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I. RESUMEN 13

I. RESUMEN

Objetivos: El interés de los ensayos clinicos se ha centrado en conocer los anticuerpos no
incluidos actualmente en los criterios de clasificacion del Sindrome Antifosfolipido
(SAF), para la deteccion de anticuerpos dirigidos contra fosfolipidos (PL), proteinas de
uniéon a PL, factores de coagulacion y un test para la resistencia de la actividad
anticoagulante de la Anexina A5 (AnxAS5 R). Por lo tanto, se realizO una revision
sistematica para tratar de establecer la prevalencia de cada uno de estos anticuerpos en

pacientes con SAF y en controles (sanos y enfermos).

Material y Métodos:

Disefio: Se realizaron busquedas en PubMed y Embase utilizando las palabras clave:
Antiphospholipid Syndrome (SAF), antiphospholipid antibodies (aPL), non criteria
antibodies, new assays, anticardiolipin antibodies (aCL), lupus anticoagulant (AL) , anti-
Domain I (aDI), IgA antil2-glycoprotein I (IgA antiB2-GPI), anti-phosphatidylserine
(aPS), anti-phosphatidylethanolamine (aPE), anti-phosphatidic acid (aPA), anti-
phosphatidylinositol (aPI), anti-protrombin (aPT), anti-phosphatidylserine/prothrombin
(aPS/PT), anti-vimentin/cardiolipin complex (aVm/CL) y annexin A5 resistance (AnxAS
R). Se establecieron limites para el lenguaje (inglés), tipo de estudio (ensayos clinicos) y

unicamente en humanos. Cada publicacion fue sistematicamente examinada.

Pacientes: se seleccionaron 16 estudios (14 transversales, uno de ellos multicéntrico y 2
casos y controles) de los que se extrajeron datos originales sobre la prevalencia de los
anticuerpos antifosfolipido no incluidos en los criterios de clasificacion en 1.404

pacientes con SAF, 1.839 controles enfermos y 797 sanos.

Protocolo y descripcion de variables: se revisaron todos los articulos por dos de los

autores y las dudas surgidas fueron resueltas tras la discusion de varios autores
acogiéndose al método de la declaracion PRISMA (Preferred Reporting Items for
Systematic reviews and Meta-Analyses). Las variables recogidas de forma sistematica
fueron las siguientes: prevalencia de IgG aDI, prevalencia de anticuerpos aPE, aPS, IgA
aCL, IgA anti32-GPI, aPT, AnxAS5 R, aPA, aPS/PT, aPI y aVm/CL en pacientes con SAF

primario y secundario y controles (sanos y enfermos).
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Resultados:

La prevalencia mas alta de anticuerpos antifosfolipidos Ac aPL en el grupo mayor de
pacientes con SAF fue para IgA antil32-GPI (129/229, 56.3%), AnxAS5 R (87/163, 53.3%)
e IgG aDI (241/548, 43.9%). De todas formas, todos los Ac aPL estudiados no incluidos
en los criterios diagndsticos, fueron significativamente mas elevados en pacientes con

SAF, en comparaciéon con controles sanos y enfermos.

La mayoria de los estudios fueron de tamafios muestrales pequefios y solo seis de estos
anticuerpos fueron estudiados en cohortes de mas de 100 pacientes: aDI, n=548; aPE,
n=337; IgA aCL, n=229; IgA anti32-GPI, n=229; aPT, n=207 y la AnxAS5 R, n=163. El
resto de andlisis se realizaron en pequenas cohortes (n<100): aPA, n=76; aPI, n=67; aPS,
n=67; aPS/PT, n=44 y aVm/CL, n=40. En general, la prevalencia mas alta de estos
anticuerpos fue para: 1gG (37/40, 92.5%) e 1gM (32/40, 80.0%) aVm/CL en un estudio en
un solo centro; IgG aPA (46/67, 68.6%) en dos estudios de cinco centros diferentes; IgG
aPS (40/67, 59.7%) también en dos estudios de cinco centros diferentes; e 1gG aPS/PT
(19/44, 43.2%). El pequeiio tamafio de las muestras y el nimero de centros involucrados
en estos estudios, hace que la alta prevalencia encontrada de estos anticuerpos sea menos

certera.
Conclusiones:

Los estudios para detectar IgA anti32-GPI, AnxAS5 R e IgG aDI son de particular interés
porque han demostrado un potencial importante en la patogénesis del SAF. Sin embargo,

se necesitan mas estudios, especialmente prospectivos, para confirmar estos hallazgos.
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II. INTRODUCCION

1. CONCEPTO

El sindrome antifosfolipido (SAF) fue descrito por primera vez en 1963 por Bowie et al
(1) en un grupo de pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico (LES) que desarrollaron
trombosis. Dos décadas después fue Hughes (2) quien lo definid6 como Sindrome
anticardiolipinas al ver la asociaciéon de las trombosis con estos anticuerpos (Ac).
Posteriormente se supo que estos anticuerpos, también reaccionaban con otros
fosfolipidos (PL) unidos a proteinas diferentes a la cardiolipina y que existian otros
muchos anticuerpos antifosfolipidos (Ac aPL) distintos a los anticuerpos anticardiolipinas

(aCL), relacionados con este trastorno.

El SAF es una enfermedad autoinmune caracterizada por trombosis recurrentes
(arteriales, venosas o de la microcirculacion) y morbilidad gestacional, junto con

positividad de Ac aPL (3).

Es una enfermedad poco frecuente. Menos del 1% de los pacientes con trombosis,
presentan aPL, aunque se asocia a una alta morbilidad, debido a las complicaciones de las
trombosis recurrentes (4). Podemos encontrar Ac aPL a titulos bajos en el 2-7% de los
individuos sanos que donan sangre, mientras que se encuentran a titulos moderados o
altos en el 0.2% de la poblacion. La positividad de los Ac aPL aumenta con la edad. El
60-80% de los pacientes con SAF pertenecen al género femenino. El SAF es frecuente
dentro de una misma familia, aunque no se conoce un perfil tnico de HLA (Antigeno
Leucocitario Humano). El isotipo IgA es el que aparece con madas frecuencia en la
poblacion africana (5). En algunos estudios realizados se observo que un 10% de los
pacientes con un primer episodio de accidente cerebrovascular (ACV) presentaban Ac
aPL positivos (6). De igual forma ocurre hasta con el 21% de mujeres que han sufrido
mas de tres abortos consecutivos (7). Por otro lado, los polimorfismos de la B2-
glucoproteina I (32-GPI) parecen tener una leve relacion con el desarrollo de SAF y las

personas que carecen de este anticuerpo parecen ser normales (8).

El SAF puede dividirse en primario (como entidad tnica) y secundario (asociado a otras
enfermedades autoinmunes, principalmente a LES o cuadros tipo lupus. El resto de

asociaciones menos frecuentes suelen darse con sindrome de Sjogren primario, artritis
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reumatoide (AR), esclerodermia, vasculitis y dermatomiositis) (9). No se han encontrado
diferencias significativas entre las manifestaciones clinicas o serologicas del SAF
primario y secundario (10). Dada su frecuente asociacion, es conveniente descartar otros
procesos autoinmunes una vez que el paciente haya sido diagnosticado de SAF (11).
Igualmente, en pacientes diagnosticados de LES, siempre tendra que estar presente la
posibilidad de que se desarrolle un SAF. Los Ac aPL son muy frecuentes en pacientes
con LES (12). Aun no estd bien definido el espectro de asociaciones entre SAF y LES,
aunque la mayoria de los problemas relacionados con éste tltimo han sido identificados.
En asociacion con el SAF se han visto anomalias en el encéfalo (13) mielitis transversa,
neuropatia optica, epilepsia (14), complicaciones pulmonares masivas y abortos (15). No
se conoce en qué grado, la agregacion plaquetaria, las prostaglandinas, el plasminogeno y

la fibrinolisis contribuyen a estos fendmenos trombéticos en el LES (16).
2. ETIOPATOGENIA Y FISIOPATOLOGIA

Se trata de una enfermedad autoinmune de etiologia desconocida, resultado de interaccion

de factores ambientales, hormonales y genéticos.

La fisiopatologia del SAF es diferente a la de otras enfermedades que causan
hipercoagulabilidad. Puede desencadenarse mediante Ac aPL que interfieren con la
hemostasia (proteinas C, S y fibrinolisis) y mediante la activacion de células que expresan
sustancias anticoagulantes. No existe especificidad por un territorio vascular concreto
para la produccion de trombosis ya que puede darse ésta en la red venosa, arterial o

microcirculacion capilar (17).

El proceso comienza con la activacion y apoptosis de las plaquetas y las células
endoteliales o trofoblastos. Mientras tanto los PL migran a la membrana celular externa.
Después la 32-GPI se une a la fosfatidilserina y los Ac aPL se unen a un dimero de B2-
GPI. Todo esto inicia una serie de senales que llevan a la expresion del factor tisular y

moléculas de adhesion, causando la agregacion plaquetaria y el comienzo de la trombosis

(18).

En la placenta los Ac aPL compiten con la Anexina A5 (AnxAS5) (anticoagulante
placentario) por la fosfatidilserina (aPS), interrumpiéndose el escudo protector frente a

los mecanismos tromboéticos maternos y produciéndose la trombosis de los pequenos
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vasos placentarios. Por otro lado los Ac aPL también inhiben la produccion de prolactina
placentaria y factor de crecimiento dificultando el normal funcionamiento de la placenta y
causando insuficiencia placentaria, retraso intrauterino retardado y finalmente la muerte

fetal (19).

En un intento de dilucidar la fisiopatologia del SAF, en los ultimos tiempos se han
propuesto varios mecanismos fisiopatologicos por los que los Ac aPL podrian

desencadenar una respuesta inflamatoria y protrombdtica:

1.- Los pacientes con SAF tienen anticuerpos que reconocen a la proteina C, S y
trombomodulina, alterando los sistemas de la coagulacion y generando un estado
protrombdtico. Estos anticuerpos inhiben el sistema fibrinolitico, produciendo trombosis

arteriales y venosas, aunque el mecanismo es desconocido.

2.- También se han identificado ciertos HLA asociados al SAF, como son el DR4, DR7 y
DRw53 (20).

3.- Las infecciones por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la
hepatitis C, el virus herpes, los adenovirus, los parvovirus B19, la lepra, la sifilis y ciertos

farmacos, pueden predisponer a la aparicion de Ac aPL (21).

4.- El factor tisular no se expresa en la superficie celular cuando el endotelio vascular esta
integro, aunque se ha visto que entre los mecanismos inducidos para la trombosis por los
Ac aPL, se encuentra la regulacién de la expresion del factor tisular en monocitos y
células endoteliales. La sobreproduccion de factor tisular activa la via extrinseca de la
coagulacion. Reverter et al (22) demostraron un aumento de factor tisular en monocitos
en presencia de IgG aCL y Ac anti32-GPI y éste a su vez era mayor en pacientes que

habian sufrido eventos tromboticos.

5.- Los Ac aPL interaccionan con la AnxA5 que se encuentra en la superficie de las
células endoteliales. La AnxAS5 es un potente anticoagulante que forma un escudo en las
células endoteliales y bloquea la reaccion de la coagulacion. Los Ac aPL rompen esta

barrera.

6.- La B2-GPI es una apolipoproteina que media la union de PL a plaquetas, monocitos,

células endoteliales y trofoblasto. Se ha visto que las células mononucleares de pacientes
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con SAF tienen un efecto proliferativo mayor en presencia de Ac anti32-GPI, puesto que
es el mayor autoantigeno de los Ac aPL. El factor 4 plaquetario, se une a la 32-GPI
dimerizada y son reconocidos por los anticuerpos anti32-GPI. Este complejo activa las
plaquetas por la via de la MAP quinasa (proteinas quinasa activadas por mitogenos), la
produccion de tromboxano y la expresion del receptor GPIIb/Illa, responsables de las
manifestaciones clinicas de la trombopenia (23). En ausencia de linfocitos T CD4+,
disminuye el efecto proliferativo inducido por la B2-GPI (24). Arai et al (25)
demostraron que el dominio V de la B2-GPI es el responsable de la union a los PL.
También observaron en el sobrenadante de cultivos de mononucleares de pacientes con
SAF, una elevada produccion de interleuquina-6 (IL-6) e Interferon-y (INF-y), junto con

Ac antif32-GPL.

7.- Los Ac aPL, producen también un aumento de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6,
IL-8 y TNF-a). El TNF-a (factor de necrosis tumoral o), se libera en respuesta a la
activacion del complemento y se ha visto que es un mediador importante en el dafio
causado por los Ac aPL (26). Krause et al (27) demostraron el papel de las citocinas en el
SAF en 1999. El balance en la respuesta Thl (producen IL-2 e INF-y) / Th2 es muy
importante en la fisiopatologia de la enfermedad. Visvanathan y McNeil (28) mostraron
un predominio de IL-4 e INF-y en los cultivos de mononucleares de estos pacientes, lo
que sugeria un desequilibrio de la respuesta inmune hacia Thl. Sugirieron que la
produccion aumentada de INF-y podria estar relacionada con las pérdidas fetales, ya que

durante el embarazo predomina la respuesta Th2.

Todos estos mecanismos inducidos por los Ac aPL conducen a las diferentes
manifestaciones clinicas que presentan los pacientes con SAF, aunque la presencia de Ac
aPL persistente en el tiempo no explica todo el espectro de la enfermedad. Es decir,
titulos de anticuerpos similares, con la misma especificidad de autoantigeno, se han
asociado a diferentes cuadros cinicos (29). Por ejemplo, se ha visto que la IgG 32-GPI de
pacientes con SAF que han tenido trombosis venosa (TV), tienen efectos bioldgicos
diferentes a la de las pacientes con pérdidas fetales, produciendo los primeros una
inflamacién e induccion protrombdtica en los monocitos y los segundos una inhibicion

del desarrollo del trofoblasto (30).
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Figura 1: Fisiopatologia del SAF.
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Figura tomada de http://slideplayer.es/slide/3108975/

3. CLINICA

El SAF se caracteriza por la presencia de eventos tromboticos de caracter venoso (TV) o
arterial (TA) en miembros inferiores, embolia pulmonar, oclusion de grandes vasos, senos
venosos, microcirculacion y ACV isquémico entre otros) y morbilidad gestacional
(pérdidas fetales recurrentes, preeclampsia, crecimiento intrauterino retardado,

insuficiencia placentaria, etc) (31).

Existen otras manifestaciones clinicas asociadas como son la trombocitopenia,
enfermedad valvular cardiaca, nefropatia, livedo reticularis, anemia hemolitica
autoinmune, nefropatia, afectacion ocular, hepatopatia, afectacion pulmonar, esplénica,
pancredtica e intestinal y manifestaciones neuroldgicas (migrafia, epilepsia, amaurosis
fugaz), aunque por su menor frecuencia y especificidad, no se encuentran incluidas dentro

de los criterios de diagnosticos de SAF (32).
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Todas estas manifestaciones clinicas pueden presentarse de forma aislada o asociadas a
algtin otro tipo de enfermedad autoinmune, siendo el LES la mas frecuente y definiéndose
el SAF como secundario (33). Existe una fuerte relacion entre LES y SAF, pudiendo
presentar pacientes con LES, positividad para Ac aPL y muchos pacientes con SAF,
caracteristicas clinicas de LES, como puede ser la afectacién neuroldgica. Por tanto el
diagnostico diferencial entre ambas o la persistencia de las mismas es muy importante, ya
que el tratamiento sera diferente dependiendo de la causa de la afectacion neurologica

(34).

3.1 SAF catastrofico

Existe una forma de SAF acelerada, descrita por primera vez en 1992 y cuyos criterios
diagnosticos se establecieron en 2003 (35), que ocurre aproximadamente en el 1% de los
pacientes con SAF y que consiste en la presencia de coagulopatias, necrosis isquémica de
las extremidades y presencia de Ac aPL. Su curso es rapidamente progresivo y provoca
un fallo multiorganico (3 o mas 6rganos que por orden de frecuencia suelen ser riion,
pulmoén y sistema nervioso central). Predominan la oclusion de vasos pequeios y el dolor
abdominal debido a las trombosis de organos intra-abdominales (rifion, suprarrenales,
bazo, pancreas, mesenterio, etc.). Hay que considerar una historia previa de SAF (aunque
muchos de estos pacientes no la tengan), el numero de 6rganos afectados en menos de
una semana y los hallazgos histopatologicos que se corresponden con microtrombosis. En
el 50% de los casos, suele haber un factor precipitante como puede ser la cirugia o alguna
infeccion. Fue denominada “Sindrome Antifosfolipido Catastréfico” (SAFC) y presenta
un 30% de mortalidad sin tratamiento (36). En este caso, debemos tener en cuenta el
diagnostico diferencial con todos los sindromes microangiopaticos (Purpura Trombética

Trombocitopénica, Sindrome Hemolitico Urémico y Sindrome HELLP) (37).
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Figura 2. Microangiopatia trombdtica en biopsia renal de paciente con SAFC.

Figura tomada de https://es.wikipedia.org/wiki/Sindrome_antifosfolipidos

3.2 Redefinicion de SAF

En el 14° Congreso Internacional sobre Anticuerpos Antifosfolipidos en Rio de Janeiro,
se examinaron las posibles manifestaciones clinicas (trombosis venosa superficial,
trombocitopenia, microangiopatia renal, enfermedad valvular cardiaca, livedo reticularis,
migrafia, corea, convulsiones y mielitis) y fueron seleccionadas las mas relevantes que
podrian ser incluidas dentro de los criterios diagndsticos segun el nivel de evidencia
medido por el sistema GRADE (Grading of Recomendations Assessment, Development
and Evaluation) (38) o las tendencias futuras sobre el tratamiento. Se encontré una
evidencia muy baja para migrafia y convulsiones, baja para trombosis venosa superficial,
trombocitopenia, corea y mielitis longitudinal y moderada para microangiopatia renal,
enfermedad valvular cardiaca y livedo reticularis. La Task Force recomienda una
redefinicion del gold estandar para SAF, incluyendo datos del APS ACTION registry
(39), teniendo en cuenta pacientes con SAF diagnosticados segun los actuales criterios

diagnosticos y aquellos con Ac aPL no incluidos dentro de los criterios diagndsticos (40).

