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1. MARCO TEORICO

GENERALIDADES

Durante la dltima década ha habido un creciente interés en el estudio de los
anticuerpos dirigidos contra los fosfolipidos de membrana asi como en su papel en la
fisiopatologia de ciertos sindromes clinicos de naturaleza autoinmune.  El nombre
acufiado para el conjunto de datos clinicos que frecuentemente se asocia a la presencia
de estos anticuerpos ‘es el de sindrome antifosfolipidos (SAF) y sus principales
manifestaciones son trombosis, trombocitopenia y abortos de repeticioén. Por otro lado
es frecuente la asociacién de estos anticuerpos con otros padecimientos autoinmunes
como el lupus eritematoso sistémico (LES) o la artritis reumatoide, pero se desconoce su
papel en la patogénesis de estas enfermedades, ya que no necesariamente cuando se
presentan se encuentran los datos clinicos de! SAF. Recientemente, ha habide un
interés creciente en el estudio del SAF en nifios, encontrandose, como en los adultos,
una fuerte asociacion entre la presencia de anticuerpos antifosfolipidos y trombosis
vascular. Sin embargo, los estudios en nifios son escasos y la mayoria se han efectuado
sélo en series de nifios con LES y en nifios con trombosis vascular:

Clasificacién y funciones de los fosfolipidos.

Los fosfolipidos son un grupo de lipidos anfipaticos, es decir contienen una
“cabeza® polar o hidrofilica constituida por un grupo fosfato y generalmente otro radical
unido a dicho grupo. Contienen ademas una parte no polar o hidrofébica constituida por
dos &cidos grasos. Los fosfolipidos son los principales constituyentes de las membranas
celulares ¥ son un grupo heterogénec de moléculas. Los dos principales tipes de
fosfolipidos son los fosfoglicéridos y las esfingomielinas.

Los fosfoglicéridos son los fosfolipidos mas abundantes. Ademas del grupe
fosfato (caracteristico de todos los fosfolipidos), contienen glicerol (un tri-alcohol), el cual
tiene esterificados dos acidos grasos en sus hidroxilos de posicion 1 y 2, mientras que el
grupo fosfato se esterifica en posicidn 3. Adicionalmente el grupo fosfato también esta
esterificado generalmente a un amino-alcohol dando por resultado un entace fosfodiéster
similar al que une a los nucledtidos de la molécula del DNA. Esto es importante por gque
al parecer algunos anticuerpos contra fosfolipidos pueden reaccionar en forma cruzada
con €l DNA debido, probablemente, a que se compare esta estructura (el enlace
fosfodiéster), la cual es posible que funcione como parte de un determinante antigénico.
El glicerol, los dos acidos grasos y el grupo fosfato, forman el compuesto base de todos
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los fosfoglicéridos. A este compuesto base se le llama &cido fosfatidico. El amino-
alcohol esterificado al dcido fosfatidico puede ser colina, etar{olamina. o serina, lo cual
origina a los fosfolipidos; fofatidil-colina, fosfatidil-etanclamina y fosfatidil-serina
respectivamente. En ocasiones, en vez del aminoalcoho!l esta presente otro compuesto
como el inositol, originande otro fosfolipide de importancia en el metabolismo celular: el
fosfatidil-inositol.

La fosfatidilcolina recibe también el nombre de lecitina, y es el fosfolipido mas
abundante en la bicapa extema de la mayoria de las membranas celulares. A la
fosfatidil-etanolamina y a la fosfatidil-serina se les ha clasificado como cefalinas, por su
abundancia en el tejido cerebral. En realidad existen varias lecitinas (lo mismo que
varias cefalinas), dependiendo de cudles Acidos grasos estén esterificados al glicerol.
Por ejemplo, si los dos acidos grasos son &cidos palmiticos (16:0) la lecitina sera
dipalmitoil-lecitina; un palmitico {(16:0) y un estearico (20:0) darén la palmitcil-estearil-
lecitina. Generalmente, el acido graso esterificado en posicidn 2 es un Acido graso
insaturado, como el acido araquiddnico (20:4), el cual es precursor de prostaglandinas y
tromboxanos. Este concepto también es importante por que uno de los mecanismos de
patogenicidad de los anticuerpos antifosfolipidos parece ser la interferencia en la sintesis
de tromboxanos.

Otro fosfoglicérido de importancia lo es el difosfatidil-glicerol (dos &cidos
fosfatidicos esterificados a los hidroxilos 1 y 3 de un glicerol) también conocide como
cardiolipina, un fosfolipido abundante en la membrana mitocondrial. Un tipo importante
de anticuerpos antifosfolipidos lo constituyen los anticuerpos anticardiolipinas.

Los otros fosfolipidos, las esfingomielinas, contienen: 1}esfingosina (en lugar de
glicerof), 2) un acido graso, y 3) un grupo fosfato. Esta estructura es la base de todas las
esfingomielinas. Como en caso de los fosfolipidos, también se esterifica al grupo
fosfato un amino-alcohol pequefio, habitualmente la colina. Las esfingomielinas son
componentes importantes de la mielina y de otras membranas bioldgicas, como la del
eritrocito, en donde constituyen el 22-30% del total de los fosfolipidos de membrana.

Los fosfolipidos no sélo son constituyentes de las membrana ya que tienen otras
funciones de importancia. Por ejemplo, las lecitinas son un componente imporiante del
surfactante pulmonar {ademas del fosfatidilglicerol), y el factor activador plaguetario
(PAF) es un derivado natural de I fosfatidilcolina.

_ Aunque el grupo fosfato (HaPQ,) de cualquier fosfolipide posee, al pH fisiolégico,
cargas negativas, producto de su ionizacion, se ha clasificado a los fosfolipidos en



negativos y neutros de acuerdo a la carga neta de sus °‘cabezas” polares. Los
fosfolipidos negativos son: cardioiipina, fosfatidil-serina, fosfatidil-inositol, fosfatidil-
glicerol y acido fosfatidico. Los fosofolipidos neutros son fosfatidil-etanclamina, fosfatidil
colina, las esfingomielinas y el PAF. Curiosamente, los anticuerpos antifosfolipidos
asociados al SAF parecen ser dirigidos s6lo contra los fosfolipidos de carga negativa. Es
interesante mencionar que en la sifiis se encuentran titulos aftos de anticuerpos
antifosfolipidos, pero estos estan dirigidos indistintamente contra los fosfolipidos de
carga negativa o contra los fosfolipidos neutros. Y en la sifilis, a pesar de la presencia
de anticuerpos antifosfolipidos, casi nunca se presentan los datos del SAF (1)

Transtormos autoinmunes.

Puede considerarse que los transtomos autcinmunes forman un espectro
continuo. En un extremo del espectro se encuentran las enfermedades autoinmunes
especificas de un érgano (como la tirciditis de Hashimoto), y en el otro extremo, los
transtomos autoinmunes sistémicos (como el LES). En estos Ultimos padecimientos, los
anticuerpos vy las lesiones observadas no estén confinados a un drgano, y en general se
observa una gran variedad de auto-anticuerpos, algunos de los cuales reaccienan con
DNA y otros constituyentes nucleares. En el centro del espectro se encuentran los
transtomos en los cuales las lesiones tienden a localizarse en un Unico érgano, pero los
anticuerpos no son érganc-especificos. Un ejemplo caracteristico io es la cirrosis biliar
primaria, donde el conductillo biliar es el principal “blance” de la enfermedad, pero los
anticuerpos séricos presentes (la mayoria mitocondriales) no son especificos del higado.
se desconoce el por qué los anticuerpos dirigidos contra componentes sistémicos se
enfocan en un solo érgano. El estudio de este mecanismo podria ayudar en el control de
las enfermedades autoinmunes.

