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L.- INTRODUCCION.




I.1.- RECUERDO HISTORICO.

La asociacidn de trombosis, tanto venosa como arterial y/o pérdidas
fetales de repeticion y/o trombopenia con la presencia de autoanticuerpos con
afinidad por los fosfolipidos anidnicos (véase anticuerpos anticardiolipina [aCL]
y/o anticoagulante lapico [AL]) se reconoce como sindrome antifosfolipido o

sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SAF) (1).

Dicho sindrome puede ocurrir en asociacidon a lupus eritematoso
sisttmico (LES) u otras enfermedades autoinmunes (SAF secundario) o en

ausencia de dichas patologias denominandose SAF primario (SAFP) (2-4).

El SAF nace con el desarrollo de los tests serologicos para sifilis iniciado
en 1907 por Wassermann. La denominacion de cardiolipina proviene de la
identificacion por Pangborn (5) del componente antigénico esencial utilizado para

dichos test a partir de corazon de vaca. Con el desarrollo de test serologicos mas



especificos para sifilis (6), Moore (7) identifica individuos con falsos positivos,
tanto transitoriamente (generalmente asociado a infecciones) como
persistentemente, objetivindose en este Gltimo caso un alto riesgo de desarrollo
de LES o enfermedades relacionadas (8). Finalmente, fueron primero Harris (9)
mediante RIA y posteriormente Loizou (10) mediante ELISA, quienes

consiguieron detectar directamente los aCL.

En la década de los 50 varios autores (11, 12) describen en pacientes con
LES un inhibidor adquirido de la coagulacion, acuiidndose el término AL afos
después (13). Aunque denominado anticoagulante por alargar los test de
coagulacidn in vitro y, en principio, descrito en pacientes con hemorragia (11), no
se ha demostrado asociacion con sangrados anormales (14) y si con fendmenos
tromboticos (15, 16), asi como con trombocitopenia y muertes fetales de

repeticion .

Aunque conocido desde décadas, no es hasta los afios 80 en que Hughes,

Harris y otros autores nos hacen tomar conciencia del SAF (9, 17-21).



I.2.- INMUNOLOGIA DEL SAF.

Aunque en un principio se creyd que el antigeno (Ag) sobre el que
actuaban los anticuerpos (Ac) antifosfolipido (AAF) eran los fosfolipidos, hoy en
dia se considera que son Ac contra proteinas plasmaticas o complejos de éstas con
fosfolipidos (22). Entre los multiples Ac, aquellos frente a beta 2-glicoproteina I
(Ac anti B2-GPI) y antiprotrombina son los méas frecuentemente encontrados en
pacientes con SAF, aunque otros muchos frente a complejos proteinas-fosfolipido

han sido involucrados (23).

2.1.- B2-GLICOPROTEINA 1.

En 1990 tres grupos diferentes publican simultdneamente la necesidad de
suero o plasma para que se produzca la union entre los aCL y la cardiolipina (24-
26), demostrando que era la beta 2 glicoproteina I (82-GPI) el componente
necesario para dicha ligazon. Posteriormente se caracteriz6 el lugar de union de la
32-GPI a los fosfolipidos anidnicos, localizidndose en el quinto dominio, en un

segmento rico en lisina (27, 28).

Descrita en 1961 por Schultze (29), fue Lozier (30) el primero en
determinar su secuencia aminoacida. La $2-GPI es una glicoproteina de 50 kD

perteneciente a la familia de proteinas de control del complemento al estar



compuesta por cinco de las secuencias repetitivas o “sushi domains” que las
caracterizan (31, 32). Esta presente en el plasma a una concentracion aproximada

de 200 pg/ml, circulando, en parte, asociada a lipoproteinas

Posee gran avidez por los fosfolipidos anidnicos, demostrandose,
mediante estudios in vitro, inhibicidn de la fase de contacto de la via intrinseca de
la coagulacion (33), la agregacion plaquetaria dependiente de la ADP (34), la
actividad protrombinasa dependiente de las plaquetas (35) y la generacion del
factor Xa generado por las plaquetas (36). Debido a lo anterior se le ha
adjudicado un papel anticoagulante in vivo, aunque en contra de dicho papel

estaria que su déficit no se asocia a trombosis (37).

Los aCL, a su vez, pueden unirse a la 32-GPI en ausencia de fosfolipido
(38, 39), si en el ELISA utilizado, las placas se irradian previamente. Otros
métodos de deteccion también corroboran este hecho (40, 41). El lugar de union

de los aCL no se conoce por el momento.

Un fendbmeno importante en el rol patogénico de la B2-GPI en el SAF es
la comprobacion de que su presencia distingue los aCL asociados a alteraciones
clinico-analiticas de aquellos no patogénicos, que ocurren asociados a infecciones
(26, 42). En este sentido, recientes estudios demuestran que los Ac anti 32-GPI se
asocian de manera mas especifica que los aCL a las manifestaciones clinicas del
SAF (41, 43, 44). Asimismo, Gharavi et al (45) demuestran la induccién de AAF

en ratones y conejos mediante la inmunizacion previa con 32-GPIL.



Por @ltimo, una parte de los Ac anti 32-GPI poseen actividad de AL (46-

48).

2.2.- ANTICUERPOS ANTIPROTROMBINA.

Dentro del conjunto de AAF y en el contexto historico del estudio del

AL se encuentran los Ac anti protrombina.

La presencia de AL fue descrita inicialmente por Loeliger (49) y
Rapaport (50) en pacientes con LES que presentaban sangrado y disminucidn de
la protrombina plasmatica. Bajaj et al (51) son los primeros en describir la
presencia de Ac anti protrombina en dos pacientes con AL e hipoprotrombinemia,
hecho que posteriormente se confirma en pacientes sin niveles bajos de

protrombina (52, 53).

Segtin el método utilizado su prevalencia en el SAF varia de un 50-55%
(placas de ELISA con irradiacion _ o con cloruro de polivinilo altamente

activado) hasta un 90% (placas de ELISA revestidas con fosfatidilserina) (54, 55).

Aunque los Ac anti 2-GPI y anti protrombina pueden desempefar
actividad anticoagulante, la alteracidon de los test de coagulacidon dependiente de

fosfolipido es diferente. Mediante estudios in vitro los Ac anti protrombina



alteran la conversion de protrombina en trombina mediante los factores Xay Vay
la conversidon del factor X por los factores IXa y VIII, siendo necesario la
presencia de fosfolipidos anidnicos para ambas reacciones, mientras que los Ac

anti B2-GPI Gnicamente alterarian la conversion de protrombina en trombina (56).

Diferentes estudios han demostrado la asociacidn de AL con trombosis,
hecho conflictivo en los estudios realizados hasta la fecha con Ac anti

protrombina (54, 57, 58).

2.3.- OTROS ANTIGENOS DIANA.

Oosting et al (59) encuentran en 7 de 30 pacientes con AAF, Ac frente a
complejos fosfolipido-proteina C o S, aunque este hecho no ha sido corroborado
por otros autores (60). En cuanto a los niveles de proteina C y S se encuentran
resultados discordantes (60, 61). Pengo et al (54) no encuentran asociacion de
dichos Ac con fendbmenos trombdticos, aunque si correlacion con los Ac anti

protrombina.

Los Ac anti anexina V ha sido investigada por diversos autores
encontrandose resultados discordantes (62). Recientemente, Satoh et al (63)
encuentran dichos Ac en pacientes con LES y los correlacionan con los episodios

tromboticos.



Otro tipo de Ac estudiados son los anti fosfatidiletanolamina, hallandose
en algunos pacientes con SAF (64), sugiriéndose que dichos Ac estarian dirigidos
contra el complejo fosfatidiletanolamina con kinindégeno de alto o bajo peso

molecular (65).

Aho et al (66) en su estudio de 146 pacientes con LES encuentran
asociacion entre Ac anti fosfatidilserina tanto con trombosis como con AL,
habiéndose publicado esta @iltima asociacion con AL previamente (67). Mediante
la inmunizacidon con Ac IgG anti fosfatidilserina en raton, Yodfat et al (68) fueron
capaces de provocar un SAF, sugiriendo, de acuerdo con otros autores (67), que la
manera de actuacidon seria mediante su union a fosfolipidos impidiendo la

formacion del complejo protrombinasa-protrombina.

Otros Ac se han encontrado o sugerido en pacientes con SAF (69, 70).



1.3.- FACTOR TISULAR.

El factor tisular (FT) es una glicoproteina de membrana de 295
aminoacidos (aa) que contiene una porcion extracelular de 219 aa, una porporcion
transmembrana hidrofobica de 23 aa y un tallo citoplasmatico de 21 aa (71). La

parte extracelular funciona como el receptor del factor (F) VII/VIIa (72).

Por sus caracteristicas estructurales pertenece a la superfamilia de

receptores de citokinas, que incluiria a interferon _/B y _-receptores (73).