En el mismo congreso, un grupo de expertos llevo a cabo una evaluacion critica sobre la
literatura disponible en cuanto a la asociacion de Ac aPL y manifestaciones obstétricas
presentes actualmente en los criterios diagndsticos de SAF (abortos prematuros, muertes
fetales, preeclampsia e insuficiencia placentaria). También se investigd la asociacion
entre infertilidad y Ac aPL y la eficacia de algunos tratamientos para ello. No se
encontraron estudios de alta calidad que avalen la asociacion entre morbilidad gestacional

y positividad para Ac aPL, por lo que se recomendo la realizacion de nuevos estudios con
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buena calidad de disefio. Tampoco existen estudios bien disefiados que apoyen el
tratamiento de los eventos obstétricos relacionados con Ac aPL. No se encontraron
hallazgos que recomienden el estudio o tratamiento de pacientes infértiles con SAF
dentro de la practica clinica diaria. Se han encontrado nuevos mecanismos patogénicos
relacionados con la activacion del complemento mediante Ac aPL que deberian ser

investigados, ya que podrian ser prometedoras dianas terapéuticas en un futuro (41).
4. DIAGNOSTICO

En 1999 se definieron por primera vez los criterios diagnésticos para el SAF y fueron
denominados “Criterios de Sapporo”. Estos criterios fueron actualizados posteriormente
en 2006 en otra reunidon de expertos en Sydney y actualmente nos referimos a ellos como

los criterios actualizados de Sapporo o criterios de Sydney (10).

El SAF debe ser considerado como un diagndstico potencial en pacientes jovenes con
historia de eventos trombdticos o mujeres con pérdidas/abortos fetales recurrentes sin
factores desencadenantes ni mutacion trombofilica asociada, aunque esta Ultima no
excluya el diagnostico de SAF. La deficiencia hereditaria de proteina C, proteina S,
antitrombina III, mutaciones del factor V de Leiden, protrombina y la metileno
tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) son causas menos comunes de aborto (42). La
atribucion del aborto al SAF es mas fiable cuando la pérdida ocurre después de la 10*
semana, habiéndose demostrado el latido cardiaco fetal, encontrandose los Ac aPL a

titulos altos antes y después de la gestacion y si la placenta presenta vasculopatia e infarto

(43).

La presencia de Ac aPL no siempre se transforma en manifestaciones clinicas como
trombosis o morbilidad gestacional. A veces los anticuerpos pueden identificarse en

personas sanas.

Para el diagnostico de SAF, se requiere la presencia objetiva y confirmada de TV/TA o
morbilidad gestacional que pueda relacionarse con insuficiencia placentaria (se incluyen
pérdidas fetales y partos prematuros) junto con la positividad moderada o alta de forma
persistente de anticuerpos anticardiolipina, antif2-GPI o anticoagulante lupico (AL) en
dos determinaciones separadas al menos 12 semanas. La determinacion del AL se hace de

acuerdo a la ISTH (Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia), la de aCL (IgM
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o IgG) cuando supera los 40 UPL (unidades de fosfolipido) y la de antif2-GPI cuando los
titulos superan el percentil 99 (10). Debe realizarse también una historia clinica y examen

fisico completos.

La positividad de un solo Ac aPL se asocia con menor riesgo trombotico y de morbilidad
gestacional. La persistencia y el alto titulo de Ac aPL, se ha relacionado con mayor riesgo

de eventos tromboticos.

La presencia de Ac aCL aislado incluso a titulos moderados-altos, no se ha
correlacionado con el riesgo de trombosis, aunque si con el de morbilidad gestacional
(44). En caso de trombosis aislada o asociada a morbilidad gestacional se encuentran
titulos altos de Ac aCL y positividad para otros anticuerpos, por lo que se postula que la
patogénesis del dafo placentario y la de la trombosis podria ser diferente, al igual que los
anticuerpos implicados (45). Por otro lado parece ser que la positividad aislada de Ac
antif2-GPI no se ha relacionado con ninguna de estas dos caracteristicas clinicas (46),

mientras que la positividad aislada de AL si parece estar mas fuertemente asociada con

ambas (47).

Posteriormente de Laat et al arrojaron mas claridad sobre este tema, ya que encontraron
que los Ac antif2-GPI con actividad AL eran los responsables de los eventos
tromboticos. Mostraron que el subgrupo de Ac antif2-GPI que reconoce el epitopo
glicina 40-arginina 43 del dominio I de la B2-GPI, son los causantes de la actividad del
anticoagulante lipico y se correlacionan con las trombosis (48). Por tanto, habria que
separar a los pacientes positivos para AL independiente de (2-GPI, de los que son

dependientes de f2-GPI (49).

Sin embargo, se ha probado que pacientes positivos para los tres Ac aPL, ven
incrementado de forma significativa su riesgo de trombosis y morbilidad gestacional (OR
(odds ratio) 5-33) (50). Parece ser, que se atribuye a una subclase especifica de
anticuerpos antif2-GPI, ya que es responsable de la positividad de Ac aCL y de la
actividad de AL (51). También se ha visto que estos pacientes con alto riesgo de
trombosis y positividad para los tres anticuerpos a titulos altos, tienen un nimero mayor

de anticuerpos contra el dominio I (52).
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Los falsos positivos o falsos negativos en cuanto a la determinacion de AL pueden ocurrir
de manera frecuente si los pacientes estan tomando anticoagulantes orales, por lo que en
este caso, es recomendable la determinacion de Ac aCL y Ac antil2-GPI, ya que no se
afectan por estos farmacos. Algunos autores recomiendan la determinacién de AL en
pacientes bajo tratamiento con warfarina, cuando el INR (International Normalized Ratio)
es menor a 3.5, mientras que otros recomiendan la no determinacion de AL bajo este
tratamiento (10). Las infecciones y algunos farmacos, también pueden ocasionar la
aparicion de falsos positivos en la determinaciéon de los Ac aPL, que normalmente
desaparecen al repetir el test o suspender los farmacos. De ahi la importancia de repetir
los test diagnosticos para la determinacion de Ac aPL, evitando exponer a estos pacientes

a efectos secundarios de anticoagulacion oral.

El verdadero valor diagnostico de un resultado positivo de uno solo de estos test, esta

limitado por estudios de baja calidad (53).

No estd recomendado hacer el cribado a individuos asintomaticos para identificar a los
que tienen alto riesgo de trombosis o morbilidad gestacional. De igual forma, tampoco se
recomienda la determinacion de anticuerpos en aquellos individuos con trombosis que

tengan otros factores de riesgo diferentes a los del SAF (54).

Resultados recientes indican que la combinacién de varios de estos anticuerpos positivos,
proporciona un perfil mas preciso para identificar mayor gravedad (55) y mas riesgo de
recurrencia de la enfermedad (56). Podemos observar los criterios de Sydney en la tabla

1.
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Tabla 1. Criterios de Sydney (2006) (10).

Criterios de laboratorio (1 o0 mas de los

Criterios clinicos (1 o mas de los siguientes, presentes en dos o mas
siguientes) determinaciones, separadas al menos 12
semanas)

Trombosis vascular: 1 o mas episodios

confirmados de TV o TA

AL determinado de acuerdo a la ISTH

Morbilidad gestacional: 1 o mas muertes d
orbriidad gestaclonal: £ 0 Mas MUETLES €€ 1 1sM/1eG aCL > 40 UPL o percentil 99

fetos morfologicamente normales de mas ) .
g mediante ELISA estandarizado

de 10 semanas; o 1 0 mas nacimientos

prematuros antes de la 34* semana debido a

eclampsia, preeclampsia o insuficiencia

placentaria; o 3 0 mas abortos recurrentes

1gM/IgG antiB2-GPI > 199
espontaneos en fetos de menos de 10 ghi/lghs antl percenti

mediante ELISA estandarizado
semanas.

TV: trombosis venosa, TA: trombosis arterial, AL: anticoagulante lupico, ISTH: Sociedad
Internacional de Trombosis y Hemostasia, aCL: anticardiolipinas, UPL: unidades de
fosfolipidos,  antiB2-GPI:  antil2-glucoproteina I, ELISA: Enzyme-Linked

ImmunoSorbent Assay.

Se ha observado, que siguiendo los criterios de Sapporo (10), se diagnostica un grupo
muy homogéneo de pacientes con SAF, a expensas de excluir a otros con sospecha de
esta patologia que tienen Ac aPL negativos (3). En 2003, Hugh y Khamashta (57)

describieron pacientes con SAF (incluido SAF catastrofico), pero con Ac aPL negativos
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de forma persistente y los llamaron pacientes seronegativos para SAF (SNSAF). La

frecuencia de pacientes SNSAF se desconoce en la actualidad.

Hay que prestar especial atencidon a estas personas, puesto que suelen presentar algun

trastorno autoinmune que con el tiempo puede precipitar en un SAF.

Se ha probado en multiples estudios, la existencia de otros Ac aPL, que podrian estar
implicados en el desarrollo de la enfermedad. Son los Ac aPL no incluidos dentro de los

criterios de Sydney.

En consecuencia, ha habido en los tltimos afios un incremento del interés por los nuevos
test para la deteccion de Ac aPL, que podrian ser mas especificos para el diagnodstico de
SAF. Estos test detectan anticuerpos contra otros PL, proteinas de unién a PL y la AnxAS5
R. Sin embargo, la relevancia de estos test no ha quedado atn establecida mediante
estudios prospectivos multicéntricos. A continuacion, describiremos los anticuerpos
incluidos en los criterios de Sydney y posteriormente los que se encuentran excluidos de

los mismos.
4.1 Anticuerpos antifosfolipidos incluidos en los criterios de Sydney

1. Anticuerpos anticardiolipinas IgM e IgG.
2. Anticuerpos anti2-GPI IgM e IgG.

3. Anticoagulante lupico.

4.1.1 Anticuerpos anticardiolipinas IgM e IgG

La cardiolipina es un PL con carga negativa que se expresa en la membrana celular y en
la membrana mitocondrial interna. Aunque el test para la determinacion de la cardiolipina
es muy sensible, no es demasiado especifico. Existe la posibilidad de falsos positivos en
caso de enfermedades infecciosas como la sifilis, enfermedad de Lyme, VIH,
citomegalovirus, etc, aunque en este caso, los Ac aPL suelen ser transitorios y con mas

frecuencia de la clase IgM.

La determinacion de Ac aCL se realiza mediante ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), en presencia de suero bovino con B2-GPI, que actia como

cofactor para el reconocimiento de la cardiolipina. Los Ac aCL de pacientes con SAF son
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dependientes de B2-GPI, mientras que los de enfermedades infecciosas son

independientes (12).

IgG aCL se expresa en unidades GPL e IgM aCL en unidades MPL. Se consideran
positivos los resultados a partir de 40 unidades o del percentil 99 en mas de dos

ocasiones, separados por un intervalo de 12 semanas (10).

Se ha comprobado en la literatura que no siempre se cumple de forma exacta con la
estandarizacion del ELISA para la determinacion de Ac aCL, lo que crea cierta
problemaética a la hora de comparar resultados entre diferentes estudios y diagnosticar el
SAF de forma fiable, por lo que se recomienda que cada laboratorio utilice el percentil 99
de sus propios controles para determinar el valor de corte de las concentraciones
promedio (58). Se han encontrado coeficientes de variacion en las determinaciones de
IgM e IgG aCL mayores del 50% en algunos estudios, lo que indica la amplia
variabilidad en los métodos de medida, siendo imprescindible hacer la determinacion en

mas de una ocasion (59).
4.1.2 Anticuerpos antif32-glucoproteina I IgM e IgG

La B2-GPI es una proteina que se encuentra en el plasma de todos los individuos, aunque
es mas abundante en los de sexo femenino. Parece funcionar como anticoagulante natural,
pero su funcion no estd bien establecida. Es cofactor necesario para la uniéon de los Ac
aCL a la cardiolipina. Su gen se encuentra en el cromosoma 17q23-qter y posee cinco
dominios. La 32-GPI se une a los PL mediante secuencias peptidicas con carga positiva,
inhibiendo la union de la proteina C a los mismos y favoreciendo los eventos trombdticos
(60). A su vez, se ha visto que los pacientes que presentan IgG anti32-GPI inducen la
expresion del factor tisular y moléculas de adhesion (E-selectina, ICAM-2 y VCAM 1),
favoreciendo un estado protrombdtico (61). Por tanto, se relaciona a estos anticuerpos
como un factor de riesgo independiente para las trombosis y las complicaciones
gestacionales, aunque exista controversia en cuanto a la determinacion de los mismos. El
test para medir antiB2-GPI muestra mayor especificidad que el de Ac aCL para el
diagnodstico de SAF. En un 3-10% de los pacientes es el tnico test positivo. El umbral
establecido para considerar el test como positivo es que sea > 99% de los controles. Debe
tenerse en cuenta la posible interferencia de las crioglobulinas y el factor reumatoide para

la determinacion de antil32-GPI tipo IgM (10).
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Figura 3. Activacion de las plaquetas mediadas por Ac anti32-GPI.

[ MODELO DE [32GPI ACTIVACION DE LAS PLAQUETAS MEDIADA POR ANTICUERPO ]

Plaqueta Receptor

_— %

Figura tomada de Diego D. Zanazzi. Sindrome antifosfolipidico y afectacion cardiovascular.

Insuf. Card. Vol.9 no.2 Ciudad Auténoma de Buenos Aires jun.2014.
4.1.3 Anticoagulante lupico

Este anticuerpo también presenta una alta correlacion con la presencia de trombosis y
morbilidad gestacional. La determinacion del AL tiene una escasa congruencia entre los
diferentes laboratorios existentes en el mercado, aunque no existe ninguna recomendacion
para elegir un test concreto. Tanto el tiempo parcial de tromboplastina activada (TTPa)
como la dilucion con veneno de Russell (ARVVT) son aptas para su determinacion,
aunque si se recomienda realizar dos o mas test diferentes antes de determinar el AL
como negativo (62). Debe realizarse al menos un test que incluya el uso de heparina
como neutralizador para poder detectar la presencia imprevista de la misma. En caso de
tratamiento con anticoagulantes orales, el test debe posponerse o la muestra debe ser
diluida con plasma hasta que el INR sea menor de 3.5 (no realizar en caso de que sea
mayor de esta cifra) (63). Para definir la positividad de los test que miden el AL el
método mas fiable es el uso del ratio normalizado (muestra test : muestra control), aunque

el tiempo de coagulacion >1.1 para el dRVTT también es utilizado (64).
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4.2 Anticuerpos antifosfolipidos no incluidos en los criterios de Sydney

1. Fosfolipido anfotero (anti-fosfatidiletanolamina) (aPE).

2. Fosfolipidos anionicos distintos de anticuerpos anticardiolipinas (anti-acido
fosfatidico (aPa), anti-fosfatidilserina (aPS) y anti-fosfatidilinositol (aPI)).

3. Fosfolipidos de unién a proteinas plasmaticas (IgG anti-Dominio I (aDI)).

4. Anticuerpos anti-complejo vimentina/cardiolipina (aVm/CL).

5. Anticuerpos anti-protrombina (aPT) y anti-complejo fosfatidilserina/protrombina
(aPS/PT).

6. Resistencia a la actividad anticoagulante de la AnexinaAS (AnxAS R).

7. Anticuerpos IgA anticardiolipinas (IgA aCL).

8. Anticuerpos IgA anti32-glucoproteina I (IgA anti 32-GPI).

4.2.1 Anticuerpos anti-fosfatidiletanolamina (aPE)

La fosfatidiletanolamina activa a la proteina C, funcionando como anticoagulante,
mediante la inhibiciéon del Factor X de la coagulacion (65). El Foro Europeo de
Anticuerpos Antifosfolipidos sefiald6 en un estudio multicéntrico, que la prevalencia de
aPE fue del 15% en pacientes con trombosis venosa profunda inexplicada, encontrandose
como el unico Ac aPL. Se demostré como un factor de riesgo independiente para TV
(66). Estos anticuerpos también se han visto relacionados con las pérdidas fetales
tempranas (siendo de hecho mas frecuentes en mujeres infértiles, que cualquier otro Ac
aPL) (67). Hirmerova et al (68), realizaron un estudio con 140 pacientes con TV,
comparado con 136 controles, en donde IgM aPE fue el anticuerpo mas prevalente en los
pacientes con SNSAF y el tinico presente en el 75% de los pacientes Ac aPL positivos.

La Task Force menciona en sus recomendaciones la necesidad de estandarizar y validar
un método de medida por ELISA para este anticuerpo, puesto que podria ser util para los

pacientes seronegativos (69).

4.2.2 Fosfolipidos anionicos distintos de aCL (anti-acido fosfatidico (aPA), anti-fosfatidilserina (aPS) y
anti-fosfatidilinositol (aPI)

Yetman et al (70) sugieren que estos anticuerpos son utiles en casos de pérdidas fetales
recurrentes en pacientes seronegativos, ya que de otra forma, no serian identificados.

Gharavi et al (71) encontraron reactividad cruzada entre Ac aCL, aPS y aPI. En el
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consenso del 13° Congreso Internacional de Anticuerpos Antifosfolipidos (69) se sugirio
la necesidad de desarrollar un método estandarizado para detectar el SAF, porque parece

ser el mas prometedor y especifico de todos los Ac aPL anionicos.
4.2.3 Fosfolipidos de union a proteinas plasmaticas IgG anti-Dominio I (aDI)

La B2-GPI es considerado el antigeno mas importante dentro del SAF, especialmente el
dominio I, como el primer epitopo para los Ac aPL (72). La 32-GPI puede presentarse en
diferentes conformaciones, lo que determina si los Ac aDI pueden unirse o no a ella (73).
Iverson et al (74), fueron los primeros en probar que una poblacion especifica de Ac aPL
mostraba reactividad contra el dominio 1. El principal epitopo esta en el aminoacido 40 de
la molécula Glicina/Arg39-Arg/Glicina43. La mayoria de los Ac anti32-GPI pierden su

reactividad contra el dominio I cuando la glicina 39 o la arginina 43 estan mutadas.

La presencia de Ac aDI estuvo mdas asociada con trombosis y morbilidad gestacional,

comparada con los Ac anti32-GPI con reactividad hacia otros dominios (73).