Existe una tendencia a que aparezca mas de un transtomo autoinmune en el
mismo individuo, y cuando esto se produce, resulta interesante que la asociacion se
realiza entre enfermedades de la misma regién del espectro de autoinmunidad. Por
ejemplo, los pacientes con tiroiditis autoinmune, tienen una incidencia muche mayor de
anemia pemiciosa (en donde se presentan anticuerpos contra las células parietales del
estomago, dando por resultado una disminucién del factor intrinseco, necesario para ia
absorcién de vitamina Big) que la esperada en una pobiacion al azar comparada por
edad y sexo (10% contra 0.2%) Existe una superposicién aun mayor en los haliazgos
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serologicos: el 30% de los pacientes con enfermedad tiroidea autoinmune tienen
anticuerpos contra las células parietales, mientras que se han encontrado anticuerpos
antitiroideos hasta en el 50% de los pacientes con anemia pemiciosa

En el otro extremo del espectro, se ha encontrado el LES asociado a artritis
reumatoide y a otros transtornos infrecuentes como leucopenia idiopatica, purpura
trombocitopénica, dermatomiositis y sindrome de Sjégren. Recientemente, se ha
mostrado una fuerte asociacion entre el LES y el sindrome antifosfolipidos (SAF).

Factores genéticos y ambientales en la enfermedad autoinmune.

Se ha observado que los fenémenos autcinmunes tienden a agregarse en cientas
familias, ademdas de que se produce un mayer indice de concordancia en estos
padecimientos entre gemelos idénticos, que entre gemelos no idénticos. Ademas,
existen importantes asociaciones entre varas enfermedades autoinumes y tipos
especificos de HLA, por ejemplo DR3 en la enfermedad de Addison y DR4 en arlritis
reumatoide. Finalmente, se han creado lineas de animales experimenlales que
desarrollan en forma espontanea enfermedad autoinmune, por ejemplo, existe una linea
de pollos cbesos con tiroiditis autoinmune, y el ratén New Zeland Black (NZB) con
anemia hemolitica autoinmune. El hibrido de NZB con ofra cepa, la New Zeland White,
desarrolla células LE, anticuerpos antinucleares y una glomerulonefritis fatal inducida por
complejos inmunes. Estos datos sugieren sin duda un componente genético en la
etiologia de al menos algunos transtomos autoinmunes.

Por ofro tado, también hay evidencias de que factores fisicos y microbianos
pueden desencadenar una respuesta autcinmune. Asi, los rayos solares son
desencadenantes indiscutidos de las lesiones cutdneas en el LES. La exposicién a
solventes organicos puede iniciar la autoinmunidad de la membrana basal que lleva al
sindrome de Goodpasture, sequn testifica la alta incidencia de esta enfermedad en
individuos HLA-DR2 que manejan este tipo de sclventes. En este ditimo caso es
evidente la interaccion de factores genéticos y ambientales. También existen muchos
ejemplos de transtomos autoinmunes desencadenados después de una infeccién
bacteriana, sobre todo en individuos con susceptibilidad genética. Después de una
faringitis estreptocdcica del grupc A se puede presentar fiebre reumatica en ciertos
individuos; y el virus Coxsackie B1 es capaz de producir miositis autoinmune en ciertas
cepas de raton. También se ha reporiado la presencia de arritis reactiva como
consecuencia de una infeccién por Yersinia en individuos con HLA-B27.
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Etiologia de las respuestas autoinmunitarias.

¢Por qué en algunos transtomos autoinmunes se ha observado una fuerte
asociacion entre los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) y el
desarrolio de 1a respuesta autoinmune?. Seguramente se debe a su importante papel en
la presentacidn det antigeno a células especializadas que desencadenan la respuesta
autoinmunitaria. Existen dos clases de moléculas HLA, las de clase | {HLA-A, HLA-B y
HLA-C) vy las de clase Il (HLA-D). Las primeras estan asociadas a la superficie celular de
casi todas las células nhcleadas. y al combinarse con el antigeno que van a “presentar”
activan a los linfocitos T cititdxicos (Tg). Las moléculas HLA de clase I! solo se
encuentran en la superficie celular de ciertas células involucradas con la respuesta
inmune, por ejemplo la mayoria de los linfocitos B y las células presentadoras de
antigeno. Cuando la molécula HLA de clase |l se asocia al antigeno, y este complejo es
reconocido por los linfocitos T colaboradores (Ty, por sus siglas en inglés: T helper) se
inicia la respuesta inmune, por ejemplo la activacion de linfocitos B y la consecuente
produccién de anticuerpos. Asi pues, la presencia de ciertos tipos de moléculas HLA
podria facilitar la génesis de 1a respuesta inmune. En el caso de la presencia de
anticuerpos contra fosfolipidos de membrana, existen estudios que han mostrado una
asociacion entre titulos elevados de estos anlicuerpos y la presencia de antigenos HLA
DR7, DR4 y Dqw7(1)

;Como puede el sistema inumunitario discriminar entre los antigenos propios y
los no propios?. Existen varias posibilidades. Algunas moléculas estan “secuestradas”
en las céluias o en los tejides y nunca entran en contacto con los linfocitos, mienlras que
otras, aunque accesibles a ellos, no los pueden estimular por que sus concentraciones
son demasiado bajas o por que no se asocian a las moléculas del complejo BLA, y como
se menciond esta asociacion es indispensable para activar a los linfocitos T¢ y a los Ty,
Esta Ultima respuesta es esencial para desencadenar la produccion de anticuerpes.  Por
otro iado, muchas moléculas propias son accesibles a los linfocitos y pueden asociarse a
las moléculas HLA y activar a los linfocitos Ty, pero durante el desarrollo linfocitario los
linfocitos que reconocen estas moléculas propias deben de ser inactivados, Esto se
consigue matando (supresion clonal) o reprimiendo (mediante célutas T supresoras, Tg) a2
los linfocitos B y T¢ apropiados, o bien a los linfocitos Ty que los activan, 6 a ambos.
Aunque el proceso no se ha dilucidado por completo, es probable que la eleccién entre
matar o reprimir este determinada por la naturaleza, la localizacién y la concentracién de
la molécula propia. Es evidente que cuando estos mecanismos fallan se podria
presentar un transtorno autoinmune, Pero hay aun mas altemativas. Recientemente se
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ha demostrado la presencia de “anticuerpos naturales”, los cuales se producen antes del
contacto con cualquier antigeno externo, es decir, es evidente que existe un mecanismo
que origina anticuerpos en ausencia de la estimulacién antigénica convencional que
implica la presentacion del antigeno. Eslos anticuerpos son IgM e incluyen un tipo
basico de auto-anlicuerpos con baja reactividad que se originan de linfocitos
autorreactivos que pueden tener un acceso potencial a sus auto-antigenos respectivos.
Dado que el transtomo autcinmune es mas la excepcién que la regla, el organismo debe
poseer mecanismos homeostaticos para evitar que esto suceda. Se piensa que la clave
de esto es el control del sistema de linfocitos Ty autorreactivos que en condiciones
normales no presentan capacidad de respuesta. En este punto se considera también a
las teorias de supresion clonal o supresién T, o bien, un procesamiento inadecuado del
auto-antigeno. Otra posibilidad es evitar los mecanismos de control por [infocitos Ty.
Las posibilidades incluyen 1a creacion de nuevos determinantes antigénicos sobre el
aute-antigeno, lo cual puede ser posible por modificaciones en la sintesis de la proteina
que actia como aute-antigeno, o bien por el procesamiento de dicha proteina. También
se pueden evitar los mecanismos de control por interacciones de red de idiotipos o por
reacciones cruzadas con otros idiotipos. Por Ultimo, los linfocitos B {producteores de auto-
anticuerpos) pueden ser estimulados directamente por activadores policionales tales
como el virus EB o lipopolisacaridos. Se ha sugerido que la sola perdida de los
mecanismos de control de linfocitos Ty es insuficiente para iniciar la autoinmunidad y que
se requiere ademas otro defecto en la regulacién. Este puede ser una incapacidad para
inducir a los linfocitos Ts. OQtras posibilidades son: 1) la estimulacién de las células
contrasupresoras, y 2) la des-represién de genes de clase il que da origen a una
expresién inadecuada del complejo mayor de histocompatibilidad de clase |l que “rompe
el silencio” entre el autoantigeno tisular y el inductor autorreactivo. Finalmente, queda la
posibilidad de ‘“respuesta cruzada®, es decir que anticuerpos generados contra
determinantes antigénicos de antigenos extrafios, reaccionen contra determinantes
similares presentes en las moléculas propias. Aungue se ha avanzado mucho en el
estudio de los mecanismos fisiopatolégicos de la respuesta autoinmune, aun quedan
muchas interrcgantes por responder.
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ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS.