Entre sus propiedades, es indudable que es el principal iniciador de la
coagulacion in vivo al unirse al F VII/VIIa, complejo que activaria tanto al F X
como F IX (74). Asimismo, existen datos suficientes que soportan su papel
fundamental en la trombosis e inflamacion asociada a sepsis, cancer, metastasis y
aterosclerosis, asi como fuerte sospecha de su rol en la angiogénesis y
embriogénesis asociada a tumores (75). Por @ltimo se ha sugerido una funcion

como receptor verdadero, mediando en la sefial intracelular.



3.1.- LOCALIZACION DEL FACTOR TISULAR.

Por técnicas inmunohistoquimicas se ha localizado en lugares
fisicamente separados de la circulacidon sanguinea como barreras tisulares entre el
cuerpo y el ambiente y limites entre 6rganos (ej. Adventicia de vasos sanguineos
y capsulas fibrosas de higado, bazo y rindn) (76). Debido a este patrdon de
distribucidon, el FT normalmente no se expresa en las cél. sanguineas y
endoteliales y, por lo tanto, solo una injuria vascular activaria la cascada de la

coagulacion.

A nivel celular, aparte de pericitos y fibroblastos componentes de o que
rodean los vasos sanguineos, gran cantidad de células de diferentes 6rganos
presentan FT como epitelio glomerular, células del sistema nervioso y pulmon,
miocitos cardiacos y células de la capa externa de la piel, pared del tracto

gastrointestinal, partes del tracto genitourinario y de la placenta (77).

3.2.- PROPIEDADES BIOLOGICAS DEL FACTOR TISULAR.

3.2.1.- FT y hemostasis.

De acuerdo con lo expresado anteriormente, inicamente una alteracion

de la barrera normal de las células endoteliales que separa la circulacidon

10



sanguinea del FT, provocaria la expresion de FT uniéndose al F VII o Vlla vy,
posteriormente iniciando la cascada de la coagulacion, que llevaria en Gltimo
término a la formacion de trombina y fibrina (78). La parte extracelular del FT
serviria como receptor del F VII o VIla (79) (el lugar de contacto entre F VIla y
FT se extenderia desde la base de la parte carboxiterminal hasta la cima de la

aminoterminal de la porcion extracelular del FT).

La union FT-F VII/VIIa aparentemente es independiente de la
composicion lipidica de la membrana en que se ancla el FT. Sin embargo, la
potencia con la cual este complejo cataliza la activacion de los F X y IX depende
fuertemente de la cantidad de fosfolipido anidnico para asociarse con el sustrato

(78).

Las primeras cantidades formadas de F Xa son cruciales para la posterior
produccion de trombina (F II) (80). A su vez, la trombina posee efectos feedback
positivos incluyendo la activacion del F VIII y V, asi como es un potente
activador de las plaquetas. Pero el F Xa formado via FT es rapidamente
inactivado por la antitrombina y el inhibidor de la via del FT (TFPI), mientras que
el F Ixa se inactiva mas lentamente y se una a las plaquetas activadas por la

trombina via F VIIIa (81).

3.2.2.- Expresion de FT en monocitos perifericos.

Para objetivar la expresion de FT en monocitos se ha utilizado

11



estimulacion con lipopolisacarido (LPS) comprobandose que aunque dicha
expresion es constante en un individuo determinado, puede variar hasta 50 veces
entre distintas personas. Los individuos con alta expresion, ésta puede estar

mediada por la interaccion entre plaquetas y monocitos (82).

Los granulocitos incrementarian la expresion del FT inducida por LPS en
monocitos al interaccionar con las plaquetas y dicha interdependencia celular se

bloquearia con Ac anti P-selectina (83).

3.2.3.- FT y trombosis venosa.

Aunque se desconoce el evento inicial que provoca la trombosis venosa,
la activacion de la coagulacion junto el éstasis serian esenciales en su patogénesis.
En situaciones de alto riesgo, como cirugia mayor y trauma, se ha reportado un
incremento de la expresion del FT, aunque no se ha correlacionado con la
trombosis clinica ni con la activacion de la coagulacion. Fuera de las anteriores
situaciones, la formacion del trombo se podria explicar por exposicion del FT a la
sangre secundario a dafho de la pared vascular, activacion de células endoteliales

y/o recrutamiento de leucocitos activados (75).

El dano de la pared vascular Gnicamente parece jugar un papel en la
trombosis asociada a trauma mayor. Aunque in vivo no se ha demostrado la
activacion de la coagulacidon por monocitos, existen trabajos in vitro que

demuestran su participacion en la formacion del trombo en areas de éstasis (84).

12



3.2.4.- FT, aterosclerosis y trombosis arterial.

La aterosclerosis es la primera causa de trombosis arterial (85). La
mayoria de las células presentes en la placa (endoteliales, mononucleares y
musculares lisas) son capaces de sintetizar FT en respuesta a una serie de
moléculas implicadas en el proceso de aterosclerosis (citokinas, factores de
crecimiento, LDL modificada, etc) (86). En modelos animales ateroscleroticos o
bajo dieta aterogénica se ha comprobado incremento de la actividad del FT asi
como incremento de la actividad procoagulante en respuesta a endotoxina (87,
88). Asimismo se ha comprobado en modelos animales sometidos a isquemia y

reperfusion (89).

Los monocitos juegan un papel crucial en el desarrollo de lesiones
aterosclerdticas. Cuando se transforman en macrdfagos en la pared de los vasos
son “scavengers” para la LDL-ox. Posteriormente se transformarian en células
espumosas (evento mas temprano en el proceso de aterosclerosis). Excepto el
endotelio, tanto las areas celulares como acelulares de las lesiones ateroscleroticas
expresan FT (86, 90) y existe gran evidencia que la ruptura de la placa esta

mediada por la expresion de FT que provocaria la formacion de trombos (75).

Aunque no existe evidencia de activacion del sistema de coagulacion en
fases tempranas del proceso de aterosclerosis, las plaquetas pueden jugar un papel
importante. Las plaquetas activadas por la trombina inducen IL-8 y proteina-1

quimiotactica de monocitos (MCP-1) en monocitos, productos asociados al
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desarrollo de aterosclerosis (91).

Trabajos preliminares demostraban que la LDL-ox era capaz de inducir
la expresion del FT en células del sistema monocito/macrofago (92) asi como en
células endoteliales(93). Posteriormente se determino que la LDL-ox por si
misma no es capaz de inducir el FT, aunque si aumentar su expresion en
presencia de LPS (94). Un mecanismo propuesto seria que los monocitos
expuestos a la LDL-ox en la lesion de la intima de los vasos, en presencia de
alglin estimulo (LPS u otro) expresaria FT, lo que provocaria el estado de

hipercoagulabilidad del proceso aterosclerotico.

3.2.5.- Otras funciones del FT.

Aparte de las expuestas anteriormente, el FT estarfa involucrado en otros

Procesos.

De entre ellos, la coagulacidon intravascular diseminada (CID) sea la
patologia en la cual los estudios mejor definen el rol del FT (95). Asi, la
coagulopatia del anterior proceso se ha logrado prevenir mediante Ac anti FT y
anti F VII/VIIa o inhibidor de la via del FT (95, 96). Parece ser que serian las
células del sistema mononuclear fagocitico las que expresarian sustancias
promotoras de la coagulacion, amén de otras, como citokinas que inducirian un

estado protrombdtico (97).
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Existen diferentes publicaciones que avalan que el FT es fundamental en
el proceso de formacion y crecimiento de tumores sdlidos por un proceso distinto
al de la activacion del sistema de la coagulacion por el FT, controlando el balance
de los procesos de angiogénesis y antiangiogénesis de las células tumorales (98,

99).

Varios trabajos realizados en embriones FT -/- homocigotos demostraron
que el embarazo no pudo ser llevado a término, lo que soporta el papel del FT en
el desarrollo embrionario, ya sea por mecanismos asociados a la hemostasis
(hemorragia de los vasos sanguineos embrionarios y extraembrionarios) o por un
papel del FT en el desarrollo de los vasos sanguineos (diferencias de la letalidad

de estos embriones con neonatos deficientes de fibrindgeno) (100, 101).

Debido a la similitud estructural con receptores de citokinas se llevaron a
cabo estudios que a la postre soportan la funcion como verdadero receptor del FT

(74).
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I.4.- LDL-ox.

4.1.- CONCEPTO.

Se ha establecido que cuando la concentracion plasmatica de colesterol
supera los 150 mg/dl, el riesgo de complicaciones de la aterosclerosis se
incrementa de forma continua (102). Por otro lado, estudios de prevencidon
primaria como secundario, incluyendo trabajos angiograficos, demuestran que el
proceso de aterosclerosis se aminora si se disminuyen las cifras de colesterol

plasmatico (103).

Sin embargo, existe gran variabilidad en la expresion clinica de la
enfermedad ateroembolica dado un nivel de colesterol, diversidad que puede

reflejar la fisiopatologia compleja y multifactorial de dicha enfermedad.

La estria grasa estd considerada como la primera lesion precursora del
proceso de aterosclerosis, por lo que la mayoria de la investigacion se ha centrado
en el proceso de formacion de dicha lesion y en el mecanismo por el que los
monocitos (principal componente celular de la estria grasa) acumulan colesterol

(104).

