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5.2.4 Relacién entre los Ac anti-tromboplastina y los

otros Ac por ELISA

Para valorar la eficacia de la determinacién de los ATP
por ELISA, analizamos la correlacién de esta prueba con los
otros AAF. Asi, entre los 34p con ACL, el 79% (27p) tenian
ATP; de los 29p con AFS, el 76%Z (22p) tenian ATP. El resto

de los datos se muestran en la figura 8.

Al analizar los titulos de ATP con los otros AAF,
observamos que la mejor correlacién se establecia con los
isotipos IgM de los diferentes ELISA empleados, si bien,
esta era mds fuerte para los AFS-IgM y los ACL-IgM (figura
9). En relacién al 1isotipo IgG, unicamente habia wuna
correlacidn significativa con los AFS-IgG y en menor grado

con los ACL-IgG (figura 10).
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Figura 9. Correlacién entre los niveles de ATP-IgM y los de

AFS-IgM y ACL-IgM, respectivamente,
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Figura 10. Correlacién entre los niveles de ATP-IgG y los

de AFS-IgG y ACL-IgG, respectivamente.
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5.2.5 Asociaciones entre los AAF y manifestaciones

clinicas y biolégicas en el LES

Hemos estudiado las probables asociaciones de los AAF
con subgrupos clinicos del LES (pacientes con trombosis,
plaquetopenia, etc) (5.2.4.1) y <con otros marcadores

inmunolégicos (Ac anti-ADNn, Ac anti-ENA, etc) (5.2.4.2).

5.2.5.1 Asociaciones con subgrupos clinicos y biolégicos

5.2.5.1.1 Asociacibn con Trombosis

Durante los dos afios del estudio observamos un total
de 11 fendmenos trombéticos en 7 pacientes, lo que
representa una incidencia del @ 8Z. Las diferentes
localizaciones de las trombosis se especifican en la figura
11. La tabla 15, muestra la positividad de las distintas
pruebas empleadas éara detectar AAF en el grupo de pacientes

con trombosis.

De 1los 29 pacientes con AL, el 21Z presentaron
fenémenos trombéticos, mientras que en los 63 pacientes sin
AL solo el 1.6Z tuvieron trombosis. La diferencia entre
ambos grupos fue claramente significativa (p=0.001). Estos
resultados confieren al una sensibilidad en la deteccién de

trombosis del 86%, una especificidad del 73%Z, un valor de
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Tabla 15.
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AAF en los pacientes con trombosis

paciente 1 2 3 4 5 6 7
AL + + + + + - +

IgG ++ ++ ++ +++ +++ + -
ATP

IgM +++ - - - - - -

IgG ++ - ++ +++ ++ + -
ACL

IgM +++ - - - - - -

IgG ++ - - ++ ++ + =
AFS

IgM + - - - - - -

IgG - - - ++ - - -
AFT

IgM + - - - - - -

IgG - - - ++ + + -
AFA

IgM
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prediccién positivo del 217 y negativo del 98%Z, y una

eficacia del 74%. La OR calculada es de 16 (tabla 16).

De los 32 pacientes con ATP, el 19Z presentaron
trombosis, mientras que de los 60 pacientes sin ATP solo las
presentaron el 3% (p=0.01, OR=14). La diferencia fue
superior al estudiar por separado el isotipo IgG. Asi, de
los 19 pacientes con ATP-IgG, el 31% tuvieron trombosis,
mientras que solo el 1.4% de los enfermos sin ATP-IgG
presentaron fendémenos trombéticos (p<0.001). Estos
resultados otorgan a los ATP-IgG una sensibilidad en 1la
deteccién de trombosis del 86%, una especificidad del 85%,
un valor de prediccidén positivo del 32%Z y de prediccién
negativo del 99, y una eficacia del 85Z. La OR calculada
es de 33. Ademds, la especificidad y el valor de prediccién
positivo eran mids intensos cuando consideribamos los titulos

positivos mids altos (tabla 16) (figura 12).

De los 34 pacientes con ACL, el 15%Z presentaron
trombosis, mientras que de los 58 pacientes sin ACA, solo
las presentaron el 3.5% (p=ns). No obstante, la diferencia
fue significativa al estudiar por separado el isotipo IgG.
De los 23 pacientes con ACL-IgG, el 33% tuvieron trombosis,
mientras que solo el 3% de 1los enfermos sin ACL-IgG
presentaron fenémenos trombdéticos (p<0.001). Estos

resultados confieren a los ACL-IgG una sensibilidad en la
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deteccién de trombosis del 71%, una especificidad del 79Z,
un valor de prediccién positivo del 22%7 y de prediccién
negativo del 97%, y una eficacia del 78%. La OR calculada
es de 9. Ademis, la especificidad y el valor de predicecién
positivo eran mis intensos cuando considerdbamos los titulos

positivos mis altos (tabla 16) (figura 12).

En cuanto a los AFS, de los 29 pacientes que tenian
titulos positivos el 14% presentaron trombosis, frente al
5% de los pacientes sin AFS (p=ns). Asimismo, al considerar
por separado el isotipo IgG, de los 16 pacientes con AFS-
IgG, el 312 tuvieron trombosis, mientras que solo el 4% de
los enfermos sin AFS-IgG presentaron fendémenos trombdéticos
(p=0.02). Por ello los AFS-IgG tienen una sensibilidad en
la deteccién de trombosis del 57%, una especificidad del
86%Z, un valor de prediccién positivo del 25% y de prediccién
negativo del 962, y una eficacia del 83%Z. La OR calculada

es de 8.

En cuanto a los AFI, AFA y al RPR, el ntmero de
pacientes positivos fue muy inferior, sin que encontraramos
significacién estadistica entre estos tests y la presencia

de trombosis.

Mediante el empleo del analisis multivariado,

observamos que la prueba que mostraba una mejor correlacién
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Tabla 16. Sensibilidad, Especificidad, Valores de Prediccién
positiva y negativa y Eficacia de los diferentes

AAF en la deteccién de trombosis.

S E vp+ vp- Ef

AL 862 73% 212 982 74%
ATP-IgG 86% 85% 322 99% 85%
(+) 172 782 5% 93% 74%
(++) 432 89% 232 952 85%
(+++) 29% 95% 33% 94% 90%
ACL-IgG 712 792 22% 972 782
(+) 147 74% 5% 91% 69%
(++) 43% 872 212 94% 84%
(+++) 252 96% 22% 94% 892

AFS-IgG 572 862 252 962 832
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Tabla 17. Correlacién entre las distintas pruebas para

determinar los AAF y la presencia de trombosis. Andlisis

multivariado.

prueba P
AL 0.002
ATP-IgG 0.18
ACL-IgG 0.73
AFS-1IgG 0.45
AFA-IgG 0.44
AFI-IgG 0.34
RPR 0.7
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con la presencia de trombosis era el AL (p=0.002) (tabla

17).

5.2.5.1.2 Asociacién con antecedentes de Abortos

Ninguna paciente presentd un aborto a lo largo de los
dos afios del estudio. Por ello, como dato estimativo,
analizamos aquellas pacientes que habian presentado
previamente uno o mis abortos. De esta forma, de las 84
mujeres incluidas en el estudio, observamos que 17 (20Z)

habian tenido abortos previos.

" De las 27 pacientes con AL, el 37%Z tenian antecedentes
de abortos, mientras que en las 57 pacientes sin AL solo el
12.3% tuvieron abortos (p=0.02). Estos resultados confieren
al AL una sensibilidad en la deteccidén de abortos del 59Z,
una especificidad del 75%Z, un valor de prediccidn positivo
del 37%Z y negativo del 88Z, y una eficacia del 71Z. La OR

calculado es de 4,2 (tabla 18).

De 1las 31 pacientes con ATP, el 327 presentaron
abortos, mientras que de las 53 pacientes sin ATP solo las
presentaron el 13%. La diferencia entre ambos grupos fue
significativa (p=0.03). Al estudiar por separado el isotipo
IgG, de las 19 pacientes con ATP-IgG, el 45% habian tenido

abortos, y solo el 12%Z de las enfermas sin ATP-IgG. La
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significacién &estadistica fue mayor (p=0.02). Estos
resultados otorgan a los ATP-IgG una sensibilidad en la
deteccidén de abortos del 53%, una especificidad del 84Z, un
valor de prediccién positivo del 45%Z y de prediccién
negativo del 88%, y una eficacia del 77%Z. La OR calculada

es de 6.

En cuanto al resto de pruebas empleadas, el nGmero de
pacientes positivas fue muy inferior, sin que encontraramos
correlacién entre estos tests y el antecedente de abortos.
No obstante, cabe remarcar que la importancia de los datos
aqui expuestos queda muy devaluada, pues hacen referencia
a un estudio retrospectivo. Ya que como hemos comentado,
ninguna paciente tuvo ningdn aborto durante el tiempo que

durbé el presente trabajo.
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Tabla 18.Sensibilidad, Especificidad, Valores de Prediccién
positiva y negativa y Eficacia del AL y de los ATP-IgG

en la deteccién de abortos.

S E vp+ vpP- Ef

AL 59% 75% 37% 88% 717%

ATP-IgG 532 84% 457 887% 77%
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5.2.5.1.3 Asociacién con Trombocitopenia

Durante los dos afios que duré el estudio, detectamos
la presencia de trombocitopenia en 18 pacientes, lo que
representa una incidencia del 20Z. La tabla 19, muestra la
positividad de las distintas pruebas empleadas para detectar

AAF en el grupo de pacientes con trombocitopenia.