Los pacientes con AL, Ac aCL y Ac anti32-GPI positivos, también tenian titulos altos de
Ac aDI de la B2-GPI. Estos ultimos confieren actividad AL que esta asociada con alto

riesgo de trombosis (48).

Realmente, hay falta de herramientas para la deteccion de Ac aDI, aunque existen muchos

proyectos de investigacion en proceso, como apunta la Task Force (70).
4.2.4 Anticuerpos anti-complejo vimentina/cardiolipina (aVm/CL)

La vimentina es la principal molécula endotelial reconocida por los Ac aPL (75). Esta
localizada en la superficie de los neutrofilos apoptoticos y células T, macrdéfagos

activados, plaquetas y células del endotelio vascular (76).

Ortona et al (77) identificaron la vimentina como un autoantigeno fuertemente
inmunorreactivo que era capaz de unirse in vitro a la cardiolipina en comparacion con la
fosfatidilcolina o la fosfatidilserina. El complejo aVm/CL, no solo se encontrd en
pacientes SNSAF, si no también en una gran proporcién de pacientes diagnosticados de
SAF, por lo que podria considerarse un nuevo antigeno en esta enfermedad, aunque

también se observO una alta prevalencia en pacientes con LES (43.3%) y artritis
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reumatoide (AR) (16.6%), por lo que la presencia del mismo es bastante sensible, pero no

demasiado especifica.
4.2.5 Anticuerpos anti-protrombina (aPT) y anti-complejo fosfatidilserina/ protrombina (aPS/PT)

Los Ac aPT, se unen a la protrombina-A y a la fosfatidilserina/protrombina. Pertenecen a
diferentes familias de anticuerpos, pero estan ambos correlacionados entre ellos y con

multiples caracteristicas clinicas del SAF (78).

Unos altos niveles de antiprotrombina-A se asocian con gran riesgo de infarto de

miocardio en hombres de mediana edad, sin enfermedad autoinmune acompanante (79).

Bizarro et al (80), identificaron IgG aPT como el predictor mas util de trombosis en
pacientes con LES. Este riesgo se ve incrementado si el paciente también es seropositivo

para AL, Ac aCL y Ac antif32-GPI (50).

Bertolaccini et al (78), también demostraron la asociacion positiva entre Ac aPS/PT (IgM
e IgG) y las trombosis, tanto arteriales, como venosas. Se ha demostrado que tanto la
sensibilidad (81) como la especificidad (82) de los Ac aPS/PT para el diagnostico de SAF

son mayores que las de Ac aCL.

La Task Force menciona que la deteccion de Ac aPT-A es util para la determinacion del
riesgo de trombosis junto con la determinacién de otros Ac aPL, aunque se necesitan

realizar mas investigaciones para estandarizar el test de este anticuerpo (69).
4.2.6 Resistencia a la actividad anticoagulante de la Anexina A5 (AnxA5 R)

La Anexina A5 es una proteina anticoagulante, principalmente encontrada en el

trofoblasto y las células del endotelio vascular (83).

Los Ac aPL pueden alterar este escudo anticoagulante y desenmascarar a los PL
anionicos trombogénicos, contribuyendo a la trombosis y complicaciones del embarazo

en pacientes con SAF (84).

El laboratorio Rand (85) ha desarrollado un método para medir el mecanismo por el cual
los Ac aPL alteran la actividad anticoagulante de la Anexina A5 en el plasma. Los
resultados se expresan como el porcentaje de la prolongacion de la coagulacion de la

Anexina AS. Aquellos pacientes que tienen los porcentajes mas bajos que el rango de
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referencia, son considerados resistentes a la misma. Esta resistencia se correlaciona con

los Ac aPL que reconocen un epitopo en el dominio I de la 32-GPI (86).

El Dr Rand present6 en la Task Force los datos recogidos de 5 estudios con un total de
597 pacientes. Los resultados presentados fueron, que la mitad de los pacientes con SAF
sintomatico, tenian AnxAS R, mientras que solo el 2-5% de los controles y pacientes con

trombosis sin SAF presentaban esta anomalia (69).

De Laat et al (87) no encontraron asociacion entre la presencia de anticuerpos contra la
AnxAS5 y la historia de trombosis. Por otra parte, se demostr6é que los Ac aPL interfieren
con la unidn protectora de la AnxAS al endotelio, conduciendo por tanto a la trombosis y
favoreciendo la union competitiva de los Ac antiB2-GPI a los PL anionicos expuestos

(86). Este mecanismo se manifiesta mediante infartos de miocardio y ACV (88).
4.2.7 Anticuerpos IgA anticardiolipinas (IgA aCL)

La distribucion de los isotipos de IgA depende de la etnia (3). Molina et al (89)
demostraron que IgA aCL es el tnico isotipo presente en el 82% de los pacientes afro-
caribefios positivos para aCL. La prevalencia de IgA aCL en pacientes con LES ha sido
descrita desde el 1 al 44% (33, 90-91). Cucurull et al (5) demostraron asociacion entre
IgA aCL e IgA antiB2-GPI en pacientes afro-americanos con LES y eventos trombéticos,
aunque solo el 5% de los 100 individuos del estudio, desarrollaron trombosis. Estos
autores demostraron también en el mismo estudio que los IgA aCL estaban presentes en
un 51-55% de los pacientes con SAF, la mayoria, también positivos para IgG o [gM aCL,
sugiriendo que la determinacion de IgA, podria ayudar en el diagnostico. Se recomienda
la determinacion de este anticuerpo en pacientes con alta sospecha de SAF y aCL (IgM e

IgG) negativos.

También se ha demostrado asociacion entre abortos espontaneos en mujeres con LES e

IgA aCL positivos (92).

En el estudio SAFCORE, solo 5 muestras fueron positivas para IgA aCL, aunque la

mayoria eran de pacientes con manifestaciones mayores de SAF (93).

4.2.8 Anticuerpos IgA anti32-GPI (Ig4 antif32-GPI)
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Se ha demostrado que estos anticuerpos representan un factor de riesgo independiente
para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (infarto agudo de miocardio (94) y
ACYV (95)) . Muchas mujeres con abortos recurrentes espontaneos de forma inexplicada y
muerte fetal solo expresan el isotipo IgA de la B2-GPI (96), siendo negativas para AL
97).

Mehrani et al (98) demostraron que los anticuerpos IgA anti32-GPI, estan mas implicados

en el desarrollo de TV en pacientes con LES que los isotipos IgM antil32-GPI.

De igual forma, se ha visto que los pacientes con LES y SAF son mas propensos a
presentar los isotipos IgA (99) y que estos anticuerpos se correlacionan de forma positiva
con los eventos tromboticos, por lo que se piensa que podrian reconocer el dominio IV de

la 32-GPI como su epitopo (100).

Pierangeli et al (101) presentaron los resultados de tres cohortes diferentes (LUMINA, la
cohorte del Dr Petri y APLS) y concluyeron que una proporcion significativa de pacientes
fueron positivos para IgA antiB2-GPI y muchos de ellos tuvieron manifestaciones de
SAF, por lo que la determinacién de este anticuerpo, podria identificar pacientes con

caracteristicas clinicas de SAF, que no cumplieran los criterios diagndsticos actuales.

La Task Force recomienda, que en caso de sintomas de LES o SAF, se deberian medir los
IgA anti2-GPI, sobre todo cuando los Ac aPL son negativos. No obstante, también se
reconocieron las limitaciones de los diferentes test para la determinacion de este
anticuerpo, recomendando la realizacion de nuevos estudios, analizando y comparando
dichos test, para poder confirmar el valor de IgA anti32-GPI e incluirlo en los criterios

diagnosticos de SAF (69).

5. TRATAMIENTO

La incidencia de trombosis en pacientes con SAF hace necesaria una terapia
antitrombotica en la mayoria de los casos, aunque es dificil precisar el farmaco adecuado,

el rango de anticoagulacion y la duracion exacta del tratamiento.

Los tratamientos mas comunes para las TA y TV en el SAF son la heparina, seguida de

anticoagulacion por largo periodo con acenocumarol o warfarina. El tratamiento con estos
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ultimos es problematico, debido a las numerosas interacciones que presentan estos
farmacos, necesitando monitorizaciéon frecuente, que puede verse artefactada por la
respuesta variable de los reactantes de la tromboplastina a los Ac aPL, restando validez al

tiempo de protrombina y al INR.

En pacientes diagnosticados de SAF y con un solo episodio de TV, no se han hallado
diferencias entre anticoagulacion en rangos estandar (INR 2-3) y rangos de alta intensidad
(INR 3.1-4) (102). Estos pacientes tienen un elevado riesgo trombotico, por lo que se
prefiere tratamiento anticoagulante de forma continuada, aunque se debe individualizar
segin cada caso. Si la persona tiene alto riesgo de sangrado o el factor precipitante del
evento trombdtico es reversible, se podra optar por la anticoagulacion de forma

intermitente (103).

En caso de pacientes con SAF y TA, parece ser que tienen un riesgo de recurrencia
mucho mayor a pesar de la anticoagulacion que los pacientes con TV (104), por lo que
recomiendan anticoagulacion de alto rango (INR > 3), aunque no se ha evaluado de forma
precisa en ensayos aleatorizados. En el 13° Congreso Internacional sobre Anticuerpos
Antifosfolipidos (105) se recomendo6 para estos pacientes anticoagulacion con INR>3 o

INR 2-3 combinando con aspirina 100 mg diarios.

En aquellos pacientes con trombosis recurrentes que estan anticoagulados, es necesario
excluir causas como INR en rango subterapéutico, otros riesgos tromboticos y el
sindrome postflebitico. Las opciones de tratamiento son aumentar el rango de INR, afadir

farmacos antiplaquetarios o cambiar el tipo de anticoagulacion.

Existen nuevas generaciones de anticoagulantes orales. Entre ellos se incluyen los
inhibidores directos de la trombina (dabigatran etexilate) y los inhibidores directos del
Factor Xa (rivaroxaban, apixaban y edoxaban). Estos anticoagulantes tienen un efecto
predecible, interacciones minimas con la dieta o el alcohol y no necesitan una
monitorizacidon rutinaria, salvo casos de sangrado, interacciones potenciales con otros
farmacos, pesos corporales extremos, deterioro de la funcién renal, manejo
perioperatorio, necesidad de reversion de la anticoagulacion y sospecha de
sobredosificacion o mala adherencia al tratamiento (106). Los test mas adecuados para
medir la actividad de estos inhibidores directos son el cromogénico anti-Factor Xa y el

cromogénico anti-Factor Ila en combinacion con calibradores especificos y una medicion
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cuantitativa de la actividad tanto de rivaroxaban, apixaban o dabigatran, aunque estos test
no estan disponibles en todos los casos (107). Los test basicos de anticoagulacion pueden
utilizarse, aunque algunos reactantes del tiempo de protrombina pueden tener una baja

sensibilidad y el TTPa puede prolongarse por el AL (108).

No existen farmacos neutralizantes para los anticoagulantes orales indirectos. El
concentrado de factor 4 del complejo protrombinico (PCC), revierte los efectos
anticoagulantes del rivaroxaban en pacientes sanos de forma completa, pero no tiene
ningun efecto sobre el dabigatran (109). En general, el manejo de los pacientes que
reciben anticoagulantes orales indirectos en caso de sangrado mayor, requiere medidas de
soporte y trasfusion de derivados sanguineos (PCC, inhibidor del factor VIII, factor VIla
recombinante, acido tranexdmico) y en caso del uso de dabigatran debe tenerse en cuenta

la terapia de sustitucion renal.

Existen otros anticoagulantes indirectos mas antiguos como son los inhibidores del factor
Xa (fondaparinux, idraparinux, idrabiotaparinux y daparinoide) y los inhibidores directos
de la trombina (argatroban, lepirudina y bivalirudina). Existen pocos estudios con estos
anticoagulantes en pacientes con SAF, aunque la Task Force recomienda daparinoide,
fondaparinux y argatroban como alternativa en pacientes con SAF que hayan desarrollado
trombocitopenia inducida por heparina. No obstante, seria necesaria la creacion de
registros de personas en tratamiento con estos farmacos para un mejor andlisis de los

resultados (110).

Las recomendaciones de la Task Force sobre anticoagulacion oral del 14° Congreso

Internacional sobre Anticuerpos Antifosfolipidos son (106):

Los inhibidores de la vitamina K (warfarina u otros) son el principal pilar para el

tratamiento, siempre y cuando no existan contraindicaciones.

Los inhibidores directos pueden utilizarse en pacientes con SAF con una primera
trombosis 0 en caso de trombosis recurrente siempre que el nivel de anticoagulacion

estuviese por debajo de las recomendaciones.

No existen datos para recomendar los inhibidores directos en pacientes con SAF y
trombosis recurrentes en caso de adecuados rangos de anticoagulaciéon o cuando las

trombosis sean arteriales.
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Existen otros tratamientos importantes ademas de la anticoagulacién y antiagregacion

tradicionales. Los describiremos a continuacion:

Hidroxicloroquina: tiene importantes efectos inmunomoduladores,

antiinflamatorios y metabodlicos. Desde los afios 70 se probo frente a placebo que
disminuia el riesgo de trombosis postoperatoria a dosis de 600-1200 mg en la
poblacion general (111). Es de eleccion en caso de pacientes con LES, puesto que
reduce los brotes, los eventos cardiovasculares y la mortalidad. Su efecto protector
frente a las trombosis ha sido demostrado en numerosas ocasiones mediante
estudios prospectivos y retrospectivos (112). Estos efectos se han visto tanto en
pacientes con Ac aPL positivos como negativos y en trombosis arteriales como
venosas, aunque no esté claro si el mecanismo por el que previene la formacion de
trombos es debido a un efecto sobre la enfermedad y los anticuerpos o sobre los
factores de riesgo cardiovascular en general (113). Se ha observado una
disminucién del riesgo en pacientescon Ac aPL positivos asintomaticos sin
historia de trombosis y también en pacientes con trombosis previas comparando
tratamiento anticoagulante solo frente a anticoagulantes mas hidroxicloroquina
400 mg diarios (114). No se sabe con claridad si el tratamiento con
hidroxicloroquina puede disminuir el nivel de Ac aPL y los resultados de los
estudios son bastantes contradictorios (115). Existen actualmente dos estudios en
marcha sobre el tratamiento con hidroxicloroquina en pacientes con SAF. El
primero evalua el efecto del farmaco sobre la AnxA5 R en pacientes con Ac aPL
positivos con o sin LES a las 6 y 12 semanas de tratamiento y también sus efectos
sobre marcadores protrombdticos (116). El segundo, conocido como APS
ACTION estudia la accion de hidroxicloroquina como tromboprofilaxis primaria
en pacientes con SAF sin otras enfermedades autoinmunes asociadas (39). La
Task Force recomienda el empleo de hidroxicloroquina en pacientes con Ac aPL
positivos con LES. En pacientes aPL positivos sin otra enfermedad autoinmune no
esta claro el beneficio del fArmaco, pero podria utilizarse en casos refractarios. La
frecuencia de toxicidad retiniana se incrementa después de cinco afios de uso de
hidroxicloroquina o de una dosis acumulativa de 1000 g, por lo que se recomienda
un examen al inicio y a los 5 afios para los pacientes de bajo riesgo (sin
enfermedad hepatica, renal, macular o retiniana y menores de 60 afos) seguido de

examen anual. La toxicidad cutanea y muscular se ha visto con baja frecuencia
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después de 10 anos de tratamiento y la cardiaca ha sido descrita en muy pocas
ocasiones (106).

Estatinas: ademas de inhibir la sintesis de colesterol, tienen un importante efecto
antiinflamatorio, antitrombdtico e inmunorregulador (117). Uno de los
mecanismos mas importantes que desencadena la trombosis en el SAF es la
activacion del factor tisular. Se ha visto que el tratamiento con fluvastatina reduce
los niveles del mismo y otros factores protromboticos como IL-18, VEGF, TNF-a,
IP10, sCD40L y sTF). Las recomendaciones de la Task Force son que las estatinas
no deben darse a pacientes con SAF que no tengan hiperlipidemia, salvo casos de
trombosis recurrente a pesar de adecuada anticoagulacion. Se debe tener en cuenta
que estos farmacos estdn contraindicados en embarazadas por sus efectos
teratogenos. Podrian ser consideradas como tratamiento de pacientes con SAF y
alto riesgo trombdtico en el perioperatorio, ya que reducen la mortalidad en un
44% (118).

Rituximab: la célula B interviene en el desarrollo, reactivacion y persistencia de
las enfermedades autoinmunes, mediante la producciéon de anticuerpos y
citoquinas. Rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico anti CD20 indicado
en el tratamiento de la AR, granulomatosis con poliangeitis y poliangeitis
microscopica (119). En casos de SAF, rituximab se ha utilizado en pacientes con
trombocitopenia, anemia hemolitica, tlceras o necrosis cutanea, nefropatias y
SAFC con respuestas variables (120). En el estudio RITAPS (Rituximab en
APS(SAF)) se demostrd que rituximab es seguro y efectivo en el control de las
manifestaciones clinicas no incluidas dentro de los criterios de clasificacion y
podria tener un papel importante en el manejo del SAFC (121). Sobre el perfil de
anticuerpos clasicos no hay ningtin caso descrito de pacientes con aPL positivos
que se hayan negativizado solo con este tratamiento. La Task Force recomienda el
uso de farmacos inhibidores de la célula B en caso de pacientes con SAF
refractario con manifestaciones hematologicas y microtromboticas. Las diferentes
dosis utilizadas para el tratamiento de la AR (1000 mg/2 semanas durante 24
semanas) y para la granulomatosis con poliangeitis y poliangeitis microscopica
(375 mg/m2) no han sido comparadas ni se sabe si la dosis requerida en SAF
podria ser diferente. Previo a la utilizacién de rituximab es necesaria la infusion

de premedicacion con 100 mg iv de metilprednisolona (106).
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Belimumab: es un IgG humano recombinante contra el estimulador del linfocito
B soluble (BLyS) que bloquea la estimulacion y autorreactivacion del linfocito B.
Se realiz6 un estudio sobre el perfil de Ac aCL (IgM, G y A) a dosis de Img/kg y
10 mg/kg sin resultados concluyentes (122). La Task Force recomienda realizar
estudios de Belimumab en pacientes con SAF para dilucidar sus posibles acciones
(106).