Golstein et al (105) fueron los primeros en mostrar que la acetilacion de
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la lipoproteina de baja densidad (LDL) aumenta la captacion macrofagica de ésta
a través de un nuevo receptor que denominaron “acetil LDL”. Posteriormente se
objetivd que otras modificaciones oxidativas de la LDL (LDL-o0x) también eran
reconocidas por este receptor (106, 107). Mediante cultivos de células
endoteliales o musculares lisas se comprob0o, que la LDL era oxidada y ésta
ocasionaba por un lado, la captacion mas rapida por parte de los macrofagos vy,

por otro, era citotdxica para las anteriores células (108).

El incremento en la velocidad de captacion de la LDL por los
macrodfagos, también se consigue mediante otras modificaciones como quimicas,
formacidon de autoagregados o complejos con otras moléculas e

inmunocomplejos.

4.2.- FORMACION DE LA LDL-ox.

Se ha determinado que la oxidacion de la LDL es necesaria para la
captacion del colesterol por parte del macréfago y su acumulacion celular (103).
La molécula de LDL esta compuesta por una proteina de alto peso molecular
(apolipoproteina B), lipidos tanto neutros como polares y antioxidantes

(fundamentalmente vitamina E y B3-caroteno) .

Aunque se desconoce el proceso in vivo, por estudios in vitro, parece ser
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que el proceso oxidativo comenzaria por los acidos grasos poliinsaturados de los
fosfolipidos de la superficie de la molécula de la LDL. Dicho proceso se
extenderia a los lipidos del core, afectando a la molécula de colesterol,
fosfolipidos, alterando y degradando la apolipoproteina B (apo B) (109). La
consecuencia seria la formacion de esteroles oxidados, acidos grasos oxidados y
compuestos de éstos con fosfolipidos y proteinas. Se cree que éstos Gltimos serian
los responsables de la creacion de epitopos en la apo B, que son los que

reconocerian los receptores macrofagicos (110).

4.3.- LUGAR DE MODIFICACION DE LA LDL.

Se asume que la oxidacidon comenzaria en lugares protegidos de los
antioxidantes del plasma, como la intima arterial. A nivel plasmatico, debido a la
accion de las sustancias antioxidantes, la LDL se oxida en minimas cantidades

que son retiradas del plasma por las células sinusoidales hepaticas (111).

4.4.- LDL-ox Y ATEROGENESIS.

Con la modificacion oxidativa la LDL adquiriria una serie de

propiedades que la sustancia nativa no posee y que podriamos clasificar en tres
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tipos: incremento de la captacion de colesterol por los macréfagos, provocacion

de respuesta inmune y alteraciones a nivel de la pared arterial y de la coagulacion.

4.4.1.- Incremento de la captacion de colesterol por los macrofagos.

Las primeras observaciones sobre la LDL-ox comprobaron que ésta era
captada de forma aumentada por los macrofagos. Dicho incremento se debe en
parte a la incapacidad para degradar la LDL-ox tan rapido como la forma nativa,
se cree que debido a alteraciones en enzimas intracelulares producidas por los

productos oxidados (112).

4.4.2.- Provocacion de respuesta inmune.

Numerosos estudios corroboran la presencia de autoanticuerpos frente a
la LDL-ox (Ac anti LDL-0x) tanto en plasma de humanos como animales (113-
115), asi como la correlacidon de altos niveles de dichos Ac con la aterosclerosis
(116-118). Asimismo, estos Ac reconocen epitopos de la LDL-ox (119) y estan

presentes dentro de lesiones ateroscleroticas (120).

La LDL al ser minimamente oxidada es quimiotactica para los
macrofagos, con lo que se formaria un circulo vicioso atrayendo mas monocitos
que se transformarian en macrofagos con lo que se oxidaria y se acumularia mas
LDL (102). Este proceso deberia, en principio ser beneficioso, pues la funcion de

los macrodfagos seria la retirada de productos toxicos y reparacion del dano tisular,
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pero la LDL-ox inhibe la motilidad de los macrofagos, con lo que quedarian

atrapados (102).

Durante el proceso de oxidacion se formarian una serie de productos
polares (incluyendo esteroles) que mediarian la citotoxidad celular evidenciada de

la LDL-ox (121).

La LDL-ox provocaria cambios en las células de la pared arterial lo que
produciria alteracion en la habilidad de éstas para secretar factores quimiotacticos
(ej. Proteina I quimiotactica de monocitos) (122), de crecimiento (como factor
estimulador de colonias de macrdfagos, granulocito-macrofagicas y
granulociticas) (123) y citokinas (como interleucina I), todos ellos fundamentales

en el proceso de aterosclerosis.

4.4.3.- Alteraciones de la coagulacion y de las propiedades de la

pared arterial.

Diferentes estudios han demostrado que la LDL-ox provocaria
estimulacion de la agregacion plaquetaria (124) y una activacion de las vias de la
coagulacion madiante un incremento de la actividad de la tromboplastina tisular
(92) y estimulacion de la expresion y secrecion del FT por monocitos o células

endoteliales (125).

La LDL-ox produciria disfuncion endotelial manifestindose por una
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alteracion de la vasodilatacion (126), disminucion de la sintesis y liberacion de

oxido nitrico (127) y niveles elevados de endotelina (128)
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I1.- HIPOTESIS DE TRABAJO.
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Como se ha descrito, el SAF es una enfermedad caracterizada por

fendmenos trombdticos, entre otros eventos clinicos, y por la presencia de AAF.

Aunque producto de gran investigacion, sobre todo en la Gltima década,
el o los mecanismos responsables del estado protromboético de este sindrome
permanece sin dilucidar. En este sentido se han involucrado diferentes
mecanismos como son alteraciones de la via de la proteina C o S, de la
fibrinolisis, inhibicidn de la prostaciclina o alteraciones del endotelio sin que
ninguno de ellos logre explicar convenientemente el proceso en su conjunto. El
estudio del FT, considerado, hoy en dia como el mayor iniciador de la
coagulacion, en pacientes con SAF, podria explicar el porqué de dicha

trombofilia.

Por otro lado, la LDL-ox estd considereda como una sustancia
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fundamental en el inicio y desarrollo del proceso de aterosclerosis, encontrandose
particulas de dicha molécula en placas de ateroma en fase temprana asi como
favoreciendo la captacion macrofagica de LDL y favoreciendo la transformacion
de estas Gltimas células en espumosas. Por otro lado, la LDL-ox es inmunogena,
provocando la formacidon de Ac anti LDL-ox, que aparte de ser un marcador de
progresion de aterosclerosis y encontrarse en enfermedades inflamatorias, se han
aislado en sujetos con LES con y sin SAF. Ademas, se ha sugerido una

reactividad cruzada entre los aCL y los Ac anti LDL-ox.

Hemos diseniado el presente trabajo con el objeto de estudiar el efecto del
suero de pacientes con SAF primario en la expresion de FT en monocitos asi
como la presencia de Ac anti LDL-ox en dichos pacientes. Se intentaran
correlacionar estos parametros con los Ac caracteristicos de ésta enfermedad y se

buscara su relacion con los episodios tromboticos.
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III.- OBJETIVOS.
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Se incluyen 0(nicamente un grupo homogéneo de pacientes
diagnosticados de SAF primario, caracterizados por presentar al menos un

episodio trombotico, ya sea arterial o venoso y por la presencia de aCL IgG.

A todos ellos se realizan las siguientes determinaciones:

1.- Ac anti B2-GPI

2.- Ac anti LDL-ox

3.- Expresion de FT en monocitos de sangre periférica.
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IV.- PACIENTES Y METODOS.
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IV.1.- PACIENTES.

Se estudian 35 pacientes, procedentes del Hospital Xeral de Vigo y Vall
d’Hebron de Barcelona, que cumplian criterios diagnosticos de sindrome
antifosfolipido primario (129), en base a presentar un episodio trombdtico y aCL
IgG positivos en al menos dos ocasiones. A todos los pacientes se realizo historia
clinica y examen fisico descartando la presencia de criterios clinicos de exclusion

(1), asi como anticuerpos antinucleares y anticuerpos anti DNA nativo.

1.1.- CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE TROMBOSIS.

Los siguientes procedimientos se realizaron para el diagnostico de los

eventos tromboticos:

Venografia para la trombosis venosa profunda (TVP) .

Gammagrafia pulmonar o arteriografia para el tromboembolismo

pulmonar.

Arteriografia para la trombosis arterial, excepto en el territorio cerebral o

miocardico.
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Tomografia axial computerizada para el accidente cerebrovascular.

El infarto agudo de miocardio se diagnosticoO en base a clinica

compatible, elevacion de CPK y trastornos electrocardiograficos caracteristicos .

1.2.- GRUPO CONTROL.

Se estudio un grupo de personas sin patologia conocida procedentes de
una agencia gubernamental. A todos se les explico la naturaleza del estudio,

prestandose voluntariamente.
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IV.2.- METODOS.

2.1.- DETERMINACIONES GENERALES.

Todas las extracciones se realizaron antes de las 9 am en ayunas. Para la
obtencion de suero, la sangre extraida se centrifugd durante 15 minutos a 600 g en

una centrifuga de rotores horizontales.

