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HTA: hipertension arterial

IAM: infarto agudo de miocardio
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PS: proteina S

RCV: riesgo cardiovascular

RIC: rango intercuartilico

RMA: rango de medicion analitica
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RPR: Rapid Plasma Reagin

RR: riesgo relativo

SAF: sindrome antifosfolipido

SAFc: sindrome antifosfolipido catastréfico
SAFo: sindrome antifosfolipido obstétrico
SAFp: sindrome antifosfolipido primario
SAFt: sindrome antifosfolipido trombdtico
SAFs: sindrome antifosfolipido secundario
SAFSN: sindrome antifosfolipido seronegativo
SBH: Sociedad Britdnica de Hematologia
SCT: Silica Clotting Time

SFX: SynthAFax

SNC: sistema nervioso central

SS: SynthASil

SSC: Scientific Standardisation Subcommittee
TAFI: inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina
TFPI: inhibidor de la via del factor tisular
TNFa: factor de necrosis tumoral alfa
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TS: tiempo de sangrado
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TV: trombosis venosa
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VCAM-1: molécula de adhesidén vascular 1
VDRL: Veneral Disease Research Laboratories
VVRd: Veneno de la Vibora de Russell diluido
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Figura 37. Andlisis por curvas ROC. Escala APS-FXI versus aGAPSS en la

prediccién de evento clinico en nuestros pacientes con aFL
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Figura 38. Localizacion del residuo Arg443 afectado por la mutaciéon

p.Arg443Cys en la estructura cristalografica del FXI

Figura 39. Localizacion del residuo Arg268 afectado por la mutaciéon

p.Arg268Cys en la estructura cristalografica del FXI

28



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Criterios de clasificacién para el SAFc

Tabla 2. Criterios de Sapporo 1999

Tabla 3. Criterios de clasificacién para el SAF

Tabla 4. Principales estrategias terapéuticas antitrombdticas inhibidoras del FXI

Tabla 5. Ensayos clinicos realizados hasta la fecha empleando agentes que

tienen como diana al FXI

Tabla 6. Caracteristicas analiticas de los ensayos de aCL utilizados en este

estudio

Tabla 7. Caracteristicas analiticas de los ensayos de ap2GP1lutilizados en este

estudio.
Tabla 8. Lista de cebadores utilizados para la amplificacién del gen del FXI
Tabla 9. Caracteristicas del procedimiento de la reaccidn de secuenciacion

Tabla 10. Cebadores utilizados para la generacidn de los 93 amplicones que

cubren el gen F11
Tabla 11. Variaciones genéticas de F11 genotipadas mediante RT-PCR
Tabla 12. Caracteristicas de los ensayos de ENA utilizados en este estudio

Tabla 13. Caracteristicas clinicas y analiticas de los grupos que forman nuestra

cohorte

Tabla 14. Descripcion y anadlisis de eventos tromboéticos en los grupos que

presentaban esta clinica

29



Tabla 15. Andlisis univariante de variables sociodemograficas y variables de

riesgo cardiovascular entre los grupos con aFL: SAF y AAF

Tabla 16. Andlisis univariante de la prevalencia de aFL y el perfil de riesgo

trombotico asociado a los aFL en los grupos de estudio con aFL

Tabla 17. Niveles de FXI:C determinados con dos activadores diferentes de la
ruta de contacto, silica, acido eldgico, o mediante el resultado global, en cada

grupo de sujetos de nuestra cohorte

Tabla 18. Andlisis univariante de los niveles de FXI:C entre pacientes con SAF y

portadores asintomaticos de aFL

Tabla 19. Sujetos con deficiencia congénita de FXI con alguna determinacion

positiva de AL por SCT y/o VVRd

Tabla 20. Modelo multivariable de regresion logistica binaria con los factores

predictores independientes de evento clinico

Tabla 21. Modelo multivariable de regresion logistica binaria con los factores

predictores independientes de evento clinico

Tabla 22. Modelo multivariable de regresion logistica binaria con los factores

predictores independientes de evento clinico

Tabla 23. Modelo multivariable de regresion logistica binaria con los factores

predictores independientes de evento clinico

Tabla 24. Puntuacién asignada a cada variable segtin su coeficiente B obtenido

en el andlisis multivariado

Tabla 25. Modelos evaluados para determinar la capacidad predictiva de la

escala APS-FXI

Tabla 26. Escala APS-FXI, escala para estimar el riesgo de evento clinico en

pacientes con aFL positivo

30



31



32



1. RESUMEN

33



34



1. RESUMEN

Antecedentes y objetivos: el diagnéstico del sindrome antifosfolipido (SAF) se
basa en la combinacion de eventos clinicos (trombosis venosa y/o arterial y/o
complicaciones obstétricas como abortos espontdneos y/o recurrentes e
insuficiencia placentaria) y la deteccién de anticuerpos antifosfolipidos (aFL)
circulantes. Es una de las causas mds comunes de trombofilia adquirida en la
poblacién general y causa importante de morbilidad en el embarazo.
Actualmente, el tratamiento del SAF es la anticoagulacién oral (ACO) indefinida
con farmacos antivitamina K (AVK). Aunque los factores de riesgo cardiovascular
incrementan el riesgo de trombosis en pacientes con aFL, desgraciadamente no
se disponen de biomarcadores con claro valor prondstico. El factor XI (FXI) de la
coagulacion podria ser un excelente candidato ya que se ha relacionado
estrechamente con la patologia trombdtica: niveles elevados de FXI en sangre se
asocia con mayor riesgo trombdtico, mientras que la deficiencia de FXI tiene un
potente efecto antitrombdtico, y se ha demostrado que el FXI puede ser una
diana de los aFL. Por ello, nuestra hipotesis fue que los niveles de FXI podrian
tener valor prondstico en pacientes con aFL. Los objetivos de este estudio fueron:
identificar elementos implicados en el riesgo trombdtico en pacientes con aFL
positivos, evaluando especialmente el papel del FXI; describir las caracteristicas
funcionales, biolégicas y moleculares de los casos con deficiencia de FXI;
estudiar la posible interferencia del déficit del FXI en la determinacién de los
aFL; y elaborar una escala predictiva que ayude a estimar el riesgo trombdtico en

pacientes con aFL positivos.

Material y métodos: estudio multicéntrico, transversal y observacional, con
componente analitico, sobre una base de datos prospectiva, en el que se
incluyeron pacientes mayores de 18 afios, portadores asintomadticos de aFL y
pacientes diagnosticados de SAFp trombdtico y/u obstétrico, atendidos en la
Unidad de Enfermedades Autoinmunes Sistémicas (UEAS) del hospital general
universitario Morales Meseguer (HGUMM) y los detectados en la base de datos

del laboratorio y del Servicio de Documentacién del mismo hospital. Se
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analizaron variables clinicas, analiticas y epidemioldgicas y se llevd a cabo un
estudio bioquimico (Western blot) y funcional (FXI:C con dos activadores
diferentes) en todos los pacientes completando un estudio molecular del gen F11
mediante secuenciacién y MLPA en los casos con deficiencia de FXI. Realizamos
un andlisis de regresidn logistica binaria y en base a sus resultados se disefi6 una
escala de estimacidn de riesgo trombotico. La capacidad predictiva de los
modelos se analiz6 mediante curvas ROC. Los cdlculos se realizaron con el

paquete estadistico SPSS Statistics v23.

Resultados: se analizaron 347 pacientes que cumplieron los criterios de
selecciéon. La media de FXI:C con SynthAFax (SFX) fue de 114,3% (DE 31,4);
mientras que la mediana de FXI:C determinada con SynthASil (SS) fue de
105,3% (RIC 36,8). Los valores de FXI:C fueron significativamente mads altos en
pacientes con SAF que en los portadores asintomaticos de aFL (AAF). Los casos
con niveles protromboéticos de FXI (> 150%) fueron 14 veces mds altos en el
grupo SAF (OR= 14,95; 1C95%:1,95-114,83; p= 0,009), mientras que los casos
con deficiencia de FXI (<70%) fueron 4 veces mas altos en el grupo AAF (OR=
4,93; 1C95%:1,31-18,54; p= 0,018). En tres casos la deficiencia de FXI se
justificaba por causas genética, dos portadores de la variante Ashkenazi
p-Glul35Ter; mientras que los andlisis de dilucién confirmaron la presencia de
inhibidores en los 11 pacientes restantes con deficiencia de FXI. En el andlisis
multivariado se confirmaron como factores de riesgo independientes para evento
clinico en pacientes con aFL positivos variables anteriormente implicadas en SAF
como la dislipemia, el isotipo IgG de los aB2GP1 y el AL; pero nuestro estudio es
el primero que muestra el importante valor prondstico de los niveles de FXI,
tanto en exceso (OR= 11,57; 1C95%:1,47-90,96; p= 0,020); como en déficit
(OR= 0,29; 1C95%:0,05-0,85; p= 0,029). Siguiendo el modelo estadistico de
Sciascia, realizamos una escala predictiva de evento clinico para pacientes con
aFL positivos basada en coeficientes 3, incluyendo por primera vez el FXI entre
los items, la escala APS-FXI. Mediante curva ROC demostramos que el APS-FXI
tenia un mejor ajuste y capacidad de prediccidon en nuestra cohorte de pacientes

con aFL positivos que la escala aGAPSS.
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Conclusiones: en nuestra poblacidn de pacientes con aFL positivos, los niveles
elevados de FXI (FXI:C> 150%) se asociaron con un riesgo 14 veces mayor de
padecer un evento trombotico, mientras que en los casos de deficiencia de FXI
(FXI:C< 70%) el riesgo de sufrir eventos clinicos disminuye casi 5 veces. En la
mayoria de nuestros casos con FXI:C< 70%, la deficiencia era adquirida. Sélo en
3 de los casos con déficit se identificé una base congénita, identificando en dos
de ellos, por primera vez en Espafia, una mutacién caracteristica de la poblaciéon
judia Ashkenazi. En nuestro estudio se confirmé la asociacién del AL con los
eventos trombdticos en el SAF. El AL fue el unico de los aFL que se mantuvo en
el andlisis multivariante como factor de riesgo independiente de evento clinico
en los pacientes con SAF; ademds la prevalencia de factores de riesgo
cardiovascular (FRCV) como HTA, DLP y IMC> 30 Kg/m? fue significativamente
mayor en el grupo SAF en comparacion con el grupo AAF. La buena correlaciéon
de los niveles de FXI con la patologia trombdtica en paciente con aFL positivos,
apoyaria el empleo de escalas prondsticas que incluyeran la determinacion de los

niveles de FXI en la estimacién del riesgo trombético.

Palabras clave: factor XI, coagulacion, sindrome antifosfolipido, anticuerpos

antifosfolipidos, fenémeno tromboembdlico.
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2. ABSTRACT

Background and objectives: the diagnosis of antiphospholipid syndrome (APS)
is based on the combination of clinical events (venous and / or arterial
thrombosis and / or obstetric complications such as spontaneous and / or
recurrent abortions and placental insufficiency) and the detection of circulating
antiphospholipid antibodies (aPL). It is one of the most common causes of
acquired thrombophilia in the general population and a major cause of
morbidity in pregnancy. Currently, the treatment of APS is indefinite oral
anticoagulation (OAC) with antivitamin K (VKA) drugs. Although cardiovascular
risk factors increase the risk of thrombosis in patients with aPL, unfortunately
there are no biomarkers with a clear prognostic value. The factor XI of
coagulation cascade (FXI) could be an excellent candidate since it has been
closely related to thrombotic pathology: elevated levels of FXI in the blood are
associated with increased thrombotic risk, whereas FXI deficiency has a potent
antithrombotic effect, and FXI has been shown to be a target of aPL. Therefore,
our hypothesis was that FXI levels could have prognostic value in patients with
aPL. The objectives of this study were: to identify elements involved in
thrombotic risk in patients with positive aPL, especially evaluating the role of
FXI; describe the functional, biological, and molecular characteristics of cases
with FXI deficiency; study the possible interference of the FXI deficit in the
determination of aPL; and develop a predictive scale to help estimate thrombotic

risk in patients with positive aPL.

Material and methods: multicenter, cross-sectional and observational study,
with an analytical component, on a prospective database, which included
patients older than 18 years, asymptomatic carriers of aPL and patients
diagnosed with thrombotic and/or obstetric APS, treated in the Systemic
Autoimmune Diseases Unit of the Morales Meseguer general university hospital
and those detected in the database of the laboratory and the Documentation
Service of the same hospital. Clinical, analytical and epidemiological variables

were analyzed, and a biochemical (Western blot) and functional study of FXI
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(FXI:C with two different activators) was carried out in all patients, completing a
molecular study of the F11 gene by sequencing and MLPA in cases with FXI
deficiency. We performed a binary logistic regression analysis and based on its
results, a thrombotic risk estimation scale was designed. The predictive capacity
of the models was analyzed using ROC curves. The calculations were carried out

with the statistical package SPSS Statistics v23.

Results: 347 patients who met the selection criteria were analyzed. The mean
FXI:C with SynthAFax (SFX) was 114.3% (SD 31.4); while the median FXI:C
determined with SynthASil (SS) was 105.3% (IQR 36.8). FXI:C values were
significantly higher in patients with APS than in asymptomatic carriers of aPL
(AAF). Cases with prothrombotic levels of FXI (> 150%) were 14 times higher in
the APS group (OR= 14,95; 95% CI: 1.95-114.83; p= 0.009), while the cases
with FXI deficiency (<70%) were 4 times higher in the AAF group (OR= 4.93;
95% CI: 1.31-18.54; p= 0.018). In three cases FXI deficiency was caused by
genetic defects in F11, two carrying the Ashkenazy p.Glu135Ter variant; while
dilution analyzes confirmed the presence of inhibitors in the remaining 11
patients with FXI deficiency. Multivariate analysis confirmed dyslipidemia, the
IgG isotype of aB2GP1 and AL as independent risk factors for clinical events in
patients with positive aPL, variables previously involved in APS; but our study is
the first one to show the prognostic role of FXI levels, so much in excess (OR=
11.57; 95% CI: 1.47-90.96; p= 0.020); as in deficit (OR= 0.29; 95% CI: 0.05-
0.85; p= 0.029). Following the statistical model of Sciascia, we carried out a
predictive scale of clinical event for patients with positive aPL based on f3
coefficients, including for the first time FXI among the items, the APS-FXI scale.
Through ROC curve we demonstrated that the APS-FXI scale had a better fit and

predictability in our cohort of patients with positive aPL than the aGAPSS scale.

Conclusions: in our population of patients with positive aPL, elevated levels of
FXI (FXI: C>150%) were associated with a 14 times greater risk of suffering a
thrombotic event, while in cases of FXI deficiency (FXI: C<70 %) the risk of
suffering clinical events decreases almost 5 times. Most of our cases with

FXI:C<70%, had an acquired cause. Only in 3 cases with FXI deficiency had, a
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congenital base, identifying in two of them, for the first time in Spain, a
characteristic mutation of the Ashkenazy Jewish population. In our study, the
association of LA with thrombotic events in APS was confirmed. LA was the only
one of the aPL that remained in the multivariate analysis as an independent risk
factor for a clinical event in patients with APS. Also the prevalence of
cardiovascular risk factors such as hypertension, DLP and BMI> 30 Kg / m2 was
significantly higher in the APS group compared to the AAF group. The good
correlation of FXI levels with thrombotic pathology in patients with positive aPL
would support the use of prognostic scales that include the determination of FXI

levels in the estimation of thrombotic risk.

Keywords: factor XI, coagulation, antiphospholipid syndrome, antiphospholipid

antibodies, thromboembolic phenomenon.
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3.1. E1. SINDROME ANTIFOSFOLIPIDO

3.1.1. Caracteristicas generales

El sindrome antifosfolipido (SAF) es una enfermedad autoinmune
sistémica en la que interactian multiples y diferentes factores, procoagulantes y
proinflamatorios, que inducen la aparicién de eventos tromboembdlicos y/o
complicaciones obstétricas, en presencia de titulos elevados y persistentes de
anticuerpos antifosfolipidos (aFL) (1). Los avances en las técnicas de laboratorio
desarrolladas para la deteccion e identificacién de anticuerpos, junto con una
mayor y mejor comprension de la patogénesis del sindrome, han hecho que el

estudio del SAF sea un campo en continua evolucion.

El SAF es considerado una de las causas mds comunes de trombofilia
adquirida y de morbilidad obstétrica (1), especialmente en poblacién joven (2).
A diferencia de lo que suele ocurrir con otros estados trombofilicos, los eventos
tromboéticos en el SAF pueden ocurrir en cualquier localizaciéon del lecho
vascular: venas, arterias y/o sistema microvascular, lo que determina el cuadro

clinico caracteristico del sindrome. (3,4).

En funcién de su asociaciéon con otras enfermedades autoinmunes
sistémicas el SAF puede ser primario (SAFp), cuando aparece aislado en
ausencia de otra enfermedad relacionada, o secundario (SAFs). Los pacientes
con LES o artritis reumatoide son los que presentan una mayor prevalencia de

SAFs con respecto a otras conectivopatias (5).

El SAF se describi6é por primera vez en pacientes con LES y en pacientes
diagnosticados de sindromes lupus-like (3,6). Sin embargo The Euro-Phospholipid
Project demostré que el SAFp es mas prevalente (53%) que los SAFs asociados a
LES o a sindromes lupus-like (42%) (7). Ambos grupos tienen un perfil clinico
muy parecido, con algunas excepciones: los pacientes con SAF asociado a LES
tienen mas episodios de artritis y de livedo reticularis (LR); y los pacientes con

LES suelen presentar con mayor frecuencia trombocitopenia y leucopenia (7).
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El SAF es clinicamente heterogéneo, con episodios que varian desde
trombosis leve a cuadros tromboticos potencialmente mortales, incluso con un
tratamiento anticoagulante adecuado. Aunque se han descrito una gran variedad
de manifestaciones clinicas relacionadas con la presencia de aFL, la prevalencia
real de la mayoria de ellas se desconoce, siendo la trombosis venosa (TV) la
presentacion mds frecuente (2,8). Dependiendo del fenotipo clinico, podemos
diferenciar entre el denominado SAF trombodtico (SAFt) (9), en el caso de
pacientes con antecedentes de uno o mas eventos tromboticos sin comorbilidad
obstétrica en el momento del diagndstico; y el SAF obstétrico (SAFo), cuando la
clinica se circunscribe a la morbilidad obstétrica sin antecedentes de eventos
trombdticos (9-11). Ambos fenotipos son considerados por algunos autores
como entidades clinicas diferenciadas (12), y con distintos mecanismos
patogénicos (9,12-14). Sin embargo, el estudio sobre la implicaciéon de otros
anticuerpos, o diferentes especificidades en los epitopos de los aFL, no han
logrado encontrar ninguna diferencia entre el SAFt y el SAFo, lo que sugiere que
los mismos autoanticuerpos pueden inducir ambos fenotipos clinicos (9) (Figura
1). De momento, los posibles mecanismos patogénicos subyacentes a la
existencia de variantes vasculares u obstétricas puras de SAF son desconocidos

(15,16).

Dentro del espectro clinico del SAF existe una tercera variante, mucho
menos frecuente (aproximadamente un 1% de todos los casos de SAF), con un
cuadro clinico caracterizado por microangiopatia tromboética aguda, eventos
trombdticos multiples concomitantes, fallo multiorgdnico y elevada mortalidad,

denominado SAF catastréfico (SAFc) (Figura 1) (2,8,17-19)
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Anticuerpos Antifosfolipidos positivos

4 )
Abortos precoces, antes de la 102
semana de gestacion, recurrentes. . . B )
Microangiopatia trombética
4 A aguda.
Trombosis vascular (venosa, Uno o mds abortos tardios.

arterial y/o microvascular) Eventos trombéticos

vasculares multiples y
concomitantes.

Prematuridad, antes de la semana 34 de
Sin antecedente de morbilidad gestacidn, secundaria a insuficiencia

obstétrica conocida. placentaria y/o pre-eclampsia grave.

Fallo multiorganico.

Sin antecedente de eventos trombdticos
vasculares conocidos.

SAF trombdtico” SAF obstétrico” SAF catastréfico

* En la actualidad el SAFt y el SAFo se consideran una misma entidad con diferentes manifestaciones clinicas. En un 5%
de las mujeres con SAF coexisten la patologia obstétrica y trombdtica.

Figura 1. Fenotipos clinicos del Sindrome Antifosfolipido.

3.1.2. Breve reseiia historica

El SAF fue descrito por primera vez por Graham Hughes en 1983 (3) en
una serie de pacientes diagnosticados de LES con antecedentes de trombosis
vascular, abortos de repeticiéon y anticoagulante lipico (AL) positivo (3,6). Las

manifestaciones mds caracteristicas de estos pacientes fueron la presencia de
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trombocitopenia, LR, eventos tromboembdlicos, abortos espontaneos recurrentes

y afectacién neuroldgica (3,6,20).

La primera descripcién de los aFL se produjo en 1906 cuando August Paul
von Wassermann, patdélogo y bacteridlogo alemdn, puso de manifiesto la
existencia de aFL en su estudio sobre el Sistema del Complemento (21). Junto
con Albert Neisser y Carl Bruck desarrollaron la primera prueba para la
determinacién de anticuerpos en pacientes con sifilis, a la que denominaron
reagina (21), empleando como antigeno un extracto de lipidos, que contenia
fosfolipidos, procedente de muestras hepaticas de recién nacidos fallecidos de
sifilis congénita. Esta prueba ha sido modificada con el paso de los afios, con el
fin de mejorar su sensibilidad y especificidad, obteniéndose las técnicas
empleadas en la actualidad como Venereal Disease Research Laboratories (VDRL)

y Rapid Plasma Reagin (RPR).

Fue K. Landsteiner quien descubriria que el antigeno empleado en la
reaccién de Wasserman podria obtenerse de diferentes tejidos, humanos y
animales (21,22). Los hallazgos de Landsteiner y los avances seroldgicos que
siguieron a la reagina de Wasserman, permitieron a Mary Pangborn, en 1942,
demostrar la presencia de este antigeno en el corazén de buey, al que
denominaron cardiolipina (22,23). Una década después, se describieron los
primeros falsos positivos en la serologia de sifilis: pacientes con determinaciones
positivas de VDRL y RPR que no habian estado en contacto con el Treponema
pallidum, microorganismo causante de la enfermedad. Los casos con serologia
falsamente positiva se dividieron en dos grupos: i) un primer grupo denominado
de “reactividad aguda”, en el que se incluyeron pacientes con infecciones agudas
por virus, mycoplasma y plasmodium; ii) y un segundo grupo denominado de
“reactividad crénica”, que incluian a usuarios de drogas por via parenteral,
pacientes con enfermedades autoinmunes sistémicas y pacientes ancianos

(24,25).

En 1952, los investigadores Conley y Hartmann hicieron la primera

referencia al término AL (26). En su trabajo de investigaciéon describieron un
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inhibidor de la coagulaciéon con la capacidad de prolongar el tiempo de
protrombina a pesar de diluir el plasma de los pacientes con plasma de sujetos
sanos. Como este efecto anticoagulante fue mds frecuente en pacientes con
lupus, lo denominaron anticoagulante lipico por su comportamiento "in vitro",
aunque su presencia se asociaba a un aumento de trombosis “in vivo”, como
demostré Bowie en 1963 (27). Unos afios mas tarde, Nilsson y colaboradores,
relacionaron los abortos de repeticion con la presencia de AL (28). Desde ese
momento encontramos en la literatura cientifica numerosos estudios que asocian

la presencia de AL positivo con la aparicién de eventos trombéticos (29-32).

La proliferacién cientifica que acompaiié al descubrimiento de los aCL y el
AL, con evidencias crecientes sobre la asociacion entre pruebas serolédgicas,
coagulométricas, eventos trombéticos y el LES, ayudé a G. Hughes a formular la
hipétesis de una nueva entidad a la que denomind inicialmente Sindrome
Anticardiolipina (33). En su articulo publicado en The Lancet, en 1983, Harris y
Hughes emplearon por primera vez el término aFL (20) e introdujeron el
concepto de SAF al observar que los sueros de los pacientes con Sindrome
Anticardiolipina reaccionaban también contra otros fosfolipidos. Fue en la
conferencia de la Prosser White Oration de la Sociedad Britdnica de
Dermatologia donde Hughes describié por primera vez lo que hoy conocemos

como SAFp y SAFs (34).

En 1990, tres grupos de investigadores de manera casi simultdnea
demostraron que el principal blanco antigénico de los aFL era la [2-
glicoproteina-I (B2GP1) (35-37). Este suceso cambié el rumbo de Ilas
investigaciones y el estudio de los anticuerpos anti-B2GP1 (af2GP1) despertd en

los afios siguientes un gran interés por el entendimiento de la patogenia del SAF.

El conocimiento creciente sobre la fisiopatogenia y las manifestaciones
clinicas del SAF, unido a la aparicién de multiples series de casos en los afios
siguientes a su definicién (38-40), llevé a la necesidad de establecer criterios

diagndsticos de la enfermedad. Los criterios preliminares nacieron durante la
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celebracién del Octavo Simposio Internacional sobre aFL, en Japén (Sapporo,
1999) (41), y posteriormente fueron actualizados en 2006, durante la
conferencia de consenso realizada en Sidney, en el Undécimo Congreso
Internacional sobre aFL (1). Estos criterios clasificatorios de SAF se mantienen

vigentes en la actualidad (ver apartado “1.4 Criterios diagndsticos-clasificatorio).