De los 29 pacientes con AL, el 527 presentaron
plaquetopenia, mientras que en los 63 pacientes sin AL solo
el 4.8% tuvieron plaquetopenia. La diferencia entre ambos
grupos fue claramente significativa (p<0.001) (figura 13).
Estos resultados confieren al AL una sensibilidad en 1la
deteccién de trombocitopenia del 83%Z, una especificidad del
81%, un valor de prediccién positivo del 527 y negativo del
95%, y una eficacia del 82% (tabla 20). La OR calculado es

de 21.
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Tabla 19. AAF en los pacientes con trombocitopenia

AL ATP ACL AFS AFA AFI

G M G M G M G M G

pac.
1 + ++ - - - - - - - -
2 + ++ - ++ - - - - - -
3 + - ++ - +++ - - - - -
4 + +++ - +++ - ++ - ++ - ++
5 + ++ - + - ++ - ++ - +
6 + +4 - - - - - - - -
7 - - - - - - - - - -
8 + +++ - ++ - + - + - +
9 + ++ +++ ++ ++ + ++ + ++ +
10 - +++ ++ +++ - ++ ++ + + +
11 - - - - - - - - - -
12 + ++ + + +++ + - - - -
13 + +4++ + ++ ++ + - + - +
14 + + - - - + - - - -
15 + + -~ ++ - - - - - -
16 + ++ - +++ - - - - - -
17 + - 4+ - +++ - ++ - ++ -

18 + +++ - +++ - - - - - -
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De los 32 pacientes <con ATP, el 497 tenian
plaquetopenia, mientras que de los 60 pacientes sin ATP solo
la presentaron el 3.4% (p<0.001, OR=27). La significacién
fue mayor al estudiar por separado el isotipo IgG. De los
19 pacientes con ATP-IgG, el 70%Z tuvieron plaquetopenia,
mientras que solo el 5% de 1los enfermos sin ATP-IgG
presentaron trombocitopenia (p<0.001). Ello confiere a los
ATP-IgG una sensibilidad del 77%, una especificidad del 93%,
un valor de prediccién positivo del 74% y de prediccién
negativo del 94Z, y una eficacia del 90%. La OR es de 47.
Ademds, la especificidad y el valor de prediccidén positivo
eran mis intensos cuando considerdbamos los titulos

positivos mds altos (tabla 20) (figura 14).

De 1los 34 pacientes con ACL, el 38Z presentaron
trombocitopenia, mientras que de los 58 pacientes sin ACL,
solo la presentaron el 8% (p<0.001, OR=7). La significacién
fue mayor al estudiar por separado el isotipo IgG. De los
23 pacientes con ACL-IgG, el 48% tuvieron trombocitopenia,
mientras que solo el 10Z de 1los enfermos sin ACL-IgG
presentaron plaquetopenia (p<0.001). Estos resultados
otorgan a los ACL-IgG una sensibilidad del 61%, una
especificidad del 84%, un valor de prediccidén positivo del
48% y de prediccién negativo del 90%, y una eficacia del
79%Z. La OR es de 8. Ademds, la especificidad y el valor de

prediccién positivo eran mds intensos cuando considerabamos
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los titulos positivos mas altos (tabla 20) (figura 14).

En cuanto a los AFS, de los 29 pacientes que tenian
titulos positivos el 35% presentaron trombocitopenia, frente
al 13%Z de los pacientes sin AFS (p=0.02). Asimismo, al
considerar por separado el isotipo IgG, de los 16 pacientes
con AFS-IgG, el 50% tuvieron trombocitopenia, mientras que
solo el 132 de 1los enfermos sin AFS-IgG la presentaron
(p<0.001). Estos resultados establecen para los AFS-IgG una
sensibilidad del 44%Z, una especificidad del 89Z, un valor
de prediccién positivo del 50Z y de prediccidén negativo del

87%, y una eficacia del 80Z. La OR es de 7.

De 1los 26 pacientes con AFA, el 31%Z presentaron
trombocitopenia, mientras que de los 66 pacientes sin AFA,
la presentaron el 15% (p=ns). No obstante, la diferencia fue
significativa al estudiar por separado el isotipo IgG. De
los 15 pacientes con AFA-IgG, el 477 tuvieron
trombocitopenia, mientras que solo el 14%Z de los enfermos
sin AFA-IgG la presentaron (p=0.01). Estos resultados
otorgan a los AFA-IgG wuna sensibilidad del 39%Z, wuna
especificidad del 87%Z, un valor de prediccién positivo del
47% y de prediccidén negativo del 86Z, y una eficacia del

79Z. La OR es de 5,5.
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De los 22 pacientes con AFI, el 32% presentaron
trombocitopenia, mientras que de los 70 pacientes sin AFI,
la presentaron el 16% (p=ns). Asimismo, la diferencia fue
significativa al estudiar por separado el isotipo IgG. De
los 14 pacientes con  AFI-IgG, el 432 tuvieron
trombocitopenia, mientras que solo el 15%Z de los enfermos
sin AFI-IgG la presentaron (p=0.02). Por ello los AFI-IgG
tienen una sensibilidad en la deteccién de trombocitopenia
del 33%, una especificidad del 89Z, un valor de prediccién
positivo del 437 y de predicciédn negativo del 85%, y una

eficacia del 78%Z. La OR es de 4.

De los 20 pacientes con RPR, el 40Z presentaron
trombocitopenia, mientras que de los 72 pacientes si RPR,
solo el 14% (p=0.01). Con una sensibilidad en la deteccién
de trombocitopenia del 44%, una especificidad del 84Z, un
valor de prediccidén positivo del 40%Z y de prediccién

negativo del 86%Z, y una eficacia del 76%Z. La OR es de 4.

Mediante el empleo del analisis multivariado,
observamos que las pruebas que mostraba una mejor
correlacién con la presencia de trombocitopenia eran los

ATP-IgG (p<0.001) y el AL (p=0.03) (tabla 21).
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Tabla 20. Sensibilidad, Especificidad, Valores de Prediccién
positiva y negativa y Eficacia de los diferentes
AAF en la deteccién de trombocitopenia.
S E VP+ Vp- Ef
AL 83% 81% 52% 95% 82%
ATP-IgG 772 932 742 94% 90%
(+) 1% 762 11% 77% 632
(++) 392 83% 37% 84% 747Z
(++4+) 332 807 30% 822 73%
ACL-IgG 612 84% 48% 90% 79%
(+) 11% 72% 92 77% 607
(++) 302 752 242 80% 662
(+++) 332 717% 252 792 692
AFS-IgG 447 89% 50% 86% 802
AFA-IgCG 392 87% 47% 862 792
AFI-IgG 33% 89% 43% 85% 78%
RPR 447 84% 402 86% 76%
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Tabla 21. Correlacién entre las distintas pruebas para

determinar los AAF y la presencia de trombocitopenia.

Andlisis multivariado.

prueba P
ATP-IgG <0.001
AL 0.03
ACL-IgG 0.5
AFS-IgG 0.9
AFA-IgG 0.75
AFI-IgG 0.95
RPR 0.06
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5.2.5.1.4 Asociacibn con Afeccién del Sistema Nervioso Central

Durante el tiempo del estudio, las inicas
manifestaciones clinicas de afeccién del sistema nervioso
central fueron la aparicidén de migrafia en 12 enfermos y de
epilepsia en 3 casos. No encontramos asociacién
significativa entre la presencia de estas manifestaciones
y la presencia de AAF, por ninguna de las técnicas

empleadas.

5.2.5.1.5 Asociacidén con Anemia Hemolitica

Durante el estudio, detectamos la presencia de anemia
hemolitica autoinmune (Coombs positiva) en 12 pacientes, lo
que representa una incidencia del 13%. La tabla 22, muestra
la positividad de 1las distintas pruebas empleadas para

detectar AAF en el grupo de pacientes con anemia hemolitica.
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Tabla 22. Positividad de los distintos AAF en los pacientes

con anemia hemolfitica autoinmune

AL ATP ACL AFS AFA AFI
G M G M G M G M G
pac.
1 + +  +++ + ++ +  +++ + ++ +
2 + + - ++ - - - - - -
3 + - ++ - ++ - - - - -
4 + + - - - - - - - -
5 + - - - - - - - + -
6 + + +++ + ++ + + + ++ +  +++
7 + + ++ +  +++ - + - - -
8 + ++ ++ + ++ + - + - +
9 - - ++ - ++ - + - + -
10 - - +++ - +++ - +++ - + -
11 - - ++ - + + + - + -

12 - - - - ++ - + - - -
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De los 29 pacientes con AL, el 31%Z tuvieron una anemia
hemolfitica, mientras que en los 63 pacientes sin AL solo el
4.8% tuvieron plaquetopenia (p=0.001). Ello permite
adjudicar al AL una sensibilidad en la deteccién de anemia
hemolitica del 75%Z, una especificidad del 75%Z, un valor de
prediccién positivo del 31%Z y negativo del 95Z, y una

eficacia del 75% (tabla 23). La OR es de 9.

