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PREFACIO

El sindrome antifosfolipido es wuna enfermedad sistémica vy
multifacética, tanto desde el punto de vista clinico como del diagndstico
de laboratorio. Su historia lleva ya mas de 100 anos y aun hoy en dia hay
muchos aspectos controversiales, en particular en el diagnéstico de la
patologia por parte del laboratorio. El desarrollo del conocimiento a lo
largo de los anos es resumido en el Capitulo 1, mostrando los reportes
clinicos tromboembdlicos y obstétricos y ademas el desarrollo de
ensayos especificos a comienzos de la década del "80. Esto dio lugar a
la definicion del sindrome antifosfolipido a principios de dicha década.
Desde los primeros tiempos, se observé que los anticuerpos pueden
ser demostrados en dos grupos principales de pacientes: aquellos con
infecciones y aquellos con manifestaciones clinicas de trombosis y/o
morbilidad obstétrica. Las diferencias y similitudes entre los epitopes
antigénicos reconocidos por los distintos anticuerpos antifosfolipidos
que son detectados en estos dos grupos se presentan en el Capitulo
2. En el Capitulo 3, se mencionan las variables que afectan los
ensayos inmunoldgicos de laboratorio. El primer ensayo inmunoldgico
“especifico” para el diagndstico del sindrome antifosfolipido fue el de
anticuerpos anticardiolipina y sus principales caracteristicas estan
resumidas en el Capitulo 4. Simultdneamente con este ensayo, se
publicaron distintos reportes en la literatura acerca de la posibilidad de
detectaranticuerposcontraotrosfosfolipidos, masalla delacardiolipina.
El Capitulo 5 muestra algunos resultados en ensayos inmunoldgicos
para detectar anticuerpos contra fosfolipidos neutros y anidnicos y su
relevancia clinica. Desde principios de la década del "90 hubo un cambio
sustancial en el conocimiento del sindrome antifosfolipido al revelar
que los anticuerpos antifosfolipidos reconocian en realidad a proteinas
plasmaticas con alta afinidad por fosfolipidos de carga negativa.
Entre ellas estan la protrombina humana y la beta 2-glicoproteina I.
Los Capitulos 6 y 7 resumen el conocimiento adquirido en los ultimos



30 anos en lo referente a anticuerpos con especificidad contra estas
proteinas. Recientemente, se ha demostrado que el dominio 1 de la
beta 2-glicoproteina | y el complejo protrombina-fosfatidilserina son
targets antigénicos que se relacionan con el riesgo al desarrollo de los
rasgos clinicos del sindrome antifosfolipido. El Capitulo 8 muestra la
importancia que tienen los controles de la calidad y los puntos de corte
de los ensayos en fase sélida en el desempefo del laboratorio para
contribuir en el diagndstico certero de este sindrome. Por Ultimo, en
los ahos mas recientes se hizo mucho hincapié en el perfil completo de
los distintos anticuerpos antifosfolipidos que se pueden evaluar en el
laboratorio y el rol que tienen los distintos perfiles en la estratificacion
del riesgo clinico en pacientes asintomaticos y aquellos con historia de
eventos tromboembélicos. Este aspecto esta mencionado en el Capitulo
9. Esperamos esta guia sea de utilidad para los colegas del Grupo CAHT
y agradecemos en especial a los autores.

COMITE EDITOR
Gabriela de Larranaga
Lourdes Herrera
Ricardo Forastiero
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Tipos de anticuerpos antifosfolipidos
y epitopes antigénicos

Gabriela Fernanda de Larraiiaga.

Bioquimica, Dra. en Bioquimica Humana de la UBA. Hospital de Infecciosas
“Francisco Javier Muniz”.

Laboratorio de Hemostasia y Trombosis. Buenos Aires, Argentina.

Los anticuerpos antifosfolipidos (aPL) son una familia de anticuerpos,
que pueden o no estar presentes a lo largo del tiempo, desde dias hasta
anos. Aquellos anticuerpos que desaparecian en pocos dias, se los asocid
con infecciones, mientras que los que perduraban en el tiempo se los
relacion6 con enfermedades autoinmunes, o enfermedades trombéticas
y/o morbilidad obstétrica, en lo que se denominé sindrome antifosfolipido
(APS). Sin embargo, clasificar a los aPL como “infecciosos” 0 “no infecciosos”
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es una mirada errénea y poco asertiva de los que significan o son estos
anticuerpost,

El APS desde el punto de vista del laboratorio requiere el hallazgo de
manera constante (en dos ocasiones como minimo), de por lo menos uno
de los siguientes aPL: anticuerpos anticardiolipina (aCL) 1gG o IgM y/o
anticuerpos anti-B,GPI (aB,GPI) IgG o IgM y/o anticoagulante lGpico (LA). Los
dos primeros son ensayos en fase solida y el Ultimo, el LA, es un ensayo en
fase fluida que evalua la inhibicién de los ensayos de coagulacion fosfolipido
dependientes™ 2 9. La confusién proviene de que podemos obtener
resultados en el laboratorio de estos anticuerpos en APS pero también en
otras condiciones clinicas, no siempre vinculadas a clinica trombética y/o
morbilidad obstétrica, usando los mismos tests comerciales o desarrollados
de maneracasera"*. Esto eslo que genera, junto alainadecuada clasificacién
de pacientes, numerosos trabajos publicados con enfoques erréneos.