3.1.3. Epidemiologia del sindrome antifosfolipido

Se desconoce la prevalencia e incidencia exactas de del SAF en la
poblacién general, debido en parte a la heterogeneidad metodoldgica entre los
estudios publicados con respecto a las técnicas de andlisis, la definicion de
positividad de los aFL y las manifestaciones clinicas que forman parte del
sindrome. No obstante, las estimaciones actuales establecen una incidencia en
torno a 2-5 casos nuevos de SAF por cada 100.000 personas/afio, con una

prevalencia aproximada de 40-50 casos/100.000 personas (42-44).

La prevalencia de aFL en la poblacién general varia entre los estudios
publicados. Garcia y Erkan, en su revision publicada en The New England Journal
of Medicine, describen una prevalencia entre donantes de sangre sanos del 10%
de aCL y del 1% en el caso del AL (5). Por otro lado, Andreoli y colaboradores
determinaron la prevalencia de aFL en pacientes con diferentes entidades
tromboembdlicas, observando una positividad para aFL del 13.5% en ictus; 11%
en IAM; 9,5% en TVP y 6% en mujeres con morbilidad obstétrica (45,46). En un
sub-analisis basado en 81 estudios, teniendo en cuenta todos los casos en
conjunto, mostrd que la frecuencia de positividad de aFL fue tres veces mayor en
este grupo en comparacién con los controles (10% frente a 3%) (45-47). Y en
un estudio muy reciente, realizado con 491 pacientes jovenes que presentaban
un primer evento tromboembdlico venoso idiopdtico, la prevalencia de SAF fue

del 9% (48).

En un estudio realizado en poblacion estadounidense, tanto la prevalencia
como la incidencia de SAF aumentaron con la edad, alcanzando su punto

maximo en los pacientes con 75 afios o mds (44), pero no estd claro si la
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presencia de estos anticuerpos en pacientes mayores tiene un papel patogénico,
o por el contrario, se trata de un epifendmeno asociado a un proceso subyacente,
neopldsico o de otra etiologia (49). En algunos estudios los valores mads altos de
aFL se informaron en pacientes sanos centenarios, pero sin una asociacion clara

con las manifestaciones clinicas de SAF (50).

Se ha demostrado que algunas enfermedades infecciosas (viricas,
bacterianas y producidas por pardsitos) se asocian con la presencia de aFL.
Algunos ejemplos son el parvovirus B19, el virus de la hepatitis C y las
infecciones por Mycobacterium leprae y Treponema pallidum (51,52). Los aFL
asociados con infecciones suelen ser transitorios y sélo en casos excepcionales se
acompafian de manifestaciones clinicas de SAF (53,54). También en algunas
entidades neopléasicas, sdlidas y/o hematolégicas, como por ejemplo el linfoma,

se ha demostrado una mayor tasa de incidencia de aFL positivos (55).

Los pacientes con antecedentes de enfermedades autoinmunes sistémicas
tienen una mayor prevalencia de aFL con respecto a la poblaciéon general. La
prevalencia de aFL en pacientes con LES varia del 12 al 44% para los aCL, del 15
al 34% para el AL y del 10 al 19% para los anticuerpos antip2GP1 (aB2GP1).
Aproximadamente entre el 30 y el 40% de los pacientes con LES presentan aFL
positivos (43,56), y entre un 10 y un 20% tienen manifestaciones clinicas
propias del SAF, especialmente trombosis venosa y/o arterial (53,57,58). En la
Hopkins Lupus Cohort la prevalencia de aCL y de AL fue del 46 y del 26%,
respectivamente (59). En algunos estudios se ha planteado que la fluctuacion de
los titulos de anticuerpos asociada a la actividad de la enfermedad de base y/o al
tratamiento recibido pueden subestimar la verdadera frecuencia de aFL en LES

(60).

Existen factores genéticos que influyen en la variacion étnica del SAF
(51,61). La predisposicién genética estd determinada en parte por los genes del
sistema antigeno leucocitario humano (HLA, acrénimo inglés de Human
Leukocyte Antigen) (62). Estudios poblacionales sugieren que determinados

haplotipos HLA confieren mayor susceptibilidad para desarrollar SAFp, y ciertos
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genotipos HLA se asocian con la presencia de AL y aCL (61,63,64). Ademas se
han estudiado otros genes fuera del sistema HLA que pueden predisponer al

desarrollo de SAF (62).
3.1.4. Patogénesis del Sindrome Antifosfolipido

El conocimiento sobre la patogénesis del SAF ha aumentado
enormemente desde la descripcién inicial de la enfermedad. Actualmente, el SAF
se considera una entidad protrombdtica e inflamatoria, mediada por anticuerpos
aFL (5,65,66) 96,97). Sin embargo, la heterogeneidad de las manifestaciones
clinicas y el hecho de que no todos los pacientes con aFL positivos, incluso con
titulos elevados, presenten eventos tromboticos, sugiere que otros factores
juegan un papel fisiopatolégico importante en el desarrollo de la enfermedad

(69,70).

Algunos grupos de investigaciéon postulan que los distintos fenotipos del
SAF se deben, al menos en parte, a las diferentes vias de sefalizaciéon
intracelular activadas por los aFL (67,71,72). Los estudios en modelos animales
han demostrado que los aFL actian sobre multitud de dianas celulares y
antigénicas: células endoteliales, monocitos, plaquetas, células endometriales,
células deciduales, factores de la coagulacién y sus proteinas reguladoras,
células inflamatorias y mediadores inflamatorios, y sobre el sistema del

complemento (53,73) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos patogénicos de la trombosis y la comorbilidad obstétrica
en el SAF, figura tomada de Willis R, Gongzalez EB, Brasier AR. The Journey of
Antiphospholipid Antibodies From Cellular Activation to Antiphospholipid
Syndrome. Curr Rheumatol Rep. 2015;17 (3) (73).

Esta compleja interacciéon entre los aFL con elementos celulares y
humorales produce un estado proinflamatorio y protrombotico, que reduce el
umbral para la precipitacién de fendémenos tromboembdlicos por un factor
desencadenante secundario. Entre los distintos factores desencadenantes
encontramos factores ambientales (como infecciones), factores inflamatorios
(por ejemplo, enfermedades del tejido conectivo) u otros factores
procoagulantes no inmunoldgicos (como los anticonceptivos que contienen
estrogenos, un antecedente quirurgico reciente o la inmovilizacién prolongada)

(69,72). Esta teoria se conoce como la hipotesis del “Second Hit”. La primera
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condicién necesaria, o “first hit”, seria el estado protrombdtico y proinflamatorio
inducido por los aFL, y la segunda, o “second hit”, el evento o factor
desencadenante de la trombosis (53,65,70). El mecanismo fisiopatolégico que
contribuye a esta situacion protrombdtica latente, denominada “first hit”, incluye
la activacién mediada por aFL de elementos celulares (plaquetas, monocitos y
células endoteliales), componentes humorales que regulan la hemostasia
(factores de la coagulacion, anticoagulantes naturales y el sistema fibrinolitico),
mecanismos inflamatorios (células inflamatorias y mediadores inflamatorios

como las citoquinas) y activacion del sistema del complemento (5,68,72).
3.1.4.1. Elementos celulares y humorales implicados en la patogénesis del SAF

Debido al hallazgo frecuente de trombocitopenia en pacientes con SAF, la
implicacion plaquetaria fue uno de los primeros aspectos estudiados en la
patogénesis de la enfermedad (74). Estudios in vivo e in vitro han demostrado

que los aFL incrementan la activacion plaquetaria (104,105,21,96).

Entre otros mecanismos mediados por los aFL, se ha descrito que la uniéon
de los aP2GP1 a la proteina plasmatica P2GP1 provoca la activacién de
plaquetas, monocitos, células endoteliales, fibroblastos, neutréfilos y
trofoblastos, asi como la expresion y liberacién de diferentes mediadores

proinflamatorios (67,70,72,77) (Figura 3).

Cuando las células endoteliales son incubadas in vitro con aFL se produce
un aumento significativo de la expresién de moléculas de adhesién como la
molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1), la molécula de adhesién vascular
1 (VACM-1) y la E-selectina. Todas ellas juegan un papel principal en la
adhesion leucocitaria y en la formacién del trombo (53,70). Se postula que los
aFL con cardcter patogénico reconocen la B2GP1 unida a las células endoteliales
y ponen en marcha distintas vias de sefializacién intracelular (78). Estas vias de
sefializacién inducen un aumento significativo de la transcripcion, funcién y
expresiéon de factores procoagulantes como el factor tisular (FT), lo que supone
un importante mecanismo para explicar los efectos protrombdticos de los aFL

(70,79).
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También se ha demostrado que la activacién de los neutréfilos puede
inducir respuestas procoagulantes y proinflamatorias en el SAF, mediadas por la
expresiéon de FT y la liberacion de trampas extracelulares de neutrofilos,

fenémeno conocido como NETosis, (70,71,80).

Por otro lado, hay evidencias de que los aFL actuan sobre diferentes
mecanismos humorales, como la cascada de la coagulacién (5,71), provocando
la formaciéon descontrolada de fibrina y una alteracién en la resolucién del
trombo (78,81,82). Entre otros mecanismos, la unién de los aFL a la f2GP1
suprime la actividad del inhibidor de la via del FT o TFPI (del acrénimo en inglés
Tissue Factor Pathway Inhibitor) (83). También se ha demostrado la interaccién
directa de los aFL con la trombina y los factores IX y X activados (FIXa y FXa,

respectivamente), evitando su inhibicion por los anticoagulantes naturales (84).

Ademds, los aFL pueden unirse directamente a los anticoagulantes
naturales, como la antitrombina (AT) y la proteina C activada (PCA), alterando
su funcionalidad. Se ha demostrado que la unién de los aFL a la B2GP1 reduce la
actividad de la PCA (85). La resistencia de los factores de la coagulacion a su
inactivacién, junto con el detrimento de la funcién de los anticoagulantes
naturales y de los agentes fibrinoliticos, por acciéon de los aFL, ocasionara un
estado protrombdtico que disminuye el umbral para la precipitacién de

fendmenos tromboembdlicos en los pacientes con aFL positivos.
3.1.4.2. Inflamacion y Sistema del Complemento en la patogénesis del SAF

De entre todos los factores implicados en la patogénesis del SAF para el
desarrollo de trombosis, la inflamacion juega quizds el papel mds importante.
Los aFL pueden inducir un aumento significativo de factores proinflamatorios,
como las interleuquinas IL-6 e IL-8 (72,86) y provocar la activaciéon del

complemento (5,72,79) (Figura 3).

El sistema del complemento estd formado por mas de una treintena de
proteinas plasmadticas y de la superficie celular, y funciona como un componente

de la inmunidad innata (87). La unién de los aFL a la P2GP1 aumenta la
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actividad del sistema del complemento (88,89), y conduce a la produccién de
potentes moléculas proinflamatorias (87,90). Ademds, el sistema del
complemento participa en la activacién mediada por aFL de células endoteliales,
plaquetas, monocitos, macrdéfagos (fuente fundamental de factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa)) y también en la activacién de neutréfilos, para inducir el
estado proinflamatorio y protrombético implicado en la génesis de la trombosis
(73) y la morbilidad obstétrica (10,88). La capacidad del sistema del
complemento para la propagacion exponencial de la inflamacién podria
proporcionar el mecanismo por el cual un evento adicional (el “second hit”)

podria desencadenar la trombosis.

Aun quedan por resolver grandes incognitas sobre la interaccidn de los
aFL con las diferentes dianas antigénicas, y su contribuciéon en la gran
heterogeneidad de los eventos clinicos relacionados con el SAF. El conocimiento
de las moléculas y mediadores implicados en la patogénesis del SAF mejorard la
prediccion del riesgo trombdtico en los pacientes con aFL. Y lo mds importante,

ayudard en la seleccién y disefio de estrategias terapéuticas mds apropiadas.
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3.1.5. Manifestaciones clinicas del Sindrome Antifosfolipido

3.1.5.1. Sindrome Antifosfolipido y Trombosis Venosa

La TV es la manifestacion clinica mds frecuente del SAF, en particular la
trombosis venosa profunda (TVP) que se produce en mds del 30% de los
pacientes (2,44,91,92). Las trombosis en territorio venoso son hasta dos veces
mas frecuentes que las trombosis arteriales como forma de presentacién del SAF

(93).

En los pacientes con TV la prevalencia de aFL varia del 5.2% al 30% para
cualquier aFL, del 0.6 al 16% para el AL y del 4 al 24% para los aCL
(51,56,60,94). En un trabajo reciente en pacientes jovenes con un primer

episodio de TV idiopdtica encontraron que el 9% tenian criterios de SAF (48).

Estudios prospectivos realizados en la poblaciéon general han demostrado
que la presencia de aFL es un factor predictivo de una primera TVP, de
recurrencia trombdtica y de mortalidad (51). AL y aP2GP1 son factores de riesgo
independiente consolidados para la aparicion de TV (95-97). AL es el predictor
mas potente de TV (OR 3,6; IC 95%: 1,2-10,9) (98,99). También se ha descrito
un elevado riesgo de enfermedad tromboembdlica venosa (ETEV) asociado al
isotipo IgG de los aP2GP1 a titulos altos (OR 5,2; IC 95%: 1,5-18,0) (99,100).
En el caso de los aCL la asociacién con la TV es méas débil, tanto para el isotipo
IgG (OR 2,2; IC 95%: 0,7-6,9), como para el isotipo IgM (OR 0,5; IC 95%: 0,2-
1,5) (96,100,101). La falta de asociacién entre eventos trombdticos venosos y
los aCL, informada en algunos estudios, puede estar relacionada con la falta de
estandarizacién en la técnica para la determinacién de los aFL, y en la
discrepancia en cuanto a la aplicacion de los criterios de laboratorio de SAF

entre los distintos estudios.
3.1.5.2. Sindrome Antifosfolipido y Trombosis Arterial
En el lecho arterial es el sistema nervioso central (SNC) el que muestra

mayor relacién con la presencia de aFL, siendo la manifestacién mas comun el
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ictus isquémico y el ataque isquémico transitorio (AIT) (2,8,102), especialmente
en pacientes menores de 50 afios (60). También son frecuentes las ulceras
vasculares en miembros inferiores, el infarto agudo de miocardio (IAM) y los
episodios de amaurosis fugax por trombosis de la arteria central de la retina
(60,79). Entre los distintos aFL, también el AL y los ap2GP1 son los que se
asocian de manera significativa con la aparicion de eventos tromboticos en
territorio arterial (103,104). La asociacion con los aCL es mucho mas débil. Al
igual que en el caso de la TV, sélo el isotipo IgG de los aCL, y a titulos altos
(>40 GPL, o >99th percentil), presenta una asociacion significativa con los

eventos trombaticos arteriales (96).

En el Euro-Phospholipid Study los pacientes de mds edad, en su mayoria
hombres, presentaron eventos arteriales con mayor frecuencia en comparacion
con el resto de la cohorte (30% Vs 18%, p <0.005, en el caso del ictus; y 9% Vs
2% , p<0.001, para la angina de pecho) (91,92). Estos resultados se han
relacionado con una mayor frecuencia de factores de riesgo cardiovascular

(FRCV) concomitantes en este grupo especifico de pacientes (1).
3.1.5.3. Sindrome Antifosfolipido Obstétrico

Aproximadamente entre el 1 y el 5% de las mujeres de la poblacién
general son portadoras de aFL (45). Esta prevalencia aumenta hasta un 10-15%
en las mujeres con antecedentes de abortos recurrentes (46,105,106). La
presencia de aFL es el factor de riesgo adquirido mds frecuente relacionado con
morbilidad obstétrica (107). Esta asociacién estd respaldada por varios estudios
epidemioldgicos y por modelos experimentales en animales (60,108). Los
eventos adversos durante el embarazo que forman parte de las manifestaciones
clinicas del SAF incluyen: abortos espontdneos en fases tempranas de las
gestacidn, con frecuencia recurrentes, muerte fetal, eclampsia y pre-eclampsia
grave, insuficiencia placentaria y prematuridad con <34 semanas de gestacién
(1,10,109). Ademds de los abortos precoces recurrentes y el resto de
manifestaciones incluidas en los criterios clasificatorios de SAF, se han

observado otras complicaciones obstétricas relacionadas con los aFL que no
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forman parte de los criterios diagndsticos actuales, como por ejemplo: el retraso
en el crecimiento intrauterino, oligohidramnios y el sindrome HELLP (del
acronimo en inglés Hemolysis, Elevated Liver enzimes, Low Platelets count), que se
caracteriza por anemia hemolitica, elevacion de enzimas hepaticas y

trombopenia (51,91).

El AL se ha descrito como el mejor predictor de morbilidad obstétrica en
comparacion con el resto de aFL (96,110,111). El estudio PROMISSE demostré
que el AL es el principal predictor de comorbilidad en el embarazo tras 12
semanas de gestacién (110,112). En este estudio, los aCL y los ap2GP1, en
ausencia de AL positivo, no predijeron resultados adversos durante el embarazo
(112). La presencia del isotipo IgG de los aCL también se ha asociado con
pérdidas fetales recurrentes, siendo esta asociaciéon mds fuerte cuanto mayor es
el titulo de anticuerpos (111). En cuanto a los aP2GP1, su prevalencia y
asociaciéon con complicaciones obstétricas es mds discutida, existiendo
informaciones contradictorias al respecto (43,44,53,54,113). Los datos
obtenidos del registro europeo de SAFo estima que el 22% de los casos
presentan positividad aislada de ap2GP1 de manera recurrente (11). Aunque la
positividad aislada de aCL o aP2GP1 parece estar asociada con un menor riesgo
de resultados adversos durante el embarazo (114), es necesaria la determinacion
de todos los aFL para una correcta clasificacidn de las pacientes ante la sospecha
de SAFo (112,115). Las mujeres con un perfil de aFL triple positivo (aCL,
aP2GP1 y AL positivos) tienen un mayor riesgo de pérdidas fetales y de
morbilidad obstétrica, en comparacién con las gestantes con sélo uno o dos aFL

positivos (116,117).

En cuanto a la prevalencia de las manifestaciones obstétricas relacionadas
con aFL, el Euro-Phospholipid Project mostré que las complicaciones mas
frecuentes fueron la pérdida fetal precoz (con <10 semanas de gestacion)
(35,4%), las pérdidas fetales tardias (>10 semanas de gestacién) (16,9%) y la
prematuridad (10,6%). En cuanto a las complicaciones maternas mds comunes

destacaron la pre-eclampsia (9,5%), la eclampsia (4,4%) y el desprendimiento
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prematuro de placenta (2%) (7). Se ha estimado que hasta en un 5% de los
casos de mujeres con SAF pueden coexistir la patologia obstétrica y trombdtica

(106)

El manejo terapéutico del SAFo se centra en la prevencién de la trombosis
placentaria y en mejorar el flujo sanguineo placentario. El uso de tratamiento
antiagregante y/o heparina (heparina de bajo peso molecular (HBPM) o
heparina no fraccionada (HNF)), ha incrementado el nimero de nacimientos en

las gestantes con aFL (10,16,118).

3.1.5.4. Sindrome Antifosfolipido Catastréfico

Dentro del amplio espectro clinico del SAF existe una variante muy poco
frecuente (1%) (19) que se caracteriza por eventos tromboticos vasculares
multiples, simultdneos o que se producen consecutivamente en un corto periodo
de tiempo (menos de una semana), denominado SAF catastréfico (SAFc) (19).
Afecta sobre todo al territorio vascular de pequefio vaso (18), y puede provocar

un fallo multiorganico, lo que explica su elevada mortalidad (2,8,17-19).

Los pacientes con SAFc tienen en comun los siguientes aspectos: a) datos
clinicos de afectacion multiorgdnica (normalmente, tres o mds Organos
afectados) en un corto periodo de tiempo; b) demostracidn histopatoldgica de
trombosis multiples, sobre todo de pequefio vaso; y c¢) confirmacién de la

presencia de aFL, generalmente con titulos altos (119).

En general, las manifestaciones clinicas del SAFc van a depender de dos
factores: 1. La extension de la afectaciéon trombdtica y los érganos que hayan
sido afectados por los eventos tromboticos; y 2. Las manifestaciones clinicas
asociadas al sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) caracteristico
del cuadro. De hecho, la presentacién aguda de SAFc puede asemejarse al
cuadro clinico de una sepsis grave. El ambiente proinflamatorio junto con niveles
elevados de citoquinas (como el TNFaq, interferén-y e IL-1) pueden ser la causa

del fallo multiorganico (18,120).
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En el décimo Congreso Internacional sobre aFL se propusieron los

primeros criterios clasificatorios preliminares del SAFc (Tabla 1) (119,121)

(Tabla 1) Criterios de clasificacion para el SAFc (119)

CRITERIOS

1. Afectacién =3 drganos, sistemas y/o tejidos®
2. Aparicién de las manifestaciones simultaneamente o en <1 semana
3. Confirmacién histoldgica de la trombosis de pequefio vaso en =1 érgano o tejido®

4. Confirmacién de la presencia de aFL (AL, aCL y/o0 ap2GpD)*¢

SAFC DEFINITIVO

e Los 4 criterios presentes

SAFC PROBABLE

e Los 4 criterios, con afectacion de <2 dérganos, sistemas y/o tejidos

e Los 4 criterios, sin confirmacién de aFL a las 6 semanas, por el fallecimiento del paciente
no estudiado previamente

e Criterios 1,2y 4

e (riterios 1, 3 y 4 y con un tercer evento en >1 semana, pero <1 mes a pesar del

tratamiento anticoagulante

@ Habitualmente evidencia clinica de la oclusion vascular, en ocasiones confirmada radioldgicamente. Afectacion
renal: incremento del 50% de la creatinina sérica, hipertension arterial grave (>180/100 mmHg) y/o proteinuria (>500
mg/24 h).

b Confirmacion histoldgica: presencia de trombosis, aunque puede coexistir junto con vasculitis.

¢ Si el paciente no habia sido diagnosticado previamente de SAF, debe confirmarse la presencia de aFL de acuerdo
con lo establecido por los criterios de clasificacion del SAF.

Uno de los aspectos mds caracteristicos del SAFc es la presencia de
factores precipitantes. En aproximadamente un 60% de los casos se identifica un
probable factor desencadenante del cuadro (18). La causa mds prevalente son

las infecciones (presentes en el 49% de los casos), seguidas de procedimientos
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quirurgicos (17%), tumores malignos (16%), retirada del tratamiento
anticoagulante o control subdptimo del international normalized ratio (INR)
(8%), morbilidad obstétrica (8%), farmacos (5%) y LES activo (3%) (17,18,42).
Se ha descrito el desarrollo de SAFc en pacientes diagnosticados de SAF
seronegativo (SAFSN) (120,122,123). El término de SAFSN se emplea para
definir a un grupo de pacientes con manifestaciones clinicas de SAF pero con
determinaciones persistentemente negativas para el AL, los aCL y los ap2GP1

(123).

A pesar del tratamiento, hoy en dia la mortalidad del SAFc sigue siendo
muy elevada (alrededor del 30%) (124,125). Debido a esta alta tasa de
mortalidad, el diagndstico precoz y un tratamiento agresivo son esenciales en su

manejo.

3.1.5.5. Manifestaciones clinicas “no criterio” de Sindrome Antifosfolipido

Los eventos tromboembdlicos y la morbilidad durante el embarazo
componen los criterios clinicos clasificatorios del SAF. Sin embargo, el espectro
de manifestaciones del SAF se ha expandido en las ultimas décadas, y hay
evidencia de otras entidades clinicas y analiticas, frecuentes en el contexto de
aFL, pero distintas a las enumeradas en los criterios de clasificacidn: valvulopatia
cardiaca (vegetaciones, engrosamiento y disfuncién valvular), LR, nefropatia
asociada a aFL, manifestaciones neuroldgicas, sobre todo a nivel del SNC,
(disfuncién cognitiva, migrafia, esclerosis multiple, mielopatia transversa y
epilepsia), anemia hemolitica y trombocitopenia. Son las denominadas
manifestaciones “no criterio” de SAF (1,42,126,127). Cuando una o mas de estas
manifestaciones “no criterio” se asocian con algin evento trombdtico y/o

complicacién obstétrica pueden ayudar en el diagndstico probable de SAF (44).

La trombocitopenia, definida como un recuento de plaquetas inferior a
100.000 U/L, se observa en aproximadamente un 20 a un 40% de los pacientes
con SAF. En estos casos, la trombocitopenia suele ser leve (60,91), y rara vez

presentan complicaciones hemorragicas (60,91). La aparicién de
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trombocitopenia es mds frecuente en pacientes con SAF asociado a LES que en

pacientes con SAFp (43% Vs 21%) (91,127).

La LR aparece entre el 11 y el 22% de los pacientes con SAF (51,60). Los
casos de LR también son mds frecuentes en el SAF asociado al LES que en el
SAFp (36% Vs 16%, respectivamente) (91). Ademas de la LR se han descrito
otras manifestaciones cutdneas relacionadas con el SAF: dulceras, flebitis

superficial, lesiones pseudovasculiticas y gangrena digital, entre otras (127).