Desarrollo Histérico.

Los anticuerpos antifosfolipidos (AaFL) son anticuerpos dirgidos contra los
fosfolipidos carga de negativa. Este grupo de anticuerpos es heterogéneo y a la fecha
se han identificado al menos tres tipos de AaFL, los cuales son detectados por tres
diferentes métodos. Sin embargo, también parece haber una sobreposicién: algunos
AaFL pueden ser detectados por mas de un método.

Aunque desde 1906 se identificé por primera vez un tipo de AaFL, no fue sino
hasta 1983 que se integro un sindrome clinico bien definide asociado sin lugar a dudas
con la presencia de estos anticuerpos. En 1906 Wasserman ided la reaccién hoy
conocida como VDRL para la deteccion de la sifilis. Esta prueba emplea cardiclipina
como material antigénico para detectar los anticuerpos séricos contra el treponema (2).
Era pues evidente que los anticuerpos anti-treponema reaccionaban en forma cruzada o
eran anticuerpos contra el fosfolipido cardiolipina, el cual abunda en la membrana
mitocondnial. Posteriormente se encontraria que una falsa positividad crénica para sifilis
(VDRL falso positivo), se asociaba con un subconjunto de pacientes con enfermedades
autoinmunes, particularmente LES, los cuales tenian una mayor frecuencia de
trombosis, uno de los datos principales del SAF.

En 1952 se hizo la descripeén del “Anticoagulante lupico” (AL) una entidad en la
que se presentan factores anticoagulantes circulantes en pacientes con LES. Estos
factores son detectados por una aumento de! tiempo tromboplastina parcial(TTP), que
no corrige al agregar plasma normal (en este caso la prueba se llama TTP activado o
TTPa). Posteriormente se mostré que esta anormalidad era debida a anticuerpos de!
tipo IgM que se unian a fosfolipidos anidnicos (3) . Se describié que el alargamiento de!
TTP de presentaba en aproximadamente el 10 % de pacientes con LES, aungue
sorprendentemente, la presencia del AL se asociaba con trombosis ¥y no con sangrado
(4).

A causa de la asociacién entre el LES, un VDRL falso positivo y la presencia de
AL, Harris y colaboradores idearon en 1883 un nuevo método para detectar AaFL. lLa
prueba mencionada fue un ensayo de fase sélida (ELISA) para detectar anticuerpos anti-
cardiolipina (AaCL) (5). Para entonces Hughes demostré definitivamente la asociacién
clinica entre trombosis y la presencia de tales AaFL, ademas, demostrd que estos
anticuerpos se asociaban a otros datos clinicos que hoy constituyen junto con la
trombosis, los datos del Sindrome Antifosfolipidos (SAF). Eslos datos son, entre otros,
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trombocitopenia, abortos de repeticion y una lesion cuténea tipica denominada fivedo
reticulanis {6). Aunque Hughes estudid este sindrome (el SAF) en pacientes con LES,
reconocid que la mayoria de los pacientes tenian un LES atipico, o no tenian lupus, a
partir de lo cual acufid el témino de SAF primaric. A partir de |la década de los noventa,
se observd que para que los AaFL se pudieran unir a los fosfolipidos, hacia falta una
proteina, la B2 glicoproteina i, y ta | vez otras proteinas de este tipo. Las vinculaciones
complejas, y posiblemente indirectas, entre los AaFL y la trombosis (el principal dato del
SAF), han conducido a la sugerencia de que el nombre del sindrome sea cambiado al de
Sindrome de Hughes (7). '

2Como se detectan los anticuerpos antifosfolipidos?

Las técnicas de deteccion de AaFL han progresado mucho y generalmente se
acepta que el método de eleccion (el mas sensible) es el de fase solida, es decir, el
ensayo de enzima ligada a inmunoabsorbente (ELISA) desarrollado por Haris y
colaboradores en 1983 . Este método emplea cardiolipina como matriz y resulta
sumamente sensible para detectar cualquier tipo de inmunoglobulina contra este
fosfolipido aniénico. En el pasado solo se detectaban los idictipos IgG e IgA, sin
embargo, el conocimiento de que los idiotipos igM (especialmente los AaFL inducidos por
droga) se asocian también a trombosis, trajo como consecuencia que en la actualidad,
en la mayoria de los laboratorios se determinen los tres idiotipos, aunque regularmente
ya sdlo se hacen las determinaciones para IgG e IgM. Esta técnica también se ha
ampleado para detectar no sélo AaCL, sino también cualquier otro tipo de AaPL,
inclusive los anticuerpos contra los fosfalipidos neutros tales como fosfatidilcolina,
esfingomielina, el PAF, etc. Por lo anterior esta técnica resulta de las mas poderosas.
Debe recalcalrse que rutinariamente, en el diagndstico del SAF, la técnica empleada
detecta los AaCL de los isotipos I1gG e IgM.

Puesto que en el Lupus anticoagulante existe una anormalidad en las reacciones
de coagulacién dependientes de fosfolipidos, tradicionalmente se ha usado el TTP como
un pardmetro para detectar la presencia los anticuerpos AL, ya que al parecer estos
AaFL son diferentes a los AaCL detectados por ELISA. Sin embargo, la prueba mas
sensible para detectar los anticuerpos AL es e! tiempo de veneno diluido de vibora
Russell (dRVVT) (8;9). Otra prueba sensible para detectar anticuerpos AL, es el tiempo
de coagulacidn de kaolina (KCT). Estos sistemas detectan anticuerpos AL de ambos
tipos: 1gG o IgM (3).
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Finalmente, otro método que se ha utilizado para detectar AaFL, es la prueba de
VDRL, fa cual usa como material antigénico una mezcla de fosfolipidos: cardilipina y
fosfatidilcolina, usando colesterol como ligando (10). Fue inleresante la observacién de
que muchos pacientes con LES © con otras enfermedades del tejido conectivo
presentaban una falsa positividad crénica para la sifilis, aungue también existe un buen
namero de pacientes VDRL negativos. Por el contrario, en la mayoria de los pacientes
VDRL positivos con sifilis no se han podido detectar anticuerpos AL por el métode de
dRVVT ni AaCL por el método de ELISA, sugiriendo que los anticuerpos detectados en
la sifilis por VDRL son diferentes a los delectados en el LES por el mismo método.
Empleando la reaccion de VDRL( cardiolipina como material antigénico), se ha
hipotetizado que su incorporacién al reactivo de VDRL altera su conformacién estructural
de tai manera que los AaFPL de los pacientes con sifilis se enlazan con gran avidez a la
cardiolipina modificada, mientras que los AaPL (de hecho AaCl) presentes en los

pacientes con LES lo hacen con mucho menor avidez.