Corticosteroides (metilprednisolona 1g diario durante 3 dias): se utilizan en

SAFC, junto con anticoagulacion de inicio agresivo y precoz (heparina) (123) en
primera linea y plasmaféresis en caso de mala respuesta a anticoagulacion.
También se administran corticoides, que ayudan a disminuir la mortalidad en
estos pacientes e infusion de inmunoglobulinas (IV Ig), que no parece que
disminuyan la mortalidad, pero son beneficiosas en caso de trombocitopenia
autoinmune (124).

Inhibidores del complemento: la activacion del complemento, especialmente C5

contribuye al desarrollo de trombosis mediada por Ac aPL. El C5 es una molécula
muy anafilactoide y con propiedades quimiotacticas que se une a su receptor, el
C5aR, promoviendo el reclutamiento y activacion de los neutréfilos y
favoreciendo la expresion del factor tisular (125). Se ha demostrado que la
ausencia o mutaciones de proteinas que regulan el complemento estd asociada con
enfermedades que cursan con microangiopatia y pérdidas fetales. Algunos
informes de casos han documentado el uso de eculizumab (inhibidor de C5) para
evitar SAF asociados a microangiopatia trombdtica en trasplante renal (126) y
para el tratamiento de SAFC resistentes a anticoagulacion (127). La Task Force
recomienda la realizacion de madas estudios para conocer los efectos de los
inhibidores del complemento en pacientes con SAF, ya que podrian tener un papel
importante en aquellos pacientes con SAF refractario a tratamiento
anticoagulante. Ha de tenerse en cuenta que los individuos que reciban este tipo
de terapia deben ser inmunizados contra microorganismos encapsulados (106).

Péptidos: la (2-GPI posee 5 dominios que son dianas de Ac aPL. El mas
relacionado con la patogenia del SAF es el dominio I, aunque es necesario
también el ensamblaje del dominio V con su receptor. Por lo tanto se han
propuesto varias terapias de péptidos que impiden la unién de estos dominios con

los fosfolipidos como terapia para la enfermedad. El principal epitopo estd en el
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aminoacido 40 de la molécula Glicina/Arg39-Arg/Glicina43. La mayoria de los
Ac antif32-GPI pierden su reactividad contra el dominio I cuando la glicina 39 o la
arginina 43 estan mutadas y ademadas también se ha visto que segun su
conformacion, la fuerza de la unién a Ac aPL varia. La conformacion lineal no se
une con tanta avidez a los Ac aPL (128). Se han estudiado también varios péptidos
del dominio V (GDKV y TIFI) que inhiben la unién a Ac aPL, reduciendo el
tamafio de los trombos formados y las pérdidas fetales en ratones (129-130). La
Task Force recomienda la investigacion de estas moléculas con nuevos ensayos
clinicos ya que los resultados in vitro y en ratones parecen prometedores y podria
ser una opcion terapéutica en un futuro (106).

Vitamina D: la vitamina D tiene importantes funciones inmunomoduladoras y se
ha visto que es frecuente la deficiencia o insuficiencia en pacientes con
enfermedades autoinmunes. Se han observado resultados en estudios in vitro en
los que actia como antitrombotico inhibiendo a la B2-GPI mediada por la
expresion del factor tisular. Los niveles bajos de vitamina D se han correlacionado
con TA, TV y en algunas ocasiones con las manifestaciones clinicas de SAF no
incluidas dentro de los criterios diagnosticos (131-132). La Task Force
recomienda por ahora reponer los niveles de vitamina D, segin las guias de
practica clinica y realizar estudios para aclarar su posible efecto antitrombodtico en

pacientes con SAF (106).
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II1. JUSTIFICACION

La presencia de Ac aPL a titulos moderados o altos se asocia con mas riesgo de trombosis
o complicaciones obstétricas. Se sabe también que la combinacion de varios Ac aPL
positivos, proporciona un perfil mas preciso para identificar mayor gravedad y mas riesgo
de recurrencia de la enfermedad. En el estudio de Pengo et al, se observo que la triple
positividad de AL, Ac aCL y Ac antil2-GPI era un fuerte factor de riesgo independiente
de trombosis (OR 33,3, IC 7,0 - 157,6), que conservo su significado cuando se considero
la asociacion con la enfermedad tromboembolica venosa o arterial. La doble positividad
de Ac aPL (siendo el AL negativo) también estuvo cerca de ser estadisticamente
significativa para los eventos trombéticos (OR 2,2, IC 95% 1,0 - 5,2, p = 0,056) y resulto
ser un factor de riesgo muy significativo para las complicaciones obstétricas (OR 10,8, IC

95% 2,9 - 40,8). Otras combinaciones no alcanzaron significacion estadistica (54).

Hace varios afios que se comenzaron a plantear los Criterios diagnosticos del SAF.
Incluso antes de la revision de Sydney 2006 por Miyakis et al (10), Hughes y Khamashta
(57) describieron pacientes seronegativos, como aquellos que teniendo clinica de SAF, no
cumplian con los criterios de laboratorio y por lo tanto, no podian ser correctamente

diagnosticados ni tratados.

Desde entonces se han hecho numerosos estudios sobre otros Ac aPL que podrian estar en
relacion con el desarrollo de este sindrome y en muchos de ellos se ha visto que existe
una relacidn positiva entre su presencia y el aumento de eventos tromboticos y morbilidad
gestacional. No obstante, el verdadero valor de estos anticuerpos para predecir el riesgo
de trombosis se desconoce. Por este motivo nos planteamos realizar una revision de todos
los estudios hechos hasta ahora y comprobar si realmente hay asociacién entre estos

anticuerpos y el SAF en comparacion con controles sanos y enfermos.

Los Ac aPL que parecen mas prometedores dentro de este grupo no considerados para el

diagnostico de SAF son:

- aPE: han resultado positivos en el 73% de pacientes con otros Ac aPL positivos y

fueron los mas frecuentes en un grupo de 139 mujeres con abortos tempranos
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(20.1%, P=0.01) y también en mujeres infértiles (67.5% de todas las que tuvieron
algtin aPL positivo) (133).

aPA, aPS, aPIl: en un estudio de 866 mujeres con pérdidas fetales, 807 que
tuvieron Ac aCL negativos, obtuvieron un resultado positivo en alguno de estos
anticuerpos (70).

aDI, result6 positivo en 243 pacientes con historia de trombosis de un total de 442.
OR 3.5:1 (IC95% 2.3,5.4) (48).

La AnxASR, resulté positiva en la mitad de los pacientes con SAF de un estudio,
mientras que solo el 2-5% de los controles y pacientes con trombosis sin SAF
presentaban esta anomalia (69).

En cuanto a IgA aCL, un estudio con 100 individuos afroamericanos mostrd
asociacion entre IgA aCL, Ac anti32-GPI y riesgo de trombosis, aunque solo el
5% de los 100 participantes desarrollaron trombosis posteriormente (5).

IgA anti32-GPI, es uno de los anticuerpos mas involucrados con el desarrollo de

TV (98).
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IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS

Basandonos en estudios previos, hemos formulados 2 hipdtesis alternativas:

H1: existe una elevada prevalencia de Ac aPL que no estan incluidos
en los criterios de clasificacion de pacientes con SAF.
H2: existe una relacion positiva entre el nimero de eventos tromboticos y la presencia de

Ac aPL.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Estudiar la prevalencia de los Ac aPL no incluidos en los criterios diagnosticos de
SAF y que estan dirigidos contra otros PL, proteinas de union a PL, factores de

coagulacion o test para comprobar la AnxAS5 R en pacientes con SAF.

2.2 Objetivos secundarios

1. Describir las caracteristicas generales de los pacientes con SAF incluidos en la
revision y compararlos con controles sanos y enfermos.

2. Conocer la prevalencia de los Ac aPL no incluidos en los criterios de
clasificacion en controles sanos y enfermos y compararla con la de los
pacientes diagnosticados de SAF.

3. Conocer la relacion entre eventos tromboticos y Ac aPL en cada uno de los

subgrupos poblacionales.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. DISENO

Revision sistematica de la literatura. Esta revision fue realizada de acuerdo a las
directrices de presentacion de revisiones sistematicas y metanalisis PRISMA (Preferred

Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) (134).
2. FUENTES DE INFORMACION

Los estudios fueron identificados mediante busquedas bibliograficas en Pubmed y
Embase hasta junio de 2014, utilizando las palabras clave: antiphospholipid syndrome
(SAF), antiphospholipid antibodies (Ac aPL), non criteria antibodies, new assays,
anticardiolipin antibodies (Ac aCL), lupus anticoagulant (AL), anti-Domain I (aDI), IgA
antif2-glycoprotein I  (IgA  antiB2-GPI), antiphosphatidylserine (Ac  aPS),
antiphosphatidylethanolamine (Ac aPE), antiphosphatidic acid (Ac aPA), antiprothrombin
(Ac aPT), antiphosphatidylserine-prothtombin (Ac aPS/PT), anti-cardiolipin/vimentin
complex (Ac aVm/CL) y annexin A5 resistance (AnxASR) con seleccion de los articulos
relacionados con el tema a estudio (prevalencia de los Ac aPL no incluidos en los
criterios de Sydney) y exclusion de aquellos que no estaban relacionados directamente
con la prevalencia de estos Ac aPL. Se pusieron limites para el idioma (s6lo inglés) y solo
ensayos clinicos realizados en humanos. Se identificaron articulos adicionales mediante
busqueda manual en la lista de referencias de non criteria aPL Task Force y otras obras
de autores mediante el andlisis completo de los textos. La estrategia de busqueda
electronica se muestra en los datos suplementarios del apéndice 1 (Estrategia de busqueda

en Pubmed/Embase).
3. PROCESO DE EXTRACCION DE DATOS

Dos revisores independientes (IG, VR) hicieron un cribado para la seleccion de articulos
mediante la lectura del titulo y el abstract, tratando de identificar cuales eran aquellos que
cumplian los criterios de inclusion de esta revision y excluyendo los que no cumplieron
los mismos. Se discutieron los diferentes puntos de vista de los revisores hasta llegar a un
acuerdo y se contactd con varios autores para obtener informacion mas detallada sobre la

prevalencia de algunos anticuerpos, que se muestran posteriormente en el analisis.
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4. DURACION DEL SEGUIMIENTO

Se realiz6 una busqueda bibliografica incluyendo datos hasta junio de 2014.

5. SUJETOS

5.1 Poblacion diana

Pacientes con SAF que cumplan los criterios diagndsticos de Sydney (10,135-136).

5.2 Poblacion accesible

Pacientes con SAF, controles sanos o enfermos (pacientes con LES, ARD (otras
enfermedades autoinmunes), Ac aPL positivos sin SAF, TV sin SAF, morbilidad
gestacional sin SAF, test positivo para la sifilis, pacientes seronegativos para SAF y
pacientes con aterosclerosis) en los que se describe la prevalencia de diferentes Ac aPL

no incluidos en los criterios diagndsticos.

5.3 Criterios de inclusion

a. Poblacion con SAF de més de 10 sujetos.

b. Pacientes con SAF que cumplieran los criterios diagndsticos.

c. Descripcion exacta de la prevalencia de Ac aPL no incluidos en los
criterios de Sydney en los diferentes subgrupos poblacionales que tuviera

cada estudio.

5.4 Criterios de exclusion

a. Poblacion con SAF de menos de 10 sujetos.

b. Descripcidon poco objetiva de datos de prevalencia de Ac aPL no incluidos
en los criterios diagnosticos en cada subgrupo de poblacion de los
diferentes estudios.

c. Solo abstracts.

6. PROTOCOLO DE ESTUDIO

Tras la realizacion de la busqueda bibliografica se procedio a la extraccion sistematica de
los datos por varios autores y a la realizacion de una base de datos cuya fiabilidad fue
examinada en 10 estudios seleccionados al azar. Los datos fueron extraidos utilizando un

protocolo de revision basado en una hoja Excel que se muestra en el apéndice 2.
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Posteriormente fue perfeccionada segun las necesidades de cada estudio para capturar el
mayor numero de datos posibles. Todos los desacuerdos fueron resueltos mediante
discusion. Cada estudio seleccionado fue sistematicamente examinado, recogiendo datos

de la poblacion, intervencion, comparacion, objetivos y marco temporal.

7. INTERVENCION

Se recogieron los diferentes métodos de medicion de los Ac aPL incluidos y no incluidos

dentro de los criterios diagndsticos de SAF.

8. MEDICIONES Y VARIABLES

8.1 Variables principales

a. Prevalencia de los diferentes Ac aPL incluidos y no incluidos en los
criterios diagnosticos de pacientes con SAF.

b. Prevalencia de los diferentes Ac aPL incluidos y no incluidos en los
criterios diagnosticos de controles sanos y enfermos.

c. Subtipo de anticuerpos (IgM/IgG) para cada uno de ellos y en cada uno de

los grupos.
8.2 Variables secundarias

Nombre y apellidos de los autores.

o ®

Titulo del articulo.

e

Fecha de publicacion del articulo.

&

Diseno del estudio.

e. Prevalencia de TA, TV y morbilidad gestacional en pacientes con SAF.

=

Prevalencia de TA, TV y morbilidad gestacional en controles sanos y

enfermos.
9. EVALUACION DEL RIESGO DE LOS SESGOS DE LOS ESTUDIOS

Para evaluar la calidad de los estudios y el riesgo de sesgos de los mismos, esta revision
sistematica se realizo siguiendo los pasos de la declaracion PRISMA 2009 (134) y su
propuesta de mejora en 2010 (137). Fueron evaluados por dos autores, IG y VR. Los

estudios fueron seleccionados mediante la lectura de los resimenes y verificando que
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cumplieran los criterios de inclusion establecidos. Posteriormente se procedia a la
extraccion de los datos necesarios para nuestro estudio mediante la hoja de extraccion de
datos que se muestra en el apéndice 2. En caso de no cumplir todos los criterios, o no
ofrecer los datos cuantitativos reflejados en esta tabla (prevalencia de los anticuerpos de
forma individual, ya fuera numérica o mediante graficos en donde pudiera deducirse

dicha prevalencia) se excluian de esta revision.

10. ANALISIS ADICIONAL

Se realiz6 un andlisis descriptivo de las variables del estudio. La prevalencia de cada
anticuerpo se calculd dividiendo el numero de pacientes positivos para un anticuerpo
entre el numero total de pacientes con SAF. Posteriormente dividiendo el niimero de
pacientes positivos entre el total de controles enfermos y el nimero de pacientes positivos
entre el total de controles sanos. Para el célculo de las p se utilizo el software Stata 10.0
(StataCorp, Texas, USA). Las variables cualitativas se compararon mediante el test de

Chi cuadrado o el test exacto de Fisher si procedia.
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VI. RESULTADOS

1. SELECCION DE ESTUDIOS

Tras realizar la busqueda bibliografica en Pubmed, Embase y manual como queda
reflejado en el apéndice 1, se obtuvieron 377 articulos. Mediante la lectura de titulos y
resumenes se desecharon 299 articulos, algunos de ellos irrelevantes para nuestra
revision, ya que no estaban realizados para describir la prevalencia de Ac aPL y otros
eran duplicados. Quedaron 78 articulos que volvieron a ser revisados por dos autores y en
este caso se desecharon 62. Algunos de ellos volvieron a ser irrelevantes porque trataban
temas diferentes al objetivo de nuestra revision y otros porque seguian siendo duplicados.
No obstante, la mayoria de los articulos eliminados en esta segunda lectura, lo fueron
debido a que no cumplian los criterios de inclusion establecidos. Finalmente
seleccionamos 16 articulos para nuestra revision, de los cuales dos fueron caso-control y

catorce transversales (uno de ellos multicéntrico). El diagrama de flujo de la estrategia de

seleccion de articulos se muestra en la Figura 1.
[ Numero total de articulos revisados, n=377 ]
4)[ Articulos irrelevantes y duplicados, n=299 J
[ Articulos completos revisados y elegidos, n=78 }

Articulos ilegibles, duplicados y que no cumplian los criterios
diagnosticos de SAF , n=62

[ Numero total de articulos seleccionados para el analisis, n=16 ]
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2. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

Se seleccionaron 16 estudios retrospectivos que cumplieron los criterios de inclusion con

1.404 pacientes con SAF 1° 0 2°, 1.839 controles enfermos y 797 controles sanos como se

describe en la tabla 2.

Tabla 2. Numero de pacientes incluidos en cada grupo del estudio.

GRUPOS DE N° PACIENTES
PACIENTES
SAF 1° 6 2° 1404
aPL+ 68
LES 512
Aterosclerosis 382
Sifilis 34
ARD 203
SNAPS 55
CONTROLES Nifios con dermatitis atopica 33
ENFERMOS Mujeres con pérdidas fetales 328
TV 84
ACV 38
Estenosis carotidea 21
Falsos positivos VDRL 21
Mononucleosis infecciosa 30
VIH 30
CONTROLES SANOS 797

aPL+: antifosfolipidos positivos, LES: lupus eritematoso sistémico, ARD: otras

enfermedades autoinmunes,

SNAPS: Sindrome Antifosfolipido seronegativo, TV:

trombosis venosa, ACV: accidente cerebrovascular, VIH: Virus de la Inmunodeficiencia

Humana.
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3. MEDIDA DE LOS ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS NO INCLUIDOS
EN LOS CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE SYDNEY

Con la excepcion de la AnxAS R, el resto de los anticuerpos no incluidos dentro de los
criterios de clasificacion de SAF fueron determinados por ELISA para antigenos simples
o complejos (en el caso de aPS/PT y aVm/CL). Se encontraron diferencias en cuanto a la

determinacion de la positividad de estos anticuerpos, como puede verse en la tabla 3.

3.1 IgA anti- B2-glucoproteina I

Los resultados de IgA anti32-GPI se expresaron como densidad oOptica (DO) o en
unidades de union estandar (APL) derivadas de un control positivo. Los puntos de corte
de positividad, fueron determinados mediante la comparacion con un niimero variable de
controles sanos. Lee et al (139) utilizaron un test comercial en el que los resultados
fueron considerados positivos si alcanzaban més de 20 unidades estandar, que resulto

equivalente al percentil 98 de un grupo de 145 controles sanos.

