 ]

Min-Max: 1-26 5=13 1-26

Se eliminaron 5 casos (28%) todos de sexo femenino, sus
caracteristicas demogrdficas y clinicas se consignan en las tablas

7 y 8 respectivamente; las causas de eliminacién fueron
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Tabla 8.- Frecuencia de manifestaciones en 18 pacientes incluidos
en el grupo de sindrome antifosfolipido primario.
!
aso | 22 sxo SO N v TeP a4 PR UP OA LR MT TEP
ﬁ1 i 32 F 7 + + - - + + - - - -
2 ! 34 F s + + + - + - - - - -
3 } 28 F 5 + + + - + - - . - -
< ,’ 39 F 10 + : + - . - + . .
s ap F 8 + - + - NE . . B .
6 | a8 F 13 + - + - + + - + - -
7 ’ 46 F 12 + - + + + - -
8 26 F 9 - + + - + : + . +
9 , 18 F 5 + - - B NE + - + . -
0 . 20 F 1 + + + - NE B - - +
1 1‘ 48 M 26 - + + - NA + + - - +
2 i 30 M 12 PR + . NA o+ + + - .
13 20 F 3 - + + - NE + - - +
14 | 28 M 15 - + + - NA - + - - +
15 | 38 F 25 + + - - + - - - +
16 30 F 9 + - + - + - - + - +
17 o7 F 6 + - + + NE - - - - +
18 - F 5 - + - + - - - - -

N=NEURDLCGICO, TV=TROMBOSIS VENOSA, TCP=TRCMBOCITOPENIA AH=ANEM!A HEMOLITICA, PFR=PERDIDA FETAL

REPETIDA, UP=ULCERAS EN PIERNAS, DA=OCLUSION ARTERIAL, LR=LIVEDO RETICULARIS, MT=MIELITIS TRANSVERSA

HF =HIPERTENSION PULMONAR., NE=NO EXPUESTO. NA=NOAPLICABLE



lupus eritematoso generalizado, muestra inapropiada de suero y
negativizacidn "in vive" del ACL (tabla 9).

Los 13 casos restantes formaron la serie final y sus
caracteristicas demogrdficas se muestran en la tabla 7 y las

clinicas en la tabla 8.

TABLA 9. Caracteristicas de 5 pacientes eliminados del grupo
inicial de sindrome antifosfolipido.

Caso Edad Sexo Causa de Laboratorio Dx.

eliminacién final

4 39 F Otra ERG AAN Anular LEG

<] 33 F Suerc SAFP
inactivado

7 46 F Suero SAFP
inactivado

8 26 F otra ARN Anular LEG/TB
enfermedad BARR (*)

9 19 F Negativizacién ACL (-) SAFP
in vivo

ERG= Enfermedad reumftica generalizada
LEG= Lupus eritemitoso generalizado
AAN= Anticuerpos antinucleares

T8= Tuberculosis

BAAR= Bacilos Acido alcohol resistentes
ACL= Anticuerpos anticardiclipina

SAFP= Sipdrome antifosfolipide primaric.
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Puede apreciarse (tabla 7) gque el grupo final no tiene
diferencias significativas en cuanto a la edad y tiempo de
evolucién al compararlo con el grupo iniecial. El grupo eliminado
fueron pacientes de sexo femenino unicamente y en cuanto al tiempo
de evolucién considerado por medidas de tendencia central y el
valor minimo no mwuestra diferencias con los otros grupos,
unicamente el valor maximc {13 afios) difiere considerablemente-del
encontrado en el grupo inicial (26 afios) y en el grupe final (26

aflos) .

Resultados de 1la inhibicién de 1los sueres con micelas de

cardiolipina.

Los respectivos titulos de ACL se consideraron apropiados,
confirmando que todas las muestras incluidas de pacientes con SAFP
realmente tenian ACL en niveles de positividad al momento de
efectuar los estudios laboratoriales.