{Existen reaimente varios tipos de anticuerpos Antifosfolipidos?

E! hecho de que muchos pacientes con SAF {en los cuales se detectan AaCL por
el método del TPTa y del dRVVT o por ef de ELISA} fueran VDRL positivos, pero que en
la mayoria de los pacientes VDRL positivos con sifilis no se pueden detectar AaCL,, hizo
pensar que se trata de diferentes AaPL.

Se ha demostrado que los anticuerpos de los pacientes con sifilis se unen a muy
diversas clases de fosfolipidos, reconociendo tal vez determinantes antigénicos comunes
a todos. Por el contrario, los anticuerpos de pacientes con LES se unen especificamente
a tosfolipidos anidnicos tales como cardiolipina, reconociendo quizés un determinante
antigénico propio de estos fosfolipidos (Mackworth, 1995). De lo anterior se concluye
que pacientes con sifilis y pacientes con LES expresan diferentes poblaciones de AaPL.

También se ha demostrado que la actividad AL se correlaciona debilmente con
los niveles de anticuerpos IgG contra fosfolipidos anibnicos en los pacientes
autoinmunes. Clinicamente se ha observado que s6lo una proporcidn de pacientes con
SAF son positivos para AL y para AaCL determinados por ELISA (1). Con base en lo
anterior, en la actualidad se acepta que los AaCL detectados por ELISA y los anticuerpos
AL son poblaciones diferentes. Esto se ha coroberado por los hallazgos clinicos, ya que
se han descrito al menos dos variantes del SAF. Debido al hecho de que la presencia de
estos anticuerpos {LA y AaCL) se asocian fuertemente con trombosis arterial y/o venosa,
algunos autores han llamado al SAF sindrome antifosfolipidos-trombosis (SAF-T) (9). Sin
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embargo, se han identificado al menos dos variantes de la enfermedad, las cuales estan
asociadas a los tipos de AaFL anteriores. Estas dos variantes son el AL-SAF-T y el aCL-
SAF-T. Aunque los dos son similares, hay diferencias clinicas, bioquimicas y de
laboratorio, especialmente en prevalencia, eticlogia y presentacion clinica. El aCL-SAF
es mucho mas comun que el AL-SAF, teniendo una relacién de 5-6:1(8). El aCL-SAF
esta comunmente asociado a ambos tipos de trombosis, y puede presentarse incluso la
trombosis coronaria o cerebral. El AL-SAF se asocia mas comunmente solo a trombosis
venosa. Por otro lado, se ha mostrado que la mayoria con SAF primario tienen un sélo
tipo de anticuerpos, ya sea el AL o los AaCL. Por el contrario, 1a mayoria de las
personas con SAF secundario presentan ambos tipos de anticuerpos. Finalmente, los
AaCL purificados no tienen actividad anticoagulante in vitro tal y como se demuestra por
la prueba de TTPa o por otras pruebas similares como KCT o el dRVVT.

Finalmente, diversos estudios de especificidad de los diferentes AaFL han
demostrado que alguncs de ellos pueden tener reactividad cruzada con ligandos
diferentes a fosfolipidos, en particular con polinuctedtidos con enlaces fosfodiéster, tales
como el DNA. Varios estudios han fallado para demostrar una comelacién entre los
niveles de. AaCL y los niveles de anticuerpos anti-DNA, sugiriendo que son dos
poblaciones separadas de anticuerpos, pero que ambas poblaciones pueden compartir
determinates idiotipicos en algunas ocasiones (1). En resumen se puede sefialar que
existen varias poblaciones de anticuerpos que pueden reaccionar contra [os fosfolipidos
de membrana, que estas poblaciones pueden ser detectadas por diferentes métodos, y
que existe una superposicién en la deteccién de estos anticuerpos tal y como se muestra
en la figura 1.
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Fig. 1. Diagrama de Venn que ilustra la relacion propuesta entre
los aAFL detectados por ELISA (AaCL), VDRL o por pruebas de coagu-
lacién (LA). También se muestra la relacion con los anticuerpos anti-DNA.
El tamafio de los circulos y el grado de sobreposicién no intentan ser pre-
cisos. (Tomado de Mackworth, 1985.)

Origen de los Anticuerpos Antifosfolipidos.

Una pregunta interesante en el estudio del SAF es: (Como pueden criginarse
anticuerpos contra moléculas que estan tan distribuidas en todos los seres vivos?. Se
ha sugerido que al menos en pacientes con LES, tanto los anticuerpos anti-DNA vy los
AaPL puedan ser expresados originalmente en respuesta a uno o mas antigenos
extrafios, posiblemente bacterianos, relacionados con estas moléculas. Esta hipdtesis
se origind con el estudio de la enfermedad de Lyme, un desorden multisistémico que
puede tener un curso sub-agudo o cronico y que afecta diferentes érganos. Es causado
por una espirogueta (Borrslia burgdorfen), la cual es transmitida por una pulga. La
enfermedad comienza con un rash caracteristico (eritema migrans) y semanas o meses
después, el 15% de los pacientes desamollan anomnalidades neurologicas,
principalmente neuropatias craneales y perifericas y meningoencefalitis. Semanas o
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afios después, los pacientes pueden desarrollar artritis. Aunque serétogicamente ha sido
demostrada una reactividad cruzada entre Borrelia burgdorferi y Treponema pallidurn, el
VORL es casi siempre negativo en pacientes con la enfermedad de Lyme (5). Sin
embargo, como se ha visto, este método no es tan sensible para detectar AaCL como o
es el de ELISA. Dos buenas razones para determinar sin los pacientes con enfermedad
de Lyme poseen AaCL fueron: la etiologia det padecimiento (por una espiroqueta como
en la sifilis) y la asociacién observada en el SAF entre los niveles de AaPL vy las
anormalidades neurologicas. Los estudios de fase sélida realizados sugieren que 8.
Burgdorferi puede inducir la produccién de AaCL y que estos no forman parte de la
poblacidn de anlicuerpos anti-espiroquela. Puede ser que los AaCL se originen de
antigeno bacteriano intermo oculto o alterado (1).

Por otro lado, existen evidencias de susceptibilidad genética para 1a expresién de
AaFL. Varios estudios han confirmado una elevada expresion de AaCL entre familiares
de pacientes con LES. Aunque estos sujetos mostraron altos titulos de anlicuerpos
ninguno presentd los datos clinicos del SAF. Eslo tal vez es expticado por el pequeio
nGmero de la muestra, pero quizés con un numero mayor de familiares AaCL positivos,
se pudiera demostrar pacientes con SAF entre los familiares de pacientes con LES. Otra
posibilidad es que los anticuerpos detectados en los familiares difieran de alguna manera
de los AaCL asociados cén patologia {1). Estes estudios sugieren una influencia
genética en la expresion de los AaPL, lo cual es consistente con estudios que muestran
una asociacién enlre la expresién de estos anticuerpos en pacientes con LES, v la
presencia de HLA-DR3, -DR4, DR7 y DQw7(6), asi como una asociacion entre AaPL y 1a
carencia de alelos C4A o C4B (11).

El papel de factores ambientales es menos claro, los dnicos candidatos incluyen
microorganismos tales como B. Burgdorferi. Por otfo lado también se ha asociado la
expresién de AaPL con ingesia de ciertos medicamentos como cloropromazina,
hidralacina, procainamida, quinidina, fenitcina, entre ofros. Hasta el momente no se
tienen hipotesis de como estos medicamentos pudieran influir en la exprasion de los
AaPL.

Los datos clinicos del Sindrome Anti-Fosfolipidos y la patogenicidad de los
Anticuerpos antifosfolipidos.