De los 32 pacientes con ATP, el 31%Z tenian anemia
hemolitica, mientras que de los 60 pacientes sin ATP solo
la presentaron el 3.4% (p<0.001). La significacién fue mayor
al estudiar por separado el isotipo IgM. De los 19 pacientes
con ATP-IgM, el 42% tuvieron anemia hemolitica, mientras
que solo el 5% de los enfermos sin ATP-IgM presentaron
anemia (p<0.001). Estos resultados otorgan a los ATP-IgM
una sensibilidad en la deteccién de anemia hemolitica del
672, una especificidad del 86%Z, un valor de prediccién
positivo del 42Z y de predicciédn negativo del 95%, y una

eficacia del 84%. La OR es de 13 (tabla 23) (figura 15).

De los 34 pacientes con ACL, el 29% tuvieron una anemia
hemolitica, mientras que de los 58 pacientes sin ACL, solo
la presentaron el 3% (p<0.001). Asimismo, la significacién
fue mayor al estudiar por separado el isotipo IgM. De los
19 pacientes con ACL-IgM, el 48 tuvieron anemia, mientras

que solo el 4% de los enfermos sin ACL-IgM la presentaron
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Tabla 23. Sensibilidad, Especificidad, Valores de Prediccién
positiva y negativa y Eficacia de los diferentes
AAF la deteccién de anemia hemolitica
autoinmune.
S E VP+ VpP- Ef
AL 75% 75% 31% 952 752
ATP-IgM 672 86% 427 94% 842
ACL-IgM 75% 87% 47% 962 86%
AFS-IgM 582 87% 412 937 843
AFA-IgM 50% 902 437 922 85%
AFI-IgM 502 922 50% 92% 87%
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(p<0.001). Estos resultados otorgan a los ACL-IgM una
sensibilidad en la deteccién de anemia hemolitica del 75%,
una especificidad del 87Z, un valor de prediccidn positivo
del 47%Z y de prediccién negativo del 96%, y una eficacia del

86Z. La OR es de 21 (tabla 23) (figura 15).

En cuanto a los AFS, de los 29 pacientes que tenian
titulos positivos el 27% presentaron anemia hemolitica,
frente al 6% de los pacientes sin AFS (p=0.01). Asimismo,
al considerar por separado el isotipo IgM, de 1los 16
pacientes con AFS-IgM, el 41% tuvieron anemia, mientras que
solo el 6Z de los enfermos sin AFS-IgM la presentaron
(p=0.001). Estos resultados otorgan a los AFS-IgM una
sensibilidad del 58%, una especificidad del 87%, un valor
de prediccidén positivo del 41%Z y de prediccidn negativo del

93%Z, y una eficacia del 84% (tabla 23). La OR es de 10.

De los 26 pacientes con AFA, el 27Z tuvieron anemia
hemolitica, mientras que de los 66 pacientes sin AFA, la
presentaron el 8% (p=0.02). Al estudiar por separado el
isotipo IgM, de 1los 15 pacientes con AFA-IgM, el 43
tuvieron anemia, mientras que solo el 82Z de los enfermos
sin AFA-IgM la presentaron (p=0.002). Estos resultados
otorgan a los AFA-IgM una sensibilidad del 50%, wuna
especificidad del 90%Z, un valor de prediccién positivo del

43% y de prediccién negativo del 92%, y una eficacia del 852
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(tabla 23). La OR es de 9.

De los 22 pacientes con AFI, el 32% presentaron anemia
hemolitica, mientras que de los 70 pacientes sin AFI, 1la
presentaron el 72 (p=0.01). Asimismo, la diferencia fue
mayor al estudiar por separado el isotipo IgM. De los 14
pacientes con AFI-IgM, el 43% tuvieron anemia, mientras que
solo el 8% de 1los enfermos sin AFI-IgM la presentaron
(p<0.001). Estos resultados otorgan a los AFI-IgM una
sensibilidad en la deteccidén de anemia hemolitica del 50%,
una especificidad del 92Z, un valor de prediccién positivo
del 50%Z y de prediccidén negativo del 92%, y una eficacia del

87%Z. La OR es de 12.

De los 20 pacientes con RPR, el 40Z% presentaron anemia,
mientras que de los 72 pacientes sin RPR, el 11%, diferencia

no significativa.

5.2.5.1.6 Asociacién con Neutropenia

Durante este trabajo, 3 pacientes presentaron una
neutropenia, lo que significa una incidencia del 3%Z. Es de
destacar que todos ellos tenfan titulos positivos de ATP-
IgM y de ACL-IgM, correlacién que fue significativa en ambos

casos (p=0.01). Es de destacar, que los niveles de AAF
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fueron positivos a titulos moderados y altos en todos los
pacientes con neutropenia. Los resultados para las otras
pruebas empleadas, no fueron significativos. La tabla 24
muestra la positividad de las distintas pruebas empleadas
para detectar AAF en el grupo de pacientes con neutropenia.
La sensibilidad y especificidad para ambas pruebas es del
88 y 90Z respectivamente. Asimismo, la OR es de 31 en ambos

casos (tabla 25).



Tabla 24.
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Positividad de los distintos AAF en los pacientes

con neutropenia

AL ATP ACL AFS AFA AFI
G M G M G M G M G M
pac.
1 + - 4+ - +++ + ++ + ++ -~ ++
2 - - ++ - ++ - ++ - + - +
3 - - ++ - ++ | - - - - - -
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Tabla 25. Sensibilidad, Especificidad, Valores de Prediccién

positiva y negativa y Eficacia de los ATP-IgM y ACL-IgM en la

deteccién de neutropenia.

S E vp+ vp- Ef
ATP-IgM 882 907% 18% 1002 82%
82%

ACL-IgG 88% 90% 182 1002
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5.2.5.1.7 Asociacién con otros subgrupos CHnico-Biolégicos

Otros pardmetros estudiados incluyen la presencia de
nefropatia, artritis, manifestaciones dermatolégicas,
serositis, vasculitis, fenémeno de Raynaud, linfopenia,
tiroiditis y sindrome seco. No encontramos correlacién
estadistica entre ninguno de estos pardmetros y los AAF,
evaluados por 1las distintas pruebas empleadas para su

deteccién.

Tampoco observamos diferencias significativas en la
incidencia de los AAF entre los pacientes que recibian
tratamiento (corticoides, ciclofosfamida, cloroquina, etc)

y los que estaban sin tratamiento.

5.2.5.1.8 Asociacibn con la Actividad CHnica

Constatamos actividad clinica del LES en 43 pacientes

(47Z). No encontramos correlacién estadistica entre ninguno

de los AAF estudiados y la actividad clinica del LES.
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5.2.5.2 Asociacién con otros marcadores inmunolégicos

5.2.5.2.1 Asociacibn con los Ac anti-ADN nativo

Detectamos niveles elevados de Ac anti-ADN en 47
pacientes (51Z). No encontramos correlacién estadistica
entre ninguno de los AAF estudiados y los niveles de Ac

anti-ADN.

5.2.5.2.2 Asociacibén con los Ac anti-ENA

Detectamos anticuerpos anti-ENA en 35 pacientes (38%).
Tampoco encontramos correlacidén estadistica entre ninguno
de los AAF estudiados y la presencia de Ac anti-ENA. Por
isotipos 1la distribucién de 1los Ac anti-ENA fue la
siguiente:

Ac anti-Ro: 24 pacientes
Ac anti-La: 10 pacientes
Ac anti-Sm: 7 pacientes

Ac anti-RNP: 9 pacientes

Tampoco encontramos asociacién significativa entre
ninguno de estos tipos de anticuerpos y los AAF, por las

pruebas empleadas para su deteccidn.
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5.2.5.2.3 Asociacién con los Factores del Complemento

Objetivamos wuna disminucién de 1los factores del
complemento en 39 pacientes (422). No encontramos
correlacién estadistica entre ninguno de los AAF estudiados
y la disminucién de los factores del complemento.

Al analizar por separados los factores del complemento,
encontramos 39 enfermos con disminucién del C,, 21 con
descenso del C, y en 18 del CH,. Asimismo, no encontramos
asociacién entre el descenso de ninguno de estos factores

y los AAF.



vVI. DISCUSION
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En los tiltimos afios, el LES ha sido objeto de numerosos
estudios «clinicos e inmunolégicos que han éermitido,
conjuntamente con los resultados del modelo experimental
animal, profundizar en su etiopatogénia y mejorar el manejo
clinico y terapéutico de los enfermos con esta afeccién (1-

8).

Todas las series publicadas coinciden en sefialar el
predominio femenino de la enfermedad, que varia entre un 78
y un 96% (25,33,37-41). En nuestro estudio el 917 eran
mujeres, cifra, similar a la descrita en la mayoria de las
series. La sintomatologia inicial atribuible al LES se
presenté fundamentalmente entre la segunda y tercera décadas
de la vida. Unicamente en el 127 de los casos analizados se
inicié después de los 50 afios. Este predominio del sexo
femenino y la incidencia elevada de la enfermedad en el
periodo fértil de la mujer apoyan la participacién de un

factor hormonal en el LES (42,86,88,93).