En el caso de la nefropatia, la valvulopatia y el deterioro neuroldgico
asociado a los aFL, el mecanismo por el cual se produce el dafio no es del todo
conocido y a dia de hoy no existe suficiente evidencia para incluir estas
entidades clinicas relacionadas con la positividad de los aFL como criterios de
clasificacion del SAF (127). La prevalencia de algunas manifestaciones clinicas
asociadas al SAF, como la mielopatia transversa, el sindrome de Addison y la

afectacion pancredtica o hepatica, es muy baja (<1%)(128)
3.1.5.6. Recurrencia trombdtica en el Sindrome Antifosfolipido

Aproximadamente, un 10% de los pacientes con SAF y hasta un 30% en
los casos con un perfil de aFL triple positivo presentan recurrencia trombdticas,
arteriales y/o venosas, durante el seguimiento, a pesar del tratamiento
anticoagulante adecuado con farmacos anti-vitamina K (AVK) (con un INR
objetivo de 2.5) (2), lo que conlleva una elevada morbilidad y mortalidad

(92,129).

En cuanto a la localizacién de las recurrencias tromboticas en pacientes
con SAF la tendencia es que aparezcan en el mismo lecho vascular que el primer
evento trombdtico (130,131). Las recurrencias trombodticas son mas frecuentes
en el territorio arterial (92,132), y la trombosis arterial previa es un fuerte factor

predictor de un nuevo evento arterial (132).
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3.1.6. Criterios clasificatorios del Sindrome Antifosfolipido

Los criterios diagndsticos-clasificatorios del SAF han variado a lo largo del
tiempo. Los primeros criterios, formulados después del Octavo Simposio
Internacional sobre aFL en Sapporo, Japdén (1989) (41) determinaron las
condiciones que habria de reunir un paciente para ser incluido en estudios de
investigaciéon (Tabla 2). En este consenso fueron excluidas algunas
manifestaciones clinicas relacionadas con la presencia de aFL como la
trombocitopenia, la LR y la presencia de tulceras en miembros inferiores, entre

otras manifestaciones menores.

(Tabla 2). Criterios de Sapporo 1999.

El diagndstico de SAF requiere la presencia de al menos un criterio clinico y un criterio de

laboratorio (41).

CRITERIOS CLINICOS

Trombosis vascular

a. Uno o mds episodios de trombosis venosa, arterial o de pequefio vaso en cualquier
tejido y 6rgano. La trombosis superficial no se incluye en los criterios clinicos.

b. Trombosis confirmada por doppler o histopatologia exceptuando trombosis venosa
superficial.

c. Confirmacién histopatolégica de trombosis sin evidencia de inflamacién en la pared

vascular.

Morbilidad obstétrica

a. Una o mds muertes inexplicables de fetos morfoldgicamente normales de 10 o mas
semanas de gestacién documentadas por ultrasonido o examen directo del feto.
b. Uno o mds partos prematuros de un neonato morfolégicamente normal de < 34

semanas de gestacién debido a pre-eclampsia grave o insuficiencia placentaria grave.
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c. Tres o mas abortos espontaneos recurrentes inexplicables antes de la décima semana de
gestacion, excluyendo anormalidades anatémicas u hormonales en los padres, o causas

de origen cromosdmico paternas y/o maternas.

CRITERIOS DE LABORATORIO

a. AL presente en plasma en al menos 2 determinaciones con un intervalo de tiempo de
minimo 6 semanas segun las pautas de la Sociedad Internacional de Trombosis y
Hemostasia (Subcomité Cientifico sobre AL/anticuerpos dependientes de
fosfolipidos) (133,134).

b. aClL, isotipo IgG y/o0 IgM, presente en suero o plasma, a titulos moderados o altos (>40
GPL o MPL, o > percentil 99) en al menos 2 determinaciones, con un intervalo de

tiempo de minimo 6 semanas. Determinados por ELISA dependientes de f2GP1.

AL: anticoagulante lapico; aCL: anticuerpos anti-cardiolipinas; GPL: unidades de IgG; MPL:

unidades de IgM.

Unos afios mds tarde, durante el Undécimo Congreso Internacional sobre
aFL, en Sidney, Australia (2006), se llevd a cabo una actualizacién de los
criterios clasificatorios del SAF (1) (Tabla 3). Una de las principales
modificaciones fue la inclusiédn de los af2GP1, con sus isotipos IgM e 1gG, como
criterio analitico. Ademads, se amplié el intervalo de tiempo entre Ilas
determinaciones de los aFL de 6 a 12 semanas y se describieron de manera mas
especifica las comorbilidades obstétricas asociadas a los aFL, definiendo los

conceptos de pre-eclampsia, eclampsia e insuficiencia placentaria.

En esta revision aparece el término de manifestaciones clinicas “no
criterio” para definir al conjunto de manifestaciones clinicas y analiticas
relacionadas con la presencia de aFL pero que no forman parte de los criterios
clasificatorios, por considerar que su inclusién como criterios independientes
podria disminuir la especificidad diagndstica de los mismos. En este grupo se

incluyen la trombocitopenia, manifestaciones no trombdticas del SNC (como la
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disfuncion cognitiva), LR, nefropatia y valvulopatia cardiaca asociada a aFL,

entre otras.

Por ultimo, se estratifico a los pacientes en grupos de riego de trombosis
segun la presencia o no de otros factores de riesgo trombdtico asociados. Entre
estos factores de riesgo se incluyeron la edad (>55 afios en hombres y >65 afios
en mujeres), la presencia de algun FRCV cldsico (hipertension arterial (HTA),
diabetes mellitus (DM), dislipemia (DLP), tabaquismo, historia familiar de
enfermedad cardiovascular (ECV) precoz, obesidad, microalbuminuria, filtrado
glomerular (FG) <60 ml/min/1,72 m?), el antecedente de alguna trombofilia
congénita, el uso de farmacos protrombdticos como los anticonceptivos orales
(ACHOs), el sindrome nefrdtico, el diagndstico de enfermedad neopldsica

maligna y el antecedente de inmovilizacién prolongada y/o de cirugia reciente.

(Tabla 3). Criterios de clasificacion para el SAF

El diagnéstico de SAF requiere la presencia de al menos un criterio clinico y un criterio de

laboratorio (1)

CRITERIOS CLINICOS

Trombosis vascular

a. Uno o més episodios de trombosis venosa, arterial o de pequefio vaso en cualquier tejido
y érgano. La trombosis superficial no se incluye en los criterios clinicos.

b. Trombosis confirmada mediante pruebas de imagen o histopatologia, exceptuando
trombosis venosa superficial.

c. Confirmacién histopatoldgica de trombosis sin evidencia de inflamacién significativa en

la pared vascular
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Morbilidad obstétrica

Una o mdas muertes inexplicables de fetos morfoldgicamente normales de 10 o mas
semanas de gestacién documentadas por ultrasonido o examen directo del feto.

Uno o mas partos prematuros de un neonato morfoldgicamente normal de < 34 semanas
de gestacion debido a pre-eclampsia grave o insuficiencia placentaria grave.

Tres o mas abortos espontdneos recurrentes inexplicables antes de la décima semana de
gestacion, excluyendo anormalidades anatémicas u hormonales en los padres, o causas

de origen cromosdmico paternas y/o maternas.

CRITERIOS DE LABORATORIO

AL presente en plasma en al menos 2 determinaciones con un intervalo de tiempo de
minimo de 12 semanas seguin las pautas de la Sociedad Internacional de Trombosis y
Hemostasia (Subcomité Cientifico sobre AL / anticuerpos dependientes de
fosfolipidos) (133,134).

aCL, isotipo IgG y/o IgM, presente en suero o plasma, a titulos moderados-altos (>40
GPL o MPL, o > percentil 99) en al menos 2 determinaciones, con un intervalo de
tiempo minimo de 12 semanas, determinados por ELISA estandarizado.

aP2GP1, isotipo IgG y/o IgM presente en suero o plasma (titulo > percentil 99), en dos
o mas determinaciones, con al menos 12 semanas de diferencia, medido mediante ELISA

estandarizado, de acuerdo con los procedimientos recomendados (135).

Categoria I: pacientes con mds de un criterio de laboratorio (cualquier combinacién); categoria

ITa: AL positivo aislado; categoria IIb: aCL positivo aislado; categoria Ilc: ap2GP1 positivo

aislado.

AL: anticoagulante lapico; aCL: anticuerpos anti-cardiolipinas; GPL: unidades de IgG; MPL:

unidades de IgM; B2GP1: beta 2 glicoproteina 1; aB2GP1: anticuerpos anti-f2GP1
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Los criterios de clasificacién de 2006 proporcionaron una base
homogénea para seleccionar a pacientes en estudios de investigaciéon y
representan la mejor herramienta disponible para delimitar el diagnéstico de

SAF en la practica clinica diaria, aunque no fueran disefiados con fines clinicos.

A pesar de que estos criterios se han propuesto como una herramienta
diagndstica util en el SAF, la definicién de aFL positivos y clinicamente
relevantes no estd bien establecida (71), quizds porque la trombosis es un
proceso multifactorial (136). Por ello, existen pacientes con aFL
persistentemente positivos, incluso con anticuerpos a titulos altos, que se
clasifican con un perfil de alto riesgo trombdtico, pero que nunca presentan
eventos clinicos. Y, por el contrario, existen pacientes con aFL positivos a titulos
moderados o bajos, y/o intermitentemente positivos, categorizados con un perfil
de riesgo trombdtico bajo, que han presentado uno o mds eventos tromboticos
y/u obstétricos. Por lo tanto, con el conocimiento actual, no somos capaces de

determinar el riesgo trombdtico en los pacientes con aFL positivos.

Tampoco disponemos de modelos de prediccion lo suficientemente
precisos para evitar la aparicién de un primer evento tromboético en portadores
asintomadticos de aFL, o para predecir la recurrencia trombdtica en los pacientes
con SAF. Es posible que existan otros biomarcadores que influyan en la apariciéon
de estos eventos clinicos; o moléculas, incluso conocidas, que tengan una

funcidén, no descubierta aun, en la patogénesis de esta enfermedad.

3.1.7. Perfil de Anticuerpos Antifosfolipido y otros factores de riesgo

trombatico

El riesgo de evento clinico (trombdtico y/u obstétrico) en los pacientes
con aFL va a depender de diferentes factores. Los mds estudiados por la
comunidad cientifica incluyen el perfil de aFL, los FRCV clasicos, fdirmacos como
los anticonceptivos a base de estrogenos y el antecedente de enfermedad

autoinmune.
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Los pacientes con aFL tienen con frecuencia uno o mas FRCV, como HTA,
hipercolesterolemia, DM o tabaquismo, y la coexistencia de FRCV y aFL puede
asociarse con un mayor riesgo de trombosis. La HTA ha demostrado ser un factor
de riesgo independiente de trombosis en pacientes portadores de aFL (RR 3,8; IC

95% 1,3-11,1) (97,137).

El antecedente de una enfermedad autoinmune subyacente también va a
influir en el riesgo trombdtico de los pacientes con aFL (138,139). Se estima que
en los pacientes con diagndstico de LES y AL positivo, el riesgo de presentar un

evento trombdtico a los 20 afios es, aproximadamente, del 50% (51,140).

El concepto de perfil de aFL aparece inicialmente en los criterios de
clasificacion del SAF establecidos en Sidney en 2006, categorizando a los
pacientes seglin su positividad para uno o mds aFL (1). La evidencia ha
demostrado que los pacientes con mds de un aFL positivo tienen un mayor riesgo
de desarrollar clinica trombdética y/u obstétrica (141). Esta asociacion entre el
numero de anticuerpos positivos y el riesgo de presentar un evento clinico
parece estar relacionada con la activacién, mediada por aFL, de diferentes vias
inflamatorias y protrombdticas al mismo tiempo, produciendo un aumento

desproporcionado del riesgo (71).

Un perfil de aFL se considera de alto riesgo trombdtico cuando cumple
alguna de las siguientes opciones: AL positivo; doble positividad por la
combinacién de cualquiera de los aFL; triple positividad (los tres subtipos de aFL
positivos); o s6lo un aFL positivo pero a titulos persistentemente altos
(5,138,139). Por otro lado, se considera un perfil de aFL de bajo riesgo
trombodtico cuando soélo presenta positividad para aCL o aB2GP1, y a titulos
moderados o bajos, sobre todo si la positividad es intermitente (5,138,139). Al
elaborar este perfil hay tener en cuenta la variabilidad que puede existir entre

los distintos ensayos comerciales, y también entre los diferentes laboratorios.

En cuanto al titulo de los anticuerpos, la positividad persistente de AL es
un factor de alto riesgo de trombosis (96,142). En relacién con los otros aFL, se

consideran patogénicos cuando se mantienen positivos a un titulo moderado-alto
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(1). Para los aCL se considera un titulo alto cuando los niveles de anticuerpos
(isotipo IgG y/o IgM), en suero o plasma, son >40 unidades de fosfolipido
IgG/IgM (GPL/MPL) o un titulo superior al percentil 99, calculado a partir de
una muestra de poblacidn sana. Y en el caso de los ap2GP1 se considera un
titulo moderado o alto (isotipo IgG y/o IgM) cuando presenta cifras mayores al
percentil 99. En ambos casos la determinacion se lleva a cabo mediante técnica
de ELISA (Engyme-Linked ImmunoSorbent Assay) estandarizado (1,138) (Ver

apartado 2: Anticuerpos Antifosfolipidos)

En los ultimos afios, se han propuesto diferentes sistemas de puntuacion
para cuantificar y predecir el riesgo de eventos clinicos en pacientes con aFL

(143,144), y asi mejorar el manejo clinico y terapéutico de esta entidad.

La escala disefiada por Otomo y colaboradores (143), el aPL-Score,
incluye la determinacién de multiples aFL, y se cred con el objetivo de calcular el
riesgo trombdtico en pacientes con SAF. Sin embargo, su utilidad es limitada
porque, no tiene en cuenta otros factores de riesgo convencionales asociados a

trombosis a parte del perfil de aFL, ni evalua el riesgo de morbilidad obstétrica.

Un afio después de la publicacién del aPL-Score se publicé the Global Anti-
Phospholipid Syndrome Score (GAPSS) (144). Sciascia y su equipo de
investigacidon disefiaron una escala derivada de la combinacién de factores de
riesgo independiente de trombosis y morbilidad obstétrica, teniendo en cuenta el
perfil de aFL (anticuerpos incluidos en los criterios de SAF y anticuerpos “no
criterio” de SAF), FRCV clésicos y el perfil de anticuerpos autoinmunes. Esta
escala ha sido validado en estudios posteriores y ha demostrado ser una
herramienta vélida en la estratificacion del riesgo de trombosis en pacientes con
SAF, tanto en SAFp como SAFs (88,145-148). El aGAPSS es una version
ajustada y validada del GAPSS (148,149), en la que se excluy6 la determinacién
de aPS/PT al tratarse de una determinacién poco frecuente en la préctica clinica

diaria (146,148).
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Ademds de los modelos predictivos, en la ultima década se han
identificado nuevos biomarcadores implicados en las rutas de accién de los aFL;

como citoquinas, vesiculas extracelulares y micro-ARN (150).

3.1.8. Ultimas recomendaciones en el manejo terapéutico del Sindrome

Antifosfolipido

El tratamiento del SAF se fundamenta en la anticoagulacién oral (1). En
la mayoria de los casos, segun las guias de practica clinica y por consenso

internacional, el tratamiento se debe mantener de manera indefinida (1,139).
3.1.8.1. Tromboprofilaxis en portadores asintomdticos de aFL

En los pacientes con determinaciones positivas de aFL en ausencia de
eventos tromboticos y/o morbilidad obstétrica, es decir, portadores
asintomdticos de aFL (AAF) (pacientes que cumplen criterios de laboratorio,
pero no clinicos para SAF) el manejo terapéutico debe iniciarse por la
estratificacién del riesgo tromboético de manera individualizada. Entre los
diferentes factores asociados a un mayor riesgo trombdtico hay que tener en
cuenta la edad (>55 afios en los hombres y >65 afios en las mujeres), FRCV
clasicos (tabaquismo, HTA, DM, hipercolesterolemia y obesidad), trombofilias
congénitas, farmacos (como los ACHOs), antecedente de enfermedades

neopldsicas y/o autoinmunes y el perfil de aFL (1,151).

En los portadores asintomdticos de aFL que presentan un perfil de
anticuerpos de alto riesgo, con o sin otros factores de riesgo trombdtico
asociados, se recomienda el tratamiento profilactico con aspirina a dosis bajas
(ADB) (75-100 mg diarios) (1,138,139). El riesgo anual de una primera
trombosis en pacientes con un perfil de aFL de moderado a alto riesgo
trombdtico, en combinacidn con otros factores de riesgo trombdtico, puede

llegar a ser del 5% (69).

Se recomienda que en situaciones de alto riego trombdtico (como periodo

postquirurgico, inmovilizacién prolongada y el puerperio) los portadores de aFL
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reciban heparina a dosis profildctica (139). En el caso de los portadores
asintomadticos de aFL no existe evidencia suficiente que justifique el uso de otros
farmacos, como la hidroxicloroquina (HCQ), para la prevencién primaria de

trombosis.

3.1.8.2. Manejo terapéutico del Sindrome Antifosfolipido Trombdtico

3.1.8.2.1. Sindrome Antifosfolipido y Trombosis Venosa

En los pacientes con SAF definido por un primer evento trombdtico
venoso, el tratamiento establecido, con la evidencia cientifica disponible, es la
anticoagulacion oral con fadrmacos AVK, como el aldocumar y el acenocumarol,
con un INR objetivo entre 2-3 (1,139). No se ha observado un mayor beneficio
con un tratamiento anticoagulante mas intenso, es decir, con un INR objetivo de

3-4 (138,152-154).

En los pacientes con SAF con trombosis venosa sin un claro
desencadenante conocido, o idiopética, y unos aFL persistentemente positivos, el
riesgo de recurrencia trombotica tras la retirada de la anticoagulaciéon es muy
alto, por lo que la recomendaciéon actual es mantener el tratamiento

anticoagulante de manera indefinida (1,5,98,138,155).

Sin embargo, existe un grupo de pacientes en los que el beneficio de la
anticoagulacion prolongada es un tema de controversia. Son aquellos pacientes
con un factor desencadenante conocido de la trombosis (por ejemplo, la toma de
ACHOs o un antecedente quirurgico reciente), y los pacientes en los que los aFL
son persistentemente negativos en determinaciones posteriores. Como el
beneficio del tratamiento anticoagulante a largo plazo en estos dos grupos de
pacientes no esta claro, en las ultimas guias se recomienda que en pacientes con
SAF con un primer evento tromboético venoso y con un desencadenante conocido
de la trombosis, la duraciéon del tratamiento anticoagulante sea similar a los
pacientes sin SAF (156). Y se considerard una anticoagulacién prolongada en
aquellos pacientes con un perfil de aFL de alto riesgo u otros factores de riesgo

de trombosis concomitantes (1,138). No obstante, debemos tener en cuenta que

75



se tratan de recomendaciones basadas en la opinién de expertos debido a la falta

de estudios clinicos precisos.

Por otro lado, en los pacientes con SAF y trombosis venosa recurrente a
pesar del tratamiento con AVK, con un INR objetivo mantenido de 2-3 y una
adecuada adherencia al tratamiento, se puede considerar la combinacién con
ADB y aumentar a 3-4 el INR objetivo; o cambiar el tratamiento anticoagulante

de AVK a heparina (138).

Hoy en dia no existen recomendaciones para el uso de anticoagulantes
orales de accion directa (ACOD) en el tratamiento del SAF. El uso de ACOD
podria considerarse en pacientes con SAF y una primera trombosis venosa que
no puedan alcanzar un INR objetivo a pesar de una buena adherencia al
tratamiento, o en aquellos casos que tuvieran alguna contraindicacién para el
uso de AVK (138,157). Es importante indicar que el rivaroxabdn no debe usarse
en pacientes con triple positividad de aFL debido al alto riesgo de recurrencia

trombotica (158).

3.1.8.2.2. Sindrome Antifosfolipido y Trombosis Arterial

Al igual que en el caso de la trombosis venosa el tratamiento de eleccién
es la anticoagulacién oral con AVK. Se recomienda un INR objetivo entre 2-3,
estudiando de manera individualizada el riesgo de sangrado y de recurrencia
trombodtica en cada caso (139,153,154). Los pacientes con SAF y trombosis
arterial tienen un mayor riesgo de recurrencia trombdtica, en comparacién con
los SAF con trombosis venosa; ademds, la recurrencia trombotica tiende a

producirse en el mismo lecho vascular que el primer evento (131,138).

El tratamiento combinado con AVK y ADB ha demostrado disminuir la
tasa de recurrencia trombdtica y aumentar el tiempo sin nuevo evento
trombodtico en pacientes con SAF y trombosis arterial, en comparaciéon con la
monoterapia con antiagregacién o AVK (159). La terapia antitrombdtica dual,
debido a que aumenta el riesgo de hemorragia, se reserva para los pacientes con

FRCV clinicamente significativos, y para los casos en los que un solo agente
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antitrombdtico no ha podido prevenir la recurrencia. En aquellos pacientes con
recurrencia trombdtica arterial a pesar de un tratamiento adecuado con AVK, se
puede considerar un aumento del INR objetivo a 3-4, el tratamiento dual con

doble terapia antitrombdtica o el cambio de AVK a heparina (1,138,139).

La definicién del papel actual de los ACOD en el tratamiento del SAF se
basa en datos clinicos limitados, informacién de los fabricantes, series de casos o
estudios de cohortes, y el consenso de expertos. En base a la evidencia cientifica
actual el uso de ACOD en pacientes con SAF y trombosis arterial no estd

recomendado debido al alto riesgo de recurrencia trombdtica (158,160).

3.1.8.2.3. Terapias alternativas en el Sindrome Antifosfolipido de dificil control

En los casos de pacientes con SAF de dificil control anticoagulante, como
son los casos con recurrencias trombdticas a pesar de un tratamiento
anticoagulante adecuado, y los casos con niveles fluctuantes de INR,
antecedentes de hemorragia grave y/o alto riesgo de hemorragia, podemos
plantear el uso de terapias alternativas entre las que destacan: el uso de HBPM a

largo plazo; y el tratamiento adyuvante con HCQ y/o estatinas (5,138,139).

Las estatinas inhiben la produccion de mediadores implicados en la
activacién plaquetaria y la sobreexpresiéon del FT inducida por aFL (79,161). Se
ha demostrado que la fluvastatina inhibe la produccién de FT mediada por aFL y
disminuye los niveles de otros mediadores inflamatorios y trombogénicos (161).
Por lo tanto, mas alla de la actividad hipolipemiante, las estatinas podrian tener
un papel adyuvante en la prevencién de la trombosis en pacientes con aFL, sin

un riesgo adicional de sangrado (5,139,162).

En cuanto a la HCQ, se ha demostrado que reduce la activacion
plaquetaria mediada por aFL, e inhibe la formacién de complejos formados por
la unién de aFL, B2GP1 y fosfolipidos de la membrana celular (139,163). La

HCQ es un farmaco con un excelente perfil de seguridad y no se asocia con
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mayor riesgo de sangrado, por lo que puede emplearse como agente adyuvante

en pacientes con SAF de dificil manejo (5,66,138,139).

3.1.8.3. Manejo terapéutico del Sindrome Antifosfolipido Obstétrico

La estrategia actual para la prevencidon de complicaciones durante el
embarazo en pacientes con SAFo es el uso de ADB y de heparina, HNF o HBPM.
La heparina se empleard a dosis terapéutica si la paciente tiene antecedentes de
comorbilidad obstétrica recurrente y/o SAFt; y a dosis profilacticas en caso de

que no haya tenido eventos clinicos previos relacionados con el SAF (10,106).

En mujeres con un perfil de aFL de alto riesgo, pero sin antecedentes
previos de trombosis y/o complicaciones obstétricas, se recomienda el
tratamiento con ADB durante el embarazo (138,164). Se ha descrito que el uso
de aspirina previo a la gestacion aumenta la probabilidad de embarazo y de una
adecuada implantacion del embrién, y favorece un alto porcentaje de

nacimientos vivos (>70% de los embarazos) (10,165,166).

En mujeres no gestantes con antecedentes de SAF puramente obstétrico,
sin eventos tromboticos, se recomienda el tratamiento profilactico con ADB en
funcidén de la valoracién individual del riesgo/beneficio (riesgo de trombosis Vs
riesgo de hemorragia) (1,138,139). En este mismo grupo, mujeres con
antecedentes de SAFo, se recomienda el tratamiento combinado con ADB y
heparina a dosis profildcticas durante la gestaciéon (5,10,106). La aspirina se
debe comenzar preferiblemente antes de la concepcion, y se debe asociar la

heparina (HBPM o HNF) tan pronto como se confirme el embarazo (66,138).