Usando el mismo criterio, Lakos et al (138) determinaron un umbral de positividad para
IgG que fue de 14.6 SGU (unidades IgG antiB2-GPI estandar)/ml mediante ELISA.
IgM/IgA anti B2-GPI fueron expresados como DO y considerados positivos cuando

estuvieron por encima de la media + 3 DS de 50 controles sanos.

Iverson et al (100) usaron el test de ELISA procedente de INOVA Diagnostic para la
determinacion de IgA B2-GPI. La reproducibilidad del test fue evaluada mediante el
coeficiente de variacion (CV) en un solo estudio. Intra-CV (3.2-6.6%) e inter-CV (3.5-
6.6%) (139).

3.2 Anticuerpos contra el DI de la B2-glucoproteina I

Los estudios sobre IgG aDI utilizaron diferentes niumeros de controles sanos. Dos
estudios multicéntricos consideraron niveles altos de IgG aDI cuando la DO estaba por
encima de la media + 3 DS de 30 (141) y 50 (140) controles sanos respectivamente,
mientras que Andreoli et al (142) expresaron la positividad del IgG aDI como el percentil
95 de 100 controles sanos. Solo un estudio report6 el intra-CV (12.65%) y el inter-CV
(14.82%) (141).
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3.3 Resistencia a la Anexina AS

La AnxAS5R fue determinada en dos pasos diferentes de un mismo proceso. Las muestras
de los pacientes eran incubadas en una suspension de PL que contenian factor tisular
humano y posteriormente mezcladas con plasma en presencia y ausencia de AnxAS que
posteriormente eran recalcificadas. A continuacion, se calculaba la resistencia a la
actividad anticoagulante de la AnxAS. Esta actividad se expres6 como una ratio de la
actividad anticoagulante de la AnxAS. Tres estudios determinaron la AnxAS5 R mediante
comparacion con diferentes nimeros de controles sanos: 30 (141), 20 (143) y 10 (144).

Un estudio report6 intra-CV (2-3.8%) e inter-CV (3.7%) (144).

3.4 Anexina AS

El ligando de la AnxAS5 fue determinado mediante espectrofluorometria y considerado
positivo cuando los valores estaban alrededor de la media + DS de 20 controles sanos

(143-144).

3.5 IgA anticardiolipinas

Se determind usando un calibrador comercial con los puntos de corte de positividad

predefinidos (100, 138-139). Intra e inter-CV fueron similares en cada centro (<10%).

3.6 Anticuerpos anti-fosfatidilinositol, acido fosfatidico, fosfatidiletanolamina y

fosfatidilserina

Los Ac IgM, IgG e IgA aPI, aPA, aPE y aPS se dieron como positivos cuando estuvieron
por encima de 5 DS de un numero no definido de controles sanos (146), 99% de 200
controles sanos (145) o el percentil 99 de 236 sueros control. Los resultados fueron
expresados como DO delta que se define como la reactividad de cada muestra sin
antigeno menos la reactividad de cada muestra con antigeno. Solo un estudio ofrecio6 los

valores de intra (7%) e inter-CV (12%) (66).

3.7 Anticuerpos anti-protrombina

La positividad para IgM e IgG aPT fue definida como: la media + 95% de 30 controles
sanos (147) o en unidades de unidon derivadas de la comparacion con unidades de union
de alta afinidad (81), o como la media + 2DS de un grupo control de 26 miembros (149),

o como DO con valores mayores a 5 DS por encima de la media de controles sanos
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(positividad baja entre 5 y 7 DS, positividad media entre 7 y 9 DS y positividad alta como
mayor de 7 DS) (148). El CV en los diferentes estudios fue respectivamente: intra-CV
(IgM 6.2% e 1gG 5.2%) e inter-CV (IgM 8.4% e IgG 8.8%) (147), intra-CV 7.3% e inter-
CV 8.5% (149) e intra-CV IgM/IgG (9.4/13.3) (148).

Por el contrario, valores positivos para IgM e IgG aPS/PT fueron designados como
mayores de 5 DS sobre la media de 36 controles sanos (81). No se reportaron CV de estos

test.
3.8 Anticuerpos anti-complejo vimentina/cardiolipina

Un estudio que midié aVm/CL determind el punto de corte como la media DO + 3DS de

30 controles sanos y no ofrecieron el CV (77).

En general, se utilizaron 2, 3 0 5 DS o el percentil 95 o 99 para definir el punto de corte
de positividad de los anticuerpos no incluidos en los criterios de Sydney. La positividad
de forma persistente de alguno de ellos se confirmé en un solo estudio (66). Ademas, otro
solamente cumpli6 con los criterios de laboratorio internacionales para confirmar la
positividad de los Ac aPL (superar el percentil 99 de controles sanos en dos o mas

ocasiones separados al menos 12 semanas) (10).
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Tabla 3. Medida de los Ac aPL no incluidos en los criterios de Sydney.

Ortona et al (77)

ANTICUERPOS/ METODO PUNTOS DE UNIDADES COMENTARIOS
Autores CORTE
IgA B2-GPI . Densidad optica .
Media+3DS (50CS) (DO) (100)(138) Tres estudios transversales
Iverson et al (100) ELISA (138) Unidades de union | multicéntricos (n=104-511) con
LEkOS et ?1(1%;?) 98" (145CS) (139) esténdar IgA (139) buen intra/inter CV
eceta
1gG aDI Media + 3DS Un estudio multicéntrico, un
De Laat et al (140) (50 CS) (140) o403 et
Hunt et al (141) ELISA media+3DS (30CS) DO = ot=2) en mu Hpies
. (141) centros con moderado
Andreoli et al (142) . .
g5th (100 CS) (142) intra/inter-CV
media-2DS (30CS)
AnxASR Test . (141) Un estudio caso-control y dos
Hunt et al (141) anticoagu- media+2DS (20CS) anti?c::(ﬁlsante estudios transversales (n=>58-
Wu X-X et al (143) lante . (143) rat%o 166) con un solo laboratorio y
Rand et al (144) modificado medlai(zll?j)(mCS) buen intra/inter-CV
nanogramos
. . ) 4
Anexina AS Espectro- media+DS (20 CS) (143) [ alicuotas ' (143) Descrito anteriormente en los
Wu X-X et al (143) , mediatDS (20 CS) (144) nanoeramos/ . .
fluorometria g estudios correspondientes
Rand et al (144) pocillo (144)
IgA aCL DO (138) (100)
Iverson et al (100) ELISA Test comercial no Unidades estandar A | Descrito anteriormente en los
LEkOS et ?1(1%3?) indicado (139) estudios correspondientes
eceta
aPI o , DO (145) . o
ELISA 99/) (200CS) (145) indice de unién Dos estudios multicéntricos
Branch et al (145) Media+5DS de CS (146) (146) transversales (n=82-294)
Bertolaccini et al (146)
aPA 99% (200CS) (145) DO (145) Descrito anteriormente en los
Branch et al (145) ELISA Media+5DS de CS (146) Indice de unién estudios correspondientes
Bertolaccini et al (146) (146)
aPE 0.54 1gM/ 0.1 1gG (99" |  Delta DO (66) ggnessvfifl Tﬁf;%%‘;tﬁ‘gﬁ
Sanmarco ct al (66) ELISA 236 CS) (66) . DO (145) moderado intra /inter-CV
Branch et al (145) 99% (200CS) (145) Indice de union Otros estudios descritos
Bertolaccini et al (146) Media+5DS de CS (146) (1406) .
anteriormente
aP$ 99% (200CS) (145) i DO (145)- Descrito anteri t 1
Branch ctal (143) ELISA | \ediatsDS de CS (146) | o e o™ estudios correspondientes
Bertolaccini et al (146) (146) p
aPT media+95% de 30CS
Atsumi et al (81) ) (147) o .. Cuatro estudios transversales
Donohoe et al (147) ELISA media+5DS de 87 & a"tlgdagg(m) (n=138-321) en multiples
Muiioz et al (148) controles (148) DO (148) centros con buen intra/inter-CV
Guerin et al (149) media+2DS un grupo de
26 controles (149)
aPS/PT . 13 unidades IgM . . .
Atsumi et al (81) ELISA Media+5DS (36 CS) 2 unidades TG Estudio descrito anteriormente
aCL/Vm ELISA media£3DS (30 CS) DO Un solo estudio transversal en

un centro (n=191)
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IgA antif2-GPI I: IgA antif2-glucoproteina I, IgG aDI: IgG anti-Dominio I, AnxAS5R:
resistencia a la actividad anticoagulante de la Anexina A5, IgA aCL: IgA anticardiolipina,
aPI: anti-fosfatidilinositol, aPA: anti-acido fosfatidico, aPE: anti-fosfatidiletanolamina,
aPS: anti-fosfatidilserina, aPS/PT: anti- complejo fosfatidilserina/protrombina, APLU:
unidades de IgA de anticardiolipina, CS: controles sanos, DS: desviacion estandar, DO:

densidad optica, delta DO: delta densidad 6ptica, CV: coeficiente de variacion.

4. MEDIDA DE LOS ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS INCLUIDOS EN
LOS CRITERIOS DE SYDNEY

IgM/G antif32-GPI e IgM/G aCL fueron medidos por ELISA con varias definiciones de
positividad como puede observarse en la tabla 2. El punto de corte para IgM/G antif32-
GPI fue determinado mediante la media + 95% de 30 CS o la media + DS segun los

diferentes estudios. Las unidades de medicion fueron en delta DO, DO y SGU.

Los puntos de corte para [gM/G aCL fueron valores numéricos ya dados y las unidades de

medida MPLU (unidades IgM anticardiolipina) y GPLU (unidades IgG anticardiolipina).

El AL fue determinado de acuerdo a los criterios de la ISTH (150-151), recogidos
también en la tabla 4 (145, 148-149).
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Tabla 4. Medida de los Ac aPL incluidos en los criterios de Sydney.

PUNTOS DE

ANTICUERPOS METODO CORTE UNIDADES | COMENTARIOS
Autores
AL Todosilos estudi(?s
Sanmarco et al Test de veneno de §¢ real}zar.on segun
(66) Russell los criterios de la
Atsumi et al (81) Test de TTPa ISTHc()lt:a(;’ 151)
Lakos et al (138) Tromboplastina s
Branch et al (145) diluido carac‘Ferlstlcas
Donohoe et al descritas en la
(147) Tabla 3
0.2 IgM/ 0.1
IgM/G B2-GPI IgQ (66)
Sanmarco et al media+3DS
(66) (50CS) (138) .
Lakos et al (138) > 20 unidades . Vaflables
Lee et al (139) ELISA estandar (139) | Delta DO (66) intra/inter-CV
De Laat et al media+10DS 14.6 SGU/ml Omils '
(140) (100CS) (140) (138) caracterfsticas
Donohoe et al media+95% de DO (148) descritas en la
(147) 30 CS (147) Tabla 3
Muiioz et al (148) media+5DS
Guerin et al (149) (10 CS) (148)
mediat2DS
(26CS) (149)
IgM/G aCL
Sanmarco et al
(66) Variable CV.
Iverson et al ELISA 7y 24 (66) Otras
(100) 20 GPLU, MPLU caracteristicas
Lee et al (139) (139,145,147) descritas en la
Branch et al (145) Tabla 3
Donohoe et al
(147)

AL: anticoagulante lupico, IgM/G B2-GPI: 1gM/G anti-B2-glucoproteina I, IgM/G aCL:

IgM/C anticardiolipina, CS: controles sanos, ISTH: Sociedad Internacional de Trombosis

y Hemostasia, SGU: unidades IgG antif2-GP estandar, TTPa:

tromboplastina activado, DS: desviacion estandar, GPLU: unidades IgG anticardiolipina,

tiempo parcial de

MPLU: unidades IgM anticardiolipina, DO: densidad oOptica, delta DO: delta densidad

optica, CV: coeficiente de variacion.
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5. PREVALENCIA DE LOS ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS NO
INCLUIDOS EN LOS CRITERIOS DE SYDNEY

La prevalencia de estos Ac aPL en el grupo de pacientes con SAF y el grupo control esta

resumida en la tabla 5.

Tabla 5. Prevalencia de los Ac aPL no incluidos dentro de los criterios diagnodsticos de

SAF.
SAF Controles enfermos| Controles sanos Valor de| Valor de
N° positivos/total | N° positivos/total | N° positivos/total a a
(% positivos) (% positivos) (% positivos) P P
IgM IgG IgM IgG IgM IgG IgM IgG
241/548 74/234 %
aDI NR (43.9) NR (31.6) NR 1/30(3.3) | NR | <0.001
27/337 | 26/337 | 7/205 10/340
aPE 1/205 (0.5 4/340 (1.2)] 0.005* | <0.001*
® | a7 | G4 03) 5.9 (1.2)
64/180 | 68/207 | 37/366 | 194/634 | 2/117
aPT (35.6) | (32.8) | (10.1) (30.6) (1.7) 3/117 (2.6)] <0.0017 | 0.0047
19/76 46/67 6/205
aPA (25.0) | (68.6) (2.9) 2/205 (0.9)[0/104 (0)| 0/104 (0) | <0.0017 | <0.0017
21/67 40/67 6/205 1/104
aPS 31.3) | (59.7) (2.9) 6/205 (2.9) (0.9) 0/104 (0) | <0.001t | <0.0017
17/67 21/67 6/205
aPI 254) | (313) (2.9) 2/205 (0.9)[0/104 (0)| 0/104 (0) | <0.0017 | <0.0017
9/44 19/44 4/217 10/217
aPS/PT (204) | (43.2) (1.8) (4.6) 0/0 (0) | 0/0(0) | <0.001 | <0.001
avVm/CL| 32/40 37/40 | 29/119 | 36/119
(80) 92.5) | (24.3) (30.2) 0/32 (0) | 0/32(0) |<0.0017 | <0.0017
48/229 33/604 4/145 %
IgA aCL (20.9) NR (5.4) NR 2.8) NR <0.001 NR
IgA anti | 129/229 208/604 19/145 «
B2-GPI | (563) | "R | 344y | "R | zqy | NR|<0.0017] NR
87/163 14/66
AnxAS R| (53.3) NR (21.2) NR 0/91 (0) NR <0.0017 | NR
SAF: Sindrome Antifosfolipido, IgA PB2-GPI: IgA anti-f2-GPI, IgG aDI: IgG

antiDominio I, AnxAS5 R: resistencia a la actividad anticoagulante de la Anexina AS, IgA

aCL: IgA anticardiolipina, aPI: anti-fosfatidilinositol, aPA: anti-adcido fosfatidico, aPE:

anti-fosfatidiletanolamina,

aPS:

fosfatidilserina/protrombina, NR: no reportado.

anti-fosfatidilserina,

aPS/PT:

anti-complejo
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a Valores de p referidos a SAF vs controles sanos y enfermos.

*Chi2 y fTest exacto de Fisher.

El complejo aVm/CL (77) fue el mas prevalente de todos los anticuerpos no incluidos en
los criterios diagnosticos de SAF: 80.0% IgM y 92.5% IgG en pacientes con SAF (n=40);
24.3% IgM y 30.2% IgG en controles enfermos (n=119); 0% IgM/G en controles sanos
(n=32).

Los siguientes mas prevalentes fueron aPA y aPS. Dos estudios transversales de disefio
similar que diferian en el tamafio total de la poblacion (145-146) describieron la
prevalencia de aPA, aPS y aPl. Los mas prevalentes fueron los Ac aPA: 25.0% IgM y
68.6% IgG en pacientes con SAF (n=67), seguidos de los Ac aPS: 31.3% IgM y 59.7%
IgG en (n=67) y aPI: 25.4% IgM y 31.3% IgG en (n=67).

El siguiente anticuerpo mas prevalente reportado en tres estudios fue IgA anti32-GPI
(100,138-139) con una prevalencia de: 56.3% en pacientes con SAF (n=229), seguido de
la AnxAS5 R (141,143-144) con una prevalencia de 53.3% en (n=163). Estos tres tltimos
estudios (2 transversales y 1 caso-control) se llevaron a cabo en tres centros diferentes
con la colaboraciéon de un laboratorio, disefios similares y diferentes tamafios de

poblacion.

Posteriormente IgG aDI (1 estudio transversal, 1 caso-control y 1 multicéntrico) con una
prevalencia de: 43.9% en pacientes con SAF (n=548). Los tres estudios fueron
desarrollados en once centros diferentes y se compararon con grupos distintos: el primero,
un estudio pediatrico con dos grupos de nifios (uno con 57 nifios sanos de un afio, nacidos
de madres con enfermedades autoinmunes y otro con 33 nifios con dermatitis atopica) y
un grupo de 64 pacientes con SAF (142); el segundo, un estudio con tres grupos, 120
pacientes con SAF (70 de ellos con morbilidad gestacional y 50 con trombosis venosa),
16 controles enfermos y 30 controles sanos (141) y el tercero, un estudio con dos grupos

de diferente tamafio, 364 pacientes con SAF y 128 controles enfermos (140).

El siguiente fue un estudio transversal sobre Ac aPS/PT en el que no se incluyeron
controles sanos (81), que reportd una prevalencia de: 20.4% IgM y 43.2% IgG en

pacientes con SAF (n=44) y cuatro estudios transversales con diferentes tamafios
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poblacionales (81,147-149), que encontraron una prevalencia de aPT de: 35.6% IgM y
32.8% IgG en (n=180 y n=207) pacientes con SAF.

Los anticuerpos menos prevalentes fueron IgA aCL y aPE.

La prevalencia de IgA aCL reportada en tres estudios transversales fue del: 20.9% en
pacientes con SAF (n=229). Estos tres estudios se realizaron en tres centros diferentes,

con diferentes tamafios de poblacion, aunque con un disefio similar (100,138-139).

El siguiente menos prevalente fue aPE (2 estudios transversales y un caso-control
multicéntrico), con una prevalencia de: 8.0% IgM y 7.7% IgG en pacientes con SAF
(n=337). Estos tres estudios fueron dirigidos en once centros diferentes con tamafos de

poblacion y disefios variables (66,145-146).