Las inhibiciones de los 13 sueros de SAFP se consideraron
exitosas, fluctuando entre el 73 y el 93% del valor basal (tabla
10).

En tres de los c¢asos, aunque se lograron inhibiciones
importantes (del 72 al 90%), los titulcs permanecieron en niveles

de positividad limitrofe respecto al punto de corte.
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TABLA 10. Inhibicién con micelas de cardiolipina de 13 sueros de
pacientes con sindrome antifosfolipido primario.

Namero aen Namero D.o. D.0. Porcentaje de
El enemayo del caso Basal Inhibide Inihibicién
1 1 0.797 9.143 82
2 2 1.273 0.088 93
3 3 2.056 0.177 91
4 5 2.030 0.563 72
5 10 0.445 0,089 80O
6 11 1.083 0.183 83
7 12 1.054 0.180 83
8 13 1.323 0.139 89
9 14 2.591 0.260 90
10 15 1.427 0.112 92
11 16 0.717 0.193 73
12 17 0.462 0.076 83
13 18 1.999 0.339 83

Resultados de la deteccidn de AOE:

En este procedimiento las observaciones tuvieron concordancia
aceptable, obteniéndose Kappa de +0.91.

Los resultados obtenidos al considerar los grupos totales
muestran una mayor frecuencia de positividad para por lo mencs uno

de los anticuerpos séricos 6rgano-especificos en los pacientes con
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SAFP (11 de 13) que en los sujetes clinicamente sanos (4 de 13).

TABLA 11. Frecuencia de anticuerpos érgano-especificos en sueros
de 13 pacientes con sindrome antifosfolfpido primarioc y 13 sujetos
clinicamente sanos.

Sucro basal Suero Inhibido
SAFP 5CS SAFP SC5
Anticuerpo:
antintcleo v] 0 [4] 0
antimitocondrial o] 0 0 0
anticorazén 6 0 1 1
antimisculo
estriado 8 0 1 0
antiunidén
dermoepidermica 0 0 0 0
substancia
intercelular 2 0 [ 0
epitelial
antimisculo liso 3 0 0 0
anticélulas
parietales 4 2 0 2
antitiroglobulina 8 1 3 0
antimicrosomales 5 1 4 1

SAFP= Sindrome antifosfolipido primario  SCS= Sujetos ¢linicamente sanos.

Sin embargo al observar individualmente cada tipo de
anticuerpo (tabla 11), hay tendencia a que esta mayor frecuencia

sea debida a los anticuerpos contra corazén, tiroides y células
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parietales, aungue estos 0ltimos se presentaron también en 2 de los
sueros de SCS.

En ninguno de los pacientes en que resultaron positivos estos
anticuerpos se consigné evidencia clinica sugerente de enfermedad
érgano~-especifica a juicio de los médices tratantes.

La metodolecgia empleada permitié la busqueda de anticuerpos
contra componentes de misculo estriado en 2 de los tejidos
empleados como antfgenos, lengua y corazén (tabla 12).

Tabla 12. Fluorescencia patrén miofibrilar en sueros de 13
pacientes con sindrome antifosfolipido primario (SAFP) y 13 sujetecs

clinicamente sanos (SCS) utilizando lengua y corazén de rata como
antigencs.

Sueros Basales Suercs Inhibidos
Corazén Corazén
(+) (=) (+) =)
SAFP
(+) 2 5 0 1
Lengua
(=) 3 3 0 12
5CS
(+) 0 0 0 0
Lengua
(=) © 13 0 13

Asi, 6 de los sueros de SAFP fueron positivos en corazén y 8
en lengua, en la tabla de contingencia (tabla 12) observamos que 3
sueros de SAFP fueron positivos en corazén con patrén miofibrilar
pero negativos en lengua. Al probar los sueros inhibidos, destaca
la negativizacién de 5 Ae los 6 sueros de SAFP con anticuerpo

anticorazén, 5 de los 8 con anticuerpo antitiroglobulina, 7 de los
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8 reactivos con misculo estriado de la lengua y 4 de los 4
reactivos con células parietales.
Los resultados de la busgueda de fluorescencia inespecifica se

muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Frecuencia de fluorescencia inespecifica en sueros de 13
pacientes con sindrome antifosfolipido primario (SAFP) y 13 sujetos
clinicamente sanos (SCS) utilizando érganos de rata como antigenos.