El hemograma, estudio de coagulacion y parametros bioquimicos se

realizaron en los laboratorios del hospital de procedencia.

2.2.- ANTICUERPOS ANTICARDIOLIPINA.

Los aCL fueron medidos utilizando un ELISA standarizado seglin esta

descrito (130).
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2.3.- ANTICOAGULANTE LUPICO.

La presencia de AL se determin0 seglin esta descrito en plasma pobre en
plaquetas (nimero de plaquetas menor de 10x10%) mediante el tiempo parcial de
tromboplastina activada, tiempo de coagulacion de kaolin y tiempo de veneno de
vibora de Russell. Unicamente se pudo confirmar su presencia en aquellos

pacientes que no estuvieran anticoagulados en el momento del estudio.

2.4.- ANTICUERPOS ANTI BETA 2 GLICOPROTEINA 1.

Los Ac anti B32-GPI fueron detectados por ELISA utilizando (32-GPI
humana como antigeno y placas de ELISA irradiadas seglin esta descrito (131).
Resumiendo, microplacas irradiadas (Sumilon Bakelite tipo C, Tokio, Japdn) se
revistieron con 50 ul de B2-GPI purificada humana a una concentracion de 4
ug/ml en PBS y se incubaron durante una noche a 4°C. Posteriormente, los
pocillos se bloquearon con gelatina al 3% durante una hora a 37°C. Después de
tres lavados con PBS-Tween, se afiadieron por duplicado 50 pl de suero diluido
en PBS que contenia 1% de BSA al 1:50. Las placas fueron incubadas durante
una hora a temperatura ambiente, afidiéndose Ig G de cabra antihumana

conjugada con fosfatasa alcalina y sustrato.
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2.5.- ANTICUERPOS ANTI LDL-ox.

El aislamiento de LDL, su modificacion y la deteccidn de anticuerpos

anti LDL-ox fueron realizadas segin esta descrito (132).

La LDL fue aislada de plasma procedente de adultos sanos por
ultracentrifugacion de gradiente de densidad. Por hidrolisis acida de

malonaldehido bis dimethylacetal se obtuvo malonaldehido (MDA).

Los anticuerpos anti LDL-ox fueron detectados por ELISA. Las
microplacas (Immulon 4) (Dynatech laboratories Inc.) fueron revestidas con
MDA-LDL a una concentracion de 5 yg/ml en PBS que contenia 2 mM de EDTA
(BDH Chemicals Ltd) y 20 yM de hidroxitolueno butilado (Sigma Chemical Co.)
e incubadas a 37° C durante 2 horas y posteriormente a 4° C toda la noche. Las
placas fueron lavadas con PBS-Tween (Sigma) y los pocillos bloqueados con 150
ul de gelatina al 0.5% (BDH) durante 1 hora a 37° C. Después de 4 lavados, se
anadio por duplicado 50 ul de suero diluido con PBS-Tween que contiene 1% de
albimina sérica bovina (BSA) al 1:100. Las placas fueron incubadas durante 2
horas a temperatura ambiente y lavadas cuatro veces. Se anadieron 50 pl/pocillo
de la dilucion apropiada de IgG antihumana de cabra conjugada con fosfatasa
alcalina (Sigma) en PBS-Tween con 1% de BSA y se incubd a temperatura
ambiente durante 1 hora. Después de cuatro lavados, se anadieron 100 ul/pocillo
de solucidon de 1 mg/ml de p-nitrofenilfosfato disdédico (Sigma) en buffer

dietanolamina 1M, pH 9.8. La densidad optica a 405 nm (OD405) se midid
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mediante un aparato Titretek Multiskan MC (Flow laboratories). Los resultados
se expresan como OD405 y la ligazon a la LDL-ox se calcula sustrayendo la
OD405 obtenida del pocillo revestido de LDL de aquella del pocillo revestido de

MDA-LDL.

2.6.- EXPRESION DE ANTIGENO DE FACTOR TISULAR EN

MONOCITOS.

2.6.1.- Obtencion de células mononucleares de sangre periferica.

Se extrajo sangre de donantes en tubos de heparina de litio. Esta fue
centrifugada sobre un gradiente de Ficoll- Paque a 400 g durante 30 minutos
(min). Se recogid la capa de células mononucleares resultante y se lavd con PBS
(Phosphate Buffer red Saline) por centrifugacion a 400 g durante 10 min., tres
veces. Las células finalmente obtenidas, se resuspendieron en medio de cultivo

RPMI 1640 a una concentracion final de 107 células por mL.

2.6.2.- Incubacion con sueros problema.

Se mezclaron 100 microlitros (L) de la suspensidon de las células
obtenidas anteriormente (que corresponde a una concentracion de 10° células por

mL) con 40 uL de suero procedente de los distintos grupos estudio (controles,
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pacientes con sindrome antifosfolipido primario y sujetos con infarto de
miocardio). Dicha mezcla se incubd durante seis horas en estufa de cultivo a 37°

C con 95% de humedad y 5% de CO2.

Tras la incubacion, se lavaron los tubos con la mezcla de células
mononucleares y suero de los distintos grupos con PBS por centrifugacion a 400

g durante 10 min., dos veces.

2.6.3.- Marcaje con anticuerpo monoclonal anti factor tisular.

Cada uno de los tubos con células obtenidos tras la Gltima sesidn se
marcaron con 10 uL. de anticuerpo monoclonal antifactor tisular marcado con
isocianato de fluoresceina (FITC). Posteriormente, se incubaron durante 20 min. a

temperatura ambiente y en oscuridad.

Como control de fluorescencia negativa se utiliz6 un monoclonal de

raton inespecifico marcado con FITC (laboratorios Becton Dickinson).

Tras la incubacion, se anadid un mL de PBS a cada tubo.

2.6.4.- Lectura de monocitos fluorescentes positivos para factor

tisular por citometria de flujo.

Se marc6 las células mononuleares de un tubo control con anticuerpos

monoclonales anti CD14 (marcado con ficoeritrina) y anti CD45 (marcado con
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FITC). Posteriormente, se determind una ventana positiva para CD14 y CD45

(correspondiente a monocitos).

A continuacidn, se procedio al paso por el citometro de flujo de los
distintos tubos que contenian los distintos sueros problema tras la Gltima

modificacion descrita en el apartado 3.

Para cada muestra se contaron un total de 1000 monocitos y se dio como
porcentaje de monocitos positivos para factor tisular lo que sobrepasaran en

fluorescencia a la obtenida con el monoclonal de ratdon inespecifico.

2.7.- ANA.

Se determinaron mediante inmunofluorescencia indirecta sobre células
HEP-2 (Anafluor®; DiaSorin Inc, Stillwater, MN 55082-0285 U.S.A.), siguiendo

la técnica descrita por la casa suministradora.

2.8.- anti-DNA.

Se determinaron mediante inmunofluorescencia indirecta utilizando

organismos Crithidia luciliae (nDNA Fluoro-Kit™; DiaSorin Inc, Stillwater, MN
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55082-0285 U.S.A.), siguiendo la técnica descrita por la casa suministradora.
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IV.3.- ESTUDIO ESTADISTICO.

Los datos utilizando el programa estadistico SPSS 8.0. Las variables
cualitativas fueron evaluadas mediante la prueba de Chi-cuadrado o el test exacto
de Fisher segln estuviera indicado. Los datos cuantitativos se manejaron
utilizando la t de student o el test de Mann-Whitney seglin la distribucion fuera

normal o no.

Para el estudio de correlaciones se utilizd la prueba no paramétrica de

Spearman.

Mediante un estudio de regresion logistica uni y multivariante (inclusion
p < 0.10 y exclusion p > 0.15) se evalud el riesgo de desarrollar trombosis,
catalogado mediante el odds ratio con intervalo de confianza 95% (IC 95%). En
las variables cualitativas el riesgo se evalud en base a la presencia o ausencia del
factor, mientras que en las cuantitativas se calculd para incrementos en cinco

puntos de las unidades de referencia.
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V.- RESULTADOS.
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Se presentan en primer lugar las caracteristicas clinicos y factores
predisponentes de enfermedad trombotica. Posteriormente se expondran los
valores de los diferentes parametros objeto de este estudio. Finalmente se
evaluaran, mediante un estudio uni y multivariante, dichos parametros como

factores de riesgo para enfermedad trombdtica en los pacientes con SAFP.
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V.1.- DATOS GENERALES.

1.1.- EDAD Y SEXO DE LOS PACIENTES Y CONTROLES.

La edad media de los pacientes fue de 39 + 13 afos y la del grupo
control de 39 + 11 afnos (t = 0.03, p = 0.97). 23 pacientes (66%) pertenecieron al

sexo femenino, no existiendo diferencias con respecto al grupo control (p =0.5).

1.2. ANTECEDENTES PERSONALES DE INTERES.

Los antecedentes de tabaquismo, hipertension arterial (HTA), obesidad,
diabetes Mellitus y toma de anticonceptivos orales (ACO) fueron considerados
como variables y se catalogaron como presencia o ausencia del factor. Los

resultados se exponen en la tabla 1.