6. PREVALENCIA DE LOS ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS INCLUIDOS
EN LOS CRITERIOS DE SYDNEY

La prevalencia de IgM/G aCL encontrada en 5 estudios (1 caso-control y 4 transversales),
la prevalencia de IgM/G anti-B2GPI en 4 estudios (1 caso-control y 3 transversales) y la

prevalencia de AL encontrada en dos estudios transversales, se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Prevalencia de los aPL incluidos dentro de los criterios diagnosticos de SAF.

SAF N° Controles enfermos| Controles sanos Valor de| Valor de
positivos/total | N°. positivos/total | N°. positivos/total a a
(% positivos) (% positivos) (% positivos) P P
IgM IgG IgM IgG IgM IgG IgM IgG
49/545 | 213/545 | 25/634 | 49/634 | 10/383 | 22/383 « «
aCL 1 g9y | 30.0) | 39 | 771 | @6 | 7 [F00001%<0.0001
Antif32- | 94/440 | 102/440 | 51/329 | 28/329 | 9/381 5/381 " "
GPI | 213)| @3.1) | (55 | 85 | @3) | (3 [F00001%]<0.0001
AL 67/340 (19.7) 33/107 (30.8) 5/236 (2.1) <0.0001*
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SAF: Sindrome Antifosfolipido, aCL: anticardiolipinas, Anti-B2-GPIl: antif32-

glucoproteina I, AL: anticoagulante lapico.

a Valores de p referidos a SAF vs controles sanos y enfermos.

*Chi2 y fTest exacto de Fisher.

El anticuerpo mas prevalente fue aCL (1 estudio caso-control y 4 transversales) con una
prevalencia de: 8.9% IgM y 39% IgG en pacientes con SAF (n=545); 3.9% IgM y 7.7%
IgG en controles enfermos (n=634); 2.6% IgM y 5.7% IgG en controles sanos (n=383).

El siguiente anticuerpo mas prevalente fue IgM/G anti32-GPI (1 estudio caso-control y 3
transversales) con una prevalencia de: 21.3% IgM y 23.1% IgG en pacientes con SAF
(n=440) y posteriormente el AL (2 estudios transversales) con una prevalencia de: 19.7%

en pacientes son SAF (n=340).

7. RELACION ENTRE EVENTOS TROMBOTICOS Y LOS ANTICUERPOS NO
INCLUIDOS EN LOS CRITERIOS DE SYDNEY

La frecuencia y la fuerza de asociacion entre los Ac aPL incluidos en los criterios de
diagnosticos de SAF y las manifestaciones clinicas varid en los diferentes estudios y
ninguno de ellos destac6 como el mejor predictor de complicaciones tromboticas u
obstétricas en el SAF. Desafortunadamente, no tuvimos la oportunidad de examinar si
algtin anticuerpo de los estudiados no incluido en los criterios diagnosticos, se asocié con
mas frecuencia a alguna manifestacion clinica concreta de SAF, ya que ningun estudio
dio un desglose adecuado de esta informacién y solo aportaron cifras globales de

prevalencia de anticuerpos en su conjunto.
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VIIL. DISCUSION

En esta revision sistematica hemos identificado una alta prevalencia de Ac aPL que no se
encuentran actualmente incluidos dentro de los criterios de Sydney. Estos Ac aPL
presentan una frecuencia considerablemente mas alta en pacientes con SAF que en
controles enfermos o sanos. Los IgA anti32-GPI fueron los mas prevalentes (129/229,
56.3%), en el grupo de pacientes diagnosticados de SAF, seguidos de la AnxAS5 R
(87/163, 53.3%) e IgG aDI (241/548, 43.9%). De todas formas, todos los anticuerpos no
incluidos en los criterios diagnodsticos que fueron estudiados, presentaron una prevalencia

mas alta en pacientes con SAF, en comparacion con controles enfermos y sanos.

La mayoria de los estudios fueron de tamafios muestrales pequefios y solo seis Ac aPL
fueron estudiados en cohortes de mas de 100 pacientes: aDI (n=548), aPE (n=337), IgA
aCL (n=229), IgA antiB2-GPI (n=229), aPT (n=207) y la AnxAS5 R (n=163). El resto de
analisis se realizaron en pequefias cohortes (n<100): aPA (n=76), aPI (n=67), aPS (n=67),
aPS/PT (n=44) y aVm/CL (n=40). En general, la prevalencia mas alta fue para: IgG
(37/40, 92.5%) e 1gM (32/40, 80.0%) aVm/CL en un estudio en un solo centro; IgG aPA
(46/47, 68.6%) en dos estudios de cinco centros diferentes; IgG aPS (40/67, 59.7%)
también en dos estudios de cinco centros diferentes; e IgG aPS/PT (19/44, 43.2%). El
pequefio tamafio de las muestras y el nimero de centros involucrados en estos estudios,

hace menos certera la alta prevalencia encontrada de estos anticuerpos.

A pesar de que la mayoria de los ensayos clinicos se basan en ELISA, encontramos una
gran variacion en la metodologia utilizada para obtener los puntos de corte positivos para
cada anticuerpo. En particular, el nimero de controles sanos vari6 desde 236 muestras
hasta 20-50 controles, utilizados en la mayoria de los estudios. Por otra parte, se
utilizaron 2, 3 0 5 DS 0 95% y 99% para generar los valores de corte y la persistencia de
la positividad de los anticuerpos solo se confirm6 en un estudio (66). Por tanto, solo un
estudio cumplié los criterios internacionales de laboratorio para la confirmacion de Ac

aPL positivos (10).

Ademas, hubo una gran variabilidad en el grupo de controles enfermos utilizado, con un
déficit relativo de pacientes con enfermedad trombdtica u obstétrica no asociada a

enfermedades autoinmunes, en comparacion a los que si estuvieron asociados. Solo 5/16
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estudios contaron con controles afectados y no afectados por enfermedades autoinmunes

ademas de controles sanos.

En conjunto, 12/16 de los ensayos clinicos, incluyeron pacientes que cumplieron los
criterios de clasificacion de SAF originales o revisados. Cuatro de ellos (138,145-
146,149) no cumplieron estos criterios porque fueron realizados antes de que se
publicaran en 1999 (135). Cabe destacar que solo dos comprobaron con claridad la
positividad persistente de los Ac aPL incluidos en los criterios de Sydney, utilizando el
percentil 99 (p ej. por encima de 2.58 DS) como punto de corte positivo (145-146).
Estudios posteriores que no cumplieron con los criterios de clasificacion de SAF, fueron

excluidos de nuestro analisis.

Otras consideraciones de relevancia sobre estos hallazgos fueron: la fiabilidad (CV)
dentro de cada centro, la reproducibilidad por otros grupos independientes y el disefio de
los estudios. El CV fue proporcionado en 6/16, 37.5% de los estudios con un intra/inter
CV <10% (n=4) o 10-15% (n=2), confirmando una buena fiabilidad relativa en menos de
la mitad de los mismos. Los resultados de la mayoria de ellos (11/16, 68.7%) sobre Ac
aPL no incluidos en los criterios diagndsticos, fueron reproducidos en varios grupos
independientes, excepto los estudios sobre AnxAS5 R, aVm/CL y aPS/PT que se
desarrollaron en un solo centro, aunque el de aPS/PT ha sido ampliamente utilizado en
otros estudios sobre la patogénesis de SAF. Se encontraron diferencias en los disefios y
solo 4/16 (25%), fueron disefiados desde un principio para identificar la prevalencia de

los anticuerpos.

Como mencionamos anteriormente, la frecuencia y fuerza de asociacion entre los Ac aPL
incluidos en los criterios de Sydney y las manifestaciones clinicas vario en los diferentes
estudios y ninguno de ellos destacd como mejor predictor de complicaciones tromboticas
u obstétricas en el SAF. No tuvimos la oportunidad de examinar si algun anticuerpo de
los no incluidos en los criterios diagndsticos estudiados en esta revision, se asocid con
mas frecuencia a alguna manifestacion clinica concreta, debido a que ninguno aporté un
desglose adecuado de esta informacion y solo cifras globales de prevalencia de varios

anticuerpos en su conjunto.

No consideramos la posibilidad de haber pasado por alto muchos articulos importantes,

especialmente sobre IgA aCL, porque nuestra primera pregunta en esta revision fue
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identificar la prevalencia de los anticuerpos no incluidos en los criterios de Sydney en
pacientes con SAF y posteriormente, comparar esta prevalencia con controles de esos
mismos estudios. De todas formas, nuestra PICO (tipo de paciente, tipo de intervencion,
alternativa a la intervencion que queremos valorar y resultados) requeria que los pacientes
cumplieran los criterios de diagndsticos de SAF, por lo que se excluyeron muchos
articulos que hablaban sobre la prevalencia de los anticuerpos estudiados en pacientes con
otras enfermedades, sobre todo LES. Por tanto, muchos estudios sobre IgA aCL que
fueron llevados a cabo en pacientes con LES, se excluyeron. De hecho, fue sorprendente
el escaso numero de articulos que proporcionaban la prevalencia de Ac aPL en pacientes

diagnosticados de SAF.

La alta prevalencia de IgG aDI, IgA anti32-GPI y AnxAS5 R en los estudios mas grandes
es interesante, porque estos anticuerpos se han implicado de una forma importante en la
patogénesis del SAF. Se ha demostrado que tanto el aDI de suero de pacientes con SAF
(152) como el IgG aPL que se une al DI (153) son protrombdticos in vivo (154-155). En
el mismo modelo de raton, se ha demostrado que el DI recombinante humano abole la
trombosis inducida por Ac aPL (156). De forma independiente, usando un modelo in vivo
diferente de IgG aDI humano, se ha demostrado que es protromboético y causa muertes
fetales en ratones (157). Se han reportado un numero importante de estudios, utilizando
fuentes diferentes de aDI. El estudio de De Laat et al (140), que cumplidé nuestros
criterios de inclusion, usé un test en el que se comparaba la union dependiente del DI en
placas hidrofobicas e hidrofilas (48). Se ha desarrollado también una fase solida de aDI
para testar suero de pacientes, aunque solo se ha publicado en formato abstract (158), por

lo que no era adecuado para la inclusion en esta revision sistematica.

Es interesante sefialar que la positividad aislada de IgA antif2-GPI (en pacientes
negativos para IgM/IgG ACL/ antif2-GPI y AL) se ha visto asociada con trombosis
venosas y aumento de la morbi-mortalidad gestacional (159) y que la IgA antif2-GPI

purificada, es protrombdtica in vivo (160).

La AnxA5 R se une en bicapas de PL en las membranas celulares formando un escudo
anticoagulante que previene la interaccién de los PL con las enzimas de la coagulacion.
Los Ac aPL rompen este escudo, exponiendo a los PL y acelerando las reacciones de
coagulacion de la sangre (161). Esta interaccion mediada por Ac aPL es revertida por la

hidroxicloroquina que inhibe la formacion de complejos IgG B2-GPI y facilitando la
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formacion de un segundo estrato de parches de AnxAS sobre las areas donde los
complejos inmunes interrumpieron la cristalizacion de la misma (116). Curiosamente, la

AnxAS5 R se ha relacionado con los Ac aPL que reconocen el epitopo del dominio I de la
2-GPI (69).

1. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

1. Tuvimos numerosas limitaciones en nuestra revision, aunque las mas importantes
fueron el pequefio tamafio muestral y la falta de validacién de los métodos de
determinacion de los Ac aPL no incluidos dentro de los criterios diagnosticos de
SAF.

2. Inicialmente encontramos un gran numero de articulos, pero la falta de
cumplimiento de los criterios de inclusion y la dificultad para la extraccion de
datos, caus6 que el nimero de pacientes se redujera de forma considerable.

3. Tenemos algunos estudios previos a 1999 en los que no conocemos el punto de
corte exacto para Ac aCL (138,146).

4. Solo tres estudios utilizaron mas de 50 controles sanos (66,142,145) y solo dos
definieron la positividad de los anticuerpos por encima del percentil 99 (66,145).

5. aPT, aPA, aPlI, aPS, aPS/PT y aVm/CL han sido testados en cohortes de menos de

100 pacientes.
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CONCLUSIONES

Hemos identificado una alta prevalencia de diversos Ac aPL no incluidos en los
criterios de Sydney en pacientes con SAF en comparacion con controles. Estos
hallazgos se ven atenuados por el amplio y variable rango de los tamafos

muestrales y la metodologia utilizada para medir los diferentes anticuerpos.

Los estudios para detectar IgA anti32-GPI, AnxA5 R e IgG aDI son de particular
interés porque han demostrado un potencial importante en la patogénesis del SAF.
Sin embargo, se necesitan realizar mas estudios, especialmente prospectivos, de
tamafio suficiente y con la metodologia apropiada para determinar estos
anticuerpos, tanto en pacientes diagnosticados de SAF como en controles. Seria
muy interesante la determinacion de los mismos de forma apropiada para poder
manejar a los pacientes y saber si son de verdadera utilidad, pudiendo plantear

entonces su inclusion en los criterios diagnodsticos de SAF.

De un total de 4040 pacientes, 1.404 fueron enfermos con SAF 1° o 2° 1.839
controles enfermos y 797 controles sanos (CS). Dentro de los controles enfermos
tuvimos una gran variedad de pacientes: Ac aPL+, diagnosticados de LES,
aterosclerosis, ARD, SNAPS, nifios con dermatitis atopica, personas con TV o
AT, ACV, estenosis carotidea, falsos positivos para VDRL, mononucleosis
infecciosa y VIH. La frecuencia y la fuerza de asociacion entre los Ac aPL
incluidos en los criterios diagndsticos de SAF y las manifestaciones clinicas vario
en los diferentes estudios y ninguno de ellos destacO como mejor predictor de

complicaciones tromboticas u obstétricas.

No tuvimos la oportunidad de examinar si algiin anticuerpo de los no incluidos en
los criterios diagnoésticos de los estudiados en esta revision, se asocid con mas
frecuencia a alguna manifestacion clinica concreta, debido a que ninguno aporto6
un desglose adecuado de esta informacion y solo cifras globales de prevalencia de

anticuerpos en su conjunto.
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IX. ABREVIATURAS

Ac: anticuerpos.

aCL: anticardiolipinas.

aCL/Vm: anti-complejo vimentina/cardiolipina.
ACV: accidente cerebrovascular.

aDI: anti-dominio 1.

AL: anticoagulante lapico.

antifi2-GPI: anti32-glucoproteina 1.

AnxAS: AnexinaAS.

AnxAS R: resistencia a la actividad anticoagulante de la AnexinaAS.
aPA: anti-acido fosfatidico.

aPE: anti-fosfatidiletanolamina.

aPI: anti-fosfatidilinositol.

aPL: antifosfolipidos.

APLU: unidades de IgA anticardiolipina.

APS: acronimo inglés Antiphospholipid Syndrome.
aPS: anti-fosfatidilserina.

aPS/PT: anti-complejo fosfatidilserina/protrombina.
aPT: anti-protrombina.

AR: Artritis reumatoide.

ARD: otras enfermedades autoinmunes.

aVm/CL: anti-complejo vimentina cardiolipina.
CS: controles sanos.

CV: coeficiente de variacion.

83
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DO: densidad optica.

dRVVT: dilucion con veneno de Russell.

DS: desviacion estandar.

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay.

etc: etcétera.

GPLU: unidades IgG anticardiolipina.

GRADE: Grading of Recommendations Assessment, Development and Evaluation.
HLA: antigeno leucocitario humano.

IgA antif32-GPI: IgA anti32-glucoproteina I.

I11,4,6Yy 8: interleuquina 1, 4, 6 y 8.

INF-y: interferdn vy.

INR: International Normalized Ratio.

ISTH: Sociedad internacional de Trombosis y Hemostasia.
LES: Lupus eritematoso sistémico.

MPLU: unidades IgM anticardiolipina.

MTHFR: metileno tetrahidrofolato reductasa.

OR: odds ratio.

PCC: concentrado de factor 4 del complejo protrombinico.

PICO: tipo de paciente, tipo de intervencion, alternativa a la intervencion que queremos

valorar y resultados.

PL: fosfolipidos.

PRISMA: Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses.
RITAPS: Rituximab en APS (acrénimo inglés de SAF).

SAF: Sindrome antifosfolipido.
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SAFC: Sindrome antifosfolipido catastrofico.

Sindrome HELLP: sindrome con hemodlisis, aumento de enzimas hepaticas y

trombocitopenia.

SGU: unidades IgG anti32-GPI estandar.

SMU: unidades IgM anti32-GPI estandar.
SNSAF: Sindrome antifosfolipido seronegativo.
TA: trombosis arterial.

TV: trombosis venosa.

TNF-a: factor de necrosis tumoral a.

TTPa: tiempo parcial de tromboplastina activado.
UPL: unidades de fosfolipidos.

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.
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1. APENDICE 1

Estrategia de busqueda en pubmed/embase:

www.pubmed.gov: términos ‘Mesh’ y palabras individuales.

http://ovidsp.ovid.com/: Embase: ‘Map to thesauraus’ y ‘explode’ para buscar los

términos embase thesaurus.
Se realiz6 la busqueda de estas palabras de forma separada como términos “Mesh” y

como palabras individuales y después de forma combinada: ([A] OR [B] OR [C]).

Antiphospholipid antibodies (aPL) (A)

Antiphospholipid syndrome (SAF) (B)

Non criteria antibodies (C)

New assays (D)

Por otra parte, hicimos otra busqueda independiente de anticuerpos. Buscamos como
términos “Mesh” y como palabras individuales y posteriormente en combinacion ( [E]
OR [F] OR [G] OR [H] OR [I] OR [J] OR [K] OR [L] OR [M] OR [N] OR [O] OR [P]

OR [Q] OR [R]:

Anticardiolipin antibodies (aCL) (E).

Antif2 Glycoprotein I antibodies (antif2-GPI) (F).
- Lupus anticoagulant (AL) (G).

- Antiphosphatidylseryne (aPS) (H).

- Antiphosphatidylethanomaline (aPE) (I).

- Antiphosphatidylinositol (aPI) (J).

- Anti-domain I B2-glycoprotein I (ADI 32-GPI) (K).