Ademas de la triada clasica del SAF {trombosis, trombocitopenia y abortos de
repeticion) se han identificado otros datos clinicos asociados a la presencia de los AaFL
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como son: livedo reficularis, dafio neurolégico y renal, prueba de Coombs directa
positiva, epilepsia y migrafia, entre otros (13). Pero no siempre la presencia de AaFL se
asocia a los datos clinicos del SAF: existen personas (con mayor frecuencia entre los
familiares de los pacientes con SAF o con LES) que poseen dichos anticuerpos sin
ningdn dato clinico. De la misma manera, la presencia de estos anticuerpos (como se
confirma por la positividad de la prueba de VDRL, la cual usa cardiolipina como antigeno)
en pacientes con sifilis, nunca se asocia a los datos del SAF. Por otra parte, aunque los
pacientes con LES que poseen alguno de los tres tipos de AaFL (LA, AaCL o ios
detectados por VDRL), presentan con frecuencia datos del SAF, no todos lo hacen. En
este sentido se ha encontrado, en pacientes con LES, una mayor asociacién entre AaCL
detectados por ELISA y los datos del SAF.

iPor qué los AaPL que se presentan en enfermedades infecciosas como ia
enfermedad de Lyme o en la sifilis no se asocian usualmente con trombosis,
trombocitopenia o algun otro dato del SAF, mientras fos que se presentan en el LES
usualmente si lo hacen?. Una explicacidn es que los AaPL que se expresan en estas
condiciones son poblaciones diferentes de anticuerpos. De hecho, como se menciond
anteriormente los AaPL detectados en el LES son anticuerpos que se unen s6lo a
fosfolipidos anidnicos, mientras los que se detectan en la sifills son anticuerpos que
reaccionan contra fosfolipidos anidnicos y neutros, Al parecer, como se desprende de
las manifestaciones clinicas, s6lo los primeros son patogénicos. Por tal motivo se ha
conceptualizado al SAF como una entidad clinica que se asocia a la presencia de auto-
anticuerpos contra fosfolipidos de carga negativa, por ejemplo cardiolipina. Podemos
concluir que existen diferentes tipos de AaPL y que s¢lo algunos tienen actividad
patogénica. Esta patogenicidad parece residir en la habilidad del anticuerpo para alterar
los mecanismos de coagulacion.

Aunque se ha mostrado que algunos de los AaCL purificados no alteran “in vitro™
las pruebas de coagulacion dependientes de fosfolipidos (por ejemplo aTTP), se ha
sugerido que estos anticuerpos si pueden causar alteraciones de la coagulacion en el
individuo, ya que la actividad /n vivo de estos anticuerpos dependeria de la presencia en
el individuo del cofactor p-2-glicoproteina | {(B2GPI} (14). Recientemente se ha sugerido
que pueden existir al menos dos variedades de AaCL. De esta manera se ha visto que
los AaCL purificados de pacientes con infecciones no son dependientes de la B2GPI,
mientras que los AaCL purificados de pacientes con enfermedades autoinmunes si lo
son{12). Esto puede ser de importancia clinica ya que se ha encontrado que algunas
manifestaciones clinicas det SAF (principalmente trombosis) se comrelacionan mejor con
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las concentraciones de AaCL dependientes del cofactor B2GPl, que con las
concentraciones totales de AaCL (15).

Mecanismos patoldgicos de los Anticuerpos Antifosfolipidos.

¢ Cudl es el mecanismo de patogenicidad de los AaPL que tienen la propiedad de
originar los datos del SAF?. ¢ Por qué a pesar de las propiedades anticoagulates del AL
y de algunos AaCL se presenta trombosis arterial y venosa en los pacientes con SAF?.

Las evidencias mas tempranas indican que los anticuerpos con actividad de AL
pueden afectar indirectamente la produccién de prostaciclinas, posiblemente por su
enlace a los fosfolipidos de membrana que son precursores, via del acido araquidonico,
de estos autacoides.

En suma, los mecanismo de accién propuestos para que los AaFL interfieran con
la hemostasis y causen trombosis es: 1) interferencia con la liberacion endolelial de
prostacicling; 2) interferencia con la activaciéon de la proteina C; 3) interaccion con los
fosfolipidos de la membrana plaquetaria lo cual conduce & su activacion, 4) interferencia
con la activacion de kalicreina, 5) interferencia con la liberacién del activador del
plasminogeno endotelial (9; 14). -

Con mucho, la mayoria de los estudios que han analizado la relacién entre AaFL
y SAF se han realizado en pacientes adultes con LES, ya que 1a mayor parte (50%) de
individuos que cursan con AaFL elevados, tienen LES(16). Por el contrario, se ha
reportado también que de todos los pacientes adultos con LES, del 20 al 40% de ellos
cursan con algan tipo de AaFL (17; 18). Varios estudios han demostrado que en el LES,
la presencia de AaFL son un factor de riesgo para la presentacién de SAF, en particular
para el desarrollo de trombosis (19). Sin embargo, se ha mostrado en algunos estudios
de pacientes con LES, que 'a presencia de AaCL se asocia a un aTTP prolongado, a
trombocitopenia y a una prueba de Coombs directa positiva, pero no se asocia a otros
datos clinicos importantes del SAF (trombosis y aborlos de repeticién) (20). La
explicacion de esto podria ser la existencia mencionada de los dos tipos diferentes de
AaCL, y que en los pacientes con LES observados en estos estudios, se presenten
mayormente AaCL que no dependen del cofactor B2GPI.

En contraste a la gran cantidad de estudios en adultos con LES, hay pocos datos
de la frecuencia y de! significado clinico de jos AaFL en el LES pedistrico {21;22). No
obstante, se ha reportado que las manifestaciones clinicas relacionadas con la presencia
de AaFL en pacientes menores de 16 afos no difieren substanciaimente de las
observadas en pacientes adultos (24). Sin embargo, se ha encontrado que un 87% de
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nifios con LES tienen un nivel alto de AaCL (21), lo cual constituye un porcentaje mayor
que el del adulto. También se ha sefialado, que a diferencia de lo que muestran algunos
estudios en adultos, en nifos si existe una cormrelacién entre los niveles de AaCL y los
eventos trombodticos, en cambio esta comelacion no existe entre los AaCL y la
trombocitopenia (25;26).

Existen aun menos reportes sobre SAF primario pediatrico o sobre la presencia
de AaFL en padecimientos distintos al LES pediatrico, por lo que el significado clinico de
la presencia de dichos anticuerpos en esos padecimientos es mas dudoso.

En este estudic examinaremos la asociacién entre AaCL y los datos clinicos y de
laboratorio de SAF en nifics que ingresaron al departamento de inmunologia del INP con
diagnostico de LES o de otros padecimienlos autcinmunes o bien con SAF primario.
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2. JUSTIFICACION

Se ha reportado una alta frecuencia de anticuerpos antifosfolipidos en nifios con
lupus eritematoso sistémico {(22). Aunque existen pocos estudios sobre el punte anterior,
se ha sugerido la existencia de diferencias, en relacion con los adultos, en la asociacién
de estos anticuerpos con los datos clinicos y de laboratorio del sindrome antifosfolipidos
(24,25). Existen todavia menos estudios sobre el significado clinico de la presencia de
dichos anticuerpos, en padecimientos diferentes al lupus eritematoso sistémico
pediatrico. Una fuerte correlacién entre lupus anticoagulante y trombosis en nifios podria
ser sugerencia de una intervencion terapéutica preventiva, sin embargo, mientras no se
encuentre un marcador con alto valor predictivo no puede justificarse la terapia
anticoagulante ya que existe un riesgo hemorragico durante ésta.