En mujeres con antecedente de SAFo y complicaciones recurrentes en
embarazos previos a pesar del tratamiento combinado con antiagregantes y
heparina en dosis profilacticas, se recomienda aumentar la dosis de heparina a
dosis anticoagulante. Ademads, otras estrategias de tratamiento pueden incluir la
asociaciéon de HCQ o dosis bajas de prednisolona durante el primer trimestre de

embarazo (138,167-169). En los casos mas graves, resistentes al tratamiento
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convencional, podria considerarse el empleo de gammaglobulina intravenosa

y/o recambios plasmaticos (10,66,170)

En mujeres con antecedentes de SAF trombdtico, se recomienda el
tratamiento combinado con ADB y heparina a dosis terapéuticas durante el
embarazo, debido a que los antecedentes de SAF trombdtico se asocian con un
mayor riesgo de recurrencia trombdtica y/o comorbilidad obstétrica (109,171).
Se recomienda cambiar el tratamiento con AVK a heparina tan pronto como se
confirme el embarazo para evitar los efectos teratogénicos de la anticoagulacion

con AVK (172).

En cuanto a los ACOD, su potencial teratogénico no estd bien definido,
por lo que actualmente se recomiendan evitar su uso durante el embarazo y la

lactancia (173-177).

Las primeras semanas del puerperio se consideran un periodo de alto
riesgo trombdtico. En los casos de mujeres sin otros factores de riesgo de
trombosis aparte de los aFL y que no recibieron tromboprofilaxis prenatal,
pueden beneficiarse del uso de heparina a dosis profildctica durante sélo los
primeros 7-10 dias del puerperio. En aquellos casos en los que si existan otros
factores de riesgo trombdtico adicionales y/o fueron tratadas con heparina
durante el embarazo, el tratamiento con heparina a dosis profilactica debe
continuarse durante 6 a 12 semanas para proteger a la madre de la aparicién de
posibles eventos tromboembdlicos (10,66,106,118,138). No se recomienda la
terapia antitrombdtica a largo plazo de manera sistemdtica para mujeres que
tienen antecedentes de SAFo y no tienen otros factores de riesgo de trombosis

().
3.1.8.4. Manejo terapéutico del Sindrome Antifosfolipido Catastréfico

El tratamiento del SAFc se construye sobre tres pilares: 1. El tratamiento
del factor desencadenante; 2. El tratamiento especifico del cuadro trombdtico

que incluye anticoagulacién; y 3. El tratamiento de soporte del paciente (19). En

79



base a la evidencia cientifica de la que disponemos, la primera linea de
tratamiento en pacientes con SAFc seria la combinacion de anticoagulaciéon con

heparina y altas dosis de glucocorticoides (19).

En los casos en los que la vida del paciente esté comprometida debe
considerarse la administracién de inmunoglobulinas intravenosas y/o la
realizacion de recambios plasmaticos (125,178). En los ultimos afios se ha
incluido dentro de las opciones terapéuticas del SAFc el uso del rituximab, un
anticuerpo monoclonal anti-CD20, como terapia complementaria en los casos
recurrentes y/o refractarios al tratamiento convencional (179,180). En algunos
casos de SAFc se ha empleado con éxito el eculizumab, un anticuerpo
monoclonal inhibidor del sistema del complemento mediante su unién al factor

C5(19,181).

Es importante destacar, que para un adecuado manejo de los pacientes
con aFL se necesitan mejores modelos de prediccién de riesgo para eventos
clinicos, tromboticos y/u obstétricos. Con los modelos de prediccién actuales
(143,144), aunque son de gran ayuda, no somos capaces de evitar gran parte de
la morbi-mortalidad relacionada con los aFL. La identificacion de marcadores
que permitan identificar y clasificar de manera mds precisa a cada paciente
segun su perfil de riesgo trombdtico nos permitiria individualizar las estrategias

de tratamiento antitrombdtico, tanto en prevencién primaria como secundaria.
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3.2. ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS

3.2.1. Caracteristicas generales

El conjunto de aFL estd constituido por un grupo heterogéneo de
autoanticuerpos que reconocen fosfolipidos anidénicos de la membrana celular,
proteinas plasmadticas que se unen a fosfolipidos y/o complejos formados por
proteinas unidas a fosfolipidos (71,182). La deteccién de los aFL no solo es
diagndstica de SAF sino que también tienen un papel patogénico, responsable de

las diversas manifestaciones clinicas del sindrome (Figuras 2 y 3) (70,71).

Entre el 1 y el 5% de individuos sanos, sin antecedentes de eventos
tromboticos ni obstétricos, presentan determinaciones positivas de aFL (51,60).
Las personas con mds de un aFL positivo tienden a tener niveles de anticuerpos
mas estables en determinaciones repetidas (72,183). Ademds de los anticuerpos
descritos en los criterios diagndsticos de SAF existen otros anticuerpos
relacionados con la enfermedad que actualmente no estdn incluidos en estos
criterios. Por ejemplo, el isotipo IgA de los aCL y los af2GP1, junto con otros
tipos de anticuerpos, aunque son frecuentes en pacientes con SAF, quedan
excluidos de los criterios diagndsticos, formando el conjunto de los denominados
anticuerpos “no criterio” de SAF (ver apartado 3.2.2 Anticuerpos Antifosfolipidos

“no criterio” de Sindrome Antifosfolipido).

La determinacion de aFL debe limitarse a los pacientes que tienen una
elevada probabilidad de tener SAF (184). Las recomendaciones actuales
aconsejan realizar la busqueda de aFL en: pacientes jévenes (menores de 50
afios) con tromboembolismo venoso y/o arterial idiopatico; eventos tromboticos
en sitios inusuales; pérdidas fetales tardias; abortos espontdneos de repeticion; y
en caso de cualquier complicacién trombdtica u obstétrica asociada a una
enfermedad autoinmune. En pacientes con ETEV con desencadenante conocido,
debe considerarse su determinacién en aquellos casos en los que la gravedad de

la trombosis sea desproporcionada al supuesto agente desencadenante. También
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en pacientes asintomdticos con un tiempo parcial de tromboplastina activado

(TTPa) prolongado se recomienda la determinacién de AL (1,184,185).

En 2009 y 2014 el Scientific Standardization Subcommittee (SSC) de aFL
publicéd las recomendaciones para la determinaciéon de AL, aCL y ap2GP1

(184,186).
3.2.1.1. Anticoagulante Lupico

La determinacion del AL es un test coagulométrico que mide la actividad
de autoanticuerpos dirigidos contra diferentes cofactores proteicos unidos a
fosfolipidos y que inhiben reacciones de la cascada de la coagulaciéon

dependientes de fosfolipidos, produciendo la prolongacién del TTPa (184).

Para la deteccion del AL se recomiendan la combinacién de al menos dos
pruebas de coagulacién dependientes de fosfolipidos, ya que ninguna prueba
tiene suficiente sensibilidad ni especificidad de manera aislada (184,187). Los
dos métodos recomendados son: la prueba del Veneno de la Vibora de Russell
diluido (VVRd) y una prueba de TTPa sensible al AL empleando silice como
activador y una baja concentracién de fosfolipidos, denominado Silica Clotting

Time (SCT) (184).

Otras pruebas globales de hemostasia como los tiempos de caolina, el
tiempo de protrombina diluido, y mas recientemente el test de generacién de
trombina o el tromboelastograma, pueden ayudar a determinar la respuesta
protrombdtica de un paciente con aFL, aunque son ensayos no recomendados en

la préctica clinica por su baja reproducibilidad y estandarizacion (188,189).

Mientras que los métodos para la deteccién de aCL y aB2GP1 se pueden
calibrar para generar resultados cuantitativos, la presencia de AL se infiere en
funcién del comportamiento de autoanticuerpos en pruebas de coagulacion
dependientes de fosfolipidos (156,190). Tradicionalmente, en la determinacion

del AL se lleva a cabo un procedimiento constituido por tres fases:
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1. Test de screening: en esta fase se emplea una concentracién baja de
fosfolipidos para aumentar el efecto del AL al aumentar la competencia con los
factores de la coagulacion por los sitios de unién a fosfolipidos. Si se produce un
aumento de los tiempos de coagulacion, indica que es probable la presencia de

un AL (191,192).

2. Test de confirmacidn: es similar al test de screening pero empleando mayores
concentraciones de fosfolipidos para saturar parcial o totalmente cualquier AL.
Con este test se demuestra el cardcter dependiente de fosfolipidos de los

anticuerpos (191,192).

3. Test de mezclas: en este paso se combinan, en una proporcién 1:1, plasma
del paciente con plasma control normal (plasma con aproximadamente el 100%
de actividad de todos los factores de coagulacién y una minima cifra residual de
plaquetas (<10’/mL). Si los tiempos de coagulacién no se corrigen, se

demuestra la presencia de un inhibidor (191,192).

No Existe consenso en cuanto a la realizacidn del test de mezclas. Algunos
autores defienden que el test de mezclas se asocia a un factor de diluciéon que
puede dar lugar a falsos negativos, reduciendo las tasas de deteccién de AL
(184,191-193). Esto ha impulsado la adopcidén de los denominados modelos
integrados como una estrategia de detecciéon de AL, mds rdpida y rentable,

mediante la realizacién unicamente del test de screening y test de confirmacion.

La confirmacion de la presencia de AL, y su cardcter dependiente de
fosfolipidos, se establece mediante una diferencia significativa entre el test de
screening vy el test de confirmacion. En la interpretacidn de los ensayos se pueden
utilizar la ratio normalizada test screening/test confirmatorio, o el porcentaje de
correccién. El porcentaje de correccion es un calculo recomendado para
determinar si existe una dependencia de fosfolipidos, y hace referencia a la
diferencia entre el test de screening con respecto al test de confirmaciéon. Una
correccion del 10% o mayor es indicativo de la presencia de un AL (190,194). En

ambos casos los resultados se deben comparar con valores calculados para la
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poblacién local. Es necesario establecer valores de corte con cada una de las
etapas de la determinaciéon del AL para una correcta interpretacion de las

pruebas (184,192,195,196).

En una muestra con un AL verdaderamente positivo, el TTPa prolongado
deberia normalizarse al agregar un exceso de fosfolipidos (1,184). En ocasiones,
es necesario un cuarto paso en el proceso de deteccidn del AL para descartar la
presencia de otros inhibidores distintos al AL. En este cuarto paso se afiade un
determinado factor de la coagulacidn para excluir la existencia de un inhibidor
especifico de este factor, que puede comportarse como un AL en el test de

mezclas (191).

Uno de los principales inconvenientes de las pruebas de AL es su
sensibilidad a la terapia anticoagulante, como los AVK, la heparina y los ACODs.
Dabigatrdn, rivaroxabdn y la enoxaparina afectan a los resultados de las pruebas
de AL en todas sus etapas (screening, confirmacién y mezclas) (197). En la
mayoria de los casos la determinacién del AL debe posponerse hasta que se
pueda suspender la terapia anticoagulante, ya que la determinaciéon durante el

tratamiento se asocia con falsos positivos y/o falsos negativos (184,197).

La deteccidén actual de AL proporciona evidencia de presencia, pero no de
concentracién. La capacidad de cuantificar el AL podria ayudar a estratificar a
los pacientes en determinados grupos de riesgo. Determinantes como la
variabilidad en la sensibilidad y especificidad de las pruebas de deteccién, no
disponer de un plasma de referencia para el test de mezclas, la falta de criterio
estandarizado para clasificar al AL como fuerte, moderado o débil, la
variabilidad en la interpretaciéon de los resultados entre los laboratorios y las
discrepancias sobre el uso del test de mezclas, son algunos de los problemas no

resueltos en la determinacion del AL (191).
3.2.1.2. Anticuerpos anti-cardiolipina y anti-B2GP1

Los aCL y aP2GP1 se detectan mediante ELISA en la mayoria de

laboratorios y se expresan como unidades de antifosfolipidos IgM/ml (MPL),
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para el isotipo IgM, y unidades de antifosfolipidos IgG/mL (GPL), para el isotipo
IgG (1,186). Una unidad GPL o MPL se define como la actividad de unién a
fosfolipidos cardiolipina de 1 pg/mL de aCL purificado con afinidad IgG o IgM,
respectivamente (198). De acuerdo con la definicién actual, se considera un
titulo moderado-alto de anticuerpos cuando este valor es >40 unidades GPL y/o
MPL, para aCL, o estd por encima del percentil 99 de los valores obtenidos en
sujetos de referencia, para aCL y ap2G1. Estos valores son los que se incluyen
como criterio diagnoéstico de SAF con el objetivo de aumentar la especificidad de

la prueba (1,139).

La presencia de aCL y ap2GP1 del mismo isotipo refuerza la probabilidad
clinica de SAF (187,199). Los test para la determinacién de ap2GP1 tienen un
valor diagndstico, una sensibilidad y una especificidad idénticas a los empleados
para la determinacién de los aCL (200). En cuanto a la mayor relevancia del
isotipo IgG o IgM, distintos estudios han demostrado una asociaciéon mas fuerte
del isotipo IgG de aCL y de af2GP1 con las manifestaciones clinicas del SAF en

comparacion con el isotipo IgM (15,96,201-203).

El valor y la relevancia clinica de titulos de aFL positivos <40 MPL/GPL
y/0 menores al percentil 99 es un importante tema de investigacion. Diferentes
sintomas clinicos pueden estar asociados con distintos niveles de aFL, y el mismo
valor numérico de un anticuerpo no garantiza la misma expresién clinica. La
definicion de titulos de aFL patogénicos depende de las caracteristicas de la
técnica empleada, el método estadistico y la poblacién de referencia utilizada
para establecer valores de corte; por lo tanto, la importancia de un titulo bajo de
aFL habra que interpretarla segun el perfil de riesgo completo del paciente.
Existen determinados contextos clinicos, sobre todo en los casos de morbilidad

obstétrica, en los que se suelen objetivar niveles mds bajos de anticuerpos (204).

Debemos tener en cuenta que referirnos a determinados valores
numéricos como niveles de aFL bajos o medios puede conllevar el riesgo de una
mala interpretacion del resultado. El enfoque mds apropiado es considerar que

un titulo de anticuerpos mds alto significa un riesgo mds alto (149). La
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relevancia clinica de los resultados de aCL y/o0 ap2GP1 que estdn por debajo del
percentil 99 debe estudiarse y definirse mejor utilizando métodos de laboratorio

estandarizados (187).

Recientemente se han introducido en el mercado nuevos métodos de
determinacién de aCL y aP2GP1 basados en plataformas automatizadas con
variaciones de la fase sdlida (por ejemplo, microparticulas magnéticas y
microesferas) y  distintos sistemas de deteccion (por ejemplo,
quimioluminiscencia, citometria de flujo y sistemas multiplex) (200,205,206).
Los sistemas automatizados tienen la ventaja de que las condiciones de trabajo
estdn mds estandarizadas y protocolizadas, reduciendo asi la variacién entre
laboratorios (187,207). Ademads, estos sistemas permiten determinaciones de
aCL y aP2GP1, IgM e IgG, con mayor sencillez y rapidez, proporcionando el
resultado de las cuatro determinaciones de aFL al mismo tiempo, lo que evita

tener que realizar multiples ELISA.
3.2.1.2.1. Anticuerpos dependientes de cofactor

La mayoria de aFL son reactivos no solo a los fosfolipidos, sino también a
las proteinas que se unen a los fosfolipidos, como la B2GP1 y la protrombina
(PT) (72,186,208). La actividad patogénica de los aCL esta relacionada con su
interaccion con el complejo de unién formado por el fosfolipido cardiolipina y la
B2GP1. Este complejo aCL-B2GP1 juega un papel importante en la patogénesis
del SAF (72,182). Actualmente, la opiniéon predominante en la comunidad
cientifica es que los aFL estdn dirigidos contra proteinas de unién a fosfolipidos y
no contra fosfolipidos libres (65). Es decir, que la actividad de los aFL es
dependiente de un cofactor proteico, y que esta dependencia de cofactor es una

propiedad distintiva de los aFL patogénicos (67).

En la practica clinica se recomienda que los inmunoensayos para la
deteccion de aCL contengan P2GP1 para asegurar la unién de aFL dependientes
de cofactor, aunque esta recomendacién no se incluy6 en la actualizacion de los
criterios clasificatorios del SAF de 2006 (1). Los aFL independientes de cofactor

generalmente se consideran irrelevantes en la patogénesis del SAF. En esta
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corriente, el SSC de la Sociedad Internacional de trombosis y hemostasia (ISTH,
del acrénimo en inglés International Society on Thrombosis and Haemostasis)
declard que debe evitarse la detecciéon de aCL independientes de cofactor (187).
Un problema importante con esta recomendacién es el hecho de que los ELISA
actuales para la deteccién de aCL, por disefio, no pueden distinguir entre aFL
independientes o dependientes de cofactor, hecho importante para tener en
cuenta a la hora de interpretar los resultados de los estudios clinicos de SAF y

los estudios in vitro que utilizan preparaciones de aFL.

Sin embargo, las ultimas investigaciones han demostrado que los
pacientes con SAF pueden albergar aFL patogénicos que son reactivos a
fosfolipidos independientes de cofactor, es decir, a fosfolipidos libres, sobre todo
los pacientes que son positivos para aCL y negativos para apf2GP1
(aproximadamente el 25-50% de los pacientes con SAF). Estos aFL reactivos a
fosfolipidos libres inducen respuestas celulares especificas que se consideran
procoagulantes y proinflamatorias (71). Esto evidencia que el concepto actual
que sostiene que los aFL independientes de cofactor son irrelevantes necesita ser

revisado (71).

[13

3.2.2. Anticuerpos Antifosfolipidos no criterio” de Sindrome

Antifosfolipido

Ademads de los anticuerpos incluidos dentro de los criterios diagndstico-
clasificatorios del SAF (AL, aCL, IgM e IgG, y aB2GP1, IgM e IgG) (1), se han
descrito otros anticuerpos no incluidos en estos criterios pero que si se han
relacionado con la enfermedad, y a los que se les ha denominado anticuerpos
“no criterio” de SAF. Estos anticuerpos se unen a fosfolipidos distintos a
cardiolipina, como el fosfatidilinositol, el dcido fosfatidico y la fosfatidilserina;
también se unen a proteinas que participan en la cascada de coagulacién, como
la protrombina y/o complejos fosfatidilserina-protrombina; ap2GP1-D1; y
anticuerpos que interfieren con la actividad anticoagulante de la anexina A5

(A5) (209,210).
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Entre los anticuerpos “no-criterio” de SAF encontramos: el isotipo IgA de
los aCL y ap2GP1, anticuerpos anti-protrombina (aPT) (211), anticuerpos contra
el complejo fosfatidilserina/protrombina (aPS/PT) (IgG e IgM); anticuerpos que
se unen al acido fosfatidico (aPA), anticuerpos anti-fosfatidiletanolamina (aPE)
(212), anticuerpos anti-fosfatidilglicerol (aPG), anticuerpos anti-fosfatidilinositol
(aPI), anticuerpos anti-fosfatidilserina (aPS), anticuerpos anti-anexina 5 (aA5)
(213) y anticuerpos anti-vimentina/cardiolipina (182,210,214). En una reciente
revisiébn sistemdtica sobre estos anticuerpos se observd una prevalencia
significativamente mayor, de todos los anticuerpos analizados, en pacientes con
SAF en comparacién con controles no diagnosticados del sindrome (215). Los
anticuerpos con mayor prevalencia fueron el isotipo IgA de los af2GP1 (56.3%),

los aA5 (53.4%) y el isotipo IgG de los ap2GP1-D1 (44%) (215).

Aunque el isotipo IgA no se incluye dentro de los criterios clasificatorios
de SAF, los expertos recomienda su determinacion, sobre todo de aB2GP1 IgA, si
los isotipos I1gG e IgM son negativos y existe una alta sospecha clinica de SAF
(149). Por otro lado, tenemos los ap2GP1 dirigidos contra el dominio 1 de la
B2GP1 (ap2GP1-D1). Estos anticuerpos son un subgrupo de ap2GP1, de isotipo
IgG, fuertemente asociados con los eventos tromboticos y, en menor medida, con
las complicaciones obstétricas del SAF (186,216-218). Se ha demostrado que los
ap2GP1-D1 no incrementan el poder diagndstico del panel actual de aFL
(217,219). La determinaciéon de esta poblacién de af2GP1 puede considerarse
en el contexto de confirmacién de un mayor riesgo trombdtico en los pacientes
con aFL. Los anticuerpos contra otros dominios de la B2GP1 no se han asociado

con eventos trombaoticos (220).

La prevalencia de los aPS/PT es elevada en pacientes con SAF, siendo
mayor del 40% en algunos estudios (221,222). Los aPS/PT no estdn incluidos
dentro de los criterios clasificatorios del SAF (1). Sin embargo, fue incluido
como componente de la herramienta para la evaluacion del riesgo trombdtico y
diagndstico de SAF en pacientes con LES propuesta por Sciascia y su equipo de
investigacion, la escala GAPSS (144). Es frecuente la asociacién de

determinaciones positivas de aPS/PT con un AL positivo (221,223), y también
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con la positividad de aB2GP1-D1 en pacientes con SAF (221,224). En algunos
estudios se ha descrito su papel como factor de riesgo independiente de

trombosis y pérdidas fetales (222,225).

Otro de los aFL “no criterio” mas estudiados son los aPE. En esta ocasion,
también se ha descrito la asociaciéon entre la positividad de los aPE y las
manifestaciones clinicas del SAF (226). Aunque los aPE se han asociado con las
caracteristicas clinicas principales del SAF, el cribado por aPE no ha demostrado
aumentar el rendimiento diagndstico en el SAF. En cuanto a su valor diagnoéstico
en la identificacién de pacientes con el denominado SAFSN, este es un tema
novedoso y actualmente en investigacién. En el estudio de Conti y
colaboradores, un 58.3% de los pacientes con SAFSN presentaron alguna
determinacién positiva de aFL “no criterio”, de los cuales, en un 30,5% de los
casos fueron aPE (227). Aun asi, su papel en el SAFSN es una cuestién que

continua sin resolver (123,228).

La utilidad clinica de la identificacién de estos anticuerpos y su valor
diagndstico en el SAF sigue siendo un tema de debate. En algunos estudios se
defiende que estos anticuerpos no incluidos dentro de los criterios clasificatorios
del SAF podrian ser ttiles en el diagnéstico del denominado SAFSN (122,123).
Sin embargo, dada la ausencia de métodos estandarizados y el coste-beneficio en
el rendimiento diagndstico de esta enfermedad, no existe justificacién para su

inclusion en los paneles de estudios rutinarios de aFL (182,210,228).

3.2.3. B-2-glicoproteina-1

La B2GP1, también conocida como apolipoproteina H, es la principal
diana antigénica de los aFL (13,78,229); y segun la evidencia disponible los
aP2GP1 son los aFL responsables de la mayoria de las manifestaciones clinicas

relacionadas con el SAF (208).

La B2GP1 es wun polipéptido glicosilado monocatenario de

aproximadamente 50 Kilodalton (KDa). Aunque los hepatocitos representan la
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principal fuente de sintesis de P2GP1, se ha demostrado la presencia de ARN
mensajero (ARNm) de p2GP1 en astrocitos, neuronas fetales, células
endoteliales, células trofobldsticas, monocitos y linfocitos (230). En su estructura
presenta cinco repeticiones cortas y homoélogas denominados dominios sushi.
Todos los dominios son semejantes estructuralmente entre si, excepto el dominio
V que tiene un bucle C-terminal adicional con un grupo lisina con carga positiva

que interacciona con fosfolipidos anidnicos y el lipopolisacdrido (231).

La unién de los aP2GP1 aumenta la afinidad de la P2GP1 por los
fosfolipidos anidnicos unas 100 veces (232), y este incremento puede modificar
su funcion fisiolégica. La P2GP1 también puede unirse a otras moléculas con
carga negativa, como heparina, acido desoxirribonucleico (ADN), lipoproteinas
de baja densidad oxidadas (LDLox) y células apoptdticas (233,234). La
deteccion de autoanticuerpos contra complejos B2GP1-LDLox sugiere un papel
inmunogénico de los af2GP1 y la B2GP1 en el desarrollo de la aterosclerosis

(231,233,235).

Esta proteina plasmadtica puede adoptar tres configuraciones distintas: 1.
Una forma circular, cuando circula libre en plasma; 2. Una configuracion de
anzuelo o en forma de J, que adopta cuando se une a superficies anionicas,
como cardiolipinas u otros fosfolipidos; 3. Y una forma de “S”, como forma

intermedia entre las dos anteriores (236,237).

El epitopo con mayor relevancia inmunoldgica de la molécula, y principal
objetivo de los aFL, se encuentra en el dominio 1 (238), y su exposicidn es
dependiente de la conformaciéon que adquiera la proteina: se oculta cuando la
B2GP1 adopta la conformacidén circular y la forma S, evitando asi la unién de
aP2GP1. Factores como el estrés oxidativo o la unién a fosfolipidos favorecen
cambios conformacionales en la estructura de la B2GP1 que lleva a la exposiciéon

de este epitopo inmunodominante (237-239) (Figura 4).