Los aPL deben ser clasificados en aloanticuerpos y autoanticuerpos.
Existen numerosos estudios que han demostrado las diferencias entre estos
anticuerpos, en su patogenicidad, las subclases, la afinidad y los verdaderos
epitopes.

Unade las grandes diferencias entre los aloanticuerpos y los autoanticuerpos
es la especificidad antigénica. Los aloanticuerpos son anticuerpos
dirigidos generalmente contra fosfolipidos, cualquier fosfolipido, siendo
los mas conocidos contra la cardiolipina (CL). Los autoanticuerpos en
cambio son anticuerpos dirigidos contra complejos proteina-fosfolipido,
como el anticuerpo contra el complejo cardiolipina-,glicoproteina | (B,GPI)
(aCL dependientes de B,GPI). También se vié que ciertos aPL, capaces de
inhibir pruebas de coagulacion fosfolipido dependientes (LA) requieren de
proteinas como la B,GPI o la protrombina (PT). Posteriormente se demostré
que la B,GPl y la PT son en realidad los verdaderos epitopes de los aPL
autoinmunes! %9,

Los aPL aloinmunes se caracterizan por ser anticuerpos generalmente
dirigidos contra fosfolipidos Unicamente (fosfolipidos anidnicos, catidnicos,
neutros), pueden o no desaparecen con el tiempo, pero no estan relacionados
con clinica trombética y/o morbilidad obstétrica. Se los encuentra asociados
a infecciones tanto virales como bacterianas, infecciones agudas o crénicas
(:9.19, Sy mecanismo se encuentra asociado a anticuerpos desarrollados
como epifendmeno y se ha demostrado que no producen activacion del
mecanismo de la coagulacion y/o celular y/o activacion de complemento.
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Pongamos algunos ejemplos: en sifilis, es muy comdn encontrar aCL
que desaparecen en funcién de la remisién de la enfermedad. El LA y
los aB,GPI generalmente son negativos y no se han asociado a eventos
trombéticos y/o morbilidad obstétrica. Los pacientes con infeccién por el
virus de inmunodeficiencia humano (HIV), en cambio, suelen tener aCL,
aB,GPly LA positivos persistentes a través del tiempo, en baja prevalencia
y con bajos titulos, pero son pocos los estudios donde los relacionan
con clinica trombética™ ™. Es mas, al entrar en la era de los tratamientos
antirretrovirales de alta eficiencia, estos datos se han ido modificando,
ha bajado la prevalencia y los pocos casos asociados a trombosis son
solamente casos aislados que no representan al total de la poblaciéon con
HIV. Posiblemente los tratamientos de alto impacto han regulado el sistema
inmune de diversas maneras y una de ellas es el control en la produccién
de anticuerpos”. En el caso de tuberculosis, hepatitis por virus C (HCV),
citomegalovirus, micoplasma, fiebre Q, parvovirus, etc, es comuin encontrar
aCL, que desaparecen con el tiempo y generalmente son a titulos bajos de
tipo IgM. Rara vez aparece un LA y menos atn aB,GPI"?. Algunos trabajos
muestran una relacién entre eventos trombéticos en pacientes HCV*+ aPL*
en comparacion con HCV* aPL;, aunque otros estudios no han encontrado
tal asociacion'.

El Unico caso que merece la pena hacer mencién aparte, dentro de las
infecciones eslalepra, sobretodo lalepralepromatosa que cursa con LA, aCL,
ap,GPI, persistentes en el tiempo y con altos titulos en IgG e IgM™. Existen
publicaciones que demuestran que estos anticuerpos son aloanticuerpos y
no producen activacion celular y/o activacién de la cascada de coagulacion.
Es mads, su asociacion con el fenémeno de Lucio (vasculitis trombética) es
cuestionada?. Los trabajos demostraron que son aloanticuerpos en base a
estudiosinvivo, donde se aislaron los anticuerpos y se desafiaron en modelos
de trombosis en ratdn, aunque existen datos recientes que sostienen lo
contrario. Estos Ultimos estudios son hechos en base a datos estadisticos,
case reports o estudios in vitro, por lo que la fuerza de la asociacién pierde
credibilidad frente a resultados in vivo319),