Entre los pacientes, siete eran fumadores, seis obesos y en siete se
objetivd HTA siendo las diferencias con respecto al grupo control para estas

variables significativas.
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Tabla 1. Resultados obtenidos de las variables tabaco, HTA, obesidad, diabetes

y toma de anticonceptivos orales.

Controles Pacientes X2 p

N° (%) N° (%)

Si No Si no
Tabaquismo  0(0) 40(100)  7(20) 28 (80) 8,82 0,003
HTA* 0 (0) 40 (100) 7 (20) 28(80) 8,82 0,003
Obesidad 0(0) 40 (80) 6(17,1) 29(82,9) 7,45 0,006
Diabetes 0(0) 40 (100) 1(2,9) 34(97,1) 1,16 0,28
ACO* 0(0) 40 (100) 1(2,9) 34(97,1) 1,16 0,28

*HTA: hipertension arterial

"ACO: toma de anticonceptivos orales
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V.2.- CLINICA.

2.1.- EVENTOS TROMBOTICOS.

Ningun control presentd trombosis.

Del conjunto de pacientes, 20 presentaron trombosis Ginicamente venosa,

trece en territorio arterial y en dos casos a nivel arterio-venoso.

2.1.1.- TROMBOSIS UNICA.

Un total de 26 pacientes presentaron un (nico episodio trombdtico,

distribuyéndose de la siguiente manera : 17 fueron venosos y nueve arteriales.

Con respecto a las trombosis venosas, la afectacidon ocurridé en
extremidades inferiores en 14 ocasiones (diez derechas, tres izquierdas y una
bilateral) evidenciandose concomitantemente tromboembolismo pulmonar (TEP)
en cinco pacientes. Las tres restantes afectaron a territorio pulmonar, retiniano y

extremidad superior izquierda en una ocasion respectivamente.

A nivel arterial se constataron cinco pacientes con accidente

cerebrovascular (ACV), dos infartos agudos de miocardio (IAM), una trombosis
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de arteria femoral y otra de cardtida.

2.1.2.- TROMBOSIS DE REPETICION

En nueve pacientes el fendmeno tromboético recidibd, de los cuales en

siete afect6 al mismo territorio (venoso o arterial) y en dos a diferente.

Entre los tres pacientes con afectacion venosa pura, en el primer episodio
dos presentaron afectacion femoro-poplitea, objetivindose concomitantemente
TEP en ambos, mientras que el tercer paciente solamente se diagnosticO TEP. En
los tres casos los episodios secundarios Onicamente afectaron al territorio

pulmonar.

En los casos con afectacion tGnica arterial, la trombosis inicial se detectd
en tres casos en forma de ACV y en uno a nivel femoral. Los episodios

posteriores consistieron en ACV e IAM en tres y un paciente respectivamente.

2.2.- ABORTOS DE REPETICION.

De las 23 pacientes, en tres se evidenciaron abortos de repeticion (al
menos tres episodios). Dichas pérdidas ocurrieron en el primer y segundo

trimestre del embarazo. Dos pacientes pertenecen al grupo de trombosis arterial y
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una al de trombosis venosa.

2.3.- OTROS EVENTOS.

Se encontr6 Livedo reticularis en cinco pacientes, de los cuales tres
pertenecieron al grupo de trombosis arterial y uno al venoso. Asimismo, se
objetivd fendmeno de Raynaud en un paciente perteneciente al grupo de

trombosis venosa.
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V.3.- DATOS DE LABORATORIO.

3.1.- ANA Y anti-DNA.

En 20 ocasiones se detectaron ANA positivo, siendo en todos los casos
anti-DNA negativo. Once pacientes pertenecieron al grupo de trombosis venosa y

nueve al de arterial.

3.2.- TROMBOPENIA.

Unicamente un paciente presentd trombopenia, perteneciendo al grupo

de trombosis venosa.

3.3.- ANTICOAGULANTE LUPICO.

En ninguno de los controles se evidencid TTPa alargado. Con respecto a
los pacientes, 17 fueron positivos para anticoagulante lapico. De estos Gltimos,

nueve pertenecieron al grupo de trombosis venosa, siete al de arterial y uno al
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mixto.

3.4.- LIPOPROTEINA DE BAJA DENSIDAD.

Las medias y errores tipicos fueron de 103 +5 Ul y de 115 + 6 Ul en los

controles y casos respectivamente (diferencia no significativa) (figura 1).

Asimismo, en el conjunto de trombosis venosa y arterial fueron de 116 +

6 Uly 116 + 12 UI (p no significativa) (figura 2).
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Figura 1: Valores correspondientes a la LDL entre casos y controles.
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Figura 2: Valores de LDL entre pacientes con trombosis arterial y venosa.
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V.4.- PARAMETROS OBJETO DE ESTUDIO.

4.1.- ANTICUERPOS ANTICARDIOLIPINA TIPO Ig G.

Con respecto a los controles, en un caso se objetivo positividad a titulos

bajos (20 GPL).

Debido a los criterios de seleccion, todos los pacientes fueron positivos
para aCL Ig G obteniéndose una mediana de 27 GPL con una amplitud

intercuartil de 35 (minimo de 15 GPL y méaximo de 135 GPL).

En el grupo de pacientes con trombosis venosa la mediana y amplitud
fueron las siguientes: 26 GPL y 36 GPL (minimo 15 y maximo 135), mientras
que en el grupo de trombosis arterial los valores fueron de 33 GPL y 30 GPL
(minimo 15 y maximo 135) respectivamente. La diferencia entre ambos grupos no

fue significativa (p= 0.77) (figura 3).
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Figura 3: Valores (mediana) de aCL entre pacientes con trombosis arterial y

venosa.
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4.2.- ANTICUERPOS ANTI BETA-2-GLICOPROTEINA.

Un control fue positivo con un titulo de 15.

En el grupo de pacientes, el 88% presentaron valores positivos,
obteniéndose una mediana de 14 (amplitud 14), con valores distribuidos entre O y

90.

Las medianas para los casos con trombosis venosa y arterial fueron de
13.5 y 14 respectivamente (amplitud de 13 y 17.5, respectivamente) (p= 0.91)

(figura 4).
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Figura 4: Valores de Ac anti 32-GPI entre pacientes con trombosis arterial y

venosa.
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4.3.- ANTICUERPOS ANTI LIPOPROTEINA DE BAJA

DENSIDAD OXIDADA.

En el grupo control se obtuvo una mediana de 97 OD y una amplitud de
75 OD. En los pacientes, los resultados obtenidos fueron los siguientes: 240 y 158
OD (mediana y amplitud) (minimo y maximo de 23 y 753 OD). La diferencia fue
estadisticamente significativa (p= 0.000), (figura 5). Un 65.7% (23) de los

pacientes fueron positivos.

Figura S: Valores (mediana) de Ac anti LDL-ox entre casos y controles.




Nueve pacientes (60%) en el grupo de trombosis arterial y 15 (68%) en
el de trombosis venosa presentaron valores positivos. Los resultados obtenidos en
los grupos de trombosis venosa y arterial fueron los siguientes respectivamente
(expresados en mediana y amplitud): 246 y 143 OD y 222 y 207 OD (p= 0.29)

(figura 6).

Figura 6: Valores (mediana) de Ac anti LDL-ox pacientes con trombosis arterial

y venosa.
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4.4.- EXPRESION DE FACTOR TISULAR.

Los resultados (mediana y amplitud) fueron los siguientes con respecto
al grupo control y de pacientes: 30 y 7.7 %y 48 y 20 %, siendo esta diferencia

significativa (p= 0.000) (figura 7).

Figura 7: Valores (mediana) de expresion de FT entre casos y controles.
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En el grupo de trombosis venosa los valores (mediana + amplitud) fueron

49.5 £ 20.7 y de 42 + 21.5 en los eventos arteriales (p= 0.6) (figura 8).

Figura 8: Expresion de factor tisular entre pacientes con
trombosis arterial y venosa.

501/ -

£ 45
-
£ 40
&
A 35

30

T. arterial

T. Venosa

56



V.5.- CORRELACIONES.

Debido a la distribucidon no normal de todos los parametros excepto de la
LDL, se realizd una transformacion logaritmica previa a la obtencidon de los
coeficientes de correlacion. Asimismo se calcularon los coeficientes de
correlacion no paramétricos con las variables originales obteniéndose unos
coeficientes similares y no significativamente diferentes a los conseguidos

después de la mencionada transformacion.

La correlacion fue muy buena entre los aCL y los Ac anti 82-GPI (r=

0.825, p= 0.000) (figura 9).
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Figura 9: Regresion entre aCL y Ac anti 32-GPI
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Los aCL se correlacionaron bien con los Ac anti LDL-ox (r= 0.5, p=
0.000) (figura 10), mientras que con la expresion de FT fue baja aunque
significativa (r= 0.4, p=0.000) (figura 11). Entre LDL y aCL la correlacion fue de

0.185 (p=0.112) (figura 12).
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Figura 10: Regresion entre aCL y Ac anti LDLox
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Figura 12: Regresion entre aCL y LDL
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Los Ac anti 32-GPI se correlacionaron con los anti LDL-ox y con la

expresion de FT (r=0.524 y 0.473 respectivamente, p= 0.000) (figuras 13 y 14).
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Figura 13: Regresion entre Ac anti 32-GPl y
Ac anti LDL-ox
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Figura 14: Regresion entre Ac anti 32-GPI y expresion de
factor tisular

1,9
1,8 A

A
A
A

Log expresion de FT

1 T T T T T
-0,5 0 0,5 1 1,5 2
Log Ac anti 52-GPI

61

2,5

2,5



Con la LDL la correlacion fue de 0.144 y no significativa (figura 15).