Como vimos en el apartado de patogénesis, la unién de aFL a la B2GP1
induce la activacién de células endoteliales e incrementa la expresiéon de

moléculas de adhesién protrombdticas, la secrecién de citoquinas

90



proinflamatorias y de FT (72,86). Ademads, la interacciéon aFL-B2GP1 disminuye
la actividad del TFPI (83), reduce la actividad de la PCA (85), activa el
complemento (88,89) y aumenta la actividad neutrofilica con aparicién de
NETosis y aumento de la expresion de IL-8 (80). Generando un fenotipo de alto

riesgo trombdtico (5).
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©—— (Cadena de carbohidratos (Glicosilacién)

Figura 4. Representacidon esquemadtica de las tres conformaciones de la B2GP1 y
la relativa disposiciéon del dominio 1 con el epitopo inmunodominante.
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3.2.3.1. Papel fisioldgico de la 3 2GP1 en la hemostasia

La B2GP1 juega un papel importante en la hemostasia (72,78,229):
interfiere en diferentes fases de la cascada de la coagulacién y actia sobre el
sistema fibrinolitico, llevando a cabo actividades tanto procoagulantes como

anticoagulantes (78,229).

La B2GP1 ejerce actividad procoagulante mediante la inhibicién de varios
anticoagulantes naturales; como impedir la activacién de la proteina C e inhibir
a la PCA, impidiendo asi la degradacién del FVa (240). También inhibe la via del
TFPI y la anexina A5 (78,81,213).

Debido a que diferentes moléculas con carga negativa, como la
fosfatidilserina, pueden desencadenar la via intrinseca de la coagulacion, la
B2GP1 ha sido considerada como un anticoagulante natural (231). Es capaz de
inhibir las reacciones de la coagulaciéon dependientes de fosfolipidos, la actividad
de la protrombinasa y la tenasa en plaquetas (241), la activacion del FXII de la
coagulacion y la activacion de plaquetas dependiente de adenosina difosfato

(ADP) (231,242).

3.2.3.2. Relacién entre Anticuerpos Antifosfolipidos, B2GP1 y factor XI de la

coagulacion

La B2GP1 estd implicada tanto en la cascada de la coagulacién como en el
sistema fibrinolitico, y, posiblemente, una de las principales acciones
anticoagulantes de la P2GP1, en condiciones fisiolégicas normales, es la
atenuacion de la via intrinseca de la coagulacion al inhibir la activacién de FXI
por la trombina (229). Se ha demostrado que la B2GP1 es capaz de unirse
directamente al FXI de la coagulacién (243) y que el sitio de unién estd
localizado en la regién C-terminal del dominio V (243). Ademads, se ha
demostrado in vitro que los ap2GP1 potencian la inhibicién de la B2GP1 sobre el
FXI (244). De este modo se establece un importante nexo entre los aFL y la
regulaciéon de los factores de la coagulacién, en particular el FXI, con gran

implicacion en el riesgo trombdético de estos pacientes.
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3.3. EL. FACTOR XI DE LA COAGULACION

3.3.1. Bioquimica del FXI

El gen que codifica el FXI esta localizado en el cromosoma 4 (4q35). Se
compone de 15 exones y 14 intrones, y abarca una region de 23 kilobases (245).
La mayor parte del FXI se sintetiza en los hepatocitos, aunque también se ha
demostrado su expresion en tubulos renales y en islotes pancredticos (246). En
estas células también se ha demostrado la presencia de factor de transcripcion
nuclear de hepatocitos-4a (HNF-4a), que es necesario en la transcripcién del

gen F11 (247).

El FXI es una glicoproteina que circula en el plasma en forma de
zimégeno de la serin proteasa FXIa, que como hemos comentado es la forma
activada del FXI. La mayor parte del FXI en plasma circula formando complejos
con el quininégeno de alto peso molecular o HK (del acrénimo en inglés high
molecular weight kininogen), que funciona como transportador y estabilizador
del FXI, y ademds participa en la unién del FXI a superficies cargadas

negativamente y en la activacién proteolitica de FXI a FXIa (248-250).

Tanto los niveles plasmdticos de FXI como su actividad coagulante
(FXI:C) en poblacién sana son muy variables y oscilan de 3 a 7 pg/mL, y 70 a
150 U/dL (o 70-150%); respectivamente (251). Algunos trabajos concluyen que

algunos farmacos como los corticoides pueden elevar el nivel de FXI (252).

El FXI tiene una caracteristica estructural que lo distinguen de otras
proteasas que participan en la coagulaciéon (248); es un dimero de 160 kDa
compuesto por dos subunidades idénticas, de 80 kDa y 607 aminodcidos cada
una (250,253). La dimerizacién del FXI es crucial para su secrecién y para la
activacién del FIX de la coagulaciéon en la superficie plaquetaria (Figura 5)

(251,254,255).
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Cada mondémero o subunidad del FXI contiene cuatro repeticiones de
aminodacidos denominadas dominios manzana, del inglés Apple (Al a A4), y un
dominio catalitico C-terminal (Figura 6) (248,253,256). Los dominios manzana
contienen los sitios de unién a otras moléculas entre las que se incluyen la
trombina en el domino Al; el HK en el dominio A2; FIX, glicoproteina
plaquetaria GPIb, heparina y hepardn sulfato en el dominio A3; y el FXIla en el
dominio A4. El dominio A4 también contiene la interfaz para la unién entre los 2
mondmeros, que se realiza por un puente disulfuro entre la cisteina 321 de cada

subunidad (Figuras 5y 6)

Figura 5. Estructura dimérica del FXI. Los sitios de unién son: rojo para
trombina (T), verde para HK, negro para GPIb, azul para heparina (H1 y H2) y
naranja para FIX. El dominio catalitico estd en blanco, en el que el sitio activo
(AS) y el punto de ruptura del loop de activacion (AL) estd identificados en color
purpura. Figura modificada de la original publicada en Blood por los autores
Emsley, J., McEwan, P. A., & Gailani, D. (250) .© The American Society of

Hematology.
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Los dominios manzana adoptan una estructura discoide que interactia
con la base del dominio catalitico creando una configuraciéon de "taza y plato"

que facilita la funcién fisiolégica del FXIa (Figura 5) (248,253).
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Figura 6. Subunidad del FXI de la coagulacién humano. En la imagen podemos
observar los 4 dominios manzana: dominio Al (azul claro), A2 (morado), A3
(naranja) y A4 (amarillo), que constituyen una subunidad del FXI, sin el
dominio catalitico. HK: sitio de unién del kinindgeno de alto peso molecular;
Thrombin: sitio de unién a la trombina; GPIb: sitio de unién de la GPIb;
Heparin: sitio de unién de la heparina; y FIX: sitio de unién del FIX. Figura
modificada de la original publicada en Blood por los autores Emsley, J., McEwan,

P. A., & Gailani, D. (250) .© The American Society of Hematology.

3.3.2. Funcidn del factor XI de la coagulacién

En la evolucién gendmica de la ruta de contacto de la cascada de la

coagulacion, el FXI surgié en los mamiferos por una duplicaciéon del gen de la
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precalicreina (PK) (257) y aunque comparte caracteristicas con esta, tiene
funciones tnicas que le permiten contribuir a la generacién de trombina. Asi, al
igual que la PK, el FXI se une al HK (258) y es activado por el FXIla (254,259).
Pero, a diferencia de la PK, el FXI también es activado por trombina, lo que le
permite participar en la via extrinseca de la coagulacién iniciada por el complejo

FT-FVIla (Figura 7).

De manera similar, el FXIa conserva la capacidad de la a-calicreina
(forma activa de la PK) para activar el FXII, mientras que también tiene la
capacidad de activar al FIX (255,260); pudiendo funcionar como una interfaz
bidireccional entre los sistemas de contacto y la generacion de trombina iniciada

por el complejo FT-VIIa.

El FXI circula en plasma como un zimdgeno, que se activa tras la accion
proteolitica mediada por diferentes proteasas. Es un factor necesario para la
activaciéon del FIX, y de este modo mantener la produccién de trombina durante
el proceso de coagulacién en el sitio de la lesion vascular y asi conseguir la
estabilidad del trombo (Figura 7) (261). A pesar de la capacidad de la via de
contacto para iniciar la coagulacion in vitro, el FXI parece ser el tnico factor de
esta via requerido en el proceso de la hemostasia (260,262). La deficiencia de
los otros factores de la ruta de contacto (FXII, PK y HK) no esta asociada con un
aumento del riesgo sangrado, mientras que los pacientes con déficit de FXI, en
ocasiones, si presentan episodios hemorrdgicos, lo que sugiere que el papel del
FXI en la hemostasia es independiente de la activaciéon por la via de contacto

(262,263).

Como hemos comentado, el FXI no solo participa en la via intrinseca de la
coagulacion, sino que tiene un papel procoagulante independiente a la
activacién del FIX (264). Se ha demostrado que puede actuar como activador del
FX in vitro y promueve la formaciéon de trombina a través de la activacién de los
cofactores VIII y V (258,260). Ademads, el FXI también actia sobre la via

extrinseca de la coagulacién mediante la inactivacion del TFPI (258,265).
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Se ha demostrado que los principales activadores del FXI son el FXIla y la
trombina. Con la evidencia cientifica disponible, se postula que ambas vias, la
activacion mediada por FXIla y la activacién mediada por trombina, tienen
diferentes significados bioldgicos; siendo poco relevante en la hemostasia
fisiolégica la activaciéon mediada por el FXIIa, pero si en la formacién patolégica

de eventos tromboticos in vivo (259,266-268).

Via de activacion
por contacto
(intrinseca)
FIXa/FVilla <==== APC
l TAFl === _
el
FVIla/FT —> FXa/FVa ——> Trombina FXllla Fibrinolisis
Via del factor t ,/‘
tisular I P
(extrinseca) AT ====" -
Fibrinégeno !
Activacion A
Fibrina
plaquetas 1
Trombo

HK: quinindégeno de alto peso molecular; PKK, precalicreina; KK, calicreina; BK, bradiquinina; APC, proteina C

Figura 7. Esquema del funcionamiento de la cascada de la coagulacion.

El FXIa generado por trombina contribuye a la sintesis mantenida y
estable de trombina en la fase de amplificacién de la coagulacién. Este
mecanismo de retroalimentacién o feedback permite alcanzar una coagulacion

efectiva. La trombina generada en esta fase de amplificacion activa las plaquetas,
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el FV, el FVIII, el FXI y al inhibidor de la fibrinolisis activado por trombina o
TAFI (del acrénimo en inglés Thrombin Activatable Fibrinolysis Inhibitor), que
protege el codgulo de una fibrindlisis prematura mediada por plasmina (269).
Este papel del FXI se considera muy importante para la propagacién del
codgulo, especialmente cuando pequefias cantidades de FT inician la cascada de
la coagulacién (269). Por todo ello, ademds de su funcién procoagulante, se ha

asignado al FXI una funcién antifibrinolitica (258,260) (Figura 7).

Esta funcién hemostdtica justifica las implicaciones patoldgicas en las que
se ha involucrado al FXI. Pero ademds de su papel en la hemostasia y la
coagulacion, resultados obtenidos de estudios con modelos animales sugieren un
papel del FXI como enlace molecular entre la cascada de la coagulacién y el
complejo proceso de la inflamacién, actuando como un factor regulador de la

respuesta inflamatoria (270-272).
3.3.2.1. Factor XI de la coagulacién y trombosis

El papel procoagulante y antifibrinolitico del FXI también justifica que los
niveles elevados de FXI incrementen el riesgo tromboético (273). Los datos del
Leiden Thrombophilia Study (273) han demostrado que las personas con niveles
de FXI por encima del percentil 90 tienen mayor riesgo de ETEV con una OR de
2.2 (Intervalo de confianza (IC) 95%, 1,5-3,2). Varios estudios, uno de ellos
reciente, han demostrado una alta recurrencia de ETEV en pacientes con

mayores valores de FXI:C (274,275).

También se han asociado niveles elevados de FXI con un incremento del
riesgo de eventos tromboticos en territorio arterial (276-278). En el estudio de
Loeffen y colaboradores, en el que se incluyeron un total de 56 pacientes con un
primer IAM y 30 voluntarios sanos, se demostrd, que los niveles plasmdticos de
FXIa en los pacientes con IAM eran significativamente mayores en comparacién
con los niveles de FXIa en los controles sanos (mediana (RIC): 3,7 (2,7-5,5) Vs
2,7 (1,6-4,2); p= 0.004). Ademads se objetivé que en los pacientes con IAM,
durante el evento isquémico agudo, la concentracién plasmdtica de FXIa fue

significativamente mayor en comparacién con una nueva medicién a los 6 meses
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3,7 (2,7-5,5) Vs 2,8 (1,9-4,3); mediana (rango intercuartilico (RIC)); p =
0.001) (278).

En cuanto a la afectacién del SNC, los niveles elevados de FXI también se
han asociado con un mayor riesgo de eventos isquémicos. En el estudio de Yang
y colaboradores, en el que se incluyeron 95 pacientes menores de 55 afios, 65
con antecedente de ictus y 13 con antecedente de AIT, se observé que los niveles
de FXI:C por encima del percentil 95, calculado a partir de un grupo de controles

sanos, se asociaban con una OR de 5.3 (IC 95% entre 1,2-24,1) para ictus (279).

Sin embargo, sigue siendo dificil determinar si el aumento de este factor

de la coagulacidn es la causa o la consecuencia de un evento trombdtico.

3.4.2.2. Factor XI de la coagulacidn, inflamacién y respuesta innata del sistema

inmune

La ruta de contacto de la coagulacién es una cascada de proteasas
plasmdticas iniciada a través del FXII que activa la sistema proinflamatorio
calicreina-cinina y la via intrinseca de la coagulacién (280). La activacion de la
ruta de contacto no tiene un papel relevante en la hemostasia fisiolégica, pero
puede contribuir de manera importante en procesos inflamatorios y a la

activacién de la coagulacién en procesos trombdticos (281-283).

La interaccion entre la coagulacion y la inflamacién estd mediada por el
sistema de contacto, que consta del FXII, FXI, PK y HK (284). Estas enzimas a su
vez son responsables de la generacién del FIXa, la activacién del sistema del
complemento y la generacién del potente péptido inflamatorio y vasodilatador

bradiquinina a partir del HK (257).

La acumulacién local de bradiquinina desencadena los signos clasicos de
inflamacidn, que incluyen vasodilatacién, aumento de la permeabilidad, dolor y
funcidn tisular reducida (280). Las superficies anidnicas son capaces de inducir
la activacién del zimoégeno FXII a FXIla. Las superficies bacterianas también

tienen la capacidad de activar las proteinas del sistema de contacto, lo que
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indica un papel importante para la defensa del huésped mediante la cooperacion

de las vias inflamatoria y de coagulacién.

La coagulopatia resultante en procesos inflamatorios probablemente sea
impulsada por componentes de células bacterianas, entre los que se incluyen
peptidoglicanos, acido teicoico, polifosfatos y lipopolisacdridos (LPS), que se ha
demostrado que activan las proteasas de la ruta de contacto y los leucocitos,
aumentando la expresién de FT (285). También se ha demostrado que la
activacién de los zimdgenos que participan en la cascada de la coagulacion
sanguinea se produce localmente en los procesos inflamatorios (286), donde se
cree que desempefian un papel en la regulacién del trafico y la funcién de los

leucocitos polimorfonucleares.

En cuanto al papel del FXI, participa como factor regulador de la
respuesta inflamatoria (272,287). Hemos visto que el FXIa participa en la fase de
propagacion y estabilizacién del coagulo, manteniendo el proceso de generacién
de trombina. Este proceso podria incrementarse en procesos sépticos mediante la
regulacidon positiva de la expresién de FT y el aumento de la permeabilidad

vascular (288).

La coagulacién intravascular que se produce en algunos procesos
infecciosos es comun en pacientes con sepsis grave. La activacion y el consumo
de factores de contacto asociados a la infeccién, incluidos FXI y FXII, han sido
bien documentados en modelos animales (271,280,285). Corral y colaboradores,
en su estudio sobre la incidencia de coagulacién intravascular diseminada en
ratones tras ligadura intestinal y puncién cecal, o mediante infusién de LPS,
propusieron que la activacidn de la coagulaciéon es independiente de la respuesta
inflamatoria y que la coagulopatia tiene una menor influencia en la
supervivencia (289). También se ha demostrado que en ratones deficientes en
FXI la sepsis bacteriana mixta y la coagulopatia asociada que se desarrolla tras la
realizacion de una perforacion intestinal son menos graves que en los modelos

no deficientes en este factor (272).

100



En el estudio de Tucker y colaboradores sobre la supervivencia en ratones
con sepsis polimicrobiana tras inhibicién de la activacién del FXI, se observé que
la anticoagulacién temprana con un anticuerpo inhibidor de la activacién del FXI
por el FXII mejoraba la supervivencia tras la perforacion del intestino grueso sin
aumentar el riesgo de hemorragia ni el tiempo de sangrado (290); demostrando
en este modelo que el tratamiento con inhibidores de la activacién del FXI
aumenta significativamente la supervivencia en sepsis polimicrobianas en
comparacién con el tratamiento habitual, sin incrementar el riesgo de sangrado

(290).

Por lo tanto, ademds de su papel en la hemostasia y la trombosis, la
actividad del FXI puede estar involucrada en el proceso inflamatorio, actuando
sobre plaquetas y leucocitos, asi como en el proceso de generacion de
bradicinina. De este modo se pone de manifiesto la interaccidon entre el proceso
inflamatorio y la cascada de la coagulacion, lo que ademds implica que el FXIa

puede desempefiar un papel en la inmunidad innata (270).

3.3.3. Déficit de factor XI

La deficiencia de FXI fue descubierta por Rosenthal en 1953 al describir
una nueva coagulopatia hereditaria a la que denominé hemofilia C (291). A
diferencia de la hemofilia A y la hemofilia B, el déficit de FXI en raras ocasiones
se manifiesta como una hemorragia espontdnea, y no se asocia con hemorragias
articulares ni musculares. Los sangrados espontdneos son raros incluso en

pacientes con déficit grave de FXI (292,293).

El patrén de herencia de la deficiencia congénita de FXI es autosémico
recesivo; aunque existen algunas mutaciones con efecto dominante negativo, por
lo que en algunos casos sujetos heterocigotos tienen una FXI:C <50% (249). La
mayoria de las mutaciones del gen del FXI, el gen FI11, se relacionan con
disminucién de la produccion de la proteina activa, y se definen como
mutaciones CRM- (del acrénimo en inglés Cross Reactive Material negative). Solo

un 4% de los casos de déficit congénito de FXI se relaciona con mutaciones que
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no afectan a la sintesis (produccion, plegamiento y dimerizacién) y/o secrecion
del FXI, y que sdlo tienen consecuencias funcionales; estas son las denominadas
mutaciones CRM+ (del acrénimo en inglés Cross Reactive Material positive)

(251,294,295).

La deficiencia de FXI (FXI:C <70%) es un trastorno hemorragico raro que
se observa con una incidencia, aproximada, de 1 de cada 1.000.000 de personas
en todo el mundo (296,297). Se considera que es el mds frecuente de los
trastornos hemorrdgicos poco comunes. Sin embargo el déficit congénito de FXI,
es mds frecuente en algunos grupos étnicos, como los judios de origen Askenazi
o Iraqui, con una frecuencia heterocigética del 8 y el 3,3%, respectivamente
(298). En la poblacidn judia de origen Askenazi, dos mutaciones, p.Glul35Ter y
p.Phe299Leu, se identifican hasta en el 95% de los casos de deficiencia de FXI

(299).

No obstante, evidencias sobre las limitaciones de los métodos diagndsticos
de la deficiencia de FXI y sus escasas manifestaciones hemorragicas han llevado
a plantear a muchos autores que la prevalencia de la deficiencia de FXI en
poblaciones no judias esté subestimada. Asi, en un reciente estudio se objetivd
una frecuencia mds alta de la esperada de algunas de las mutaciones patogénicas

responsables de la deficiencia congénita de FXI (300).

Ademads del déficit congénito se han descrito casos de déficit adquirido de
FXI, sobre todo relacionados con enfermedades autoinmunes sistémicas, como el
LES, en el que se ha observado la presencia de inhibidores del FXI asociados a
una mayor actividad clinica y analitica de la enfermedad (301-303). En varios
estudios también se ha demostrado una relacién entre el FXI y los aFL. Como ya
hemos comentado anteriormente, la 2GP1 inhibe la activacién del FXI mediada
por trombina, y los af2GP1 potencian esta accién inhibitoria de la B2GP1

(243,244).

En cuanto a los métodos diagndsticos para determinar el FXI, el trabajo

de Salloum-Asfar y colaboradores demostré la importante limitaciéon del TTPa
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como método para el diagnostico de la deficiencia de FXI. En este mismo
trabajo, se establece que los ensayos que emplean silice y acido eldgico como
activadores de la ruta de contacto para la determinacién de la FXI:C tienen una
sensibilidad mucho mayor que el TTPa para detectar pacientes con deficiencia de

este factor (304).

La activacién de la ruta de contacto empleada para determinar los valores
de FXI:C se puede realizar con dos reactivos: uno basado en &cido eldgico
(SynthAFax™) y otro basado en silice (SynthASil™) tras diluir el plasma del
paciente en plasma carente de FXI. Los tiempos de coagulaciéon obtenidos se
expresan como porcentaje del obtenido con el plasma de referencia establecido

en el laboratorio.

En funciéon del resultado de la FXI:C se establecen tres niveles de
deficiencia de FXI: 1. Grave (FXI:C <20%); 2. Moderada (niveles de FXI:C entre
el 20 y 60%); 3. Leve (niveles de FXI:C entre el 60 y 70%). Como el rango de
normalidad de la FXI:C es muy amplio, entre el 70 y el 150%, los casos con un

déficit leve pueden pasar totalmente desapercibidos (260).

3.3.3.1. Perfil clinico de la deficiencia de FXI

Estudios en modelos animales, y en pacientes con deficiencia congénita
de FXI muestran de forma contundente que el riesgo de sangrado asociado a la
deficiencia de FXI es muy variable, ya que abarca desde una ausencia completa
de manifestaciones hemorragicas a hemorragias graves que precisan tratamiento
con trasfusién de varios concentrados de hematies, y que, sorprendentemente,
no se correlaciona con el nivel plasmdtico de FXI, ni con los valores de FXI:C

(292,293).

Estudios con ratones knockout (KO) para el FXI (ratones modificados
genéticamente para presentar una deficiencia completa de FXI), confirman el
papel del FXI en la ruta de contacto, ya que estos ratones presentaban una

prolongacién del TTPa. Pero también demuestran el escaso papel fisioldgico de
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esta ruta, ya que estos ratones no solo no presentan mayor riesgo de hemorragia,
sino que su tiempo de sangrado, determinado al cortar el extremo de la cola, era
radicalmente normal (305,306). Estudios recientes notifican cierto riesgo
hemorragico cuando se emplean determinados modelos de sangrado, como los
de la vena safena (307), y aunque los datos de estos estudios experimentales en
ratones no se extrapolan necesariamente a los seres humanos, es interesante
observar que la hemorragia en los casos con deficiencia de FXI se produce
principalmente como resultado de una alteracién en el sistema hemostatico

secundaria a lesiones traumadticas y/o quirurgicas.

En humanos con deficiencia congénita de FXI se ha mostrado su relacion
con una clinica hemorragica, sobre todo después de una cirugia o traumatismo
en tejidos con alta actividad fibrinolitica, como la boca, la nariz y el tracto
genitourinario, que es especialmente relevante en la mujer (304), y que pueden
llegar a comprometer la vida del paciente (249). Sin embargo, la variabilidad del
riesgo hemorragico en los pacientes con déficit de FXI y la ausencia de relaciéon
con los niveles plasmdticos y su actividad coagulante en plasma ha llevado a
plantear que sean otros factores los que determinen el riesgo hemorragico en
pacientes con deficiencia de FXI: alteracion de otros factores de la coagulacion,

defectos plaquetarios y alteracién del sistema fibrinolitico, entre otros.

Aunque quedan muchos aspectos por aclarar en relacién al riesgo
hemorragico asociado con la deficiencia de FXI, lo que ha revolucionado el
protagonismo de esta molécula procoagulante, y en particular su deficiencia, ha
sido la reciente descripcion del papel que tiene en patologia trombdtica y las
abundantes evidencias tanto experimentales, obtenidas con diferentes modelos
animales, como epidemioldgicas, que sustentan la hipétesis de que la deficiencia
de FXI puede tener un efecto protector frente a los eventos trombéticos, tanto en

territorio arterial como venoso (266,308-310).
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3.3.3.2. Deficiencia de factor XI de la coagulacion y trombosis

Numerosos estudios nos aportan evidencia cientifica sobre el papel
protector del déficit de FXI en la patologia tromboembdlica. Un estudio reciente
que incluye un total de 10193 sujetos; 8.958 con FXI:C normal, 690 (6,8%) con
deficiencia de FXI moderada y 542 (5,3%) con deficiencia moderada-grave,
demostrd que el déficit de FXI disminuye significativamente tanto la incidencia
de eventos trombdticos arteriales (ictus, AIT e IAM) como, especialmente, el

riesgo de ETEV (HR=0,26; IC95%: 0,08-0,84) (311).

En otro estudio, Salomon y su equipo de investigacién mostraron que
ninguno de los 219 pacientes que presentaban un déficit grave de FXI:C
desarrollaron eventos trombdticos venosos; un resultado estadisticamente menor
al numero esperado en la poblaciéon general (4,7%, calculado a partir de un

estudio poblacional) (p= 0,019) (309).