Debido a que se han reportado diferentes tipos de anticuerpos anticardiolipinas
en padecimientos diferentes al lupus, y a que el riesgo de trombosis puede depender del
tipo de anticuerpos (12) , se justifica plenamente realizar este trabajo, en donde se
intentara comelacionar la presencia de anticuerpos anticardiolipinas con los datos clinicos
y de laboratorio que presenten pacientes pediticos con LES y con padecimientos
diferentes al LES. Al mismo tiempo se intentard encontrar algun marcador predictivo
fiable para el desarrollo de trombosis.
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3. OBJETIVOS

1. Conocer la presentacion clinica y caracteristicas de laboratorio y gabinete de
los pacientes con Sindrome antifosfolipidos vistos en el servicio de inmunologia del INP.

2. Conocer en qué enfermedades se encuentran elevados fos anticuerpos

anticardiolipinas.

3. Determinar si existe comelacion, entre titulos de anticardiolipina con alguna de
las variables clinicas o de laboratorio que caracterizan al sindrome antifosfolipido.

4. HIPOTESIS

17

En nifios, a diferencia de la poblacion adulta, la presencia de anticuerpos
anticardiolipina se asocia a anemia hemolitica y/o trombocitopenia con mayor frecuencia
que a trombosis arterial o venosa.
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5. CLASIFICACION DE LA INVESTIGACION

£l estudio realizado fue:

1) Retrospectivo, ya que toda la informacion serd obtenida de la revisidén de
axpedientes clinicos.

2) Transversal, ya gue las variables se mediran una sola vez sin pretender
analizar la evolucién de éstas,

3) Descriptivo por que se tratara de describir la asociacion entre varias variables
de una misma poblacién.

4) Observacional, ya que sblo se describira y medira el fendmeno sin intervenir en
el proceso.

6. MATERIAL ¥ METODO

A} CRITERIOS DE INCLUSION.

1.- Todos los pacientes atendidos en el servicio de inmunologia con
determinacion de anticuerpos anticardiofipina por el método de ELISA en el periodo
1989-1996.

2 - Pacientes a los cuales se les realizé, en el periodo marcado anteriormente,
determinaciones de anticardiolipinas, IgG e igM en el laboratorio del hospital con
resultado mayor de 23 GPL o mayor de 11 MPL respectivamente.

B) CRITERIOS DE EXCLUSION.
1.- Pacientes con mas de un mes de tratamiento estercideo o inmunosupresor
que puede negativizar los anticuerpos anticardiolipina.

C) MATERIAL.

1. Registro del laboratorio del cual se obtuvieron los numeros de los expedlentes
de los pacientes, a los cuales se les determind por ELISA, en el pericdo sefialado,
anticuerpos anticardiolipinas.

2. Expedientes seleccionados del archivo general de! Instituto Nacional de
Pediatria.
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3. Equipo de cémputo y software computacionat estadistico {SAS) y de base de
datos (Excel de Microsoft).

D) METODO.

1. Se reviso el registro del laboratorio para obtener los ndmeros de los
expedientes de lodos los pacientes a los que les fueron realizadas determinaciones de
anticardiolipinas en el periodo sefialado.

2. Se revisaron dichos expedientes y se extrajeron de ellos todos los datos que
se sefialan en la hoja de recoleccion de datos.

3. Segun estos datos se hizo el diagnoéstico de sindrome antifosfolipidos de
acuerdo al criterio propuesto por Alarcén-Segovia y cols. El criterio empleado fue: Al
menos uno de los datos principales asociados al Sindrome antifosfolipidos (trombosis
arterial y/o vencsa, anemia hemolitica con coombs directo positivo, trombocitopenia,
mielitis transversa o livedo reticularis) y positividad (tal y como se definid en los criterios
de inclusion) para anticardiolipinas IgG o IGM detectadas por ELISA (27).

4. Los datos de las hojas de recoleccion de datos de los pacientes que
cumplieron con todos los criterios, fueron “vaciados® ¥ ciasificados en un programa de
base de datos (Excel de Microsoft).

5. Se realizd el andlisis estadistico que se sefiala mas adelante utilizando el
programa SAS (SAS institute, 1992) y Epi-Info.

Determinacién de los anticuerpos lgG e IgM anticardiolipinas.

La determinacién de fos isotipos 1gG e IgM de las anticardiolipinas se realizé en el
laboratorio del INP utilizando et método de ELISA. Se usaron los “kits” reactivos
adquiridos de ImmunoWELL los cuales usan difosfatidil glicerol (cardiolipina} de corazén
de bovino como antigeno para la prueba.

El principio de deteccion es el siguiente: el suero se afade a las placas cubiertas
con el antigeno de bovino y se le permite reaccionar. Despues de “lavar® los AaCL que
no se unieron al antigeno, se permite reaccionar contra los anticuerpos séricos unidos a
anticuerpos anti-humanos conjugados con peroxidasa de rabano. La peroxidasa
reacciona con el 2,2°,azino-di-(etilbenzotiazolina sulfonato) (ABTS®), el cual constituye el
substrato cromatogénico. Finalmente se lee e color de la reaccion {la densidad optica)
espectrofotomeétricamente.

Los niveles de IgG o IgM son reportados como unidades GPL o MPL
respectivamente. Una unidad GPL o MPL se define como la actividad de enlace a
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cardiolipina de 1gG o IgM AaCL purificada en concentracién de 1 pg/mi obtenida de una
preparaciéon de suero estandar.

E) VARIABLES DEL ESTUDIO.

Variable Independientes:

1) Titulos de anticardiolipinas, IgG e IgM, medidos por el método de ELISA ¥
cuantificadas en unidades GPL o MPL (20).

2) En comparaciones alternativas: VDRL positivo.

Variables Dependientes:

1) Prueba de Coombs directa positiva

2) Anemia hemolitica

3) Trombosis

4) Trombocitopenia

5) Otros datos del SAF {livedo reticularis, mielitis transversa, migrafia, etc.)

QOtras Variables:

1) Anticuerpos anti nucleares y anti-DNA.
2) Niveles de complemento

3) Niveles séricos de inmunoglobulinas
4) Valoracion eiectroencefalografica

5) Valoracion oftaimolégica

6) Valoracién electrocardiografica

7) Pruebas de funcién respiratoria

8) Funcionamiento hepatico y renal

9) Tiempo de trombaoplastina parcial (TTP}
10) Tiempo de protrombina

Definicion de variables.

Sindrome antifosfolipidos (SAF).- Valores séricos de anticardiolipinas 19G o 1gM
mayores de 23 GPL o 11 MPL respectivamente y uno o més de los siguientes datos: a)
trombosis arterial o venosa, b) trombocitopenia, ¢} Livedo reticularis, d) mielilis
transversa, e) Anemia hemolitica con Coombs positivo.

Trombocitopenia.- Cuenta plaquetaria menor de 150,000 células/ml.




.

Anemia hemolitica.- Anemia (definida como hemoglobina menor de 10 g/dl)
coexistiendo con positividad para la prueba directa de Coombs y reticulocitos comregidos
»2.

TTP alargado.- mas de 40 segundos.

TP. menor de 80% sobre el TP del suero control.

F) ANALISIS ESTADISTICO

Se realizéd un analisis de regresién logistico para investigar la asociacion entre
anticuerpos anticardiolipinas y las variables clinicas y de laboratorio.

En un andlisis univariado exploratoric se intentd identificar una posible asociacién
entre los niveles de anticardiolipinas y las variables mencionadas. Para esto estimaron
los radios de disparidad (odds ratios=ORs) ligando la presencia de anficardiofipinas en
cualquier momento del estudio con la presencia de datos clinicos y de laboratorio propios
del sindrome de antifosfolipidos. Los niveles de significancia fueron calculados en base
a la hipétesis de que el loganitmo del OR es cero. La asociaciones identificadas fueron
entonces investigadas por un analisis de regresidn logistica multivariada a través de un
procedimiento de pasos en donde entraron, uno por uno, los factores de mas alta
significancia.