Figura 15: Regresion entre Ac anti 32 GPI y LDL
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La expresion de FT se correlaciond de forma significativa aunque con un

coeficiente bajo con la LDL (r = 0.273, p= 0.018) (figura 16).
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Figura 16: Regresion entre expresion de FT y LDL
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La correlacion entre los anti LDL-ox y la expresion de FT fue baja (r =
0.351, p=0.002) (figura 17), mientras que con la LDL no alcanz6 significacion (r

=0.107, p=0.363) (figura 18).
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Figura 17: Regresion entre expresion de FT y Ac anti LDL-
ox
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Figura 18: Regresion entre Ac anti LDL-ox y LDL
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V.6.- ESTUDIO UNIVARIANTE.

En el modelo se eval@ian las siguientes variables: HTA, obesidad,
diabetes, toma de ACO, tabaquismo, ANA, AL, LDL, aCL, Ac anti 32-GPI, Ac

anti LDL-ox y expresion de FT.

6.1.- TROMBOSIS.

Unicamente entraron de forma significativa las siguientes variables: aCL,

expresion de FT, Ac anti LDL-ox y Ac anti 32-GPI (tabla 2).

En la validacion del modelo, estuvieron clasificados correctamente,
seglin el tipo de variable, el siguiente tanto por ciento de casos: Ac anti 2-GPI

92%, aCL 88%, Ac anti LDL-ox 77% y expresion de FT 76%.

Para incrementos en cinco puntos en las unidades de las distintas
variables, los odds ratio obtenidos fueron los siguientes: Ac anti 32-GPI 9.4 (IC
95%: 9.18-9.57), aCL 1.9 (IC 95%: 1.8-1.97), Ac anti LDL-ox 1.09 (IC 95%:

1.08-1.1) y expresion de FT 1.8 (IC 95%: 1.63-2.02).
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Tabla 2. Analisis de regresion logistica univariante para la trombosis.

Coeficiente de regresion Significacion

(Error estandar)

aCL 0.196 (0.0337) p<0.001
Ac anti 82-GPI 0.4479 (0.0995) p<0.001
Ac anti LDL-ox 0.0178 (0.0042) p<0.001
expresion de FT 0.1206 (0.0298) p<0.001

6.2.- TROMBOSIS ARTERIAL.

Las variables aCL y Ac anti 2-GPI son las que demostraron validez
estadistica (tabla 3), con un 83% y 81%, respectivamente, de los pacientes

clasificados correctamente.
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Evaluando incrementos en cinco puntos en las diferentes unidades, el
odds ratio para la aCL fue de 1.135 (IC 95%: 1.12-1.15) y para los Ac anti 2-

GPI de 1.132 (IC 95%: 1.11-1.15).

Tabla 3. Analisis de regresion logistica univariante para la trombosis

arterial.
Coeficiente de regresion significacion
(error estandar)
aCL 0.0255 (0.0095) p =0.0074
Ac anti 82-GPI  0.0249 (0.0114) p =0.0289
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6.3.- TROMBOSIS VENOSA.

Las variables aCL, Ac anti 2-GPI, Ac anti LDL-ox y expresion de FT
entraron de forma significativa en el modelo simple (tabla 4). Un 74.7%, 70.7%,

80% y 80% de los casos estuvieron bien clasificados.

Tabla 4. Analisis de regresion logistica univariante para la trombosis

venosa.
Coeficiente de regresion Significacion
(Error estandar)

aCL 0.029 (0.0101) p =0.004

Ac anti 52-GPI 0.0354 (0.0148) p=0.016

Ac anti LDL-ox 0.0109 (0.003) p =0.0003

expresion de FT 0.0843 (0.0251) p =0.0008
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La aCL presentd un odds ratio de 1.15 (IC 95%: 1.13-1.18) para
incrementos de 5 puntos en su valor, siendo el de los Ac anti 32-GPI de 1.19 (IC
95%: 1.16-1.22), el de los Ac anti LDL-ox de 1.056 (IC 95%: 1.05-1.06) y el de

la expresion de FT de 1.52 (IC 95%: 1.47-1.57).
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V.7.- ESTUDIO MULTIVARIANTE.

Unicamente se evaluaron aquellos parametros que fueron significativos

en el estudio univariante.

7.1.- TROMBOSIS.

Las variables aCL y Ac anti 32-GPI fueron las Gnicas con significacion
(tabla 5), de las cuatro evaluadas (aCL, Ac anti 82-GPI, Ac anti LDL-ox y

expresion de FT). El modelo clasificod correctamente el 95% de los casos.

Tabla 5. Anéilisis de regresion logistica multivariante para la

trombosis.
Odds ratio (IC 95%)* significacion
aCL 1.34 (1.28-1.39) p =0.049
Ac anti 82- GPI 5.19 (4.97-5.42) p=0.043

* El valor corresponde a incremento de 5 puntos en el valor de la

variable
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El coeficiente de regresion para aCL fue de 0.0583 (error estandar:
0.0297), mientras que con respecto a los Ac anti B2-GPI estos mismos parametros

fueron 0.0249 (0.022).

7.2.- TROMBOSIS ARTERIAL.

Se evaluaron los parametros aCL y Ac anti 32-GPI, aunque sdlo la
primera alcanz6 significacion estadistica, no diferenciandose el coeficiente de

regresion, error estandar y nivel de significacion del modelo simple.

7.3.- TROMBOSIS VENOSA.

Cuatro parametros (aCL, Ac anti 32-GPI, Ac anti LDL-ox y expresion de
FT) entraron en el estudio, obteniendo validacion las variables aCL y anti LDL-

ox (tabla 6). El modelo clasifico correctamente el 80% de los casos.
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Tabla 6. Analisis de regresion logistica multivariante para la trombosis

venosa.

Odds ratio (IC 95%)* significacion
aCL 1.12 (1.1-1.14) p=0.016
Ac anti LDL-ox 1.05 (1.057-1.045) p=0.011

* El valor corresponde a incremento de 5 puntos en el valor de la

variable

Para los parametros aCL y anti LDL-ox los valores del coeficiente de
regresion (error estindar) fueron los siguientes: 0.0228 (0.0094) y 0.0101

(0.0031) respectivamente.
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VI.- DISCUSION.
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Se ha llevado a cabo el presente trabajo con la finalidad de objetivar el
papel que juega, por un lado el mayor inductor de la coagulacion, vease el FT y,
por otro, objetivar la presencia de Ac anti LDL-o0x, sustancia considerada como
inductora del proceso de aterosclerosis, en un conjunto de pacientes con sindrome

antifosfolipido.

Por otro lado, se analiza la presencia de Ac anti 32-GPI, que en los
estudios realizados en los Gltimos anos, es uno de los principales cofactores al que

se unirian los aCL para ser patogenos.

Para ello se han recogido un grupo de pacientes homogéneos
(caracterizados por haber presentado al menos un episodio trombético y tener
evidencia de Ac IgG anticardiolipina en suero), con el objeto de evitar en la
medida de lo posible factores epidemioldgicos de confusion y facilitar, con ello,

el estudio estadistico.
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VI.1.- MECANISMOS TROMBOTICOS DEL SAF.

A pesar de los multiples afios de investigacion en el SAF, su patogenia
sigue sin dilucidar. Aunque en algunos estudios no se ha logrado encontrar una
asociacion entre los fenomenos clinicos y los AAF (133, 134), la mayoria de los
trabajos si la consiguieron objetivar (135). Asimismo, mayor evidencia del rol
patogénico de los AAF la aportarian tanto los estudios realizados in vivo (136-

138) como in vitro (139-141).

De los multiples mecanismos testados, aquellos correspondientes a
alteraciones inducidas a nivel de proteinas C y S, prostaciclina, antitrombina III y

fibrinolisis son los mejor estudiados.

1.1.- VIA DE LA PROTEINA C.

El sistema de la proteina C en el control de la hemostasia es fundamental

y por ello se ha evaluado extensamente en pacientes con SAF.

Asi, por un lado, diversos trabajos documentan la presencia de Ac con

actuacion en la via de la proteina C (141-144). Asimismo se ha encontrado un
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incremento en la frecuencia de disminucion de los niveles de proteina S libre en
pacientes con LES y AAF (145), incluso objetivandose mayores niveles de los
fragmentos 1 y 2 de la protrombina cuando existen niveles bajos de proteina S, lo

que sugiere un estado pretrombotico (146).

Teniendo en cuenta los datos de todos estos estudios, parece existir una
alteracion en la activacion de la proteina C junto con niveles disminuidos de
proteina S. Sin embargo, los déficits congénitos de la via de la proteina C

Gnicamente se asocian a trombosis venosa y no arterial.