Sin embargo, existe controversia sobre el efecto protector de la deficiencia
de FXI en la trombosis arterial, especialmente con el IAM (310). Segun lo
publicado en otros trabajos, el déficit de FXI parece no ejercer un papel protector
en el IAM, pero si en el ictus (310,312,313). Es necesario la realizacién de
estudios dirigidos a clarificar esta disparidad del efecto protector de la

deficiencia de FXI en la trombosis arterial.

El efecto protector antitrombético asociado al déficit de FXI también se ha
estudiado en distintos modelos animales, y todos ellos demuestran que la
reduccién y/o inhibiciéon del FXI (por diferentes métodos, desde genéticos a
farmacoldgicos) protege de eventos trombdticos sin aumentar el riesgo
hemorragico (308,314,315). Los trabajos con modelos murinos KO para FXI, en
los que se llevé a cabo la induccion de trombosis mediante diferentes modelos y
en distintos territorios, demostraron que el déficit del FXI ejerce un papel
protector frente al desarrollo de eventos tromboticos, tanto en territorio arterial

como venoso (316).
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Todos los modelos analizados de induccidn de trombosis confirman que la
deficiencia de FXI protege frente a la trombosis: lesién con cloruro férrico
(317,318), lesion mediada por laser (319), compresion vascular (320), o
mediante la oclusidén transitoria de la arteria cerebral media (266). En todos
estos casos el déficit de FXI actué como un elemento inhibidor de la formacién
del trombo. Ademads, se ha demostrado que este efecto protector se mantiene

también en algunos estados trombofilicos (321).

El efecto antitrombadtico observado en ratones con déficit de FXI, asociado
a un riesgo hemorragico minimo, también se ha estudiado y descrito en otros
modelos animales (ratas, conejos, e incluso primates); no sélo mediante
aproximaciones genéticas que rompen el gen codificante, sino también mediante
agentes farmacoldgicos que reducen los niveles o bloquean la actividad

procoagulante del FXI plasmadtico.

Gruber y colaboradores, en su estudio con primates, fueron los primeros
en demostrar el efecto antitrombdtico del empleo de anticuerpos anti-FXI (322).
En su trabajo, el efecto antitrombético de los anticuerpo anti-FXI fue comparable
con el de la heparina a dosis que prolongaban de manera significativa el TTPa, el
tiempo de protrombina (TP) y el tiempo de sangrado (TS); sin embargo, a pesar
de que el agente anti-FXI también prolongé el TTPa, el TP y el TS no se vieron
afectados. Todos estos resultados mostraban que el FXI es un objetivo
prometedor en la terapia antitrombdtica (323) y animaron a iniciar ensayos

clinicos que evaluaran la eficacia antitrombdtica de fAirmacos anti-FXI.

3.3.4. El factor XI de la coagulacion como nueva diana terapéutica

antitrombdtica

La TV, incluyendo la TVP y el embolismo pulmonar (EP), afecta en torno
a 7-14 millones de personas/afio en todo el mundo (324). Ademas, la trombosis
arterial, incluida la cardiopatia isquémica y el accidente cerebrovascular, causa
mas de 10 millones de muertes al afio en todo el mundo; una tasa que se ha

incrementado en un 25-35% durante los ultimos 20 afios y que se espera alcance

106



cifras pandémicas en el futuro por el envejecimiento de la poblacién (324). La
trombosis es la patologia subyacente comun de estas enfermedades y los
farmacos anticoagulantes son el pilar principal para su prevenciéon y/o

tratamiento.

El objetivo de la terapia anticoagulante es evitar o al menos disminuir los
eventos trombdticos sin alterar la hemostasia. Durante décadas, los AVK como el
aldocumar y el acenocumarol, que impiden una modificacién postraduccional
(gamma-carboxilacion) de varios factores de coagulacion (325), fueron los
Unicos anticoagulantes orales disponibles. Los ACOD han surgido en la dltima
década como alternativas a los AVK y han sido aprobados tanto para
indicaciones venosas como arteriales. Los ACOD comercializados como
dabigatrdan (un inhibidor directo de la trombina), apixaban, betrixaban,
edoxaban y rivaroxaban (inhibidores del FXa) son medicamentos
anticoagulantes muy efectivos y con un perfil de seguridad mejor que los AVK
(326-329). Sin embargo, su riesgo de sangrado no es nulo y puede llegar a ser
de entre el 2 y el 3% por afio en pacientes con fibrilacién auricular; mientras que
la tasa anual de sangrado intracraneal varia de 0.3% a 0.5% (330-332). Por
todo ello, es necesario continuar la busqueda de anticoagulantes mads selectivos

con menor o ningun riesgo de sangrado.

En este contexto, y con las evidencias ya indicadas, especialmente la
relaciéon de niveles elevados de FXI con alto riesgo trombdtico, la proteccién
antitrombdtica que provoca su déficit y el escaso riesgo hemorrdgico asociado
con esta deficiencia, apuntan al FXI como un excelente candidato en las nuevas
terapias anticoagulantes (267,321,333). Por ello, en la actualidad hay un
destacado interés tanto por instituciones académicas como por la industria
farmacéutica en identificar y desarrollar nuevas opciones terapéuticas que tienen
como objetivo al FXI, para prevenir eventos trombdticos y al mismo tiempo

evitar la alteracidon de la hemostasia (334).

Se estdn explorando varias estrategias relacionadas con la inhibicién del

FXI (Tabla 4). Entre las principales lineas de investigacién nos encontramos: I.
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Oligonucledtido Antisentido 0 ASO (del acréonimo inglés
Antisense Oligonucleotide) que reducen la sintesis hepatica de FXI (335-339); II.
Anticuerpos monoclonales que bloquean la activacién de FXI o la actividad del
FXIa (340,341); III. Aptameros (segmentos cortos de ADN o ARN con dianas
especificas) que se unen al FXI o FXlIa, impidiendo la activacién de su substrato
en la cascada de la coagulacién, el FIX (342,343); IV. Pequefias moléculas que
bloquean el sitio activo del FXIa o inducen una modulacién alostérica del FXI

(344-346).

Entre los anticuerpos monoclonales inhibidores el FXI el mds reciente es
el Osocimab, un anticuerpo monoclonal IgG humanizado que reduce la actividad
del FXIa y prolonga el TTPa de manera dosis-dependiente (347). Aunque se ha
demostrado que este anticuerpo es efectivo en la inhibicién del FXI, y asi
prevenir los eventos trombdticos, el Osocimab no demostré un perfil de
seguridad mayor que el de otros tratamientos antitromboéticos como la HBPM o

el apixaban (348).

En un estudio muy reciente se describe otra de las estrategias disefiadas
para reducir los niveles plasmdticos de FXI, mediante la inmunizacién del
domino catalitico. El experimento fue llevado a cabo en ratones a los que se
inmunizé, por via parenteral, con un antigeno quimérico que contenia el
dominio catalitico del FXI y el dominio T de la toxina diftérica. Esta
inmunizacién produjo una reduccién de la actividad coagulante del FXI
plasmadtico de hasta el 54%, con lo que se obtuvo un efecto protector frente a la

trombosis (349).
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Tabla 4. Principales estrategias terapéuticas antitrombdticas que tienen como

diana al FXI.

Estrategia anti-FXI

Mecanismo de accién

Antagonistas de los

polianiones

Anticuerpos monoclonales

Aptameros

ASO

Inmunizacion mediante

antigenos

Pequefias moléculas

peptidomiméticas

Neutralizacién de polifosfatos o dcidos nucleicos via

interacciones anidnicas, atenuando la ruta de contacto

Unién al FXI y bloqueo de su actividad

Unién al FXI y bloqueo de la activacién o de la actividad

Reduccién de la sintesis hepdtica del FXI

Inmunizacién del dominio catalitico del FXI

Unio6n al sitio activo del FXIa y bloqueo de su actividad

ASO: antisense oligonucleotide; FXI: factor XI de la coagulacién; FXIa: FXI activado.

Algunos de estos fadrmacos se han mostrado con excelente eficacia

preclinica en modelos de trombosis (350,351) y varios ya han iniciado ensayos

clinicos en diferentes estadios (351-353)(Tabla 5).
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Tabla 5. Ensayos clinicos realizados hasta la fecha empleando agentes que

tienen como diana al FXI

Via de o Fase de Ensayo
Farmaco Lugar de accion

administracion Clinico

ISIS 416858 Antisentido Subcutanea FXI mRNA Fase 2

En el sitio de

MAAS868 Anticuerpo Subcutanea accion del FXI 'y Fase 1
FXTa
BAY Adyacente al lugar
Anticuerpo IV; en 60 minutos. Fase 1
12123790 de accion del FXIa

Dominio manzana

AB023 Anticuerpo IV; en bolo. Fase 1
del FXI y FXIa

Molécula IV; en bolo y por  Inhibe al FXIa de

EP-7041 Fasel
pequefia goteo manera selectiva
Molécula Inhibe al FXIa de

BMS-986177 Oral Pre-clinica
pequefia manera selectiva

Hasta la fecha, se han realizado tres ensayos clinicos en humanos sobre

terapia antitrombdtica que tiene como diana terapéutica el FXI (338,348,353).

EL primero de ellos fue publicado en New England Journal of Medicine
(NEJM), en 2015, en el que se emplea un ASO anti-FXI de la coagulacién; en
2020 se ha publicado en el Journal of the American Medical Association (JAMA)
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un ensayo clinico en fase 2 en el que se emplea un anticuerpo monoclonal anti-
FXIa, el osocimab, en la prevencién de ETEV en pacientes que se someten a una
artroplastia de rodilla. En ambos estudios se demostré las ventajas de emplear
un agente anti-FXI sobre la terapia antitrombdtica estdndar (HBPM a dosis
profilacticas) (338,354). El maés reciente, publicado en la revista Blood en junio
de 2021, compara el efecto del AB023, un anticuerpo tnico que se une al FXI e
inhibe su activacion por el FXIla pero no por la trombina, frente a placebo en 24
pacientes con enfermedad renal crénica terminal sometidos a hemodidlisis sin
heparina (353). El AB023 redujo la coagulacion del dializador y los complejos
trombina-antitrombina en comparaciéon con placebo durante la didlisis sin
heparina (353).

El estudio publicado en NEJM es un ensayo clinico aleatorizado
(NCT01713361) en el que se compara una terapia profiladctica antitrombotica
estandar (HBPM, enoxaparina) con dos dosis (200 y 300 mg) de un ASO anti-
FXI, IONIS-416858, en pacientes sometidos a una artroplastia de rodilla. Este
trabajo demostré que la disminucién de los niveles de FXI reduce el riesgo de

ETEV con una eficacia superior, en comparaciéon con el tratamiento con

enoxaparina, en pacientes sometidos a una artroplastia total de rodilla.

En este estudio el objetivo principal para valorar la eficacia terapéutica
fue el desarrollo de ETEV, que incluia la TVP asintomatica, la TVP sintomatica, el
EP y la muerte relacionada con ETEV. Por otro lado, para determinar la
seguridad del farmaco se evalu6 la apariciéon de sangrado, contabilizando los
eventos hemorragicos graves y los clinicamente relevantes. La aparicién de ETEV
y/o mortalidad relacionada con ETEV, ocurrié en 36 de 134 (27%) y en 3 de 71
(4%) de los pacientes que recibieron las dosis de 200 y 300 mg de IONIS-
416858, respectivamente; en comparacion con 21 de 69 (30%) de los pacientes
que recibieron enoxaparina. El régimen de 200 mg de IONIS-416858 no fue

inferior y el régimen de 300 mg fue superior a la enoxaparina (p<0,001).
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En cuanto a las tasas de sangrado fueron del 3% en ambos grupos que
recibieron el ASO, y del 8% en el grupo de enoxaparina; diferencias que no
fueron estadisticamente significativas. Por lo tanto, en este estudio se demostrd
que disminuir los niveles de FXI reduce el riesgo de ETEV postoperatoria en un

mayor porcentaje que con enoxaparina, sin aumentar el riesgo de hemorragia.

Los resultados a favor de la terapia alternativa a la heparina fueron
determinantes. Con estos datos, la inhibiciéon del FXI a través de la terapia
antisentido podria posicionarse como una prometedora, nueva y eficaz
alternativa en el tratamiento y prevencion de eventos tromboticos, asi como en
el manejo de trombofilias congénitas; con un perfil de seguridad y especificidad

mejorado con respecto a los tratamientos actuales (337,338,340,349).

En el estudio publicado en JAMA se evalud la eficacia del Osocimab en la
prevencion de eventos tromboembdlicos en pacientes que se van a someter a una
artroplastia de rodilla, en comparacidn con la terapia estandar con enoxaparina;

estudio FOXTROT (NCT03276143) (348)

El Osocimab es un anticuerpo de inmunoglobulina G1 monoclonal
completamente humano que se une junto al sitio activo del factor XIa y evita que
este active al FIX. En el estudio de Weitz, las dosis de Osocimab de 0,6 mg/kg,
1,2 mg/kg v 1,8 mg/kg, administradas en el postoperatorio, cumplieron los
criterios de no inferioridad en comparacién con enoxaparina, y la dosis
preoperatoria de 1,8 mg/kg de Osocimab cumplid criterios de superioridad en
comparacion con enoxaparina en cuanto a la incidencia de eventos

tromboembdlicos venosos entre los primeros 10-13 dias del postoperatorio.

La tasa de eventos adversos graves con Osocimab fue similar a la de
enoxaparina y apixaban, y ninguna de las reacciones relacionadas con la infusién

con Osocimab requiri6 su interrupcién o suspension (348).

Si los farmacos inhibidores del FXI/FXIa demuestran una mayor
seguridad en el contexto de la enfermedad tromboembdlica en comparacién con

los tratamientos actuales, tendrian el potencial de transformar el paradigma del
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tratamiento antitrombotico. Estos farmacos serian tutiles en un espectro de
indicaciones clinicas mas amplio, especialmente para el tratamiento de
enfermedades de dificil manejo con los tratamientos vigentes, como el SAF,
debido al riesgo de sangrado y de recurrencias trombdticas asociado a la terapia

estdndar y farmacos actuales.
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4. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
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4. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

A pesar de las herramientas de las que disponemos para evaluar el riesgo
trombdtico en pacientes con aFL, definir el perfil de riesgo trombdtico de estos
pacientes, y realizar la prediccion de un primer evento clinico o de una
recurrencia trombdtica, contintia siendo el talén de Aquiles en el manejo clinico

de los pacientes con aFL positivos.

Actualmente, en la mayoria de los pacientes con SAF el tratamiento
recomendado es la ACO indefinida con AVK (1,138,139), lo que se asocia a un
gran aumento del riesgo hemorragico y un detrimento de la calidad de vida de
los pacientes. Tampoco estd bien definida la tromboprofilaxis primaria en
pacientes portadores asintomaticos de aFL, que se establece en algunos casos, en
funciéon del riesgo trombdtico estimado, precisamente por las posibles

complicaciones asociadas

Todo ello, convierte a la estratificacién del riesgo trombdtico en
portadores asintomdticos de aFL, y del riesgo de recurrencia trombdtica en el

caso de pacientes con SAF, en un objetivo de gran importancia para el clinico.

La identificacion de nuevos biomarcadores o factores que estén
implicados en la patogénesis del SAF, y actien como predictores del riesgo
trombodtico tendria importantes implicaciones: 1)Supondria un avance en el
conocimiento de esta enfermedad; 2) Seria una ayuda eficaz en el diagndstico y
prondstico de estos pacientes, lo que permitiria ajustar con mayor precision el
manejo clinico de estos casos; 3) Y por ultimo, identificaria una posible diana
terapéutica para farmacos con un perfil de seguridad y especificidad mejorado

con respecto a los empleados actualmente en el tratamiento del SAF.

El papel que los niveles elevados de FXI tienen en el incremento del riesgo
trombdtico, la proteccién antitrombética de la deficiencia de FXI, con escasos o
nulos efectos adversos hemorrdgicos, y la relacién que existe entre el FXI y los

aFL, justifican el estudio de los niveles de FXI en el contexto de aFL positivos;
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por sus potenciales implicaciones clinicas y fisiopatoldgicas. Creemos que este
marcador podria ser una importante herramienta para la determinacién del
riesgo trombdtico en pacientes con aFL, y mejorar el manejo diagndstico y
terapéutico de los eventos tromboembdlicos tanto en portadores asintomdticos

como en los pacientes con SAF.
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5. HIPOTESIS
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5. HIPOTESIS

El FXI de la coagulacién tiene una posicién privilegiada en el complejo
proceso de la formacién del trombo. Fisioldgicamente, el FXI interviene en la
amplificacién de la generacion de trombina. Patolégicamente, niveles elevados
en sangre de este factor se han relacionado con un mayor riesgo trombdtico. Por
otro lado, niveles de FXI por debajo del umbral de la normalidad (FXI:C <70%),
aunque incrementan el riesgo hemorrdgico, han demostrado conferir una

potente proteccién antitrombotica.

El FXI es una proteina que se une a fosfolipidos e interacciona con la
B2GP1. Se ha sugerido que podrian existir anticuerpos anti-FXI en pacientes con

LES y otras enfermedades autoinmunes sistémicas, como el SAF.

Todos estos datos nos llevaron a pensar que el FXI podria ser una diana
de los aFL y que la determinacién de los niveles plasmdticos de FXI en estos
pacientes pudiera ofrecer informacién de utilidad clinica tanto para el
diagnostico, como sobre todo en la determinacion del prondstico de estos
pacientes. Creemos que nuestro trabajo también podria abrir nuevas perspectivas

terapéuticas para estos pacientes.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar elementos implicados en el riesgo trombético en pacientes con
aFL positivos, especialmente evaluando el papel del FXI de la coagulacidn,
definiendo su importancia en el diagndstico, prondstico y manejo de estos

pacientes.

6.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

— Describir las caracteristicas funcionales, bioldgicas y moleculares de los casos
con deficiencia de FXI. Relacionar los niveles de FXI con el perfil de aFL, tipo

y titulacién, asi como analizar su asociacion con la clinica.

— Analizar los casos con niveles elevados de FXI y su relacién con el perfil de

aFL, tipo y titulacidon, asi como analizar su asociacién con la clinica.

— Analizar la influencia del perfil de aFL en la aparicién de eventos

trombdticos.

— Estudiar posibles variables demograficas, clinicas y analiticas asociadas con la

incidencia de eventos trombdticos en pacientes con SAF.

— Identificar subgrupos de pacientes con mayor riesgo de trombosis en funcién

de perfil de anticuerpos, nivel de factor XI y factores de riesgo cardiovascular.

— Estudiar la posible interferencia de la deficiencia de FXI en las pruebas

coagulométricas para la determinacién del anticoagulante lipico.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. DISENO DEL ESTUDIO

Disefiamos un estudio multicéntrico, transversal y descriptivo, con

componente analitico, de una base de datos prospectiva.
7.2. POBLACION DEL ESTUDIO

Este estudio se ha llevado a cabo en la Region de Murcia, y en el que se
ha incluido a la poblacidn perteneciente a dos dreas sanitarias: 1. El drea VI de
salud, con 265.842 habitantes, y cuyo centro hospitalario de referencia es el
Hospital General Universitario José Maria Morales Meseguer (HGUMM); 2. El
area VII de salud, con 199.499 habitantes, que tiene como centro hospitalario de

referencia el Hospital General Universitario Reina Sofia (HGURS) (355).
7.3. CONSIDERACIONES ETICAS

El tratamiento y manejo de los pacientes fue el requerido por la clinica
presentada y en base a los objetivos del estudio. Todos los procedimientos que se
llevaron a cabo estdn de acuerdo con las normas éticas de la declaraciéon de

Helsinki y fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica del HGUMM.

Todos los participantes dieron su consentimiento informado para
participar en el estudio, guardando siempre las garantias de confidencialidad en
los términos establecidos por la Ley de Investigacién Biomédica (Ley 14/2007,

del 3 de Julio).

El proyecto fue aprobado por la Comisién de Evaluacién de Trabajos de
Investigacion (CETI) del HGUMM, cddigo CETI-25/19. de acuerdo con la
declaraciéon de Helsinki - Principios éticos para las investigaciones médicas en
seres humanos de la Asociacién Médica Mundial (AMM), adoptada por la 642

Asamblea General, celebrada en Fortaleza, Brasil, en octubre del 2013.
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7.4. SUJETOS DEL ESTUDIO

7.4.1. Pacientes con anticuerpos antifosfolipidos

La poblacién diana del estudio fueron pacientes de ambos sexos, mayores
de 18 afios, con determinaciones de aFL positivas; tanto pacientes sin
antecedentes de eventos tromboembdlicos ni de morbilidad obstétrica, como

pacientes con diagnoéstico de SAFp, trombdtico y/u obstétrico.

La seleccién de estos pacientes se realizd revisando las bases de datos
hospitalarias del servicio de Anadlisis Clinicos, el servicio de Hematologia y el
servicio de Documentacién Hospitalaria, del HGUMM, desde 1995 a junio del
2019. Los casos positivos que cumplian con los criterios para poder ser incluidos

en el estudio se contactaron por via telefénica.

También se incluyeron en este proyecto, de manera sistemdtica y
consecutiva, todos los pacientes que acudieron a la consulta de la Unidad de
Enfermedades Autoinmunes Sistémicas del Servicio de Medicina Interna del
HGUMM, desde enero de 2014 a junio de 2019, que cumplian, al menos,
criterios analiticos de SAF (1) y no presentaban ninguno de los criterios de

exclusion establecidos (ver mas adelante).

Todos los pacientes que aceptaron participar en el estudio se citaron en la
consulta de Medicina Interna del HGUMM. Después de proporcionar
informacién adecuada y comprensible a cada paciente sobre el estudio, y una
vez firmado el consentimiento informado, se realizé una entrevista clinica en la
que se cumplimenté un formulario especifico para la recogida de variables
sociodemograficas y antropométricas, relacionadas con factores de riesgo
cardiovascular, y otras variables clinicas de interés. En esta entrevista clinica
también se realizd la extraccién de la muestra de sangre para el estudio

analitico.
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7.4.1.1. Criterios de inclusién

Sujetos mayores de 18 afios, portadores de aFL y/o diagnosticados de SAF
primario, trombotico y/u obstétrico, segun los criterios de Sidney 2006 (1); que
dieron su consentimiento firmado para la realizacién de una entrevista clinica,

una exploracidn fisica y un andlisis de sangre.
7.4.1.2. Criterios de exclusion

Se excluyeron todos los casos de SAFs, es decir, aquellos pacientes con
antecedente conocido de alguna conectivopatia y/o enfermedad autoinmune
sistémica ademds del SAF. También se excluyeron los participantes que
presentaron con anterioridad y/o en la analitica realizada en el momento de la
inclusion en el estudio un nivel de anticuerpos antinucleares (ANA) = a 1/160
y/o alguno de los anticuerpos contra antigenos extraibles del nucleo (ENA)

positivos.

El seguimiento prospectivo de los pacientes, por via telefénica y/o través
de la historia clinica electrénica, se ha realizado desde enero 2014 hasta junio

2019.

Los datos obtenidos fueron incorporados a una base de datos del software
estadistico SPSS para su posterior andlisis, habiendo identificado previamente a
cada paciente mediante un cédigo alfanumérico para asegurar el anonimato de

los datos.

7.4.2. Estudios familiares

A todos los pacientes de nuestra cohorte que presentaron déficit de FXI de

la coagulacién se les realiz6 un estudio molecular del gen F11.

En dos de los pacientes con déficit de FXI, uno de ellos un portador
asintomadtico de aFL y otro un paciente diagnosticado de SAFt, se detectéd una
mutacién caracteristica de la poblacion judia de origen Askenazi: c.403G>T;

p-Glul35Ter, no descrita previamente en nuestra poblacion.
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El estudio de esta mutacidn y su posible repercusion diagndstica se evalu6
mediante estudios familiares. Para ello, se reclutaron los familiares de primer
grado disponibles de ambos pacientes tras su consentimiento informado. A los
familiares que aceptaron participar en el estudio se les realizd una entrevista

clinica y una extraccién de sangre para estudios posteriores.
7.4.3. Cohorte de pacientes con déficit congénito

Al hallar tres casos de déficit congénito de FXI en nuestra cohorte de
pacientes con aFL positivos y deficiencia de FXI, nos planteamos una posible

interaccion entre los niveles de FXI y la determinacién de aFL.

Para estudiar esta posible relacién analizamos la presencia de AL en 40
pacientes con déficit congénito de FXI procedentes de una cohorte de 200
pacientes con este desorden, -caracterizados clinica, bioquimica y
molecularmente (294), y los casos con déficit congénito de FXI caracterizados en
este estudio. Los 40 pacientes seleccionados presentaban distintos tipos de
mutaciones en el gen FI11, con distinto grado y tipo de deficiencia de FXI:
heterocigotos y homocigotos; pacientes con déficit de FXI leve, moderado o

grave; asi como pacientes con deficiencia CRM+ y CRM-.
7.5. TOMA DE MUESTRAS

La extraccion de sangre se realizd, previa asepsia del area a pinchar,
mediante puncién de la vena antecubital, empleando una palomilla de seguridad
premontada y sellada a portatubos BD Vacutainer® de un solo uso, para
extraccién por vacio 21G 3/4" y tubular de 18 cm; siguiendo los protocolos

establecidos en nuestro hospital.