Las manifestaciones clinicas a lo largo de la evolucién
de la enfermedad se resumen en la figura 4, y no difieren
de forma apreciable de 1las referidas en otras series
(35,346-49). Asi, la artritis fue el sintoma mds frecuente
(682), seguida en orden de frecuencia por las
manifestaciones cutdneas (54%1), principalmente eritema en

vespertilio.
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La nefropatia estuvo presente en el 32%Z de los casos,
porcentaje similar al descrito por otros autores (25,38-40).
Merece destacarse la variacién de formas anatomo-
patolégicas, siendo las mds frecuentes las proliferativas.
Hasta fechas muy recientes, la existencia de afeccién renal
en el LES se consideraba como un factor de mal pronéstico;
sin embargo, en los Ultimos afios se ha visto que ello no
siempre es asi, y que la evolucién de los pacientes con
afeccidén renal no es necesariamente peor que la de aquéllos
sin la misma, en especial cuando no existen formas

proliferativas (346-49).

Otras manifestaciones clinicas presentes en nuestra
serie fueron: serositis (30Z), vasculitis y fenémeno de
Raynaud (20%Z), sindrome seco (25%Z) y afeccién del sistema
nervioso central (16%). Las alteraciones hematoldgicas més
destacables fueron leucopenia (17%Z), trombocitopenia (20%)

y anemia hemolitica (13%).

El LES es una enfermedad <caracterizada por 1la
produccién de numerosos anticuerpos dirigidos contra
miultiples antigenos de las células del propio organismo.
Estos autoanticuerpos tienen su origen en la disregulacién
del sistema inmunitario, sobre el cual actuan factores
genéticos, ambientales y hormonales, que alteran tanto la

inmunidad celular como la humoral (2,44). Algunos de estos
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autoanticuerpos producen directamente una accién citotéxica
sobre diferentes células del organismo, mientras que otros
forman en el torrente sanguineo <complejos antigeno-
anticuerpo que, al ser depositados en los tejidos,
producirdn las lesiones inflamatorias responsables de la

mayoria de las manifestaciones clinicas del LES (35-6).

Entre los diversos autoanticuerpos descritos en el LES,
los AAF merecen una especial atencién por el enorme interés
que ha despertado su estudio en los dltimos afios. Se
caracterizan por ser un grupo heterogéneo de autoanticuerpos
adquiridos de forma espontdnea, de tipo IgG, IgM o IgA, que
van dirigidos contra estructuras fosfolipidicas de 1las

membranas celulares (9-14).

La deteccién de los AAF se ha efectuando en las tiltimas
dos décadas de forma indirecta mediante diversas técnicas.
Las mds cldsicas son las pruebas coagulométricas, que
detectan anticuerpos contra la fraccién fosfolipidica del
complejo de 1la protrombinasa y que reciben el nombre
genérico de AL (141,154,176-79). Otro método clédsico, pero
también indirecto, consiste en la deteccién de una serologia
luética falsamente positiva (SLFP) mediante técnicas
reaginicas (VDRL, RPR) que ponen de manifiesto la presencia
de anticuerpos dirigidos contra una mezcla de cardiolipina,

lecitina y colesterol (144, 211-20).
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No obstante, en 1los {ltimos afios se han descrito
diversas técnicas para la deteccién directa de AAF (RIA,
ELISA) que han permitido el reconocimiento de anticuerpos
contra fosfolipidos de carga negativa como la cardiolipina,
fosfatidilserina, fosfatidilinositol y 4cido fosfatidico
(180-88), o neutra como la fosfatidil-etanolamina y la
colina (184,405). De todos ellos, el anticoagulante ldpico
(AL) y los anticuerpos anticardiolipina (ACL), son los que
han merecido wun mayor interés por parte de los
investigadores. A pesar de los articulos publicados sobre
el LES y los AAF, existen numerosas cuestiones

controvertidas por resolver.

La mayoria de los estudios para valorar la incidencia
de los AAF en pacientes con LES, determinan el AL o los ACL
y raramente ambos a la vez, por lo que disponemos de poca
evidencia sobre que test es el mds eficaz. Ademés,
recientemente se ha observado que no todos los pacientes con
AL tienen ACL y viceversa (348,380-81,406-11). Estos
anticuerpos podrian reaccionar cohtra antigenos que
comparten algunos pero no todos los epitopes, 1lo que
justificaria el que algunos enfermos solo tengan un test

positivo (359-60,416-17).
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La incidencia del AL en los pacientes con LES oscila
entre el 6Z y el 702 segin las series publicadas (205-10).
La variabilidad puede deberse a diversos factores, aunque
lo mds probable es que sea consecuencia de diferencias en
la sensibilidad de las diversas pruebas de coagulacién
utilizadas para su deteccién. Esta variabilidad se debe
fundamentalmente a: 1) las preparaciones comerciales de
fosfolipidos varian considerablemente en su contenido,
cuantitativamente y cualitativamente; 2) la persistencia en
el plasma de plaquetas (con fosfolipidos en sus membranas)
en nuimero variable a pesar de que previamente este se
centrifuga; 3) la inexistencia de una adecuada
estandarizacién en la realizacién de las técnicas y en la
definicién de los resultados; y 4) la posible influencia en
los resultados de 1la actividad de 1la enfermedad y 1la
terapéutica recibida por el paciente (141,208-10). Ademés,
hoy en dia, no hay un acuerdo undnime sobre cual de estas
pruebas es la mids adecuada para la deteccién del AL, por lo
que algunos autores aconsejan practicar una bateria de
pruebas coagulométricas, y consideran que el paciente es
portador de wun AL, cuando al menos dos de ellas son

positivas (176-77,361,410,417).

De las diferentes pruebas coagulométricas empleadas en
esta Tesis, el TTPA (23%7) ha mostrado una sensibilidad

inferior a otras pruebas como el TVVRD (34Z) y el TITD (28%)
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(tabla 12). Nuestros resultados, estidn en concordancia con
otros autores (20,361-63,417), para los que el TVVRD seria
la técnica mds sensible. La falta de sensibilidad del TTPA
parece estar en relacién con diferencias en el contenido
total de fosfolipidos, especialmente de fosfatidilserina,
que parece tener un papel importante en la especificidad del
AL (209,360). Al valorar el AL cuando al menos dos pruebas
eran positivas, la incidencia global en este estudio es del

32%.

Otros inconvenientes afiadidos en la deteccién del AL,
son que las pruebas coagulométricas, a diferencia del ELISA,
no permiten el estudio rutinario de series amplias de
pacientes debido a su laboriosidad, y tampoco la detecciédn
del AL en sujetos bajo tratamiento anticoagulante ya que
emplean plasma y no suero. En este sentido, Branch et al en
1986 (363) describieron una técnica de ELISA para la
deteccién del AL. Este autor empleaba como antigeno
tromboplastina humana obtenida de cerebro de cadiver. Los
resultados fueron satisfactorios al observar una buena
correlacién entre el ELISA y las pruebas coagulométricas.
No obstante la obtencién de la tromboplastina humana era muy
laboriosa, lo que ha impedido su utilizaciénm rutinaria en

estudios clinicos.
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Por ello, uno de los logros principales de esta Tesis,

ha sido el desarrollar una técnica de ELISA‘ para 1la
deteccién del AL, que utiliza una tromboplastina comercial
fdcilmente obtenible por cualquier laboratorio y que es
sencilla y reproducible. La sistemdtica desarrollada para
la puesta a punto de la técnica, ha consistido bidsicamente
en aplicar un ELISA en fase sélida y dos pisos de
anticuerpos, el dltimo de ellos conjugado con el enzima
fosfataga alcalina, que permite detectar anticuerpos del
isotipo IgG e IgM. Después de probar varias preparados
comerciales, nos decidimos por una tromboplastina de origen
bovino (Thrombofax®). La parte mids ardua del trabajo ha
consistido en la experimentacién para determinar las
condiciones O6ptimas de concentracién del antigeno para
sensibilizar los pocillos, asi como las concentraciones de
los diferentes anticuerpos empleados, temperatura y tiempo
de incubacién de las distintas etapas de la técnica. Los
resultados obtenidos en este estudio, demuestran que la
deteccién de los anticuerpos antitromboplastina (ATP) por
ELISA, es una técnica sencilla, sensible y reproducible.
Ademds, como comentaremos posteriormente, los ATP tienen una
mejor correlacién con el AL determinado por pruebas

coagulométricas, que los otros AAF por ELISA .
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Asimismo, en este estudio hemos determinado por ELISA
otros AAF. La realizacién de los ACL, ha sido similar a la
descripcibén original efectuada por Loizou et al (23), con
pequefias variaciones descritas por nuestro grupo (385,414),
que hacen referencia a las concentraciones del primer y
segundo anticuerpo, asi como la cantidad de antigeno
empleada para sensibilizar los pocillos. Los otros AAF
evaluados han sido los AFS, AFA y AFI. Al igual que para los
ATP, los ensayos de 1laboratorio han ido dirigidos a

establecer las condiciones 6ptimas para cada ELISA.

Con la finalidad de asignar a los resultados obtenidos
unas unidades de cdlculo sencillo, en este estudio éstas se
expresan como indice de unién (IU), gque nos muestra la
relacién entre la densidad é6ptica (DO) del suero problema
y la del grupo control sano. La unidad (1 U.) equivale de
esta forma a una DO del suero problema igual a la DO del

grupo control sano.

Como control de calidad de la técnica utilizamos un
grupo de sueros de referencia positivos para ACL. Estos
sueros fueron cedidos por el Dr. E.N. Harris del "Lupus
Research Unit" del Hospital Saint Thomas de Londres. Como
sueros positivos de referencia para los otros AAF, hemos
empleado aquellos que en los ensayos de laboratorio

preliminares mostraban los valores mds altos de DO. Ello se
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debe a que a diferencia de los ACL, no existen sueros de
referencia internacionales para 1los otros fosfolipidos
utilizados, y menos aun para los ATP, pues nuestro trabajo

constituye la primera descripcién de esta técnica.