Los autoanticuerpos, en cambio, si estan asociados a fenémenos trombdtico
y/o complicaciones obstétricas, tanto en estudios estadisticos, meta-analisis
como en estudios in vitro e in vivo'7: 1,

ceceee e s
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Especificidad antigénica

Cuando nos referimos al APS, los antigenos mds importantes hacia los cuales
se desarrollan los anticuerpos son la B,GPIl y la PT y son los mas conocidos
y validados"6919),

Pero esto noimplica que no existan otros targets. De hecho, se han reportado
otras proteinas que unen fosfolipidos, implicadas en APS intimamente
ligadas al sistema de coagulacién y fibrinélisis como: proteina C, proteina
S, anexina A2, anexina A4, inhibidor del factor tisular, inhibidor del
activador tisular de plasminégeno, trombina y algunas pocas publicaciones
involucran a los Factores Xll, XI, VII/Vlla, precalicreina, quininégenos de alto
peso molecular, complemento, etc®.

Uno podria pensar que los aPL implicados en el desarrollo del APS son
realmente heterogéneos y es por esto que es dificil aun hoy, después de
tantostrabajos publicados, poderidentificar claramentey de manera sencilla
los verdaderos aPL capaces de producir clinica trombética y/o morbilidad
obstétrica, sin dejar afuera algunos aPL que claramente pueden producir
clinica pero que ni estan incorporados en los criterios de Sidney, ni estan
estandarizados de manera rutinaria® . Quiza la especificidad antigénica
actualmente se vea reflejada solo en parte por los aPL mas comunes que son
los del criterio de Sidney (aCL, LA, a,GPI), pero definitivamente quedaran
algunos fuera de estudio, por lo menos hasta el presente® 2,

La B,GPI es una proteina con 5 dominios (I-V). Existe una familia de af3,GP|,
la cual es muy heterogénea en sus actividades bioldgicas, avidez y que
contienen diferentes epitopes sobre la molécula. A partir de grandes
estudios hechos con pacientes con APS claramente definidos, se pudo
determinar que los anticuerpos de estos pacientes mayoritariamente eran
contra el dominio | de la ,GPI. En cambio, los aloanticuerpos, como los
vistos en lepra, pegan en otros dominios de la 3,GPI" 2.

La mayoria de los anticuerpos anti-protrombina (aPT) poseen la capacidad
de prolongar los ensayos de coagulacién fosfolipido dependientes, esto es
poseen la capacidad ser LA®. Pero otros solo son capaces de ser expuestos
mediante un ensayo de ELISA®. Los anticuerpos anti-fosfatidilserina/
protrombina (aPS/PT) son un claro ejemplo de un subconjunto de aPL que
no estan incluidos dentro del criterio de Sidney y que su inclusién sigue
siendo materia de debate %9,
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De la misma manera, los af,GPI son los responsables de la reactividad en
los ensayos de aCL y/o LA, pero también se han encontrado solo aB,GPI
por ELISA con aCL y LA negativos siendo pacientes con APS. Esto habla de
lo heterogéneos de los aB,GPI. Y esto no es solamente por la diversidad
de ensayos y reactivos, sino por la diversidad de aPL que forman parte del
APS. Algunos autores discuten el significado de encontrar solo una prueba
positiva para aPL. Se atribuye mas a errores metodoldgicos que a la realidad
de una sola expresién de aPL"?.

Volviendo a las infecciones, es muy raro encontrar aB,GPl durante
las infecciones, comparado con pacientes con APS o enfermedades
autoinmunes. El grupo claramente diferente donde se encuentran af3,GPI
persistentes y en altos titulos es en lepra lepromatosa '?. Se pudo demostrar
que notoriamente eran de subtipo IgG, a diferencia de los pacientes con
APS que tenian subtipo 1gG,. Ademas, estos anticuerpos claramente
pegaban en diferentes dominios de la 3,GPI, a diferencia de los pacientes
con APS que predominan los anticuerpos contra el dominio I. Parvovirus B19
también demostré un patrén de aPL muy parecido a lepra. Otra observacion
importante es que los aCL provenientes de pacientes con enfermedades
infecciosas es que difieren en la subclase de IgG encontradas respecto de
los aCL en APS. En el caso de las infecciones los aCL son generalmente IgG, e
IgG,, mientras que en APS son predominantemente I9G, e IgG,®.