Se recogieron 1 tubo de suero, 1 anticoagulado con EDTA y 4 tubos
anticoagulados con citrato sodico. Los tubos fueron centrifugados
inmediatamente (menos de 2 horas desde su extraccién) a 2200xg, 20 min, se

separd el plasma y la capa leucocitaria. El plasma se sometié a una segunda
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centrifugacion con las mismas condiciones, y se reparti6 en alicuotas que fueron

almacenadas a -80°C (356). La capa leucocitaria también se almacend a -80°C.

EL ADN se purificé de las células presentes en la capa leucocitaria y se
utilizé para realizar el estudio genético del FXI. El plasma se empled para

estudiar el FXI y los aFL.

Los estudios se han llevado a cabo en el Laboratorio de Coagulacion del
HGUMM vy en el Centro Regional de Hemodonacién (CRH) de la Regién de
Murcia. Las muestras se almacenardn en ambos laboratorios el periodo de

tiempo necesario hasta dar por finalizado este estudio.

7.6. VARIABLES DEL ESTUDIO

7.6.1. Variables principales o dependientes

7.6.1.1. Anticuerpos antifosfolipidos (aFL)

Para la determinacidén de los aFL se consideraron los criterios analiticos,

diagndsticos de SAF, establecidos en Sidney 2006 (1).
7.6.1.1.1. Anticoagulante Lupico (AL)

El concepto de AL designa a un grupo heterogéneo de anticuerpos
dirigidos contra fosfolipidos de carga negativa o contra complejos formados
entre fosfolipidos y proteinas, como la B2GP1, o factores de coagulacién, como
la protrombina. Estos anticuerpos interfieren con las pruebas de coagulacién en

las que participan los fosfolipidos, tales como el TTPa, el test del VVRd y el SCT.

La heterogeneidad entre anticuerpos, la variabilidad que existe entre
reactivos e instrumentos empleados en su determinacién y la falta de un “gold
standard” en el proceso, dificultan las estrategias diagndsticas. La ISTH actualiz6
sus guias para la determinacion del AL en 2009 (184); posteriormente lo hizo la

Sociedad Britanica de Hematologia (SBH), en el afio 2012 (185); y en el afio
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2014, the Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) publicé su primera
guia para el diagndstico del AL (195)

Las tres entidades coinciden en los siguientes puntos clave:

— Debe emplearse una muestra de plasma citratado con una doble
centrifugacién para conseguir un ndmero de plaquetas <10 x10° /L.

— Deben realizarse las pruebas de tiempo de protrombina (TP), TTPa y tiempo
de trombina (TT) para detectar algun tratamiento anticoagulante u otras
coagulopatias existentes.

— Debe llevarse a cabo mds de un test en la determinacion del AL.

— Debe realizarse un test confirmatorio que demuestre la dependencia de
fosfolipidos de los anticuerpos presentes.

— Los puntos de corte deben establecerse en cada laboratorio de manera local.

— Debe repetirse la determinacién a las 12 semanas, y al final del ensayo debe
ponerse un comentario sobre la interpretacién de los resultados, sobre si el

AL es positivo o negativo.

En nuestro estudio, seguimos las recomendaciones de las distintas
sociedades para medir la actividad del AL, realizando el test de screening y el test
de confirmacidén mediante dos técnicas diferentes, ya que ninguna prueba tiene
suficiente sensibilidad ni especificidad de manera aislada (5,7,8,9): 1. SCT; II. El
test del VVRA.

I. Silica Clotting Time (SCT)

Para la realizacidn del SCT empleamos una muestra de plasma citratado y
el kit comercial: “Silica Clotting Time HemosIL® (0020004800)”, siguiendo las
instrucciones del fabricante en un analizador automadtico. Esta prueba consta de
un test de screening (SCT Screen) y un test de confirmacién (SCT Confirm).

Ambos reactivos son sensibles a anticuerpos dependientes de fosfolipidos.

El SCT Screen tiene una concentracién baja en fosfolipidos por lo que el

reactivo es altamente sensible a la presencia de AL, alargando el tiempo de
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coagulacion en presencia de éste. Una alta concentracidn de fosfolipidos en el

SCT Confirm neutraliza el AL y acorta los tiempos de coagulacién.
— Cdlculo de ratios:
Para calcular las Ratios del SCT Screen y del SCT Confirm se aconseja:

e Determinar el Rango de Normalidad para cada instrumento y para cada lote
especifico de SCT Screen y SCT Confirm, segin el documento C28, Vol. 28,
No. 3 del CLSI (357).

e Calcular la Media de cada Rango de Normalidad en segundos.

e La media de cada Rango de Normalidad se usard como denominador comtn

para el cdlculo de las Ratios.

Debido a las variables que pueden afectar a los tiempos de coagulacion,

cada laboratorio debe verificar su propio rango de normalidad.

Ratio SCT Screen = resultado del paciente (segundos) / Media del Rango de
Normalidad (segundos)

Ratio SCT Confirm = resultado del paciente (segundos) / Media del Rango de
Normalidad (segundos)

Ratio Normalizada SCT: Ratio SCT Screen / Ratio SCT Confirm
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II. Test del Veneno de la Vibora de Russell diluido (VVRA)
VVRd HemosIL®

Al igual que ocurre con el SCT, el reactivo VVRd Screen es pobre en
fosfolipidos, lo que lo hace sensible al AL; y la cantidad adicional de fosfolipidos
presentes en VVRd Confirm neutraliza al AL, danto tiempos de coagulacién mds

cortos.

Los test VVRd Screen y VVRd Confirm no se ven afectados por alteraciones
en los factores de la via de contacto, deficiencia o inhibidores de los factores VII,

VIII y IX (184).

El procedimiento de recoleccidn y preparaciéon de muestras, y el célculo
de ratios, es similar con ambas técnicas (SCT y VVRd) (Ver apartado: “I. Silica

Clotting Time (SCT)”)

Segin las pautas indicadas por la ISTH (184), la expresion e
interpretacion de los resultados debe realizarse empleando la ratio de AL
normalizada entre el test de screening y el test de confirmacion, para cada uno

de los test realizados:

Ratio VVRd Normalizada = (Ratio VVRd Screen / Ratio VVRd Confirm)

Ratio SCT Normalizada = (Ratio SCT Screen / Ratio SCT Confirm)

— Resultados:

Cuando ambos test, VVRd HemosIL® Screen/Confirm y SCT HemosIL®
Screen/Confirm, son positivos, se cumpliria con los requisitos de Test Integrado,

definido en las recomendaciones para la deteccién de AL (184).
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Con los datos de nuestro laboratorio se considera un resultado positivo
para la presencia de AL una Ratio Normalizada (RN) =1,20, para ambos

métodos.

Ratio Normalizada = (Ratio Screen / Ratio Confirm) =1,20, POSITIVO

La actividad del AL se dividid en tres categorias de intensidad segun la

RN:

1. Positivo leve: cuando la RN se encontraba entre 1,20 - 1,59.
2. Positivo moderado: cuando la RN se encontraba entre 1,60 - 1,99.

3. Positivo alto: cuando la RN era = 2,00.

I11. Test de Mezclas

La mayor discrepancia entre las distintas guias para la determinacién del
AL es el orden en el que realizar los distintos ensayos durante el procedimiento
(test de screening, test confirmatorio y test de mezclas); sobre todo en relacion al

test de mezclas.

La tendencia actual es realizar en primer lugar los test de screening y
confirmatorio, y el test de mezclas s6lo en casos seleccionados (195).
Detractores del test de mezclas alegan que este procedimiento introduce un
factor de diluciéon que puede generar resultados falsos negativos, sobre todo en
aquellos casos con anticuerpos débiles, por lo que hacerlo de rutina, puede

reducir las tasas de deteccidén de AL clinicamente relevante (195,358,359).

En nuestro laboratorio, siguiendo el esquema mads actual, realizamos el
test de mezclas sélo en aquellos casos que presentan tiempos muy prolongados
con ambos test, screening y confirmatorio, que pudieran dar lugar a una ratio

normal con AL potente, y por tanto un falso negativo. También hacemos el test

137



de mezclas de manera individualizada, estudiando cada paciente, por ejemplo,

en los casos de discrepancias entre el test de screening y confirmatorio.

En el test de mezclas se combinan, en una proporcién 1:1, plasma del
paciente con plasma control normal (plasma con aproximadamente el 100% de
actividad de todos los factores de coagulaciéon y una minima cifra residual de
plaquetas (<107/ml)), y se repite la determinacién del TTPa en la mezcla de los
dos plasmas. Si los tiempos de coagulacion no se corrigen y contintian

prolongados, se demuestra la presencia de un inhibidor.

7.6.1.1.2. Anticuerpos anticardiolipia (aCL) y anticuerpos antij2GP1 (ap
2GP1)

I. Anticuerpos Anticardiolipina (aCL)

Para realizar una mediciéon semicuantitativa de aCL empleamos los
inmunoensayos quimioluminiscentes de microparticulas o CIA (del acrénimo en
inglés chemiluminescence immuniassay) QUANTA Flash® aCL (IgG e IgM) en un
equipo BIO-FLASH®, un analizador quimioluminiscente de acceso aleatorio, de
respuesta rapida y totalmente automatizado (Biokit S.A., Barcelona, Espafia),
siguiendo el protocolo establecido por la casa comercial. Los resultados se

expresan en unidades quimioluminiscentes (CU).
— Principios del procedimiento:

El ensayo QUANTA Flash® consta de particulas magnéticas recubiertas
con cardiolipina y B2GP1 humana que captura, si existen, los anticuerpos aCL de

la muestra.

Después de la incubacién de las particulas con la muestra, la separacion
magnética y una fase de lavado, se afiade un anticuerpo anti-IgM o anti-IgG
humana, dependiendo del isotipo que estemos analizando, marcado con
isoluminol. Este se une a una inmunoglobulina aCL capturada en las particulas.

Tras una segunda incubacién, separacion magnética y fase de lavado, se afiaden
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los reactivos que inician la reaccién luminiscente y se mide la luz emitida como
unidades relativas de luz (URL), mediante el sistema 6éptico del BIO-FLASH®. Las

URL son directamente proporcionales a la concentracidon de aCL en la muestra.

Los resultados de aCL se expresan en CU. Las caracteristicas analiticas de
los ensayos, incluido el punto de corte, las unidades de medida y el rango de

medicion analitica (RMA) se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas analiticas de los ensayos de aCL utilizados en este

estudio.

Antigeno Unidades Punto de corte

QF aCL IgG Cardiolipina y B2GP1 CU 2.6-2024 CU =20 CU Positive

QF aCL IgM  Cardiolipina y f2GP1 CU 1.0-774 CU =20 CU Positive

QF: QUANTA Flash; CU: unidades quimioluminiscentes; RMA: rango de medicién analitica

— Puntos de corte:

Consideramos como valores clinicamente relevantes o patoldgicos en
relaciéon con el SAF, los puntos de corte establecidos, y validados en el estudio de
Lakos y colaboradores (360). En este articulo se compard este inmunoensayo
quimioluminiscente (QUANTA Flash®) con el ELISA, la prueba considerada
como estdndar para la determinacién de los aCL. En su trabajo analizaron un
total de 288 muestras de distintos pacientes, entre los que incluian paciente con
SAF primario (n= 70), SAF secundario (n= 42), pacientes con sospecha de SAF
(n= 36), pacientes con LES sin SAF (n= 96) y pacientes con otras enfermedades
del tejido conectivo (n= 44). Todas las muestras fueron analizadas para detectar

anticuerpos aCL (IgM e IgG). El punto de corte considerado como bajo/medio
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del ensayo QUANTA Flash® aCL para los isotipos IgG e IgM se establecié en 95 y
31 CU, respectivamente. Estos valores son equivalentes a 40 unidades GPL y

MPL.

La concordancia entre los resultados del ensayo de quimioluminiscencia y
el ELISA mejor6 sustancialmente cuando se utilizéd el umbral del nivel de
anticuerpos determinado en el estudio de Lakos (360) en comparacién con el
resultado obtenido empleando el punto de corte establecido por el fabricante del
test; el coeficiente kappa de Cohen aumentd de 0.85 a 0.91 para aCL IgG, y de
0.59 a 0,75 para el isotipo IgM (360). En nuestro estudio empleamos los valores
de 95 CU para el isotipo IgG y 31 CU para el isotipo IgM, como puntos de corte
para considerar patogénicos y/o clinicamente relevantes los niveles de aCL IgG e

IgM, respectivamente.
II. Anticuerpos antiB2GP1 (ap2GP1)

Para la determinacién de los ap2GP1 (IgM e IgG) empleamos un
inmunoensayo quimioluminiscente totalmente automatizado, que lleva a cabo
una determinacién semicuantitativa de ap2GP1 en suero y plasma citratado,

empleando el sistema HemosIL ACL AcuStar®.
— Principios del procedimiento:

El ensayo HemosIL ACL AcuStar® es un inmunoensayo quimioluminiscente
de dos pasos constituido por particulas magnéticas recubiertas con B2GP1
humana purificada que capturan los aP2GP1, si estos estdn presentes en la

muestra.

Tras un proceso de incubacidn, separaciéon magnética y lavado, se afiade
un trazador que estd formado por un anticuerpo anti-IgM o anti-IgG humana
marcado con isoluminol, el cual se une a las aP2GP1 IgM o IgG,

respectivamente, capturadas en las microparticulas.

Después de un segundo proceso de incubacién, separacion magnética y

lavado, se afiaden los reactivos que inician la reaccién luminiscente y la luz
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emitida se mide con el sistema Optico del ACL AcuStar® en URL. Las URL son
directamente proporcionales a la concentracién de af2GP1 que contiene la

muestra.

Para la realizaciéon de este inmunoensayo en nuestro laboratorio se siguid

el protocolo establecido por la casa comercial durante todo el procedimiento.
— Puntos de corte:

Los resultados de los aP2GP1 se expresan en U/mL. El rango de
normalidad se establecié con muestras de plasma citratado de donantes de
sangres adultos y sanos, mediante varios lotes de reactivos y calibradores
AcuStar af2GP1. De acuerdo con las recomendaciones del Comité Internacional
de Sidney (1), el valor umbral para clasificar una muestra como positiva de
anticuerpos ap2GP1se establecio en el percentil 99, que corresponde en nuestra

poblacién y con los reactivos usados en 20 U/mL.

Las caracteristicas analiticas de los ensayos, incluido el punto de corte, las
unidades de medida y el rango de mediciéon analitica (RMA) se resumen en la

Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas analiticas de los ensayos de aP2GP1 utilizados en este

estudio.

Antigeno Punto de corte

AA aP2GP1 IgG B2GP1 6,4 - 6100 U/mL =20 U/mL Positivo

AA aB2GP1 IgM B2GP1 1,1- 841 U/mL >20 U/mL Positivo

AA: ACL AcuStar; U/mL: unidades por mililitro; RMA: rango de medicién analitica
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7.6.1.2. Factor XI de la coagulacién (FXI)

Para el analisis del FXI hemos estudiado el TTPa; se han realizado
pruebas coagulométricas para determinar la actividad coagulante del FXI en
plasma (FXI:C); hemos evaluado el FXI plasmdtico por Western Blot; y llevamos

a cabo el andlisis molecular del gen F11 en casos seleccionados.
7.6.1.2.1. Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa)

La determinacion del TTPa se realiza en muestras de plasma citratado,
empleando un coagulémetro automadtico de la familia ACL (Instrumentation
Laboratory), empleando diferentes agentes activadores de la ruta de contacto de
la misma casa comercial: SynthASil® (Ref. 0020006300) que utiliza silica como
agente activador de la via de contacto silica; o SynthAFax® (Ref. 0020007400)

que emplea acido eldgico como agente activador de la ruta de contacto.

Los resultados de las determinaciones del TTPa se expresaron de manera
absoluta (en segundos), y como ratio (es decir, el resultado del TTPa del plasma
del paciente con respecto a un plasma de referencia obtenido a partir de plasma

de individuos sanos)
7.6.1.2.2. Actividad coagulante del FXI (FXI:C)

Para la determinacién cuantitativa de la actividad coagulométrica
dependiente del FXI (FXI:C) se usa plasma citratado del paciente, diluido en
plasma deficiente de FXI empleando el kit Factor XI deficient plasma HemosIL®
(Ref. 0020011300) y los mismos agentes activadores de la ruta de contacto
indicados para el TTPa (SynthASil® y SynthAFax®). La reaccién se realizé en el
mismo coaguldmetro automdtico ACL, de Instrumentation Laboratory, un

coaguldmetro automadtico ubicado en el HGUMM.

Determinamos que un paciente tenia niveles patogénicos de FXI o
deficiencia de factor, cuando presentaban un valor de FXI:C >150% o FXI:C

<70%, respectivamente, con ambos reactivos.
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7.6.1.2.3. Andlisis del FXI en plasma

El andlisis de los niveles antigénicos de FXI plasmatico y de las

caracteristicas electroforéticas se realizé mediante Western Blot.

Para llevar a cabo la separacién electroforética se empledé un gel de
acrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS), en condiciones no reductoras con la
finalidad de detectar el dimero de FXI circulante en plasma (361).
Posteriormente, después de la trasferencia a una membrana de fluoruro de
polivinilideno, el FXI se identific6 empleando un anticuerpo policlonal anti-FXI
humano de origen caprino (Enzyme Research Laboratories) que detecta una
banda de 160 kDa, correspondiente al homodimero del FXI: dos moléculas de 80

KDa unidas por puentes disulfuro.

Con el fin de dotar de especificidad a la interaccién antigeno-anticuerpo,
empleamos una soluciéon de bloqueo PBS Tween 1x suplementada con 5% de
leche desnatada en polvo. Después de 3 lavados de membrana, se incubd con un
anticuerpo anti-IgG de cabra generado en ratén y acoplado a peroxidasa (A9452,
Sigma-Aldrich). Tras un segundo proceso de lavado, la sefial del anticuerpo
secundario se detectd mediante quimioluminiscencia (ECL; GE Healthcare
Amersham TM) en un equipo ImageQuant LAS4000mini (Exon Biotec, GE
Healthcare).

7.6.1.2.4. Analisis molecular del gen F11

7.6.1.2.4.1. Amplificacién de fragmentos del gen F11

En aquellos pacientes que presentaron deficiencia de FXI, antigénico y/o

coagulométrico procedimos a un estudio molecular del gen codificante, gen F11.

Este proceso se inicié con la amplificacién de los 15 exones y sus zonas
flanqueantes del gen F11 mediante la técnica de reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR). Para este procedimiento empleamos los cebadores que se

muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Lista de cebadores utilizados para la amplificacion del gen F11 que

codifica el FXI.

EXON SECUENCIA OLIGONUCLEOTIDOS (5’-3’)  TH(2C) TAMARNO (pb)

F: CTTGGCCTTAGGAGGAATCCT
1 58 824

R: GACACTGTTACTCTTCTGTTGTTCCA
F: CCCCTCTCTCCCTATTTCTTGTAA

= R: TTTGAAAACCTCTGGAGCCTCA = =l
F: AACATAACGCATGCCATGTAC

3 R: GTCTCCTCGATGTAGAAACAT = —
F: GTTGACACATTCCTGTTTGTTCCT

- R: GATATGTGTACATCACAGCTGGT == ==
F: GGTACTCATGTCTTCTGCTT

5 52 240
R: TCACGATTCTGTTTTTCATCG
F: GCAGTTGGAAGAATAAGACAC

6 R: GAATTACATCATCAAGAAGTCG 48 185
F: AGTCCCTGACATAGTTCTTC

7 46 228
R: GAAGATAACAAATTATCCTTACT
F: TGAGCTGACTTTACTTTCTCTAGGTGC

8-9-10 R: CCCTTCTGTGGCTATAACTGACAGT 60 751

F: AAGATGTAGGAAGCTGCTCATC

11 55 208
R: ATGAACTAATAAAAACAGCCGTG
F: GTCCATCATTGGCAGAAAATATTAGT

12 58 406
R: CCCTTTCATGATGATAACGCA
F: CGTCTCATATTTAAACCACGA

13 55 159
R: GGAGCACATATAACAACATCA
F: TATGGTTATTCTACAAACGAAC

14 52 220
R: CAATTTGCATATATTCCATTGG
F: GAAGCGTCTGAGTTGATCTG

15 52 257

R: AGCAAATCCTGGGTCCTTCA

F: secuencia directa (forward); R: secuencia inversa (reverse), TH: temperatura de hibridacién.
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Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al
1.5% con GelRed® (1:20000) (Biotium, Fremont, CA) en tampén TAE (TRIS base
0.04 M, acido acético 0.04M, EDTA 0.001M, pH 8) durante aproximadamente

20 minutos a 60V.

Los amplicones obtenidos se purificaron con el sistema ExoSAP-IT de

Affymetrix para su secuenciaciéon empleando uno de los cebadores de la PCR.
7.6.1.2.4.2. Reaccion de secuenciacidon

La reaccién de secuenciacion se llevd a cabo empleando el kit Big Dye
Terminator v 3.0; Applied Biosystems, GFoster City, CA. Se le adiciond 1 pl de
oligonucleétido iniciador de la secuencia y 2ul de la mezcla Big Dyes a 2pul de
PCR purificada. Este procedimiento se realizd en un termociclador, durante 25

ciclos en las condiciones que figuran en la Tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas del procedimiento de la reaccidn de secuenciacion.

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 962C 10 segundos
Hibridacion 50°C 5 segundos
Extension 602C 4 minutos

Después de la reaccidn de secuenciacidn, el producto que se obtuvo se
purifico con el kit Performa DTR (Dye Terminator Removal) Gel Filtration
Cartridges, y se desnaturalizd afiadiendo 10 pl de formamida. Los fragmentos de
secuenciacion se analizaron mediante electroforesis capilar en el equipo Hitachi

3130xl Genetic Analyzer (Applied Byosystems).

El Sistema Applied Biosystems 3130 es un analizador genético de ADN

mediante electroforesis capilar, totalmente automdtico, que permite secuenciar
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150 muestras al dia en condiciones de madximo rendimiento. Este equipo consta
de un detector de distintas emisiones de fluorescencia con capacidad de
deteccion de hasta 5 fluorocromos simultdneamente. Utiliza la técnica de
marcaje del DNA con multiples fluorocromos y es capaz de realizar
secuenciaciéon de ADN, andlisis de fragmentos y genotipado, empleando los
programas de Applied Biosystems: sequencing Analysis™ y GeneMapper™, e
incorporar adicionalmente el programa SeqScape™ de identificacién y deteccion

de mutaciones puntuales.

Una vez que las muestras son incorporadas en los capilares rellenos de
polimero, se separan en fragmentos de distintos tamafios mediante la aplicacién
de alto voltaje. Durante el procedimiento de separacién, antes de alcanzar el
polo positivo, estos fragmentos son alcanzados por un ldser que excita los
fluoréforos incorporados en cada dideoxinucleétido, mas conocido como el
método Sanger, y la fluorescencia emitida es detectada por un dispositivo éptico.
Mediante un programa informdtico esta informacién se convierte en datos
digitales y estos datos se visualizan como imdgenes mediante el programa

SeqScape™.
7.6.1.2.4.3. Herramientas de analisis

A parte de los programas empleados para el disefio de cebadores
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi;http://eu.idtdna.com/analyzer/Applicat
ions/OligoAnalyzer), en este estudio hemos utilizado unas herramientas de

analisis de secuencia adicionales.

Por un lado, las secuencias ALU, se han buscado en el gen F11 mediante
el software Repeat Masker (http://www.repeatmasker.org/). Se trata de un
programa que analiza secuencias de ADN buscando repeticiones intercaladas y

secuencias de ADN de baja complejidad.

También hemos utilizamos el software Human Splicing Finder
(http://umd.be/HSF3/) para la bisqueda de secuencias, aceptoras y donadoras,

que pudieran estar implicadas en el procesamiento de intrones.
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7.6.1.2.4.4. Secuenciacién del gen F11 por NGS

Para este trabajo hemos amplificado el gen F11 en su totalidad (30019
pb), empleando 93 amplicones (Tabla 10) que se secuenciaron en un equipo

PGM (Ion Torrent, Life Technologies).