La determinacién de los valores de normalidad se ha
establecido en relacién a un grupo control de personas
sanas. El1 estudio practicado en este trabajo muestra que la
poblacién sana presenta una distribucién no normal de los
titulos de AAF, con diferencias seglin el isotipo. Esta
distribucidén pasa a ser de caracteristicas normales al
convertir los IU en sus logaritmos (distribucién log-
normal). Para evitar al miximo la probabilidad de falsos
positivos, hemos considerado como titulos positivos aquellos
superiores en 3DE a la media de las DO obtenidas para la
poblacién normal (416). Las tablas 5-10, muestran los
distintos valores normales, asi como los patolégicos, de DO
e IU para las distintas pruebas de ELISA empleadas. En la
tabla 11 se muestran los valores de coeficiente de variacién
(CV) para las diferentes pruebas. Es de destacar, que los
CV intraensayo no fueron superiores al 8%, y que los CV
interensayo fueron inferiores al 14Z en todos los tests
empleados. Estos resultados confirman la reproductibilidad
de las pruebas empleadas y su fiabilidad para estudiar a

amplios grupos de poblacién.
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La incidencia de los distintos AAF en nuestro estudio
guedan reflejados en las tablas 12 y 13. Cabe destacar, que
el AL y 1los ATP tienen una incidencia similar (32%),
mientras que es algo mayor para los ACL (35%Z). En cuanto a
la relacién entre el AL y las distintas técnicas de.ELISA,
merece hacer las siguientes consideraciones. Entre los
pacientes con un AL, el 83%Z tenian ATP, el 76%Z ACL y los
porcentajes eran menores para los otros fosfolipidos (figura
6). La asociacién fue significativa en todos los casos,
aunque al emplear el andlisis multivariado, los ATP eran los
que mostraban la mejor correlacién (tabla 14). Estos datos
otorgan a nuestra técnica de ELISA unas buenas perspectivas
como prueba de rutina para la deteccién de AAF y, como
posible alternativa a las pruebas coagulométricas en la
deteccién del AL. Asimismo, el grupo del hospital Saint
Thomas de Londres, mediante el empleo de nuestro método, ha
encontrado también wuna correlacién similar (408). La
explicacién mds probable para este hecho, consistiria en que
la tromboplastina es una mezcla de fosfolipidos, entre los
que predomina la fosfatidilserina y otros fosfolipidos
neutros, y en muy poca cantidad la cardiolipina. Por ello,
creemos que la determinacién de los ATP por ELISA es una
técnica complementaria a afiadir junto con los ACL, pues nos

permiten detectar un abanico mis amplio de AAF.
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Por otro lado, al analizar la relacién entre los ATP

y los otros fosfolipidos, como era de esperar la mejor
asociacién se estableciéd entre éstos y los AFS y en menor

grado con los ACL (figuras 8-10).

La presencia de los AAF, fundamentalmente el AL y los
ACL, se ha asociado <con 1la presencia de fenémenos
trombéticos, abortos y muertes fetales de repeticién y
trombocitopenia, entre otras manifestaciones <clinico-

biolégicas (9-14).

La existencia de fenémenos trombéticos en el LES, tanto
a nivel arterial como venoso, es un hecho conocido desde
hace afios, aunque no ha sido hasta fechas recientes, en que
éstos se han relacionado con los AAF (9-14). Sin embargo,

algunos autores dudan de esta asociacién (354).

En nuestro estudio, 7 pacientes (8%) presentaron
diversos fenémenos trombéticos, fundamentalmente venosos
(figura 11). Hemos encontrado una asociacién significativa
entre éstos y la presencia del AL y del isotipo IgG de los
ATP, ACL y AFS. Es de destacar, que los pacientes con una
mayor incidencia de trombosis eran aquellos con titulos méis
elevados de AAF (figura 12). Es decir, aquellos pacientes
con IU > 5 DE (titulos moderados) e IU > 7 DE (titulos

fuertes), son los que tienen mids trombosis. Estos resultados
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estdn en concordancia con los de otros autores
(294,350,416), y aportan una evidencia estadistica de que
los AAF juegan un papel activo en la patogenia de las
trombosis en el LES (417). La sensibilidad del AL y los ATP-
IgG para detectar trombosis es del 86%Z en ambos casos, y
para los ACL y AFS-IgG del 71 y 57%, respectivamente. Al
efectuar el andlisis multivariado, observamos que el AL es
la prueba que tiene una mejor correlacién con la presencia
de trombosis (tabla 17). Nuestros resultados son similares
a los de Derksen et al (409), que en un estudio sobre 111
pacientes con LES, encontraron que la deteccién del AL por
técnicas coagulométricas era mds sensible que los ACL. Otros
autores no estdn de acuerdo con estos hallazgos (407), ya
que consideran que estas discrepancias pueden ser debidas
en parte a la técnica empleada para detectar los ACL, o a
los criterios de inclusién de los pacientes con trombosis,
en este sentido merece destacarse que en este trabajo solo
hemos incluido aquellos pacientes que tenian una trombosis
aguda. Estos autores, propugnan la determinacién conjunta
del AL y de los ACL. Creemos que la utilizacién de los ATP,
permitird un mejor y mis rdpido screening de los pacientes
con LES susceptibles de presentar trombosis, obviando los
inconvenientes de las pruebas coagulométricas y

beneficiandose de las ventajas del ELISA.
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Ninguna paciente presenté un aborto a lo largo de los

dos afios del estudio. Por ello, como dato es£imativo,
analizamos aquellas pacientes que habian presentado
previamente uno o mis abortos. De esta forma, de las 84
mujeres incluidas en el estudio, observamos que 17 (20%)
habian tenido abortos previos. Encontramos una asociacién
significativa con el AL y 1los ATP-IgG (tabla 18). No
obstante, cabe remarcar que la importancia de los datos aqui
expuestos queda muy devaluada, pues hacen referencia a una
parte del estudio que es retrospectiva, pues como hemos
comentado, ninguna paciente tuvo ningin aborto durante el
tiempo que duré el presente trabajo. Estos resultados
realzan la importancia de analizar las asociaciones entre
los AAF y las manifestaciones clinicas presentes y no
antiguas, dado que los titulos de AAF pueden variar a lo

largo del tiempo.

La presencia de trombocitopenia es el dato biolégico
més frecuentemente asociado a la presencia de AAF
(182,274,294). En nuestro estudio 18 pacientes (20Z) 1la
presentaron. Encontramos una correlacién significativa con
el AL y précticamente todos los fosfolipidos determinados
por ELISA, asi como con el RPR. Es de destacar que esta
asociacién se establece fundamentalmente con el isotipo IgG
(Tabla 19) y que los pacientes con una mayor incidencia de

trombocitopenia eran aquellos con titulos mids elevados de
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AAF (figura 13). La rentabilidad de las distintas pruebas
empleadas se expone en la tabla 20, entre las que merece
destacar que el mayor VP+ correspondia a los ATP-IgG (742),
seguido del AL (52%), AFS-IgG (50%Z) y de los ACL-IgG (48Z).
Al efectuar el andlisis multivariado, observamos que 1los
ATP-IgG, es la prueba que tiene una mejor correlacidén con

la presencia de trombocitopenia.

Algunos autores han encontrado una asociacién entre los
AAF y ciertas manifestaciones clinicas de afeccién del
sistema nervioso central (11). Las manifestaciones més
frecuentemente relacionadas han sido la mielopatia
transversa similar a la esclerosis miltiple (esclerosis
lupoide), migrafia y corea (278). También se han descrito
casos aislados de epilepsia y sindrome de Guillain-Barré
(278). Durante el tiempo que duré este trabajo, Unicamente
observamos manifestaciones clinicas leves de afeccién del
SNC, tales como migrafia y epilepsia. No encontramos
asociacidén significativa entre estas manifestaciones y la
presencia de AAF, por ninguna de las técnicas empleadas.
Probablemente, son necesarios estudios con un nimero més
amplio de pacientes con manifestaciones neurolégicas,para
confirmar o desmentir, la existencia de asociacién entre los

AAF y estas manifestaciones clinicas.
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Un hecho encontrade por algunos autores, es la
asociacién de AAF con anemia hemolitica autoinmune con test
de Coombs positivo (415). En nuestro estudio 12 pacientes
(132) presentaron una anemia autoinmune. Asimismo
encontramos una asociacién significativa con los ATP y ACL,
aunque en este caso ésta se debia al isotipo IgM y no al
IgG, como ocurria en las trombosis y la trombocitopenia

(figura 14).

Un dato destacable de esta tesis, reside en la
asociacién del isotipo IgM de los ATP y los ACL con 1la
presencia de neutropenia. Tres pacientes presentaron cifras
de neutré6filos disminuidas y todos ellos tenian titulos
moderados o altos de ATP-IgM y ACL-IgM (figura 15). Por el
contrario, no encontramos, asociacién con la presencia de
linfopenia, que es una manifestacidén bioldgica muy frecuente
en el LES y que es considerada por la ARA como uno de los
criterios diagnésticos (123). No obstante, actualmente se
acepta que el mecanismo fundamental por el que se produce
la linfopenia es debido a la accién de 1los anticuerpos

linfocitotéxicos (356).
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En un nimero reducido de casos, se han descrito la
presencia de AAF en enfermos con otras manifestaciones
clinico-biolégicas (11). En esta Tesis hemos analizado las
posibles relaciones entre estos anticuerpos y la existencia
de nefropatia lipica, artritis, afeccién cuténea, serositis,
vasculitis, fenémeno de Raynaud, tiroiditis y sindrome seco.
No hemos encontrado correlacién estadistica entre ninguno

de estos pardmetros y la presencia de AAF.