Se realizaron tfambién comparaciones entre grupos (niveles bajos y altos de
anticardiolipinas) y las frecuencias de los eventos en cada grupo se compararon con la
prueba de Chi cuadrada.

Para realizar lo anterior se usé el programa computacional SAS (SAS institute,
1992) o e! Epi-Info.
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6. RESULTADOS

Se analizaron un total de B0 expedientes de pacientes con positividad reportada
por el labcratorio para anticuerpos anticardiolipinas polivalentes. De estos 80
expedientes, 54 se encontraron completos y de estos, 43 pacientes se consideraron con
titwlos de AaCL (igG o IgM) francamente positivos. Los otros 11 pacientes se
consideraron con fitulos bajos de AaClL. De los 43 pacientes con AaCL francamente
positivos, 9 fueron masculinos y 34 femeninos. La edad promedio fue de 11 afics
{rango de 1 a 17 afos). De estos pacientes, 27 tuvieron diagnéstico de LES, 3 de
esclerodermia, 4 de poliarteritis nodesa y 3 de artitis reumatoide juvenil (ARJ) entre otros
diagndsticos (tabla 1). De los 43 pacientes, 20 (46.5%) cumplieron con los criterios
clinicos para SAF sefalados por Alarcén Segovia y cois. Todos los 20 pacientes con
SAF fueron del sexo femenino. No se encontraron casos de SAF primario. El porcentaje
de casos de SAF y los datos mayores del sindrome para cada uno de los diagndsticos se
muestra en la tabla 1.

No. de pacientes | TOTA CON ITROMBOCIT jTROMBOSI MIELITIS
[ SAF -QP. S TRANS.

LES 27 16 12 3 1
ESCLERQDERMIA 3 1 1 0 0
POLIARTERITIS 4 0 0 0 0
NCDOSA
ARJ 3 1 0 1 0
DERMATOMIOSITIS 1 0 0 0 0
PURPURA i 1 1 0 0
TROMBOCITOPENIC
A IDIOPATICA
OTROS 4 1 1° 17 0
TOTAL 43 20 15 5 1

Tabla 1. Distribucién, segin el diagnéstico clinico, de ios 43 pacientes francamente
positivos para AaCL determinados por ELISA. Se muestra también e! nimero de
pacientes, en cada padecimiento, que presentaron alguno de los datos mayores del
SAF: trombocitopenia, trombosis, livedo reticularis o mielitis tranversa. * este paciente
presento tanto trombocitopenia como trombosis venosa

De 1a tabla se deduce que el dato mas frecuente que se presentd en estos 43
pacientes (cuyos valores de AaCL fueron mayores de 23 para IgM o mayores de de 11
para lgG) fue trombocitopenia (34.9%) y que la trombosis sélo tuve una frecuencia del
11.6%. En la tabla 2 y gréfica 1 se presentan los datoes clinicos y de Iaboratonio que se
presentaron en estos 43 pacientes y que comunmente se han asociado con SAF. Un
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VDRL falso positivo se encontrd en el 19.4 %, una prueba de Coombs directa positiva se
presentd en un 45.2%, migrafia en un 18.6%, conwvulsiones en un 4.7% y alteraciones
neurosiquidtricas (diferentes a psicosis) en un 11.6% de los cases. En un 55% de los
€asos se encontraron alteraciones electroencefalograficas, sin embargo estas fuéron
inespecificas.

Signos y sintomas No. de casos Porcentaje
Trombocitopenia 15/43 34.9%
Trombosis Arterial 4/43° 9.3%
Trombosis venosa 2/43° 4.7%
Alteraciones neurosiquiat. 5/43 11.6%
Mielitis transversa 3 2.3%

| Migrafia 14/43 18.6%
Neuritis Optica 0/43 0%
VORL falso positivo 6131 19.4%
Coombs directo positivo 19/42 45.2%
Anemia Hermolitica 16/42 38.1%

Tabla 2. Frecuencia de los principales datos que se han observado en el SAF, en los 43
pacientes francamente positivos para uno de los dos isotipos de AaClL {(IgG>23 o
Igi>11).? un paciente presento tanto trombosis arterial, como trombosis venosa.

Al realizar un analisis de regresién en los 43 pacientes, no se encontrd una
correlacion significativa entre los titulos de ios dos isotipes de AaCL (IgG e IgM), es decir
los dos isotipos son independientes el uno del otro, Los titulos de IgG e IgM de AaCL
también fueron independientes de los niveles totales de lgG e lgM respectivamente.
Tarmpoco se observd una correlacion entre los titulos de AaCL (ya sea 1gG o IgM) y la
presencia y/o gravedad de alguno de los signos y sintomas sefalados en la tabla 2.
Inclusive algunos de los pacientes con titulos muy bajos de AaCL (y que por tanto fueron
excluidos del diagndstico de SAF de acuerdo a los criterios de inclusién) presentaron
algunos de los datos sefialados en la tabla 2. Estos fueron: Coombs directo positivo:
3/10, trombocitopenia : 2/10, anemia hemolitica: 2/10, migrana: 2/10, alteraciones
neurosiquiatricas 2/10, trombosis: 1/10 y convulsiones 1/10. No se encontrd en estos
pacientes positiidad para VDRL (0/8). En general se observo que los titulos de
anticuerpos no fueron predictivos para el desarrollo de SAF. Aunque ef promedio de los
titulos de AaCL tipo 1gG fue mayor para los pacientes con SAF, esta diferencia no fue
significativa en relacién con los pacientes que no desarrollaron alguno de los datos
mayores del sindrome (33.4 vs. 28.8).
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Aunque la positividad para VDRL no se correlaciond con los valores de AaCL, y
una comparacién de Chi- cuadradada no mostré diferencias significativas entre la
frecuencia de VDRL falso positivo entre pacientes con titulos muy bajos de anticuerpos
(IgM = 23 e 1gG < 11) y pacientes con titulos francamente positivos para algunas de los
dos isotipos de AaCL (IgM > 23 o IgG > 11), sin embargo, entre estos (ltimos pacientes,
el VDRL falso positivo fue un predictor confiable del desarrolio de SAF (cuadro 1). Por
otra parte, ni los titulos de AaCL, ni la positividad para VDRL, fueron predictivos del
desarrolio de episodios trombéticos.

sin SAF con SAF | Total

VDRL positivo 0 6 s
VDRL negativo 18 7 25
Total 18 13 31

Cuadro 1. Distribucién en una tabla de Chi cuadrada de 2 x 2, de 31 pacientes {de los 43
con titulos francamente positivos de AaCL) en quienes se realizo |a prueba de VDRL. La
frecuencia de VDRL positivo fue significativamente mayor en el grupo de pacientes con
SAF (segun los criterios definidos en material y métodos) . p < 0.01.

El Coombs positivo no fue predictivo ni para el desarrollo de trombosis ni para el
desamollo de SAF. Pero cuando se raelizo la prueba de Chi cuadrada para cada uno de
los dos isotipos de AaCL, en el caso de los AaCL 1gG, la frecuencia de Coombs positivo
entre los pacientes con litulos bajos (<23) fue significativamente menor que en os
pacientes con titulos altos (>23). Lo anterior fue valido también para la frecuencia de
anemia hemolitica entre pacientes con titulos bajos y altos de 1gG aCL {p < 0.05 en
ambos casos).