Bigado Corazén Rifdn Lengua EstSmage
SAFP .
Citopléasmica 0/0 0/0 5/1 0/0 5/2
Perinuclear 0/0 0/0 2/1 o/0 0/0
5Cs
Citoplasmica 0/0 0/0 0/0 o/0 171
perinuclear 171 0/0 1/1 0/0 1/1

* valor en sueros basales / Valor en suercs inhibidos MNA= No aplicable

Los sueros de SCS meostraron patrén citoplésmico en células de
mucosa gastrica solo en un casc y patrén perinuclear en higado,
rifién y estémago con un caso cada uno. LoOS sueros de pacientes con
SAFP mostraron patrén citopldsmico en rifisn ({5/13) y estémago
(5/13), llama la atencién que al inhibir los sueros se negativizan
4 de los 5 positivos en rifién y 3 de los 5 positivos en estémago.

Solo en dos casos, ambos en rifién, se observé patrén perinuclear.
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DISCUSION.

las caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes
con SAFP del grupo inicial (n=18) no parecen haber sufrido
modificaciones radicales por la eliminacién de 5 de ellos. De
hecho, al comparar estas caracteristicas con las del grupo final
(n=13) no hay diferencias relevantes en esas variables. Cabe hacer
mencién que el grupo f£inal representa aproximadamente el 50% del
tamafio de la muestra requerida para este estudio, sin embargo es un
grupo valioso tratdndose de una enfermedad poco comin como el SAFP.

De los 5 pacientes eliminados del estudio, en 2 la causa fue
problema logistico en el almacenamiento de los sueraos, ya gque
nabian sido inactivados por calor; en estos casos el diagnéstico
permaneci6 sin modificaciones. As{, en realidad fueron 3 los casos
en que la eliminacién ocurrié por modificacién de la impresién
diagnéstica (tabla 9).

La determinacién de anticuerpos antifosfolipido por mé&todos
diferentes a ELISA se efectué con VDRL y si era positivo
confirmacién con FTA. El anticoagulante lOpice no se considers, ya
que una proporcién de los casos recibian terapia anticoagulante.

La frecuencia claramente mayor de anticuerpos contra tejido
cardfaco y tejido tiroidec en los pacientes con SAFP respecto a los
SCS (tabla 11) muestra que los hallazgos inmunoseroldgicos en dicha
enfermedad van mas allé de la expresién "aislada" de anticuerpos
antifosfolipido detectables por algunc de los métodos aceptados
como estsndar y de la ausencia de marcadores seroldgicos

relativamente "especificos" (vgr: anticuerpos antlnucleares con
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especificidad para DNA nativo) de enfermedades autoinmunes
generalizadas (20,21,65). La presencia de esta clase de
autoanticuerpos 6rgano-especificos plantea varias interrogantes.
1) Inicialmente es conveniente conocer  si estos
autoanticuerpos son independientes de la manifestacidn
inmunoserclégica conspicua en esta enfermedad, los anticuerpos
antifosfolipido. Al respecto, encontramos que de los 6 sueros de
SAFP positivos parva anticuerpos anticorazén (tabla 11), § tuviercn
patrén miofibrilar y de ellos, 3 fueron negativos en lengua
(mdsculo estriado) {tabla 12), lo gue en estudios en otro contexto
se ha interpretado como anticuerpos asociados m&s especificamente
con enfermedad miocardica (66,67)., La negativizacién de 5§
{incluyendo los 3 positivos mds "especificos”) de estos 6 sueros
con anticuerpos anticorazén al inhibirlos con micelas de
cardiolipina, si bien no prueba que es el mismo anticuerpo
anticardiolipina detectado, si permite abandonar el nivel de
especulacién y establecer el de asociacidn entre ambos fendmenos.
En cuanto a los anticuerpos antitiroideos, la mayor frecuencia
{(11/13) es condicionada  por ambos tipos, aunque los
antitiroglobulina son positivos en mayor nimero de casos (8/13) que
los antimicrosomales (5/13). Los resultados de las pruebas de
inhibicién muestran dos patrones de comportamiento, de los
antitiroglobulina se negativizaron 5/8 y de los antimicrosomales
1/6. La tendencia parece clara, los anticuerpos antimicrosomales
predominantemente son independientes del anticuerpo