- IgA anticardiolipin (IgA aCL) (L).
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- IgA anti-B2-glycoprotein I (IgA antiB2-GPI) (M).
- Antiprothrombin antibodies (aPT) (N).
- Antiphosphatidylcholine (aPC) (O).
- Antivimentin/cardiolipin complex (Vm/CL) (P).
- Antiphoshatidic acid (aPA) (Q).
- Annexin A5 resistance (AnxAS resistance) (R).
Finalmente obtuvimos una busqueda por cada grupo independiente y combinamos estos
dos grupos con el operador boleano AND.
Los limites utilizados fueron: idioma inglés, ensayos clinicos y humanos.
“Non-criteria” aPL tests: report of a task force and preconference workshop at the 13"

International Congress on Antiphospholipid Antibodies, Galveston, TX, USA, April 2010
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Hoja de extraccion de datos
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Numero de

Titulo del

Nombre del

orden articulo primer autor

Fecha de Disefio del Numero total

publicacion estudio de pacientes

del articulo y de controles

Diagnostico SAF (n) Controles Controles
enfermos(n) sanos (n)

Numero de

pacientes

Edad

Género

Raza

Cumplimiento
de los criterios

de SAF

AL (n)

IgA aCL (n)

IgM aCL (n)

IgG aCL (n)

IgA antif32-

GPI (n)

IgM antif32-
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GPI (n)

IgG antif32-

GPI (n)

AnxA5 R (n)

IgM aDI (n)

IgG aDI (n)

IgA aPE (n)

IgM aPE (n)

IgG aPE (n)

IgM aPA (n)

IgG aPA (n)

IgM aPS (n)

IgG aPS (n)

IgM aPI (n)

IgG aPI (n)

IgM aVm/CL

(n)

IgG aVm/CL

(n)

IgM aPT (n)

IgG aPT (n)

IgM  aPS/PT

(n)
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IgG  aPS/PT

(n)

IgM aPC (n)

IgG aPC (n)

TA (n)

TV (n)

Morbilidad

gestacional (n)

Arriba se adjunta la tabla con las variables utilizadas para la recoleccion de datos y abajo

se realiza una descripcion de las mismas.

1. Numero de orden: 1°, 2°, 3° ...

2. Titulo del articulo.

3. Nombre del primer autor.

4. Fecha de publicacion del articulo.

5. Disefio del estudio: transversal, caso-control.
6. Diagnostico:

- Pacientes con Sindrome Antifosfolipido: sindrome antifosfolipido primario (SAF

1°), sindrome antifosfolipido secundario (SAF 2°), sindrome antifosfolipido con
trombosis venosa o arterial (SAF TA/TV), sindrome antifosfolipido con
morbilidad gestacional.

- Controles enfermos: pacientes con lupus (LES+/SAF-), pacientes con sindrome

antifosfolipido seronegativos (SNAPS), pacientes con otras enfermedades
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autoinmunes (total ARD), pacientes con trombosis arteriales o venosas sin SAF
(TA/TV no SAF), pacientes con morbilidad gestacional sin SAF, estenosis
carotidea, sifilis, falsos positivos para VDRL, mononucleosis infecciosa, VIH,
aterosclerosis, nifios con dermatitis atopica, pacientes con anticuerpos positivos
pero sin SAF (aPL+/SAF-).

- Controles sanos: nifios sanos con un afo, controles sanos.

7. Numero de pacientes en cada estudio: pacientes con SAF, controles enfermos y
sanos.

8. Edad.

9. Género: hombre=0, mujer=1.

10. Raza: hispanos, caucasicos, asiaticos, afro-caribefios.

11. Cumplimiento de los criterios de clasificacion de SAF: no=0, si=1.

12. Numero absoluto y porcentaje de anticoagulante lapico (LA).

13. Numero absoluto y porcentaje de IgA anticardiolipina (aCL).

14. Numero absoluto y porcentaje de IgM anticardiolipina.

15. Numero absoluto y porcentaje de IgG anticardiolipina.

16. Numero absoluto y porcentaje de IgA anti32-glucoproteina I (anti32-GPI).

17. Numero absoluto y porcentaje de IgM antif32-glucoproteina I.

18. Numero absoluto y porcentaje de IgG antif32-glucoproteina I.

19. Numero absoluto y porcentaje de resistencia a la Annexina AS (AnxAS5 R).

20. Numero absoluto y porcentaje de IgM anti Dominio I de la 82-GPI (aDI).

21. Numero absoluto y porcentaje de IgG anti Domino I de la 82-GPI (aDI).

22. Numero absoluto y porcentaje de IgA anti-fosfatidiletanolamina (aPE).

23. Numero absoluto y porcentaje de IgM anti-fostatidiletanolamina (aPE).

24. Numero absoluto y porcentaje de IgG anti-fosfatidiletanolamina (aPE).
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25. Numero absoluto y porcentaje de IgM anti-acido fosfatidico (aPA).

26. Numero absoluto y porcentaje de IgG anti-acido fosfatidico (aPA).

27. Numero absoluto y porcentaje de IgM anti-fosfatidilserina (aPS).

28. Numero absoluto y porcentaje de IgG anti-fosfatidilserina (aPS).

29. Numero absoluto y porcentaje de IgM anti-fosfatidilinositol (aPI).

30. Numero absoluto y porcentaje de IgG anti-fosfatidilinositol (aPI).

31. Numero absoluto y porcentaje de IgM anti-vimentina/cardiolipina (aVm/CL).

32. Numero absoluto y porcentaje de IgG anti-vimentina/cardiolipina (aVm/CL).

33. Numero absoluto y porcentaje de IgM anti-protrombina (aPT).

34. Numero absoluto y porcentaje de IgG anti-protrombina (aPT).

35. IgM anti-complejo fosfatidilserina/protrombina (aPS/PT).

36. Numero absoluto y porcentaje de IgG anti- complejo fosfatidilserina/protrombina
(aPS/PT).

37. Numero absoluto y porcentaje de IgM anti-fosfatidilcolina (aPC).

38. Numero absoluto y porcentaje de IgM anti-fosfatidilcolina (aPC).

39. Numero absoluto y porcentaje de trombosis arterial (TA).

40. Numero absoluto y porcentaje de trombosis venosa (TV).

41. Numero absoluto y porcentaje de pérdidas fetales o morbilidad gestacional.
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3. APENDICE 3

Articulo original

Rheumatology 2015;54:2042-2050

RHEUMATOLOGY d0i10.1083 heumtologyke22s

Advance Access publication 7 July 2015

Original article

Examining the prevalence of non-criteria
anti-phospholipid antibodies in patients with
anti-phospholipid syndrome: a systematic review

Veronica Rodriguez-Garcia', Yiannis loannou®?, Antonio Fernandez-Nebro',
David A. Isenberg? and lan P. Giles®

Abstract

Objective. To systematically review and establish the prevalence of antibody positivity in assays not
currently included in the APS classification criteria to detect antibodies directed against other phospho-
lipids (PLs), PL binding proteins, coagulation factors and a mechanistic test for resistance of Annexin A5
(AnxAb) anticoagulant activity in APS and control populations.

Methods. We searched PubMed and EMBASE using the key words APS, antiphospholipid antibodies,
non-criteria, new assays, IgA anticardiolipin antibodies, lupus anticoagulant, anti-Domain I, IgA anti-p2-
glycoprotein | antibodies, antiphosphatidylserine, anti-phosphatidylethanolamine, anti-phosphatidic acid,
antiprothrombin, antiphosphatidylserine-prothtombin, anti-vimentin/cardiolipin complex and Annexin A5
resistance. Studies that met inclusion criteria to describe prevalence of non-criteria aPLs in APS patients
(n>10), disease and healthy control subjects were systematically examined.

Results. We selected 16 retrospective studies of 1404 APS patients, 1839 disease control and 797
healthy controls. The highest prevalence of non-criteria aPLs in the largest number of patients with
APS was found in IgA anti-B2GPI studies (129/229, 56.3%), AnxA5R (87/163, 53.4%) and IgG anti-
Domain | (241/548, 44.0%).

Conclusion. Our finding of a significantly high prevalence of all non-criteria aPLs studied in patients with
APS compared with controls was tempered by wide variation in sample size, retrospective collection,
assay methodology and different determination of positivity. Therefore, prospective studies of sufficient
size and appropriate methodology are required to evaluate the significance of these assays and their utility
in the management of patients with APS.
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SCIENCE

Key words: anti-phospholipid syndrome, anti-phospholipid antibodies, non-criteria, new assays.

Rheumatology key messages

o The prevalence of all non-criteria aPLs studied was significantly increased in patients with APS compared with
controls.
o The most prevalent were IgA anti-B2GPI, AnxA5R and IgG anti-Domain | in patients with APS.

"UCG de Reumatologa, Instituto de Investigacién Biomédica en Introduction
Malaga (IBIMA), Hospital Regional Universitario de Malaga,
Universidad de Malaga, Spain, 2Centre for Rheumatology Research,
Division of Medicine, Department of Medicine, Rayne Institute, 5

The APS is classified by persistently moderate to high

University Street and *Arthritis Research UK Centre for Adolescent titres of circulating antibodies directed against cardiolipin
Rheumatology, University College London, London, UK (aCL), p2-glycoprotein | (32-GPI) and/or those that prolong
Submitted 7 August 2014; revised version accepted 12 May 2015 in vitro coagulation (namely LA), which should be positive

Correspondence to: lan P. Giles, Centre for Rheumatology Research, on at least two occasions 12 weeks apart, in the presence
Division of Medicine, Department of Medicine, University College . e

London, Room 411, Rayne Institute, 5 University Street, London of Véscmar thrombosis ahd/‘?r pregnancy morblldlty a‘?'
WC1E 6JF, UK. E-malil: i.giles@ucl.ac.uk cording to consensus criteria [1]. The true diagnostic

© The Author 2015. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Rheumatology. Al rights reserved. For Permissions, please email: journals. permissions@oup.com

1102 ‘s Arenue[ uo 1son8 Aq /310°sjeuinolpiojxo-A3ojojewnay//:dyy woly papeojumo]



value of a positive result in only one of these assays is
limited by low-quality evidence [2]. Recent evidence indi-
cates that a combination of multiple positivity in these
criteria assays provides a more accurate risk profile of
patients with more severe disease and risk of recurrence
[8, 4].

Consequently, increasing interest has focused upon
the development of novel assays that may be more
specific for APS. These non-criteria assays detect
antibodies directed against other phospholipids (PLs),
PL binding proteins, coagulation factors and a
mechanistic test for resistance of Annexin A5 (AnxA5R)
anticoagulant activity. The precise relevance of these
non-criteria assays has yet to be established from large
multicentre prospective studies. Therefore, we carried out
a systematic review to try to establish the prevalence of
each non-criteria assay in patients diagnosed with APS
and any comparator disease or healthy control (HC)
populations.

Materials and methods

Publication search and selection of studies

This review was conducted according to guidelines on
preferred reporting items for systematic reviews and
meta-analyses [5]. Studies were identified by searching
MEDLINE and EMBASE databases up to June 2014
using combinations of the key Medical Subject Headings
and free terms: antiphospholipid syndrome (APS), anti-
phospholipid antibodies (aPL), IgA (aCL), non-criteria
antibodies, new assays (IgA anti-p2-GPl), LA, anti-
phosphatidylserine (aPS), anti-phosphatidylethanolamine
(aPE), anti-phosphatidylinositol (aPl), anti-Domain | B2-
glycoprotein I, antiprothrombin antibodies (aPT), antipho-
sphatidylcholine (aPC), antivimentin/cardiolipin complex,
antiphoshatidic acid (aPA) and AnxA5R assay. Limits
were placed to include the following: English language;
clinical trials; and human studies only. Additional studies
were identified through checking the reference lists of the
non-criteria aPL task force report [6] and other author
publications of articles selected for full-text analysis. The
full electronic search strategies for MEDLINE and
EMBASE databases are shown in the supplementary
data, section on Pubmed/Embase Search Strategy, avail-
able at Rheumatology Online. Two independent reviewers
(V.R.-G. and .P.G.) screened the retrieved articles by
reading the title and abstract to identify studies that met
inclusion criteria to describe the prevalence of non-criteria
aPLs in patients with APS (n > 10), disease (autoimmune
and/or non-autoimmune thrombotic and or obstetric) and
HCs. Reviews containing no original data and studies con-
taining fewer than 10 patients with APS were excluded.
Disagreements were resolved by discussion. Authors
were contacted for further information, such as the
exact prevalence of some non-criteria antibodies in differ-
ent groups of patients and control subjects and, if pro-
vided, this was included in our analysis. The flow diagram
of study selection is shown in Fig. 1.

www.rheumatology.oxfordjournals.org
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Non-criteria aPL systematic review

Fie. 1 Flow diagram of study selection

Total citations screened,
n=377

Irrelevant and duplicate
articles, n = 299

Full text articles reviewed for
eligibility, n =78

Ineligible, duplicate and
articles do not fulfill APS
criteria, n = 62

Articles selected for analysis,
n=16

Data-collection process

A data extraction sheet was developed and its reliability
examined on 10 randomly selected studies. It was then
refined accordingly to ensure that all relevant data were
captured. The final version of the data extraction sheet is
shown in supplementary Table S1, available at
Rheumatology Online. Three authors (V.R.-G., Y.I. and
I.P.G.) extracted and independently checked the data.
Disagreements were resolved by discussion. Each se-
lected article was systematically examined to note the
study characteristics pertaining to the population, inter-
vention, comparison, outcome and time frame.

Patient population

Studies were selected that included the following: patients
with APS fulfilling contemporary APS classification criteria
[1, 7, 8]; more than 10 patients with APS; measurement of
non-criteria aPLs; and whether those patients had experi-
enced arterial or venous thrombosis and/or pregnancy
morbidity.

Intervention

Methodology of criteria and non-criteria aPL assays was
noted.

Comparison

Data were also collected from patients with SLE (SLE+/
APS-), other autoimmune rheumatic diseases, positive
aPL and without APS (aPL+/APS-), venous thrombosis
without APS, pregnancy morbidity without APS, biologic
false-positive syphilis test, syphilis, seronegative APS,
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atherosclerosis, stroke, infectious mononucleosis, HIV or
carotid artery stenosis, and from HCs.

Outcome

The prevalence of criteria and non-criteria aPLs was
noted.

Results

Patient characteristics

Sixteen retrospective studies that fulfilled inclusion criteria
were selected, including the following: 1404 patients with
(primary or secondary) APS who fulfilled diagnostic cri-
teria; 1839 disease control (DC) subjects, consisting of
68 aPL-positive patients who lacked APS and any other
autoimmune disease, 512 with SLE, 382 with atheroscler-
osis, 34 with syphilis, 203 with other autoimmune rheum-
atic diseases, 55 seronegative APS patients, 33 children
with atopic dermatitis, 328 with pregnancy morbidity, 84
with venous thrombosis but no autoimmune rheumatic
diseases, 38 with stroke, 21 with carotid artery stenosis,
21 with VDRL false-positive serology for syphilis, 30 with
infectious mononucleosis, 30 with HIV and 797 HCs.

Measurement of non-criteria aPLs

With the exception of AnxA5R and binding, all other
non-criteria aPLs were detected by ELISA against single
or complexed antigens (in the case of aPS/PT and
anti-vimentin/cardiolipin complex). There was, however,
appreciable variation in determination of positivity in the
measurement of non-criteria aPLs, summarized in Table 1.

The IgA anti-B2-GPI results were expressed as either
optical density (OD) or binding units derived from a posi-
tive control and the various cut-offs of positivity were
determined from comparison with a varying number of
HCs. Lee et al. [9] used a commercial assay to detect
IgA anti-p2-GPI, and results were considered positive if
values reached >20 standard IgA anti-$2-GPI units,
which were equivalent to the 98th centile of a large
group (n=145) of HCs. Using the same standard, Lakos
et al. [10] determined a threshold of positivity for anti-$2-
GPI IgG to be 14.6 SGU/mI determined by ELISA as the
mean +3s.0. of 50 HCs, and IgM/IgA binding was pre-
sented as OD and considered positive when above the
mean+3 s.0. of 50 HCs. Iverson et al. [11] used an
ELISA kit from INOVA Diagnostic to determine IgA anti-
(2-GPI. Assay reproducibility, measured by coefficient of
variance (CV), was reported in only one study as intra-
(3.2-6.6%) and inter- (3.5-6.6%) assay CV [9].

Likewise, all studies of IgG anti-Domain | utilized varying
numbers of HCs. Two multicentre studies [12, 13] con-
sidered levels of anti-Domain | as high when the OD
was above the mean+3s.0. of 30 or 50 normal HCs,
while Andreoli et al. [14] expressed anti-Domain | positivity
above the 95th percentile of 100 HCs. One study reported
intra- (12.65%) and inter- (14.82%) assay CV [12].

In contrast, AnxA5R was measured by a two-stage pro-
cess. In this assay, patient samples are incubated with a
PL suspension containing human tissue factor, then

2044

mixed with pooled normal plasma in the presence and
absence of AnxA5, which is then recalcified and the re-
sistance to AnxA5 anticoagulant activity calculated. This
activity is expressed as the AnxA5 anticoagulant ratio.
Three studies demonstrated AnxA5R by comparison
with varying numbers of HCs: 30 [13]; 20 [15]; and 10
[16]. One study reported intra- (2-3.8%) and inter-
(3.7%) assay CV [16].

AnxA5 binding was measured by spectrofluorometry.
Reduced AnxA5 binding was considered when the
values were below the mean (s.p.) of 20 HCs [15]. In con-
trast, Rand et al. [16] tested plasma from one HC multiple
times, and units were reported as nanograms per well.

IgA aCLs were evaluated using commercial calibrators
with predefined cut-offs of positivity [9-11]. Intra- and
inter-assay CV were similar at each centre at <10%.

Binding of IgM, 1gG and IgA aPl, aPA, aPE, aPS were
expressed as positive when above: 5s.0. of the mean of
an unstated number of HCs [17], 99% of 200 HCs [18] or
the 99th percentile of 236 control sera, and the results
were expressed as delta OD, that is, the reactivity of
each sample without antigen was subtracted from that
with antigen [19]. Only one study reported intra- (7%)
and inter-(12%) assay CV [19].