La gran diferencia: mecanismo de accion

Existen multiples mecanismos propuestos sobre los aPL relacionados al
APS, o sea los que realmente son trombogénicos. Se han demostrado
efectos procoagulantes mediante la inhibicion de anticoagulantes
naturales e inhibicién del sistema fibrinolitico y efectos proinflamatorios
y protromboéticos mediante la activacién celular (endotelio, plaquetas,
monocitos, entre otras) y activacién del sistema complemento '®, En
cambio, en infecciones como sifilis, los aPL no han demostrado una
vinculacién con estos mecanismos.

No hay dudas que los aPL de pacientes con APS son patogénicos, ya que
pudieron evidenciarse en modelos murinos de trombosis y pérdidas de
embarazo/*'®, Pero hay que recordar siempre que estos mecanismos son
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multifactoriales“?.

Se ha demostrado un rol importante de la expresion celular de factor tisular
(TF), y aumento en los niveles circulantes de TF para explicar, aunque sea en
parte, la patogenia de los aPL de tipo autoinmune tanto en APS como en
pacientes que no cumplen todos los criterios. Los aPL de tipo autoinmunes
al unirse a células endoteliales expresan moléculas de adhesion®. En
contraposicién, los aPL de pacientes con lepra no exhiben este aumento en
el TF soluble, asi como tampoco expresan marcadores de activaciéon en el
mecanismo de coagulacion,

También se demostrd que los pacientes con APS poseen niveles elevados de
citoquinas proinflamatorias como interleuquina 6 (IL-6) y factor de necrosis
tumoral (TNF). Sin embargo, los pacientes con lepra poseen un aumento
en el TNF, pero con niveles normales de IL-6 (perturbaciéon endotelial sin
activacién de la coagulacion). Estas diferencias explican claramente los
mecanismos involucrados en la patogenia de los aPL de tipo autoinmunes y
las vistas en los aPL relacionados a infecciones como lepra2",

En resumen, los aPL que se pueden evidenciar en el laboratorio son
verdaderamente heterogéneos y no siempre estdn ligados a eventos
trombdtico y/u obstétricos. Se podrian definir 2 grandes grupos: aPL
aloinmunes y aPL autoinmunes.

Los aPL de tipo autoinmunes que pegan dominio | de la 3,GPl exhiben unién
a receptores celulares y en consecuencia gatillan eventos de activacion
celular. En cambio los aloanticuerpos vistos en lepra pegan en otros
dominios de la 3,GPI y los aloanticuerpos vistos en otras infecciones como,
sifilis que pegan directamente fosfolipidos de membrana, no producen
activacion celular™.

Una de las publicaciones mas contundentes sobre la patogenicidad de los
aPL pudo demostrarse con un modelo in vivo de trombosis, al cual se exponia
a aPL de pacientes con APS o aPL de pacientes con lepra. Claramente el
primer grupo demostré un desarrollo de trombosis y activacion celular que
el sequndo grupo no pudo demostrar.

La Figura 1 resulta el esquema mas adecuado para interpretar a estos
anticuerpos en su rol patogénico.

En modelos animales se ha podido demostrar el desarrollo de fenémenos de
autoinmunidad como APS luego de inmunizacién con péptidos sintéticos o
ciertos patdégenos, que comparten homologia con la 3,GPI. En humanos, se
ha observado también el desarrollo de autoinmunidad luego de gatillos con
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infecciones. Sin embargo, se debe tener en cuenta que esta asociacién en
humanos solo se logra en sujetos genéticamente predispuestos'?.

Figura 1. Esquema que muestra la diferencia entre los aPL patogénicos y aquellos

del grupo no patogénicos en el mecanismo de activacion celular

aPL
autoinmunes

aPL aloinmunes
que pegan
proteinas

aPL aloinmunes
que pegan
fosfolipidos

Dominios B,GPI

Activacion

celular

aPL no patogénicos

aPL patogénicos

Conclusiones

El término de aPL involucra un nuimero heterogéneo de anticuerpos,
implicados o no con infecciones o fendmenos de autoinmunidad. Es
sumamente Util poder diferenciar aquellos que son aloinmunes de los que
son autoinmunes. Los autoinmunes son patogénicos, persisten a través del
tiempo y los clinicamente mas activos han demostrado claros mecanismos
de activacion celular. En cambio, los aloanticuerpos pueden ser persistentes
0 no durante el tiempo, generalmente son contra proteinas-fosfolipidos
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o solamente contra fosfolipidos, pero definitivamente no producen
la activaciéon celular o de mecanismos trombéticos capaces de poder
relacionarlos a clinica alguna. El reto seguramente queda en el laboratorio,
pues deberd poner sus energias en buscar ensayos que verdaderamente
sean sensibles y especificos para determinar aquellos aPL que se relacionan
con una condicion clinica trombética.

ceceee e s
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