2.2.- PROSTACICLINA / TROMBOXANO.

Otro mecanismo propuesto por el cual los AAF producirian las
manifestaciones clinicas seria su capacidad para alterar la formacion de
eicosanoides tanto derivados de células endoteliales (prostaciclina) como de

plaquetas (tromboxano) (147).

Los resultados obtenidos con respecto a la prostaciclina son
contradictorios (148-151), hecho que se ha puesto en relacion con la metodologia

empleada y con la utilizacion de muestras heterogeneas de pacientes (147).
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Diversos estudios reportan que los AAF incrementan la produccion de
tromboxano A2 (151-153), demostrandose un incremento en la excrecion urinaria
de metabolitos derivados del tromboxano con un menor incremento en la
excrecion de los metabolitos derivados de la prostaciclina (152, 153). Todo
soporta el concepto de una pérdida del equilibrio tromboxano/prostaciclina como

mecanismo predisponente de la trombosis.

2.3.- ANTITROMBINA III.

Shibata et al (154) encuentran Ac anti heparina/heparan sulfato en siete
pacientes con SAF que son reactivos en el lugar de union de la antitrombina III,
por lo que sehalan que los anteriores Ac podrian bloquear la activacion de la
antitrombina III mediada por el heparan sulfato. En consonancia con lo anterior

en otro estudio demuestran niveles bajos de antitrombina III en un paciente con

SAF (155).

2.4.- FIBRINOLISIS.

Otro mecanismo por el cual los AAF conducirian a episodios

tromboticos seria una alteracion en la destruccion del trombo.
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En este sentido se han encontrado niveles elevados de inhibidor del
activador del plasmindgeno 1 (156, 157), aunque su correlacion con los AAF y

los episodios tromboticos no es elevada.

Estudios en pacientes con SAF han hallado inhibicion de la via de la
fibrinolisis dependiente del factor XII de la coagulacion (158, 159), lo que ha
generado la hipotesis de que los Ac anti B2-GPI podrian actuar incrementando la
union de la B2-GPI a los fosfolipidos con lo que incrementarian la inhibicion de la
activacion del factor XII y prekalicreina que fisiologicamente realiza la $2-GPI

(23).
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VI. 2.- LDL-ox Y SAF.

2.1.- LDL-ox EN EL SAF.

Durante el tiempo de realizacidon del presente trabajo, escasas

publicaciones han evaluado la presencia de Ac anti LDL-ox en el SAF.

Amengual et al (132) estudian la presencia de los mencionados Ac en
107 pacientes con SAF (64 primarios y 43 secundarios), encontrando titulos
positivos en un 22% de los casos y en un 6% de los controles (p significativa).
Los pacientes con trombosis arterial presentaron niveles significativamente
mayores de Ac anti LDL-ox que aquellos sin dicha trombosis. La correlacion de
los anteriores Ac fue practicamente nula con los aCL e inexistente con los Ac anti

32-GPL

Cuadrado et al (160) evaltian en 125 pacientes diagnosticados de SAF
(58 primarios y 67 secundarios a lupus eritematoso sistémico) el riesgo de
diferentes eventos clinicos relacionados con el sindrome en presencia de aCL, Ac
anti B2-GPI y Ac anti LDL-ox. Mediante un analisis de regresion logistica, en el
estudio univariante, encuentran que aquellos pacientes positivos para Ac anti 2-
GPI presentan mayor riesgo de trombosis recurrente y terminacion prematura de

embarazo, mientras que la positividad para Ac anti LDL-ox incrementa el
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riesgo de trombosis arterial y lo disminuye para la presencia de trombopenia. En
el estudio multivariante la asociacion de la primera variable con terminacion

prematura de embarazo y de la segunda con trombopenia desaparecen.

Tinahones et al (161) en un trabajo dedicado para evaluar la presencia de
recccidn cruzada entre Ac anti LDL-ox y Ac anti 32-GPI, relatan que un 26% de
los pacientes evaluados con SAF secundario presentan Ac anti LDL-ox positivos,

mientras que en aquellos con SAF primario un 29,7% son positivos.

Ninglin otro estudio evalta especificamente la presencia de Ac anti

LDL-ox en el SAF ya sea primario o secundario.

En el presente trabajo se encuentra una prevalencia muy superior a la de
los anteriores trabajos (65,7%) con valores similares a los hallados en el lupus
eritematoso sistémico (162). Los valores obtenidos en el grupo de pacientes
fueron significativamente mayores que en los controles, confirmando los datos de

la literatura.
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2.2.- SIGNIFICADO DE LA ELEVACION DE ANTICUERPOS

ANTI-LDL -ox.

La aterosclerosis se considera hoy dia como un proceso inflamatorio en
el cual la acumulacidon de células espumosas, la mayoria de las cuales provienen
de monocitos circulantes, formaria la estria grasa (lesion inicial en el proceso de

aterogénesis) (102, 103, 111).

Como se ha relatado en la introduccion del presente trabajo, diversas
propiedades de la LDL-ox hacen que ésta sea considerada fundamental en el
proceso de aterogénesis: a/ Es quimiotactica para los monocitos, b/Estimula el
crecimiento y diferenciacion de los monocitos en macrofagos, ¢/ Incrementa su
captacion por los macrofagos, d/ Es inmunogénica, e/ Se ha comprobado que los
Ac anti LDL-ox son un predictor independiente de progresion de aterosclerosis

(102, 111, 116).

Por otro lado, varios trabajos documentan que la asociacion de Ac anti

LDL-o0x con la trombosis (114, 118) evento fundamental en el SAF.

Desde un punto de vista inmunologico, la aterosclerosis y el SAF

presentan multiples aspectos comunes:
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1.- Numerosos trabajos han documentado la presencia conjunta de aCL y

Ac anti LDIL-ox en diferentes patologias.

Asi, los Ac anti LDL-ox estan asociados a cardiopatia isquémica (118,
163) y a la aterosclerosis (116, 120). Del mismo modo, tanto en el infarto de
miocardio (164) como en el accidente cerebrovascular (165) se ha comprobado

que los aCL son factores de riesgo independientes.

Por otra parte, en pacientes con lupus eritematoso sistémico se ha
comprobado que la mortalidad por cardiopatia isugémica es nueve veces mayor
que la esperada (166), asociandose la presencia de aCL a infarto de miocardio en
dichos pacientes (167, 168). Los Ac anti LDL-ox han sido testados en diferentes
ocasiones en pacientes con lupus eritematoso sistémico encontrandose un
incremento significativo con respecto a la poblacion normal (162, 169).
Asimismo se han encontrado elevaciones de estos Gltimos Ac en el SAF, aunque
los resultados con respecto a su asociacidon con la trombosis arterial son
contradictorios evidenciandose en unos ligazon (132, 160) mientras en otros no
(66, 162). En el estudio univariante, el presente trabajo documenta que los Ac anti
LDL-ox son factor de riesgo tanto para la trombosis en general como para la
trombosis venosa, no siendo asi para la arterial. En el estudio multivariante dichos
Ac Gnicamente incrementan el riesgo de la trombosis venosa. Como se discutira
en el siguiente apartado quiza la alta correlacion evidenciada entre los aCL y los
Ac anti LDL-ox modifiquen los resultados alcanzados en la evaluacion del riesgo

mediante este modelo.
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2.- Semejanzas entre la LDL-ox y la 32-GPI.

Asi como en el SAF los Ac reaccionan con epitopos antigénicos en
fosfolipidos anidonicos o proteinas ligadoras de fosfolipidos plasmaticos, los Ac
anti LDL-ox pueden ser considerados Ac antifosfolipido al contener la LDL una

parte fosfolipidica y otra proteica (apolipoproteina B) ligadora de lipidos (111).

Por otra parte, del mismo modo que el proceso oxidativo de la LDL es el
que hace que ésta sea inmunogénica (110), los aCL Gnicamente se ligarian a
cardiolipina oxidada o susceptible de ser oxidada (170). En este sentido Vaarala
et al (169) en un estudio de pacientes con lupus eritematoso sistémico reportan
reactividad cruzada entre Ac anti LDL-ox y aCL, echo que comprueban
posteriormente indicando la posibilidad de que la parte lipidica del complejo
antigénico sea la responsable de dicha reaccion (171). Mayor evidencia en este
altimo aspecto aportan Hashimoto et al (172) y Mironova et al (173) utilizando,
respectivamente, Ac Ig G anti LDL-ox aislados de humanos y Ac monoclonales
aislados de un modelo de raton con SAF en base a su unidon con la cardiolipina.
Tinahones et al (161) no encuentran reaccion cruzada entre Ac anti LDL-ox y 2-
GPI en pacientes con SAF, aunque la incidencia de dichos Ac difieren con las
encontradas en la mayoria de los estudios asi como la no evidencia de correlacion

entre ellos.