Un hecho ampliamente debatido es la asociacién de los
AAF, concretamente de los ACL, con la presencia de actividad
clinica en el LES (13,15-18,355). Isenberg et al (16),
observaron que existia una correlacién entre los niveles de
ACL y la actividad clinica y bioldégica de esta enfermedad.
En este estudio, al igual que otros autores (405,409), no
hemos encontrado asociacién entre la actividad de 1la

enfermedad y ninguno de los AAF estudiados.

Otro aspecto que hemos estudiado en este tesis, es la
relacién entre los diversos AAF y otros marcadores
inmunolégicos, como los anticuerpos anti-ADN, los anti-ENA
y los factores del complemento. Algunos autores (16), han
encontrado correlacién entre los ACL y la cifra de Ac anti-
ADN. Esto ha sugerido la existencia de wuna reactividad
cruzada de los ACL con ciertos determinantes antigénicos de

naturaleza fosfolipidica del ADN. Segin estas teorias, un
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subgrupo de Ac anti-ADN se uniria a los grupos fosfodiéster
de la cadena de ADN y, por lo tanto, serian otro grupo de
AAF (13,364-66). Sin embargo, en nuestro estudio no hemos
hallado ninguna correlacién entre los diversos AAF y los Ac
anti-ADN. Asimismo, por lo que respecta a los diversos
anticuerpos anti-ENA o los factores del complemento, 1la

asociacién no ha sido significativa.

El primer aspecto gque llama 1la atencién es la
diversidad de manifestaciones clinicas en el LES asociadas
estadisticamente a la presencia de AAF. No obstante, este
amplio abanico puede resumirse en dos grandes grupos:
aquéllas relacionadas con fenémenos trombéticos y otras
producidas por destrucciones celulares. En el primer grupo
se inscriben las trombosis, tanto arteriales como venosas,
que pueden afectar a cualquier territorio, como los vasos
de 1las extremidades, coronarios, cerebrales, dérmicos,
intraabdominales o placentarios, responsables en muchos
casos de los abortos y muertes fetales de repeticién. En el
otro grupo de manifestaciones se incluyen aquéllas
relacionadas con el dafio producido sobre diversas células,
como la aparicién de trombocitopenia, anemia hemol{itica,
sindrome de Evans. Estas asociaciones permiten definir 1la
existencia de un sindrome antifosfolipido secundario en los
pacientes con LES, caracterizado por la presencia de AAF a

titulos moderados-elevados y las manifestaciones clinicas



212
ya comentadas, que <constituyen un nuevo subgrupo de
pacientes en el LES. Dada la existencia de estos dos grupos
diferentes de manifestaciones clinicas, es posible también
que el mecanismo de accién de los AAF pueda ser diverso

(404,411,416) (figura 16).

Las primeras observaciones experimentales sobre 1la
actividad trombogénica de los AAF se deben a Carreras et al
(152,246). Estos autores objetivaron que dichos anticuerpos
producian la inhibicién de la sintesis y liberacién de
prostaciclina por las células endoteliales, que conduciria
a la aparicién de fenbémenos trombéticos. No obstante, otros
autores (412) coinciden en afirmar que los AAF no solo no
inhiben este proceso sino que estimulan la sintesis de

prostaciclina en los cultivos de células endoteliales.

Mids sugestivas son las observaciones de Comp et al
(236) que consideran que los AAF provocarian la inhibicién
de la trombomodulina, una glicoproteina de la membrana de
las células endoteliales, que requiere un componente
fosfolipidico para su accién y que, al unirse con la
trombina (complejo trombomodulina-trombina) activa 1la
proteina C. La proteina C es un agente fibrinolitico que se

une con el inhibidor del activador tisular del plasminégeno
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y forman un complejo, pof lo que éste resulta inhibido como
consecuencia de ello, e inactiva a los factores V y VIII
activados. La interaccién de los AAF con el fosfolipido
asociado a la trombomodulina evitaria la activacién de 1la
proteina € y favoreceria 1la aparicién de trombosis
(235,240). Otra hipétesis atractiva que implicaria de forma
indirecta a los AAF en la patogenia de las trombosis es que
los pacientes desarrollen anticuerpos antiidiotipo (anti-
AAF) (234). Estos anticuerpos podrian imitar la imagen
interna del autoantigeno y tener una estructura similar a

la de los fosfolipidos procoagulantes.

Resulta de especial interés el hallazgo por Escolar et
al. (404), que el plasma de pacientes afectos de un LES y
con AAF, provoca un aumento significativo de 1la
agregabilidad plaquetaria sobre un modelo experimental de
perfusién, a diferencia del plasma de sujetos normales o de
pacientes con LES sin AAF. Este estudio constituye 1la
primera demostracién experimental de que los AAF estén

realmente implicados en la produccién de trombosis.

La aparicién de trombocitopenia y anemia hemolitica se
atribuye a la destruccién de plaquetas y hematies como
consecuencia de la unién de los AAF con fosfolipidos de
carga negativa de las membranas de estos elementos

sanguineos. La destruccién se produciria por 1la accién
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litica del complemento en los vasos sanguineos o tras su
captacién por el sistema mononuclear fagocfitico (114,404).
Es de destacar que los fosfolipidos de carga negativa se
encuentran en la parte interna de las membranas de plaquetas
y hematies, por lo que no se encuentran estimulados de forma
constante por los AAF. En cambio, la 1lesién de estas
células, o la simple activacibén y/o agregacién plaquetaria,
provoca la exteriorizacién de estos fosfolipidos y su
exposiciénva la accién de los AAF (158). Por otra parte, 1la
presencia de alteraciones neurolégicas podria deberse, como
ya se ha comentado anteriormente, tanto a la existencia de
fenémenos trombdéticos (accidentes vasculares cerebrales,
corea) como a la accién directa sobre las células nerviosas
(mielopatia transversa). A este respecto, son interesantes
los estudios de Hirano et al. (283) que detectan anticuerpos
linfocitotéxicos que presentan reactividad cruzada con el
tejido cerebral y los glicolipidos de la membrana de los
linfocitos, por lo que es posible que una subpoblacién de

anticuerpos linfocitotéxicos esté constituida por AAF (279).

Pese a la existencia de estas sugestivas hipétesis
etiopatogénicas, un aspecto inquietante es el hecho que no
todos los pacientes con AAF presentan las mismas

manifestaciones y, ademids, algunos permanecen asintomdticos.
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Con referencia a este aspecto tan problemidtico,
resultan interesantes algunos de 1los hallazgos de 1la
presente Tesis sobre la correlacién entre el titulo e
isotipo de los AAF y la existencia de algunas
manifestaciones clinico-biolégicas. Asi, en el caso de las
trombosis y trombocitopenia estdn relacionadas con el
isotipo IgG de los ATP, AFS y ACL. Ademids, la asociacién
guarda una correlacién casi 1lineal con 1los titulos de
AAF(figura§ 12 y 13). Estos datos, son similares a los de
Harris et al. (294) que demostraron que los titulos més
elevados de ACL son 1los gque muestran mayor valor de
prediccién positiva de aparicién de manifestaciones
clinicas. En el caso de 1la anemia hemolitica y 1la
neutropenia, la correlacién se establece con el isotipo IgM
(figuras 14 y 15). Segldn Alarcén-Segovia (404), existe la
posibilidad de que este isotipo favorezca mejor la accién
litica del complemento sobre los hematies o su captacién por

el sistema mononuclear fagocitico.

Asimismo, tampoco se conoce el agente desencadenante
de la exteriorizacién de los fosfolipidos, inicialmente
situados en la parte interna de las membranas celulares, el
cual podria ser determinante en la aparicién de

manifestaciones clinicas (411).
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Finalmente, parece altamente probable que deban existir
otros fenémenos, algunos aiun desconocidos en la actualidad,
que participen, quizds asociados a los AAF, en la patogenia
de estas manifestaciones. Asi, en la produccién de trombosis
en el LES y otras enfermedades autoinmunes pueden coexistir
otros factores como vasculitis (404), coagulacién
intravascular diseminada (165), endocarditis de Libman-Sacks
(379), sindrome ngfrético (371) y déficit de antitrombina
111, proteina S o proteina C (372), ademds de los factores
conocidos de riesgo aterdgeno (hipertensidén, tabaquismo,
hiperlipemia, diabetes, etc.) y de estasis venoso (373-74).
En la patogenia de los abortos y muertes fetales de
repeticién también pueden participar factores como los
anticuerpos anti-Ro (273) o los 1linfocitotéxicos y las
causas ovulares o maternas habituales (anomalias
cromosémicas, infecciones, etc.) (376,413). Finalmente, en
la etiopatogenia de la trombocitopenia en el LES se ha
incriminado también la accién de anticuerpos

antiplaquetarios (157) y antihistonas (369).