En la tabla 3 se sefiala el numero de casos de trombosis y trombocitopenia en
relacién con los titulos de AaCL y con la positividad para VDRL. No hubo diferencias
significativas en la frecuencia de trombosis o trombocitopenia cuando se compararon los
grupos con altos titulos o bajos titulos de AaCL {ni para lgG ni para IgM).
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[£]]

¥

AaCL IgG AaCL IgM
<23 GPL > 23 GPL <11 GPL >1 GPL
CON TROMBOSIS 3 3 1 5
SIN TROMBOSIS 25 22 12 21
¥? p = 0.81 p=063
CON ) 1 4 13
TROMBOCITOPENIA
SIN TROMBOCITOPENIA 22 14 9 27
v p=0.07 p=0.71
VDRL POSITIVO 1 5 0 8
VDRL NEGATIVO 17 16 10 23
y* p=011 p=0.11
PRUEBA D. DE COOMBS 8 15 5 18
+
PRUEBA D. DE COOMBS 19 11 8 22
e p=0.03 p=061
©A. HEMOLITICA + 2 10 2 10
A. HEMOLITICA - 8 7 2 12
e p = 0.045* p=0386

Tabla 3. Frecuencia de trombosis, trombocitopenia, VDRL positivo y Coombs positivo en
los diferentes grupos (altos y bajos titulos de AaCL). Las frecuencias se compararon con
la prueba de Chi cuadrada. En estas comparaciones no se tomé en cuenta el diagndstico
de SAF, solo ios titulos de anticuerpes. © Sdlo pacientes con LES  diferencia significativa

(p<0.05).

No se observd correlacién entre los titulos de AaCL y los titulos de anticuerpos
anti-DNA, ya sea nativo o desnaturalizado. Tampoco se chservd correlacién entre los
AaCL y otros tipos de anticuerpos (anti-nucleares, anti-ENA, anti-Ro} ni con ninguno de

los niveles de complemento sérico.
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7. DISCUSION

En este estudio analizamos la comelacién, en pacientes pedidlricos, entre los
niveles de AaCL en sus isotipos {gG e IgM, y la presentacién datos clinicos del SAF. El
SAF fue definido segun los criterios sefialados por Alarcén Segovia y cols., es decir,
titulos altos de AaCL (>23 para lgG y >23 para IgM) determinados por ELISA y uno o
mas de los siguientes criterios mayores: trombosis, trombocitopenia, livedo reticuaris, y
mielitis transversa. A

Aunque B0 pacientes fueron reportades con positividad para AaCL polivalentes,
no todos presentaron titulos francamente positivos para alguno de los isotipos, segun lo
cuantificado por el método de ELISA. Cabe mencionar que este método ha reportado la
mas alta sensibilidad para la deteccidn de estos anticuerpos (5). De 43 pacientes con
franca positividad para AaCL sdlo un 46% presentd uno de los dates necesarios para
diagnosticar SAF. Aungque no existen estudios que reporten que porcentaje de pacientes
con AaCL presentan SAF, este porcentaje parece bajo si se toma en cuenta que un bajo
porcentaje de sujetos sanos presentan titulos altos de AaCL (1). Si bien los sujetos aqui
reportados no son sanos, sino que presentan una serie de padecimientos autcinmunes,
entre {os cuales predomina el LES, existen pocos padecimientos en los que se ha
sugerido que los AaCL no son patogénicos, tal y como sucede para la sifilis o para la
enfermedad de Lyme (1). De los 43 pacientes con titulos altos de AaCL, 16 presentaron
SAF secundaric a LES, otros 11 pacientes con LES presentaron titulos altos de AaCL
pere sin sintomas de SAF. Otros 7 pacientes cursaron con LES y titulos bajos de AaCL.
Esto significa que sblo el 47% (16/34) de los pacientes pediatricos con LES y titulos
medibles de AaCL presentan SAF. Esta proporcidn parece relativamente baja si se
tomna en cuenta que se ha reportado que el 35-45% de los pacientes con LES presentan
datos de SAF (21), y en este estudio no se consideran los pacientes con LES y que son
negativos para AaCL. También resulté bajo el porcentaje de trombosis: 11.6% de los
pacientes con titulos altos de AaCL y 25% de los pacientes con SAF. Frecueniemente
se ha reportado que este dato esta asociado fuertemente a SAF (27) y que los pacientes
con AaCL estan en un estado protrombdético (28). Sin embargo estos estudios se han
realizado en adultos, en nifios existen pocos estudios y la mayoria son sobre la
frecuencia de AaCL en series de nifios con trombosis, y no sobre la frecuencia de
trombosis en nifios con titulos altos de AaCL. Nosotros sugerimos que la baja frecuencia
de trombosis en esta serie de pacienteés es por que en los nifos, contrario a lo gque
sucede en el adulto, existe poca posibilidad de dafio endotelial, lo cual parece necesario
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para que los AaCL actuen contra los fosfolipidos de la parte inlema de la membrana
citoplasmica de las células endoteliales (1). Siendo la trombosis una de las
consecuencias mas catastroficas del SAF, existe un interés en encontrar marcadores
predictivos de dicho acontecimiente. En nuestro estudio, ninguno de los datos de
laboratorio fue predictivo del desamollo de trombosis. Aunque se ha pensado que los
niveles de AaCL pudieran estar correlacionados con el desarrollo de trombosis, ya se ha
demostrado en adultos que esto no sucede asi (20).

Como cabria esperar, el padecimiento autoinmune més frecuente fué el LES. A
este le siguid en frecuencia la poliarteritis nodosa y et esclerodermia. La baja frecuencia
de estos dos ditimos padecimientos autoinmunes y del resto, hizo que no fuera posible
realizar un andlisis de la influencia de los AaCL en los padecimientos que no fueran LES.
En el Instituto en el periedo estudiado se encontraton 383 pacientes con diagnéstico de
LES de los cuales solo el 7% de ellos presentaron anticuerpos anticardiolipinas positivos
y solo un 4% cumplieron criterios para intergar un sindrome de antifosfolipides, en
comparacion con la literatura en que se ha reportado que hasta un 65% de todos los
casos, cursan con titulos elevados de AaCL, en cualquiera de sus tres modalidades(25).
No existe reportes que indiquen la frecuencia de AaCL en otros padecimientos
autoinmunes, por lo que seria muy valioso contar con la incidencia de los padecimientos
aqui reportados, en donde los nifios cursan con niveles elevados de AaClL.

Los titulo de AaCL no sélo no fueron predictivos para ei desarrollo de trombaosis,
sino tampoco para predecir |a presencia de SAF. Sin embargo, un falsa positividad para
VDRL si fue fuertemente predictiva del desarrollo de SAF, pero no de un evento en
particular (trombosis, trombocitopenia, o gravedad del padecimiento, juzgado por el
numero de datos de SAF que se presentan al mismo tiempo}. Los titulos de AaCL no se
comrelacionaron tampoco con la positividad para VDRL, pero siendo esta positividad
predictiva del desarrollo de SAF, se apoya la idea de que existe una subclase de AaCL
(en este caso los que dan positividad a la prueba de VORL) que son patogénicos (1).

Por otro lado se encontrd una buena correlacion entre los niveles de AaCL y ia
presencia de Coombs positivo, lo cual sugiere una reactividad de los AaCL contra los
fosfolipidos de la membrana del eritrocito. Esto es apoyado por la alta frecuencia de una
prueba de Coombs directa positiva y de anemia hemolitica en pacientes con titulos
francamente positivos para AaCL. De hecho, la tinica comelacion positiva encontrada
entre datos del SAF y los titulos de AaCL fue entre la positividad para la prueba directa
de Coombs y los titulos de IgG aCL. La frecuencia de Coombs positivo fue todavia
mayor si solo se toman en cuenta con 20 pacientes con SAF, lo cual sugiere, que al
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menos en nifos el dato de Coombs positivo y de anemia hemolitica debe de ser
considerado como una de las principales manifestaciones del SAF.
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