En el presente estudio se evidencia una elevada correlacion significativa

entre los Ac anti LDL-ox tanto con los aCL (r= 0.5) como con los Ac anti 32-GPI
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(r= 0.524), lo que estaria en consonancia con los hallazgos evidenciados en
pacientes con lupus eritematoso sistémico aunque no con los hallados en el
humanos con SAF (en estos Gltimos no se relata si las correlaciones se realizaron
mediante métodos no paramétricos y, quizas sea esta la causa de no encontrar
correlacion). Nuestros hallazgos tambien estarian en consonancia con los
hallazgos de Vaarala et al (171) en el sentido de que encuentran dos poblaciones
diferentes de Ac en el mismo suero que, en principio tendrian diferentes

funciones bioldgicas y asociaciones clinicas.

Por altimo, tal como se ha mencionado en otros apartados, existirian
similitudes con respecto a la asociacion entre aCL y Ac anti LDL-ox y

alteraciones de la via de la coagulacion (1, 4, 94, 174).

3.- Aterosclerosis y aCL.

La B32-GPI, componente principal antigénico en el SAF, es una proteina
plasmatica con propiedades anticoagulantes (33), que tambien es denominada
apolipoproteina H por su alta unidn en la circulacion sanguinea a quilomicrones,

lipoproteina de muy baja densidad y de alta densidad (175).

Recientes investigaciones (176) demuestran que la 32-GPI se ligaria a las
lipoproteinas plasmaticas circulantes una vez que estan oxidadas, que dicha union
disminuiria la captacion macrofagica de la LDL-ox (efecto antiaterogénico) pero

en presencia de aCL aumentaria dicha captacion. En el mismo sentido se ha
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demostrado que la B2-GPI se expresa abundantemente en placas de ateroma
(177), asi como que la inmunizacidon de ratones con déficit para el receptor de

LDL con B2-GPI provocaria aterosclerosis precoz (178).

4.- Provocacion de SAF por la LDL-ox.

La aterosclerosis y la trombosis son dos procesos intimamente ligados
(85). La LDL-ox, principal componente inmundgeno en el proceso de
aterosclerosis, se ha correlacionado con eventos trombdticos tanto como factor de

riesgo como inductor de factor tisular (125).

George et al (179) describen, recientemente, que la LDL-ox agrava el
SAF inducido en ratdn, objetivando una menor cuenta plaquetaria, mayor
prolongacion del tiempo parcial de tromboplastina activada y mayores rangos de

reabsorcidn fetal.

En este sentido se ha especulado que ya sea por la reactividad cruzada
entre los aCL y la LDL-ox (lo que condicionaria la formacidon de un complejo
similar al aCL-fosfolipido) o por alteracion de la estructura de la 32-GPI por la
LDL-ox (con la consiguiente exposicion de un epitopo criptico que incrementaria

su union a los aCL), la LDL-ox agravaria los fenomenos clinicos del SAF.
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VI1.3.- SAF Y FACTOR TISULAR.

3.1.- FT EN EL SAF.

Atsumi et al (180) fueron los primeros en demostrar que 37 pacientes
con SAFP presentan valores significativamente mayores de FT soluble plasmatico
que 24 controles. En dicho estudio no encuentran diferencias entre los subgrupos

con trombosis arterial, venosa y pérdidas fetales.

Previamente Branch y Rodgers (140) demuestran un incremento en la
expresion de la actividad de FT en células endoteliales de vena umbilical humana,
sugiriendo que dicha induccion podria residir en la fraccion _-globulinica. El
estudio estadistico de éste trabajo podria no ser valido al utilizar métodos

paramétricos y comparar inicamente once pacientes frente a siete controles.

Otros estudios (181, 182) demuestran incremento de la expresion de FT
y de la actividad procoagulante de FT en pacientes con aCL y trombosis en
comparacion con aCL sin trombosis, trombosis sin aCL y sujetos sanos. En el
segundo trabajo (182) se eval@a la cantidad de FT en lisados celulares y sus

niveles plasmaticos encontrando iguales resultados.

Utilizando aCL monoclonales, varias publicaciones (183, 184) evaltian
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su efecto en la expresion de FT en monocitos encontrando un incremento de dicha

expresion.

En el presente trabajo se demuestra un incremento en la expresion de FT
en pacientes con SAFP (caracterizados por la presencia de IgG aCL y trombosis)
con respecto al grupo control. Al comparar pacientes con trombosis arterial frente

a venosa los valores son mayores, aunque no significativos, en el primer grupo.

3.2.- MECANISMOS DE INCREMENTO DEL FT.

En maltiples enfermedades caracterizadas por fendmenos trombodticos
como parte de su patogenia se ha comprobado un incremento del FT plasmatico
(185, 186). Debido a que el FT, en condiciones normales, inicamente se objetiva
en células inaccesibles al torrente circulatorio, dicho incremento se podria deber a
dos cuasas: dano celular que ocasione su liberacion o exposicidn en la superficie

celular mediante el estimulo adecuado.

El hecho de que en el presente trabajo, asi como otros autores (140, 180-
184), se encuentre un incremento de la expresion de FT en monocitos en
pacientes con SAFL comparado con controles indican que la manera mas

probable de actuacion de los aCL se realice via estimulacion celular.
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El o los mecanismos mediante los cuales los aCL son capaces de inducir
la actividad procoagulante dependiente de FT es desconocido, aunque se han

implicado varios mecanismos.

Por un lado, de manera similar al mecanismo de la
trombosis/trombopenia inducida por la heparina (TIH), se ha propuesto que tras
un dano inicial, los fosfolipidos anionicos de diversas células (plaquetas,
endoteliales, monocitos, etc) quedarian expuestos; posteriormente se produciria la
union de proteinas con afinidad por dichos fosfolipidos (como B2-GPI o
protrombina) y, si existen anticuerpos frente a las mencionadas proteinas, se
concentrarian en la superficie celular, ligandose al Fc_RII, activando las células y

provocando liberacidon de sustancias protromboticas (187).

El anterior mecanismo fue propuesto en base a las miltiples semejanzas
encontradas en diversas investigaciones. Asi, al igual que en la TIH el
determinante antigénico seria el complejo formado por el Factor 4 plaquetario y la
heparina, en el SAF existe suficiente evidencia de que proteinas con alta afinidad
por fosfolipidos (como B2-GPI o protrombina) desempehnarian el papel antigénico
(24, 25, 188). Por otro lado se ha demostrado un incremento de depdsitos de B2-
GPI in vivo (189, 190) y que la actuacion de los aCL es dependiente de la 32-GPI
(191). Por altimo, los aCL son capaces de producir activacion de diversos grupos
celulares como monocitos, células endoteliales, plaquetas y neutrofilos,
encontrando en algunas ocasiones que dicha activacion es dependiente de la

union al receptor Fc_RII (192, 193), asi como la predominancia de la subclase
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IgG2 en pacientes con SAF (194, 195).

El hecho de que Ac monoclonales IgM humanos produzcan efectos
semejantes a los que ocasionan Ac policlonales descarta la posibilidad de que el
mecanismo de los fendmenos trombdticos dependientes del FT en el SAFL sean
mediados exclusivamente via receptor Fc_RII (196). En este sentido se ha
propuesto que la union de aCL a fosfolipidos o proteinas causaria activacion del

complemento lo que produciria expresion de moléculas de adhesion (197).

Otros hallazgos en contra de la mencionada teoria serfan el polimorfismo
encontrado en el Fc_RITA H/R131 (198), ya que el alelo H131 es el Gnico
receptor que ha probado reconocer eficientemente a la IgG2 (199, 200), asi como

la activacion directa celular sin dafo previo (182, 184, 201).

Otro mecanismo invocado seria que la unidn de aCL a fosfolipidos
induce directamente una activacion celular que provocaria la secrecion de

citokinas, manteniendo el efecto activador de forma autocrina (196).
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VII.- CONCLUSIONES.
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1.- El factor tisular (FT) se encuentra elevado en pacientes con sindrome
antifosfolipido primario (SAFP) caracterizados clinicamente por trombosis, lo

que conlleva diversas implicaciones:

A/ El suero de los pacientes afectos de SAFP produce una estimulacion

directa celular que inducirfa la mencionada expresion.

B/ El incremento del FT seria la o una de las vias por las cuales se

produciria la trombosis.

C/ Este Gltimo hecho podria tener implicaciones terapefiticas.
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2.- En el presente estudio se encuentran niveles elevados de anticuerpos
anti LDL-ox en nuestro grupo de pacientes. El hecho de encontrar una correlacion
intermedia con los anticuerpos anticardiolipina induce a pensar en la existencia de

dos subpoblaciones de los primeros anticuerpos:

A/ Por un lado aquellos con epitopos comunes con los aCL que estarian
relacionados con los fendmenos trombodticos venosos, como se demuestra en el

estudio de regresion.

B/ por otro los que no presentan reaccion cruzada, mas relacionados con

la aterosclerosis.

3.- La elevada prevalencia de Ac anti 82-GPI y su alta correlacion con
los aCL corrobora los hallazgos de otros autores en el sentido de que son los

primeros los verdaderamente implicados en la patogenia de la trombosis.

4.- La correlacion existente entre la expresion de FT y Ac anti LDL-ox
induce a pensar en una estimulacion de éstos Gltimos Ac sobre la produccion del

FT.
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