En conclusién, los AAF parecen jugar un papel
importante en el desarrollo de fenémenos trombéticos vy
diversas alteraciones hematoldgicas y neurolégicas. Este
papel se desprende, en primer lugar, del hallazgo de una
correlacién significativa entre su presencia y la existencia

de estas manifestaciones clinicas y, en segundo lugar, de
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que son compatibles con una participacién de los AAF en la
produccién de estas alteraciones. No obstante, su potencial
y es preciso delimitar su ubicacién dentro de los mecanismos
patogenéticos presentes en las enfermedades autoinmunes.

Otro aspecto que es preciso destacar, es el que hace
referencia a la terapéutica que debe administrarse a los
pacientes ‘con AAF. Varios investigadores (176,192,
198,245,287-89) han observado una disminucién en 1la
actividad del AL tras tratamiento con corticosteroides o
inmunosupresores. Cabe destacar el estudio de Lubbe et al.
(271), en el que describen 6 mujeres con LES y abortos de
repeticién, todas ellas con AL. El1 tratamiento de las mismas
con prednisona y aspirina conllevé a una desaparicién del
AL y permitié que los embarazos llegaran a término de un
modo satisfactorio. Estos hallazgos han sido posteriormente
comprobados por otros autores en series mds amplias de
pacientes (246,286,290). En un estudio reciente, efectuado
por nuestro grupo en combinacién con el Servicio de
Obstetricia de nuestro hospital, la administracién de Acido
acetil-salicilico en dosis bajas se ha demostrado eficaz
para obtener fetos vivos en mujeres con AAF y abortos de

repeticién (413).
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El tratamiento de los enfermos con AAF se basa en la
premisa de que éstos desarrollan un papel etiopatogénico en
la trombosis, trombocitopenia y abortos de repeticién. No
obstante, debemos tener en cuenta que no todos los enfermos
con AAF presentan estas complicaciones. Actualmente, se
considera que probablemente no estd Justificado el
tratamiento de los enfermos con AAF, incluso con titulos
elevados, sin manifestaciones clinicas activas, excepto en
el caso de‘las mujeres embarazadas con AAF y antecedentes
de abortos. Asimismo, dada 1la morbilidad y mortalidad
potencial en 1la recurrencia de accidentes vasculares
cerebrales o trombosis venosas con tromboembolismos
pulmonares, parece indicado disminuir los niveles de AAF en
los enfermos que han presentado previamente alguno de estos
episodios. El1 problema radica en el hecho de determinar qué
tratamiento es el mids idéneo en estos casos (331). El1 papel
de los antiagregantes plaquetarios y de los anticoagulantes
orales en la prevencién de las trombosis recurrentes en
enfermos con AAF es incierto. La experiencia de diversos
grupos de investigacién y del nuestro, parece demostrar que
algunos enfermos continlian presentando trombosis a pesar de
una adecuada terapia anticoagulante. No obstante, hoy en dia
se aconseja la wutilizacién conjunta de anticoagulantes
orales durante periodos prolongados de tiempo, asociados
ocasionalmente a drogas inmunosupresoras, como los

corticoides, en todos aquellos enfermos con historia de
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trombosis y con AAF (291-330,402,413-14).

Como hemos comentado en la revisién bibiliogréfica, al
inicio de esta Tesis Doctoral, el interés por el estudio de
los AAF en los Gltimos afios, ha llevado a la descripcién de
una nueva entidad denominada sindrome antifosfolKpido primario.
Este sindrome hace referencia a pacientes jévenes con
trombosis venosas, infartos de miocardio o accidentes
vasculares éerebrales, sin factores de riesgo vascular y de
mujeres con abortos y/o muertes fetales de repeticién de
etiologia no aclarada, en 1los cuales se objetiva 1la
presencia de AAF como tinica alteracién autoinmune destacable
(353,369). En nuestra opinién (402), &este sindrome
constituye probablemente una entidad con unas
caracteristicas clinicas y biolégicas propias. No obstante,
ante la presencia de este cuadro se debe descartar con
seguridad la existencia de otra enfermedad autoinmune
subyacente, como el LES, que utilice como forma de
presentacién esta sintomatologia. Creemos que este concepto,
en un futuro préximo, obligard al médico a modificar el
enfoque diagnéstico frente a los pacientes con trombosis y
abortos de repeticién, hasta ahora considerados como
idiopdticos. Sin embargo, es preciso un mayor numero de
estudios y un seguimiento mds prolongado de estos enfermos
para determinar la incidencia real de este sindrome y

profundizar en su etiopatogenia y evolucién.
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El estudio de los AAF ha merecido y mereceri en el
futuro numerosos estudios, ya que adin quedan muchas
cuestiones por resolver (378-406). A lo largo de esta Tesis
Doctoral hemos analizado algunos de los problemas que el
estudio de los AAF conlleva. En el campo de los métodos de
laboratorio hemos desarrollado una nueva técnica de ELISA,
que emplea una tromboplastina comercial, que creemos
facilitard la deteccién del AL. En cuanto a la asociacién
de los AAF con las diversas manifestaciones clinicas, hemos
contribuido a un mejor conocimiento de las mismas y su
correlacién con los distintos tipos de AAF y las técnicas
de laboratorio correspondientes. No obstante, es preciso
profundizar en los diversos aspectos que aqui hemos
comentado. Todo ello, conllevard a 1la elaboracién de
protocolos terapéuticos adecuados, con la finalidad dltima
de evitar las complicaciones, en ocasiones fatales, que los

pacientes con AAF pueden presentar.
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Los trastornos inmunitarios que intervienen en 1la
etiopatogenia del LES son tan variados y complejos, que
hasta 1la actualidad no se ha podido determinar con
precisién cual es el fenémeno inicial que desencadena el
proceso, que culmina con una activacién policlonal de los
linfocitos By la formacién de numerosos autoanticuerpos,
responsables de la mayorfia de 1las manifestaciones

clinicas de la enfermedad.

Entre los diversos autoanticuerpos descritos en el
LES, los anticuerpos antifosfolipido (AAF) destacan por
el gran interés que su estudio ha despertado en los
diltimos afios. Se caracterizan por ser un grupo
heterogéneo de autoanticuerpos adquiridos de forma
espontidnea, de tipo IgG, IgM o IgA, que actuan contra
estructuras fosfolipidicas de las membranas celulares.
Algunos estudios clinicos han demostrado que 1los
pacientes con LES y AAF presentan una incidencia elevada
de fendémenos trombéticos, abortos y muertes fetales de

repeticién y trombocitopenia.

La deteccién de los AAF se ha realizado en las
iltimas dos décadas de forma indirecta mediante diversas
técnicas. Las mas cldsicas son las pruebas
coagulométricas, que detectan anticuerpos contra la
fraccién fosfolipidica del complejo de la protrombinasa
y que reciben el nombre genérico de anticoagulante lidpico

(AL). Otro método <clésico, pero también indirecto,
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consiste en la deteccién de. una serologia 1luética
falsamente positiva (SLFP) empleando técnicas reaginicas
(VDRL, RPR) que ponen de manifiesto la presencia de
anticuerpos dirigidos contra una mezcla de cardiolipina,

lecitina y colesterol.

Mis recientemente, se han descrito diversas técnicas
para la deteccién directa de los AAF, como el radio-
inmunoensayo (RIA) y el enzimoinmunoensayo (ELISA), que
han permitido reconocer otros anticuerpos contra
fosfolipidos de carga negativa como la cardiolipina,
fosfatidilserina, fosfatidilinositol y 4cido fosfatidico,

o neutra como la fosfatidiletanolamina y la colina.

La mayoria de los estudios para valorar 1la
incidencia de los AAF en pacientes con LES, determinan el
AL o los ACL, y raramente ambos a la vez, por lo que
disponemos de pocos datos sobre cual es el mds eficaz.
Ademis, recientemente se ha observado que no todos los
pacientes con AL tienen ACL y viceversa. Estos
anticuerpos podrian reaccionar contra antigenos que
comparten algunos pero no todos los epitopes, lo que
justificaria el que algunos enfermos solo tengan un test

positivo.

La incidencia del AL en los pacientes con LES oscila
ampliamente segin las series publicadas. La variabilidad

puede deberse a diversos factores, aunque lo mds probable
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es que sea consecuencia de diferencias en la sensibilidad
de las diversas pruebas de coagulacién utilizadas para su
deteccién. Ademds, hoy en dia, no existe un acuerdo
unidnime sobre cual de estas pruebas es la méds adecuada
para la deteccién del AL, por lo que algunos autores
aconsejan practicar una bateria de pruebas
coagulométricas, y consideran que el paciente es portador
de un AL, cuando al menos dos de ellas son positivas.
Otros inconvenientes afladidos en la deteccién del AL, son
que las pruebas coagulométricas, a diferencia del ELISA,
no permiten el estudio rutinario de series amplias de
pacientes debido a su laboriosidad, y tampoco 1la
cuantificacién de los niveles de anticuerpos. Por dltimo,
dificultan 1la deteccién del AL en sujetos bajo
tratamiento anticoagulante ya que emplean plasma y no
suero. En este sentido, Branch et al. describieron un
ELISA que empleaba tromboplastina humana para determinar
el AL, aunque debido a su dificultad técnica, no ha

podido ser empleada de forma rutinaria.