Positive IgM and IgG aPT were defined as the
mean+95% centile of 30 HCs [20] or in binding units
derived from comparison with a high-binding standard
[21] or as the mean (2s.0.) of a normal control group
(n=26) [22] or OD values >5s.p. above the mean of nega-
tive controls were considered positives (low positive be-
tween 5 and 7s.0., moderate positive 7-9s.0. and high
positive >9s.0.) [23]. The intra- and inter-assay CV re-
ported in different studies was, respectively: intra- (IgM
6.2% and IgG 5.2%) and inter- (IgM 8.4% and IgG
8.8%) assay CV [20], intra-assay CV 7.3% and inter-
assay CV 8.5% [22] and intra-assay CV IgM/IgG (4.85/
4.56) and inter-assay CV IgM/IgG (9.4/13.3) [23]. In con-
trast, positive values for IgM and IgG aPS/PT were deter-
mined to be >5s.p. above the mean of 36 HCs [21] with no
report of assay CV.

One study that measured antibodies directed against
vimentin/cardiolipin complex, determined the cut-off as
mean OD +3s.p. of 30 HCs [24] and did not report CV.

Overall, these studies used 2, 3 or 5s.0. or 95th or 99th
centile to generate the cut-off for non-criteria aPL positiv-
ity. Persistent positivity of the relevant non-criteria aPL
was confirmed in only one of the studies [19]. Overall,
therefore, only one study fulfils international laboratory
criteria for derivation and confirmation of aPL positivity,
above the 99th centile of HCs on two or more occasions
at least 12 weeks apart [1].

Measurement of criteria aPLs

Likewise, criteria aPLs (IgG/M aCL and IgG/M anti-2-
GPI) were measured by ELISA with varying definitions of
positivity and LA was determined according to the
International Society on Thrombosis and Haemostasis cri-
teria [18, 22, 23], summarized in Table 2.

www.rheumatology.oxfordjournals.org
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TasLe 2 Methodology of criteria antibodies

Antibody and
authors Methods Cut-off
LA Diluted Russell’'s
Lakos et al. [10] viper venom
Branch et al. [18] test

Sanmarco et al. [19]  Thromboplastin
Donohoe et al. [20] dilution test
Atsumi et al. [21]

IgM/G anti-p2-GPI Single-antigen
Lee et al. [9] ELISA
Lakos et al. [10]

De Laat et al. [12]
Sanmarco et al. [19]
Donohoe et al. [20]
Guerin et al. [22]
Mufoz-Rodriguez

>20 standard units

Mean + 10 s.o. (100
0.2 IgM/0.1 1gG [19]

et al. [23]
IlgM/G aCL Single-antigen 7 and 24 [19]
Lee et al. [9] ELISA 20 [9, 18, 20]

Iverson et al. [11]
Branch et al. [18]
Sanmarco et al. [19]
Donohoe et al. [20]

Mean + 3 s.p. (50 HCs) [10]

Units Comments
APTT All studies adhered to
ISTH criteria

Other characteristics are
described in Table 1

[9] Change in OD [19]  Variable intra/inter-assay

14.6 SGU/mI [10] cv

HCs) [12] OD [23] Other characteristics are
described in Table 1

Mean + 95% of 30 HCs [20]
Mean (2 s.0.) (26 HCs) [22]
Mean + 5s.0. (10 HC) [23]

GPLU, MPLU Variable CV
Other characteristics are

described in Table 1

CV: coefficient of variation; GPLU: G phospholipid units; HC: healthy controls; IgM/G anti-p2-GPI: IgM/G anti-p2-
glycoprotein I; ISTH: International Society of Thrombosis and Haemostasis; MPLU: M phospholipid units; OD: optical density;

SGU: standard anti-p2-GPI units.

Prevalence of non-criteria aPLs

The prevalence of non-criteria aPLs in APS and control
groups is summarized in Table 3. For IgA aCL, three
(cross-sectional) studies [9-11] found a prevalence of
20.9% in patients with APS (n=229), 54% in DCs
(n=604) and 2.8% in HCs (n=145). These three studies
with similar design and varying sample size were con-
ducted at three different centres [9-11]. These same stu-
dies also examined IgA anti-$2-GPI [9-11] and found a
prevalence of 56.3% in patients with APS (n=229),
34.4% in DCs (n=604) and 13.1% in HCs (n=145).
Three studies (two cross-sectional and one case-control)
of AnxA5R [13, 15, 16] found a prevalence of 53.3% in
patients with APS (n=163) and 21.2% in DCs (n = 66), with
no HCs studied. The three studies were conducted at
three different centres in collaboration with one testing
laboratory [6] and were of similar design but differing
size [13, 15, 16].

Three studies (one cross-sectional, one case-control
and one multicentre) of IgG anti-Domain | found a preva-
lence of 4% in patients with APS (n=548), 31.6% in DCs
(n=234) and 3.3% in HCs (n=30). The three studies were
conducted at 11 different centres with different compara-
tor groups: a paediatric study with two groups of children
(one with 57 1-year-old healthy children born to mothers
with autoimmune diseases and another with 33 children
with atopic dermatitis) and one group with 64 patients with
APS [14]; a study with three groups, 120 patients with APS
(70 of them with pregnancy morbidity and 50 with venous
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thrombosis), 16 DCs and 30 HCs [13]; and a study with
two groups of different size, 364 APS patients and 128
DCs [12].

Three studies (two cross-sectional and a multicentre
case-control) of aPE found a prevalence of 8.0% IgM
and 7.7% IgG in patients with APS (n=337), 3.4% IgM
and 0.5% IgG in DCs (n=205) and 2.9% IgM and 1.2%
IgG in HCs (n =340). These three studies were conducted
with differing design and size at 11 different centres
[17-19].

Two cross-sectional studies of similar design and dif-
fering total sample size [17, 18] reported the prevalence of
aPA, aPS and aPl. For aPA, the prevalence was 25.0%
IgM and 68.6% IgG in patients with APS (n=67), 2.9%
IgM and 0.9% IgG in DCs (n=205) and 0% IgM and
0% IgG in HCs (n=104). The prevalence of aPS was
31.3% IgM and 59.7% IgG in patients with APS (n=67),
2.9% IgM and IgG in DCs (205) and 0.9% IgM and 0% IgG
in HCs (n=104). For aPI, the prevalence was 25.4% IgM
and 31.3% IgG in patients with APS (n=67), 2.9% IgM
and 0.9% IgG in DCs (n=205) and 0% IgM and IgG in
HCs (n=104).

Four cross-sectional studies of differing total sample
size [20-23] found a prevalence of aPT of 35.6% IgM
and 32.8% IgG in (=180 and n=207) patients with
APS, 10.1% IgM and 30.6% IgG in (n=366 and n=634)
DCs and 1.7% IgM and 2.56 IgG in HCs (n=117).

One cross-sectional study of aPS/PT [21], which lacked
HCs found a prevalence of 20.4% IgM and 43.2% IgG in

www.rheumatology.oxfordjournals.org
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TasLe 3 Prevalence of non-criteria antibodies

APS Disease controls

No. positive/total
(% positive)

IgM IgG IgM
Anti-Domain | NR 241/548 NR
@
aPE 27/337 26/337 7/205
®) (7.7) (3.4
aPT 64/180 68/207 37/366
(35.6) (32.8) (10.1)
aPA 19/76 46/67 6/205
(25.0) (68.6) 2.9
aPS 21/67 40/67 6/205
(31.3) (59.7) ©.9)
aPl 17/67 21/67 6/205
(25.4) (31.3) 2.9
aPS/PT 9/44 19/44 47217
(20.4) (43.2) (1.8)
Anti-vimentin/cardiolipin 32/40 37/40 29/119
complex (80) (92.5) (24.3)
IgA aCL 48/229 NR 33/604
(20.9) (5.4)
IgA p2-GPI 129/229 NR 208/604
(56.3) (34.4)
AnxASR 87/163 NR 14/66
(53.3) @1.2)

No. positive/total
(% positive)

XII. APENDICES

Non-criteria aPL systematic review

Healthy controls
—  P-value® P-value®
No. positive/total
(% positive)

IgG IgM IgG
74/234 NR 1/30 NR <0.001°
(31.6) 8.3)
1/205 10/340 4/340 0.005°  <0.001°
(0.5) 2.9) (1.2
194/634 21117 3117 <0.001°  0.004°
(30.6) 1.7 ©.6)
2/205 0/104 0/104  <0.001°  <0.001°
(0.9) ©) (0)
6/205 1/104 0/104  <0.001°  <0.001°
(2.9) (0.9) 0) ‘
2/205 0/104 0/104  <0.001°  <0.001"
(0.9) ©) (0)
10/217 0/0 0/0 <0001 <0.001
(4.6) ©) (0)
36/119 0/32 0/32 <0.001°  <0.001°
(30.2) ) (0)
NR 4/145 NR <0.001° NR
2.8
NR 19/145 NR <0.001° NR
(13.1)
NR 0/91 NR <0.001° NR
)

3p-values refer to APS vs HC and DC. °Chi-square. °Fisher's exact test. aPA: anti-phosphatidic acid; aPE: anti-phosphati-
dylethanolamine; aPl: anti-phosphatidylinositol; AnxA5R: Annexin A5 resistance; IgA p2-GPI: IgA anti-f2-glycoprotein I;

IgG aDl: IgG anti-Domain I; NR: not reported.

patients with APS (n=44) and 1.8% IgM and 4.6% IgG in
DCs (n=217). A cross-sectional study of anti-vimentin/
cardiolipin complex [24] found a prevalence of 80.0%
IgM and 92.5% IgG in patients with APS (n=40), 24.3%
IgM and 30.2% IgG in DCs (n=119) and 0% IgM/G in HCs
(n=32).

Prevalence of criteria aPLs

The prevalence of IgM/G aCL from five studies (one
case-control and four cross-sectional), IgM/G anti-
B2GPI from four studies (one case-control and three
cross-sectional) and LA from two cross-sectional studies
is shown in Table 4.

Discussion

In this systematic review, we have identified a high preva-
lence of non-criteria aPLs in patients with APS compared
with various DCs and HCs. The highest prevalence of non-
criteria aPLs in the highest number of patients with APS
from multiple studies was found in studies of IgA anti-f2-
GPI (129/229, 56.3%), AnxA5R (87/163, 53.3%) and IgG
anti-Domain | (241/548, 43.9%). All non-criteria aPLs stu-
died, however, were found to be significantly raised in
APS compared with DCs and HCs.

www.rheumatology.oxfordjournals.org

Most of the individual studies were of relatively small
sample size, and only six of the non-criteria assays were
studied in cohorts of more than 100 patients: anti-Domain
|, n=548; aPE, n=337; IgA aCL, n=229; IgA anti-p2-GPI,
n=229; aPT, n=207; and AnxA5R, n=163. The remaining
assays were tested in smaller (1 < 100) cohorts: aPA, n=76;
aPl, n=67; aPS, n=67; aPS/PT, n=44; and anti-vimentin/
cardiolipin complex, n=40. Overall, the highest prevalence
of non-criteria aPLs was found for IgG (37/40, 92.5%) and
IgM (32/40, 80.0%) anti-vimentin/cardiolipin complex in a
single centre study; IgG aPA (46/47, 68.6%) in two studies
from five different centres; IgG aPS (40/67, 59.7%) in two
studies from five centres; and IgG aPS/PT (19/44, 43.2%).
However, the smaller sample sizes and numbers of centres
involved in these studies makes the significance of these
higher titre non-criteria aPL findings less certain.

Despite most assays being ELISA based, we found a
wide variation in the methodology used to derive a positive
cut-off level for each non-criteria aPL. In particular, the
number of HCs from whom a reference range was derived
ranged from one (repeatedly tested) to 236 control sam-
ples, with the majority of studies using 20-50 controls.
Furthermore, studies used 2, 3 or 5s.0. or the 95th or
99th centile to generate the cut-off for positivity, and per-
sistent positivity of non-criteria aPLs was confirmed in only
one study [19]. Therefore, only one study fulfils international
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TasLe 4 Prevalence of criteria antibodies

APS Disease controls

No. positive/total
(% positive)

No. positive/total
(% positive)

Healthy controls

No. positive/total
(% positive)

IgM l9G IgM 19G IgM IgG
aCL 49/545 213/545 25/634 49/634 10/383 22/383 <0.0001°  <0.0001°
8.9 (39.0) 3.9 (7.7) (2.6) (5.7)
Anti-p2-GPI 94/440 102/440 51/329 28/329 9/381 5/381 <0.0001°  <0.0001°
(21.9) (@3.1) (15.5) (8.5) 2.3 (1.9)
LA 67/340 33/107 5/236 <0.0001°
(19.7) (30.8) 2.1

3P-values refer to APS vs HC and DC. °Chi-square. Anti-p2-GP!: anti-2-glycoprotein I.

laboratory criteria for derivation and confirmation of aPL
positivity [1]. In addition, there was wide variation in
the type of DC groups used and a relative lack of non-
autoimmune thrombotic or obstetric controls in comparison
with autoimmune disease. Only 5 of 16 studies had
both autoimmune and non-autoimmune DCs in addition
to HCs.

Overall, 12 of 16 studies contained patients who satis-
fied the original or revised APS classification criteria. The
reason for the inclusion of four studies with patients who
did not satisfy APS classification criteria [17, 10, 18, 22]
was because they were conceived and executed before
the publication of the original criteria in 1999 [7]. Notably,
only two of these studies clearly checked for persistent
positivity of criteria aPLs using a 99th centile (i.e. above
2.58s.0.) cut-off for positivity [17, 18]. Later studies that
did not meet APS classification criteria were excluded
from our analysis.

Other considerations of the relevance of these findings
include the following: assay reliability (CV) within each
centre; reproducibility by other independent groups; and
study design. CV was reported (in 6/16, 37.5% of studies)
and displayed<10% (n=4) or 10-15% (n=2) intra/
inter-assay CV, confirming relatively good reliability in
fewer than half of the studies. Findings from the majority
(11/16, 68.7%) of the non-criteria assays were reproduced
by multiple independent groups, with the exception of
assays of AnxA5R, anti-vimentin/cardiolipin complex and
aPS/PT, which were all performed in a single centre, al-
though the aPS/PT assay has been widely used in studies
of the pathogenesis of APS. There were differences in
study design, and only 4/16 (25.0%) of the studies that
we selected were primarily designed to identify the preva-
lence of these non-criteria aPLs.

The frequency and strength of positive association
between criteria aPLs and clinical manifestations varies
between clinical studies, and no one criteria aPL has
emerged as the leading predictor of thrombotic or obstet-
ric APS manifestations. Unfortunately, we were unable to
examine whether any of the non-criteria aPLs were more
frequent in particular APS features because none of the
studies gave an appropriate breakdown of this information
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and they reported only overall prevalence figures for APS
as a whole.

We do not believe that we have missed many important
papers, particularly on IgA aCL, because our primary
study question was to identify the prevalence of non-cri-
teria aPLs in APS patients and then compare it with any
control populations from the identified studies. Therefore,
our PICO (patient population, intervention, comparison,
outcome), required patients to fulfil contemporary APS
classification criteria, so we deliberately excluded many
papers studying the prevalence of non-criteria aPLs in
other disease, particularly SLE, populations. Therefore,
many IgA aCL studies that were carried out in patients
with SLE who lacked APS were specifically excluded.
Indeed, we were surprised at how few of the well-known
non-criteria aPL papers did report on the prevalence of
these antibodies in patients with APS.

The high prevalence of IgG anti-Domain I, IgA anti-p2-
GPI and AnxA5R in the largest studies is interesting be-
cause these non-criteria aPLs have all been strongly impli-
cated in the pathogenesis of APS. We have shown that
both affinity-purified 1gG anti-Domain | from APS serum
[25] and a human monoclonal IgG aPL that binds Domain |
[26] are prothrombotic in vivo [27, 28]. In the same mouse
model, we have shown that recombinant human Domain |
abrogates aPL-induced thrombosis [29]. Independently,
using a different in vivo model, a human monoclonal IgG
anti-Domain | has been shown to be prothrombotic and
cause fetal loss in mice treated with lipopolysaccharide
[30]. Notably, a number of different assays using different
sources of Domain | have been reported. The studies by
De Laat et al. [12, 31] that met our inclusion criteria used
an assay dependent on comparison of binding to Domain |
on hydrophobic and hydrophilic plates. In contrast, we
have developed a simple solid-phase anti-Domain |
assay for testing in patient serum but have published
data only in abstract form [32], which was not suitable
for inclusion in this systematic analysis.

Interestingly, isolated IgA anti-B,GPI positivity (in pa-
tients negative for IgG/IgM aCL/aP,GPl and LA) has
been shown to be associated with both venous throm-
bosis and pregnancy morbidity [33], and purified IgA

www.rheumatology.oxfordjournals.org
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anti-p2-GPI is prothrombotic in vivo [34]. We have com-
pared IgG, IgM and IgA aCL, anti-B,GPI and anti-Domain |
in a large cohort of patients with APS (n=11) and HCs
(n=200) (our unpublished data). We found that IgA aCLs
are comparable to, and IgA anti-B,GPI better than, their
IgM counterparts in predicting APS in this study popula-
tion. We also found that anti-Domain | of all three isotypes
is associated with APS with high specificity.

AnxA5R binds PL bilayers in cell membranes, forming
an anticoagulant shield that prevents PL from interacting
with coagulation enzymes, and aPLs disrupt this shield to
expose PL and thereby accelerate blood coagulation re-
actions [35]. This aPL-mediated interaction is reversed by
HCQ, which inhibits the formation of aPL IgG-p,GPI com-
plexes, and by promoting the formation of a second layer
of AnxAb crystal patches over areas where the immune
complexes had disrupted AnxA5 crystallization [36].
Interestingly, AnxA5R has been correlated with aPLs
that recognize an epitope on Domain | of $2-GPI [6].

In conclusion, we have identified a significantly high
prevalence of various non-criteria aPLs in patients with
APS compared with controls. However, this finding is tem-
pered by a wide variation in sample size and assay meth-
odology. Assays to detect IgA anti-p2-GPI, AnxA5R and IgG
anti-Domain | are of particular interest given the work that
has identified their potential importance in the pathogenesis
of APS. Further prospective studies of sufficient size and
appropriate methodology examining non-criteria aPLs in
APS and controls are now required to evaluate the true utility
of these antibodies in management of patients with APS and
whether they are likely to replace or be added to the current
panel of criteria aPL laboratory assays.
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