anticardiolipina presente en estos pacientes; los anticuerpos
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antitiroglobulina por lo menos un 50% de ellos estan asociados al
anticuerpo anticardiolipina o tal vez sean el mismo. Como se
mencioné en la introduccién hay reportes escasos y generalmente
anecdéticos de estos aspectos (16,21). Por lo tanto aunque no es
equivalente, es interesante un estudio reciente de Pratt vy
colaboradores (68) en que estudiaron la frecuencia de anticuerpos
antitiroideos en un grupo de mujeres con embarazc y antecedentes de
abortos o pérdidas fetales, encontrando positividad en 14 de 45
(31%) pacientes contra 19 de 100 (19%) en los controles sanos, no

se describe asociaci6én con anticuerpos anticardiolipina.

2) El significado de estos autoanticuerpos 6rgano-especificos
en pacientes con SAFP deberd dilucidarse. En especial debe
considerarse su participacién potencial al estimar asociaciones
entre AFL y manifestaciones de los 6rganos involucrados, por ej:
corazén. Asi, el concepto de que el SAFP ‘“proporciona un modelo
para evaluar el papel clinico de los AFL ya que cuando estos
anticuerpos se encuentran asociados a enfermedades come LES es
diffcil discriminar con los otros autoanticuerpos presentes" (65)
debe reconsiderarse.

Podria tratarse de reactividad del mismo ACL con fosfolipidos,
celulares o de epifenfmeno en el contexto de enfermedad autocinmune

aunque antes debe evaluarse su potencial patogénico.
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CONCLUSIONES

I.~ La prevalencia encontrada en este estudic de AOE
positivos en pacientes con SAFP y titulos séricos altos de ACL, de
(11 de 13), comparada ceonhtra la de los sujetos clinicamente sanos
de (4 de 13), es evidencia de que los pacientes con SAFP tienen AOE
con mayor frecuencia gue la poblacién de referencia. Esta mayor
frecuencia, en este estudio, la condicionan especificamente los
anticuerpos contra corazén, tiroides, y en meunor grado contra

células parietales.

II.- El fenémenc de negativizacién para la deteccidén de AOE al
adsorber los sueros de pacientes con SAFP con micelas de
cardiolipina, es evidencia de que, por lo menos en algunos casos,

los ACL y AOE estan asociados y quizé& sean el mismo anticuerpo.

III.~ La investigacién de reacciones antigeno-anticuerpo
especificas para diversos &érganos ha mostrado asociaciones con
enfermedad clinica. Ha sido preocupacién constante en las
descripciones cldsicas de esta metodologfa (57), el preservar los
determinantes antigénicos proteicos en células y tejidos. En
nuestro trabajo se decidié estudiar ademis otros epitopes de
naturaleza quimica distinta, fosfolipidos, gue pueden encontrarse
como entidades quimicas discretas en las membranas celulares. Por
tal razén, fue indispensable, y se logré, establecer métodos que
aseguran la persistencia de estos epitopes y abren un campo

novedoso a la investigacién de enfermedades érgano especificas.
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