Aunque los ACL en el LES, han sido los AAF mejor
estudiados, no obstante, todavia existe controversia
sobre su relacién con algunas manifestaciones clinico-
biolégicas del LES, asi como su posible utilidad como

marcadores de actividad clinica de la enfermedad.
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Recientemente, se han desarrollado nuevas técnicas

de ELISA que detectan otros AAF dirigidos contra otras
estructuras fosfolipidicas distintas a la cardiolipina,
tales como la fosfatidilserina (AFS), fosfatidilinositol
(AFI1) y 4cido fosfatidico (AFA). Hasta el momento actual
disponemos de pocos estudios prospectivos sobre
poblaciones amplias de pacientes con LES, en los que se
hayan estudiado estos AAF, por lo que existen numerosas
incégnitas en cuanto a su correlacién con las distintas
manifestaciones clinicas y biolégicas y por lo tanto

sobre su posible utilidad préctica.

En base a las consideraciones previas, los objetivos
de la presente Tesis Doctoral han sido los siguientes: 1)
determinar la incidencia del AL en el LES, en base al
empleo de una amplia bateria de pruebas coagulométricas,
a fin de valorar la utilidad de cada una de ellas; 2)
desarrollar una técnica de ELISA para determinar el AL,
que fuera sencilla ,reproducible y que permitiera
sustituir a las pruebas coagulométricas; 3) determinar la
incidencia de los ACL por ELISA, junto con otros AAF,
como los AFS, AFA y AFI; 4) evaluar la interaccién de los
distintos AAF entre si; y por tGltimo, 5) correlacionar
los distintos AAF determinados en este estudio con la
presencia de diversas manifestaciones clinicas con 1la
finalidad de comprobar si definen algin subgrupo clinico,

y establecer la prueba mds eficaz en cada caso.
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Para efectuar este estudio, durante dos afios (1988-
1989) hemos estudiado de forma prospectiva 92 pacientes
diagnosticados de LES en base a los criterios de la
Asociacién Americana de Reumatologia (ARA). Como grupo
control hemos wutilizado 100 personas sanas donantes

voluntarios de sangre con serologia luética negativa.

La obtencién de los datos se realizé mediante 1la
aplicacién de wun protocolo clinico-biolégico. Las
diferentes pruebas de laboratorio para determinar los AAF
del estudio fueron efectuadas personalmente por el
doctorando. E1 resto de pardmetros Dbiolégicos se
efectuaron segin técnicas estandarizadas en el

laboratorio de Inmunologia del Hospital Clinico.

De los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral

se obtienen las siguientes conclusiones:

1.1 La distribucién por sexos, edad de inicio de 1la
enfermedad, manifestaciones clinicas e incidencia de
nefropatia han sido similares a las descritas en la

literatura.

1.2 La incidencia de trombosis en nuestra serie fue del
8% y la trombocitopenia estuvo presente en el 20Z de

los casos.



2.1

2.1.1

Deteccién del AL mediante pruebas coagulométricas

Al evaluar el AL, cuando al menos dos pruebas
coagulométricas son positivas, la incidencia

global del AL es del 32%Z.

La prueba mids sensible para la deteccién del AL
ha sido el tiempo del veneno de vibora de
Russell diluido (TVVRD), que ha sido positiva
en el 34Z de 1los casos, a continuacién el
tiempo de inhibicién de 1l1la tromboplastina
tisular diluida (TITD) en el 28% y el tiempo de
tromboplastina tisular activada (TTPA) en el

23%Z de los pacientes.

2.2 Determinacién de los diferentes AAF por ELISA

La técnica de ELISA en fase sélida con 1la
utilizacién de distintos fosfolipidos como
antigenos, permite detectar los AAF de 1los
isotipos IgG e IgM de forma estandarizada y
reproducible. Los coeficientes de variacién
intraensayo para las diferentes pruebas de
ELISA empleados son inferiores al 8%, y no

superan el 14Z en los interensayos.
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2.3.

2.3.

.3
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La utilizacién del Indice de Unién (IU) permite
asignar a los resultados unas unidades de
cdlculo sencillo. La unidad (1 U) equivale a
una densidad 6ptica (DO) del suero problema

igual a la DO del suero control sano.

Los valores de los distintos AAF determinados
por ELISA en la poblacién normal siguen una
distribucién log~normal, con diferencias segin

el isotipo (IgG o IgM).

Para establecer el valor patoldégico (cut-off)
para cada AAF, es necesario considerar aquellos
superiores a 3 DE de la media de las DO de 1la
poblacién sana, para evitar al méximo los

falsos positivos.

Incidencia de los distintos AAF

La incidencia de 1los Ac antitromboplastina
(ATP) en nuestra serie es del 357 (14% IgG, 14%

IgM y un 7% ambos isotipos.

La incidencia de los Ac anticardiolipina (ACL)
es del 37Z (16%Z 1IgG, 13% IgM y 8% ambos

isotipos).
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Los otros AAF mostraban 1los siguientes
porcentajes: 322 para los Ac
antifosfatidilserina (AFS), 28% para los Ac
anti d4cido fosfatidico (AFA), y 24Z para los Ac

antifosfatidilinositol (AFI).

La SLFP fue positiva solo en el 22% de 1los

pacientes.

2.4 Relacién entre los distintos AAF determinados por

2.4.

2.4.

1

técnica de ELISA y el AL por pruebas

coagulométricas.

La asociacién entre la presencia del AL y los
AAF por ELISA fue significativa en todos 1los
casos, aunque fue mayor para los ATP (p<0.001)
y ACL (p<0.001). Es de destacar, que esta
asociacién se establece fundamentalmente entre

el isotipo IgG de los distintos AAF y el AL.

Mediante el empleo del andlisis multivariado,
observamos que la prueba que mostraba la mejor
correlacién con el AL eran los ATP-IgG

(p<0.001).
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Al analizar la correlacién entre los valores de
las pruebas coagulométricas y los titulos de
los AAF por ELISA, encontramos una asociacién
significativa entre los ATP-IgG y el TVVRD, los
ACL-IgG y el TVVRD y entre los AFS-IgG y el

TVVRD.

Nuestros resultados demuestran que los ATP por
ELISA permiten una fdcil y rdpida deteccién del
AL, y que podrian sustituir a las pruebas
coagulométricas como prueba de screening en

poblaciones amplias de pacientes.

Relacién entre los Ac anti-tromboplastina y 1los

otros AAF por ELISA.

Al analizar los titulos de los ATP con 1los
otros AAF, observamos que la mejor correlacién
se establecfia con 1los isotipos IgM de 1los
diferentes ELISA empleados, si bien, esta era
mis significativa con los AFS-IgM (p<0.001) y

los ACL-IgM (p<0.01).

En relacién al isotipo IgG, tdnicamente habia
una correlacién significativa con los AFS-IgG
(p<0.01) y en menor grado con los ACL-IgG

(p<0.01).



3.1

Asociacién con trombosis

Hemos encontrado una asociacién significativa
entre las trombosis y el AL, as{ como 1los

isotipos IgG de los ATP, ACL y AFS.

Es de destacar, que los pacientes con una mayor
incidencia de trombosis eran aquellos con

titulos mds elevados de AAF.

La sensibilidad del AL y los ATP-IgG para
detectar trombosis es del 86% en ambos casos,
y para los ACL y AFS-1IgG del 71 y 57%Z,

respectivamente.

Al efectuar el anilisis multivariado,
observamos que el AL es la prueba que tiene una
mejor correlacién con la presencia de trombosis

(p<0.001).
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3.2 Asociacién con abortos de repeticién

.1

Ninguna paciente presenté un aborto a lo largo
de los dos afios del estudio. Un 20Z de las
pacientes tenian antecedentes de abortos

previos.

Encontramos una asociacién significativa entre
el AL y los ATP-IgG y el antecedente de abortos

previos.

3.3 Asociacién con trombocitopenia

.1

Encontramos una correlacién significativa con
el AL y prélcticamente todos los fosfolipidos
determinados por ELISA, asi como con el RPR.
Esta asociacién se establece con el isotipo
IgG. Los pacientes con una mayor incidencia de
trombocitopenia eran aquellos con titulos mias

elevados de AAF.

El mayor valor de prediccién positivo
correspondia a los ATP-IgG (74%), seguido del

AL (52%), AFS-IgG (50%) y de los ACL-IgG (48%).
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Al efectuar el andlisis multivariado,
observamos que los ATP-IgG, es la prueba que
tiene una mejor correlacién con la presencia de

trombocitopenia (p<0.001).

3.4 Asociacién con otras manifestaciones clinico-

biolégicas en el LES.

En nuestra serie 137 pacientes presentaron una
anemia hemolitica autoinmune. Encontramos una
asociacién significativa con los ATP y ACL,
aunque en este caso ésta se debia al isotipo
IgM y no al IgG, como ocurria con la trombosis

y la trombocitopenia.

Tres pacientes presentaron neutropenia y todos
ellos tenian titulos moderados o altos de ATP-

IgM y ACL-IgM.

No hemos encontrado asociacién entre la
actividad de la enfermedad y ninguno de los AAF

estudiados.

Asimismo, no hemos encontrado correlacién entre
la presencia de los AAF y afeccién del sistema
nervioso central, ni ninguna otra de las

manifestaciones clinicas del LES.
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No hemos encontrado en esta Tesis ninguna
asociacién entre la presencia de los AAF y los

diversos pardmetros inmunolégicos estudiados.
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