147



Tabla 10. Cebadores utilizados para la generacion de los 93 amplicones que

cubren el gen F11.
Tamaiio
Amplicon Cebador F Cebador R (pb)

1 CTTGCAGTTGGAAGAATAAGACACTTTTC GGTATCCTGAGTGAGATCTACTGTAATCAT 233

2 ATTGGAATGCTTAATGCGTTGGG CTGCTTTTTAAAATGCATTAAGCGGC 374

3 AGGTGCATTATGTTTATACCGTTTTGTTTC GCTTGAGTGACAGGAGTGAAAATAATAGAA 301

4 TTGTATAGCTAACAGGCTAAACAGAAACA CCTATTCACTCTTGGCAGTGTTTCT 352

5 TGTCTCCTTAAAACATCTGAGAGTGGAT CAAGAAATCAGTGTCATGGTAAAATGAAGA 244

6 TGTCACCACATAGCTTTCAATCTGT TGCTCAATAAATATTTTCCATGGCCAGA 373

7 CTGCCTATGTGAACACATTTCTTTTGT TCACAGCAGCAGCTTGTCTTAG 352

8 CATATGCCTGCCTTCCAAAGGA TACATGACTTGACAGGGCAGAAAAG 158

9 AGGTCAGCTAGAATTAATGGTTAACAGC GCTGCAATTCTTAATAAGGGTGCTTTT 373
10 AGTAAACATGTGAGTGTAGGTATCTTTGTG GCTCTTTCTGTTCCTGGTTCAATTATTTT 223
11 TGTCTGATTTAGCTTTGTAGAGATGTTCC GATACATTAATCGATTGTCTTGGTCACCTA 256
12 GGCTTCTGCAGAGCTGTAAGAG GGCATAAATGGTGTGGGATTCTC 365
13 ATCTTGATTTGCCTCACTAATTAGTTGGT GCTATTTTTCTAAAGGAATGCTTCAGCTTT 299
14 CAGCTCATAATTTCAATTTTCTCTGTGACA GCAAATTGTTGTTATACTGTGTTGTTTCG 307
15 AGCCAATCCCTCATAGATATCAAGGAAT CCTTAAAATTTGTTGAGCCTTGTTTCAGA 126
16 CAACTTAAGTGCTAAGAAATTAGAAGGCA GGTGTCAAGATTACCCTGACCTTATAAAAT 134
17 GGAAAGCAGGAACTCACACAGATATA GTCTTGATGAAATTGACTACCCTAAGTACC 295
18 GTTGCACAGCAATGTAAATACCCTTAG TCCAGTCAAGAGTAAATGGAAATAATGGG 350
19 CGTCAATATACAACAGCAAGCACTT TCAATATGCCACTAGATGGGAGGAT 370
20 CGCATGTGCACATGAGAGAGA TGTTCTATATTTAATAATGCGGAGTGGGC 343
21 CCACCTGAGGCTGTTCATTCAATA GTCTCCTCGATGTAGAAACATAAGCATTTA 370
22 AAACATTTCACACTTTGCTTTTCTATCGAT GGATAGTGCATGCTGAAGTATTTAGGG 287
23 CTTACCAAGAGTCACTCACTGCAT CCTGCTCTAGGTTCTGGAATAGTAAATTTT 215
24 CCCTCCAACACACTGTAAAAACCT GAAAAATGAACAAATTAGCTGGGAATGTTG 291
25 GCCCAGTCGAAATTCTTTATTAAACGT GGCAATGACCTAAGCAACTGTC 337
26 CATTCGAGTGGTCGATGAAAAACAG AAGGGCACTGACAATCATACCAAT 293
27 AAGTCATTAAAAGTAAGAAGGACTTAGCC TGACTTCTCAAGCCCTTCTCATTTTT 351
28 TCAGAAACAGCATGGAAAATTTCTTTGATT GGAATAGCAAGCTGGGCATAGT 374
29 TAAGTCAGCTTTAAAACCTGGCTTGTA CTCTCATCTCCACTCTGGTCCAATA 358
30 TGACACATTTATACACCTGGCATTTCT GGTCTCATTAGGAAATGCCAGTTGT 365
31 GTTACAATAAAAATCCAACCAGCAGTGT GCAGATAATCTGACACAGAATGTTTTTGTG 346
32 TCGGCACCATTCTGTTGTCTTT ACGCAGCTATTCCCTTTCACATTAG 372
33 CCTTTATGACGCTTCCCACCTT AGGATGAGAGAAGGAGTTCGGAA 177
34 AATTTCAGGACCCACACAGATGTT CTTGTTGACAGTTTGGGATTCTCTG 374
35 GCTGGAGTTTCTCATTCACTGGA CCTGAGTTACAGAGACTTTATAATCAAGCT 280
36 CTCCATCATTGGAAACCAGTGGAT TATGCTCTTGCAGGGAATAACATGAAG 329
37 GCGTGTGTGTTTAAATACAGAAAGTGG ACCTAAGTAAGGAATCCAATGTGAGGA 374
38 GAGTTCCCGTTACCTGTCACAT CATTGTGAAGTGTGTGGCTGTTTAATT 359
39 GAATTTTATCCGGAAAGTTGTCTCCAATG ATCCAACTCACTTTGATCCTGCA 368
40 AGCACTTTTCAGTAAATGTTCTAGCCT GGTGGTGGTTGGGTACCTATAATC 372
41 CCCTCTGTCCTGCAAACACAAT TGCTCAAACAAACTACAACGATCATAGAA 352
42 CTCATGTAAAAAGTCTTATCCTGCTCCAT TGCTTTCTGTTCACTCCTCTTTGT 316
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43
%)
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

CCGTCGCGCAGCTTGTATTA
TGGGCTTTCAGTGTAGCCAAATA
AGTCAAATTCAGAAGAGAGGTTTATGTGG

TTAAATAAAACTAAAAATTCACCTTCCCAGCTG

ATATATGTGGCCCAGCACCAC

ATGTTTATGTGTATTGTGTATGGTTATTCTACA

AAAAATGAGAAGGGCTTGAGAAGTCA
GCTGATGGAGATAGGGAGCATG
CTGGGAGTGTTGAAAGGAAGGAA
GAAAACAAACTGTCACAAGTTGTTATGTC
TCACAAAAGAACAAATACTGTGGGATCT
CTACATTCACAGGCATTTATGTAGCAC
TCATTCAGAGGAGGATGAAGACCAT
GCAGTCTGTTTAATGCTTACTGGAGAT
AGAGGGAAATCACACTGCAATCTC
AGGTATTGTTTAGTTCCATGACCATTCTT
GTTCCACATCCATGGATTTAAACAACAT
GTATTTATAATCACCGTGAATGGGAGCTA
ACACATATTTGAGAGGTCAACATAACCC
CTTTCCCAAGGGATTGAGAATAGGA
ACAGCCTCCAACAGGTAATTTTTCAA
GGGTGAGGATGTGTGTTATCACA
GCGGAATCACCATCTGAGGATC
ACCACCAAAACCGCAATGTTTG
AAAAACAGGTTTACTTGTGTCCTGAAA
TTCCCAGCCTAAAATCTTAAATGAAAGTCT
AGGTGGGTGAAAAAGTTGAAAGGAT
CGCTACACTTTTAAATTGGCACTTTTG
TCATGACAACTAAAAGACAATTCAGTCCA
ACTATGCCCAGCTTGCTATTCC
GGGATACCATTTAGTGAACTAAATCGACA
AGAAGGGAGAACATTCAGGAAATAACAA
ACACTCCTGTTATCAAGGCCAGTA
GAAGTAACAATCCTGCCTCGTGAT
TAACTAGGTTTTTACTGCGCTGTATTTGAT
CGTTCTCACCTCAGTTGCTGTTAG
CCTGAGTCAAAGTCCCTGAAAAGT
AGTCAATTCCATTTTTCATGTGCATGT
CTTCCCATTTAACCGCATTCACA
ATAAAATACAGAACGAGTTCGGTATGCA
TACCTAAATGTCCATCATTGGCAGAAA
GGGATGAAGGATTGAAGGTTAGAACAAT
TGTTGTTATATGTGCTCCATCCTAGAAATG
GCCGCTTAATGCATTTTAAAAAGC
GCGTTTTAACATTGGATTTTAACATTCTGC
TCGACTTCTTGATGATGTAATTCAACCAT
ATGGGACACCACGCCCAGTAAT

AAAAAGAGTCCTCGGTAATGTTGG
CTAAATAAAGTGTACACAGGCACAGAGA
CTGCACCCAGCCAGTTTTATTTAAT
TTGCTCTATTGTCAGTCTTCCTAGTATCT

TCGTTTGTAGAATAACCATACACAATACACATA

CCCAACGCATTAAGCATTCCA
TGTGCTTCAGTAGACAAATGTTACTGAATA

AAAAATCACACTTGATGAATTGTATAGTTGTT

AGAAAGAGCTTTGCTCTTTTTAATGCG
TTCTGAAAATCTGCCATTAAATGCAATCAA
CCATGTAGCCATCTTGAGTGTACA
GGACCTGTTGGTAAAATGCAACC
GTTGTTCCACATTTCCTCTCAGATTAGTTA
GAGCATTCCTTAGTGTGACTGTGT
GTGTGTATGTTCCATTGAACTGACTG
TGTAGTTATTGGGTCCAGTGTTCAAAAT
TTCCATGTGCATGTATAAAGGACCTAAAT
GTGTGTCTTCCATTTAATTAATTTCTGCGA
GTTAGTGTGAATAATGCTGCTATGAGATG
AGTGTCAGTAAAAACTAGTTCATCTGCTTT
TACTAGCTGGGCATGGTTGTTTC
TGAATTTGGAAATCAAGGCAATAAACACTT
AGAAGTTCCAGTTTGTTGAGAAGCA
GGTGGACTGTTTAAAATGTTTTAAACCTGA
GGGAAGTGAGGTAGTAAGATATGTCTTTCT
CACTTCAACCTTTATATTTGCTCCTTTCAA
GCATAAAGTTGATGGCAAAAGCTTTTTAGT
TCTGTTGATTCCAGATAAATGCAGTTTACT
AGGGACAGCAACCTTAGCTAGT
TGAGGGCTCTGAGAGTTCCAAT
AGTATCAGCTGTATATTGGTGACACCTA
TCTACAACAAATTAGCCGAGTGTTGT
TGACTATGCTCAGAAATTGGCCA
GCTAAGTGTCCCTTCTAACGCTT
ATTCATTTTGGAGGGCCATCTATTCT
CCTGTGTAGCTTTCAAAATGCAGAT
CGTGTTAGAAATGCACATTCTTCAGC
GGTACTGACCCATAGAAACAGTGAG
GTGCTACAGGCACACAAAACACCAT
TGACAGAAACTAGGCTTTCTGCTAC
GGCCGTAAGTCTAGTAGTGTTAAACATTTT
CAGTCACCCAGCAATCAGTGTATATT
CTAACTGGAATGACTTCCCAAGAAAGT
GCTCGTGATGCCTACCAGAT
GCGCCTGGCTAAGTCCTTC
CTGTCTGCAAACACCGTATTAGG
TGAGGCAGGAGAAATTATCTAATGGGA

367
140
367
373
7
256
299
333
374
372
253
268
277
368
315
367
346
359
374
299
353
355
372
291
343
370
344
374
279
127
366
374
342
359
366
374
331
358
354
318
e
358
303
309
287
369
315
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90 CAACTCTCTGAGTCTCCAATAGCTT GGTACATAGCCAAAGGAAAAGAAAGAAAA 366

91 TTTATTAAAATTAAATAAAACTGGCTGGGTGCA CACTTGAAATGTGGCTAACACAGC 370
92 CTGACATGTGGTCTGCTGTCTAG GTTTGAAGAAAGCTTTAAGTAACACTTGC 304
93 AGACATGAGTTTTGTGTTGTTGTTGTTT GTGGTGCTGGGCCACATATA 347

pb: pares de bases

7.6.1.2.4.5. Genotipado de variaciones genéticas de F11

Las alteraciones genéticas indicadas en la Tabla 11 se genotiparon
empleando sondas Tagman® (Applied-Biosystem, Life Technologies) o sondas de
disefio propio (Sigma-Aldrich,St Louis, MO) en un equipo de PCR en tiempo real
(RT-PCR) (LightCycler ® 480, Roche). El reactivo empleado para el genotipado
fue Premix Ex Taq TM (Probe qPCR) de Takara Bio inc.

Tabla 11. Variaciones genéticas de F11 genotipadas mediante RT-PCR.

Alteraciéon genética Gen Sonda

c166 T>C  (p.C56R) F11  Tagman: C_27531184 10
rs121965069
c.1613 C>T (p.P538L) F11  Tagman:C_170166878 10

rs139695003

€.1247G>A (p.C416Y) F11  5’[6FAM]GACACCTGTGTGGAGGCT[BHQ1]3"
5'[HEX]GACACCTGTATGGAGGCT[BHQ1]3

c.-4 C>T: rs1801020 F12 Tagman: C_1989313_20

c.1601G>A: rs6025 F5 Tagman C_11975250_10

c.*97G>A: rs1799963 F2 Tagman C_876802_20

Por otra parte, el genotipado de la mutacién p.Glul35Ter en los
miembros de las dos familias analizadas se realizé mediante andlisis del patrén

de restriccién de la PCR del exén 5 (2 mcirolitros) empleando la enzima
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Hpy188III (New England Biolabs) 1 U, durante 12 horas a 37°C, y analizando los
fragmentos de restriccién en geles de agarosa al 1% con GelRed® (Biogen

Cientifica) para visualizar los fragmentos de ADN.

7.6.1.2.4.6. Andlisis de grandes delecciones y/o inserciones en el gen FI1

mediante “Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification” (MLPA)

En los casos en los que no detectamos ninguna alteracién genética en los
exones y/o regiones flanqueantes del gen F11 empleando la secuenciaciéon de
Sanger o NGS, realizamos Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification
(MLPA), metodologia empleada para evaluar grandes alteraciones genéticas.
Para este procedimiento empleamos el kit Salsa MLPA P440 F10+F11 probemix
(MRC Holland, Amsterdam, Netherlands). Este test evalia conjuntamente todos
los exones de estos dos genes. Para llevar a cabo el andlisis de los datos

obtenidos mediante MLPA empleamos el sistema Coffalyser.Net.
7.6.2. Variables generales o independientes

En el disefio de este estudio se incluyeron las siguientes variables

independientes.
7.6.2.1. Variables clinicas generales

e Variables demograficas: sexo (mujer y hombre) y fecha de nacimiento.

e Variables antropométricas: talla (cm), peso (Kg) e indice de masa
corporal (IMC) (kg/mz).

e Presién arterial sistdlica (mmHg), presion arterial diastélica (mmHg).

e Factores de riesgo cardiovascular: hipertension arterial (HTA), uso de

farmacos antihipertensivos, diabetes mellitus (DM), dislipemia (DLP),

obesidad (definida como un IMC >30 Kg/mz), tabaquismo (incluimos la
condiciéon de tabaquismo activo y exfumador en el momento de la
incorporacién en el estudio), sedentarismo (consideramos como NO
sedentarios los casos que practicaban ejercicio fisico aerdbico de

intensidad moderada durante un minimo de 30 minutos, 5 dias a la
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semana. o de intensidad moderada-alta, como correr, un minimo de 20

minutos tres dias a la semana), SCORE (%).
e Factores asociados con un mayor riesgo trombdtico:

e Congénitos: déficit de anticoagulantes naturales (Proteina C, Proteina S y
Antitrombina), mutacién del Factor V Leiden, mutacién G20210A del gen
de la protrombina y/o resistencia a la proteina C activada.

e Adquiridos: tratamiento farmacoldgico con anticonceptivos orales y/o
tratamiento hormonal sustitutivo, antecedente de inmovilizacion
prolongada (> de 3 dias), traumatismo y/o cirugia en el mes previo al
evento trombdtico, presencia de neoplasia subyacente, embarazo y/o
viaje de mds de 4 horas en avidn.

Score aGAPSS (146).

- Escala de riesgo cardiovascular del proyecto Systematic Coronary Risk Estimation

(SCORE) (362)

Se trata de una herramienta para predecir el riesgo de muerte por eventos
cardiovasculares en el dmbito de poblacién europea, que estima el riesgo de
muerte a 10 afios. Esta escala clasifica como bajo riesgo a los pacientes con
puntuacion menor del 1%; moderado riesgo entre 1-4%; alto riesgo ente 5-9%; y

de muy alto riesgo a pacientes por encima del 10%.

En nuestra cohorte, para el cdlculo del SCORE, se ha empleado una

adaptacion para modelos de bajo riesgo cardiovascular (362).

- Escala de riesgo trombdtico en pacientes con SAF: GAPSS ajustado o aGAPSS
(144).

The Global Antiphospholipid Syndrome Score (GAPSS) (144) es uno de los
sistemas de puntuaciéon mds recientes para cuantificar el riesgo de eventos
trombodticos en pacientes con LES y SAF. También ha demostrado ser una

herramienta valida en la estratificacién del riesgo tromboético en pacientes con
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SAFp y en pacientes portadores de aFL con una enfermedad autoinmune

sistémica asociada (145,146).

Sin embargo, como el complejo formado por los anticuerpos aPS/PT, una
de las variables incluidas en el GAPSS, no se determina de manera rutinaria en
la mayoria de los laboratorios clinicos, su inclusién como parte de la puntuacién
puede suponer un gran inconveniente. Por este motivo se cred el GAPSS
ajustado (aGAPSS) (146), en el que se excluye la determinacién del complejo
aPS/PT, y lo hace ampliamente aplicable en la prdctica clinica diaria. En el
aGAPSS las variables a puntuar serian: hiperlipidemia (3 puntos), hipertension
arterial (1 punto), aCL IgG/IgM (5 puntos), ap2GP1 IgG/IgM (4 puntos) y AL (4

puntos). La puntuacién que puede obtener un paciente variaria entre de 0 y 17.

Este modelo modificado del GAPSS ha sido validado como escala para
estratificar a los pacientes en funcién de su riesgo trombdtico (146,148).
Recientemente, en el afio 2017, la Dra. Nuria Ferndndez y su equipo de
investigacidn evaluaron la validez de la escala aGAPSS como herramienta en la
prediccidn de trombosis en pacientes con SAF y/u otra enfermedad autoinmune
sistémica, en un estudio de cohortes retrospectivo. En su estudio concluyeron
que el aGAPSS, con un punto de corte =5, constituia un factor de riesgo

independiente para la aparicién de evento trombdético (148).

7.6.2.2. Antecedentes en la historia clinica de patologia tromboembdlica

La revision de la historia clinica electronica de cada paciente, incluyendo
pruebas de imagen e informes clinicos, junto con la entrevista clinica presencial
realizada en el momento de la inclusiéon en el estudio, permitié evaluar los
siguientes datos clinicos en relacion con los antecedentes de patologia

trombdtica:

— Tipo del primer evento trombdtico (arterial y/o venoso).
— Territorio y localizacién del primer evento trombético.

— Fecha de presentacién del primer evento trombdtico.
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— Tipo de tratamiento antitrombdtico en el momento del primer evento
trombotico.

— Recurrencia trombética.

— Fecha de presentacién de la recurrencia trombética.

— Tipo de la recurrencia trombdética (venoso y/o arterial).

— Territorio y localizaciéon de la recurrencia trombdtica.

— Tipo de tratamiento antitrombdtico en el momento de la recurrencia
trombdtica.

— Numero de episodios trombdticos.

— Tipo de tratamiento antitromboético en el momento de inclusién en el

estudio.

7.6.2.3. Manifestaciones clinicas “no criterio” de SAF

Mediante revisién de la historia clinica electronica de cada paciente
también evaluamos posibles antecedentes de las denominadas manifestaciones

clinicas “no criterio” relacionadas con el SAF, segtn los criterios de Sidney 2006

(D).

Ademds, en el formulario empleado durante la entrevista clinica se
incluyé informacidn sobre algunas de estas manifestaciones clinicas “no criterio”,

consideradas como las mds frecuentes en pacientes con aFL positivos:

— Migraha
— Epilepsia/convulsiones/corea
— Livedo reticularis

—  Ulceras vasculares
7.6.2.4. Morbilidad obstétrica

En las mujeres de nuestra cohorte se evaluaron los antecedentes de
morbilidad obstétrica relacionada con el SAF, segun los criterios de Sidney 2006
(1), descritos en el apartado “3.1.4 Criterios clasificatorios de Sindrome

Antifosfolipido”.
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7.6.2.5. Variables analiticas

e Variables analiticas generales: creatinina (mg/dL), urea (mg/dl), colesterol
total (mg/dL), colesterol LDL (mg/dL), colesterol HDL (mg/dL), triglicéridos
(mg/dL), HbAlc (%), plaquetas (U/ml), TP (segundos), TT (segundos),
TTPa (segundos).

e Anticoagulantes naturales: Proteina C, Proteina S y antitrombina.

e Estados trombofilicos congénitos: mutaciéon del Factor V Leiden,
mutacion G20210A del gen de la protrombina y/o resistencia a la proteina C
activada.

e Perfil de autoinmunidad no AAF: Anticuerpos Anti-nucleares (ANA);
Anticuerpos extraibles del nucleo (ENA) (anticuerpos anti-Smith (antiSm);
anticuerpos antirribonucleoproteinas (anti-RNP); anticuerpos anti-Ro60 (SS-
A), anticuerpos anti-Ro52/TRIM21, anticuerpos anti-SS-B (La), anticuerpos

anti-Scl-70 (topoisomerasa I) y anticuerpos anti-Jo-1)

7.6.2.5.1. Analisis de autoinmunidad no aFL

7.6.2.5.1.1. Anticuerpos Antinucleares (ANA)

Los anticuerpos antinucleares (ANA) son autoanticuerpos que aparecen
con elevada frecuencia en pacientes con enfermedades autoinmunes sistémicas
y/o del tejido conectivo, y especialmente en el caso del LES. La presencia de
ANA puede ser utilizada junto con otros test seroldgicos y datos clinicos para

ayudar en el diagndstico de LES u otras enfermedades autoinmunes.

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) es el método de referencia para los
ensayos de ANA. En nuestro estudio, para la determinacién de los ANA
empleamos el test Nova Lite® Hep-2 ANA Kits/Substrate Slides (para diagndstico
in vitro). Este test es un ensayo por IFI, que se usa para el cribado y la

determinacion semicuantitativa de ANA en suero humano.

En la técnica por IFI las muestras de los pacientes se incuban con un

substrato de antigenos; después de la incubacién, se realiza un lavado para
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eliminar los anticuerpos que no han reaccionado. Este substrato se vuelve a
incubar, pero en esta ocasién con un conjugado especifico, marcado con
fluoresceina, y se realiza un segundo lavado que elimina el reactivo que no se ha

enlazado.

El substrato escogido para el kit NOVA Lite® HEp-2 ANA es una linea de
células epiteliales humanas (HEp-2) y el conjugado son anticuerpos anti-IgG
humana purificados. Cuando se observan a través de un microscopio de
fluorescencia, las muestras positivas para autoanticuerpos mostrardan una
fluorescencia de color verde manzana en las dreas de la célula o del nucleo

donde se ha enlazado el autoanticuerpo.

Durante todo el procedimiento para la realizacién de esta técnica con el
kit Nova Lite® Hep-2 ANA Kits/Substrate Slides se sigui6 el protocolo establecido

por la casa comercial.
7.6.2.5.1.2. Anticuerpos contra antigenos extraibles del nucleo (ENA)

Para el andlisis del grupo de anticuerpos contra antigenos extraibles del
nucleo (ENA); del acrénimo en inglés Extractable Nuclear Antigens, empleamos el
kit QUANTA Flash® ENA?7. Se trata de un inmunoensayo por quimioluminiscencia
empleado en la deteccion cualitativa en suero humano de autoanticuerpos IgG
contra los antigenos Sm, RNP, Ro60 (SS-A), Ro52/TRIM21, SS-B (La), Scl-70

(topoisomerasa I) y Jo-1.

La presencia de estos autoanticuerpos se utiliza como ayuda en el
diagnostico del LES, la esclerosis sistémica (ES), la polimiositis (PM), la
dermatomiositis, el sindrome de Sjogren (SS) y la enfermedad mixta del tejido

conectivo (EMTC), junto con datos clinicos y otras pruebas de laboratorio.

El kit QUANTA Flash® ENA7 permite detectar simultdneamente
autoanticuerpos contra Sm, RNP, Ro60, Ro52, SS-B, Scl-70 y Jo-1 en un solo
pocillo. Las muestras negativas en este andlisis es probable que sean negativas

para los anticuerpos contra Sm, RNP, Ro60, Ro52, SS-B, Scl-70 y Jo-1. Las
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muestras que den positivo deben volver a analizarse mediante otro ensayo
especifico para los ENA, como un CIA o un ELISA, a fin de confirmar su
positividad, establecer la especificidad de los autoanticuerpos y, si se desea,

cuantificar los niveles de anticuerpos especificos.

Como reactivos se emplean particulas paramagnéticas recubiertas con
Ro60, Scl-70, Jo-1, Ro52 y SS-B (La) recombinantes y Sm y RNP nativos. Para su
uso se afiade una solucién tampén y se coloca en el instrumento BIO-FLASH®. La
luz generada por la reaccién se mide como URL mediante el sistema 6ptico del
BIO-FLASH®. El nimero de URL es proporcional a la cantidad de anticuerpos
anti-ENA unidos a las particulas de ENA7. En funcién del valor de URL se
calculan las CU. La reactividad expresada en CU estd relacionada el valor de los

autoanticuerpos presentes en la muestra del paciente.

Tabla 12. Caracteristicas de los ensayos de ENA utilizados en este estudio.

Antigeno Unidades Punto de corte

Particulas paramagnéticas
QF ENA7 Ccu 3,6 —429,4 =20 CU Positivo
con ENA 7

QF: QUANTA Flash; ENA: extractable nuclear antigens; CU: unidades quimioluminiscentes; RMA: rango de

medicién analitica.

En nuestro laboratorio el intervalo de referencia empleado es el indicado
por el fabricante. El rango de medicién analitica del ensayo va de 3,6 CU a 429,4
CU. Si el resultado de un paciente es inferior a 20 CU, debe notificarse como un
resultado negativo. Si el resultado de un paciente es superior a 20 CU, el

resultado se considerard positivo.
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7.7. SEGUIMIENTO PROSPECTIVO DE LA COHORTE

En enero 2014 se inicié la recogida de datos, con la incorporacion del

mayor grueso de pacientes a la cohorte.

Desde el inicio del estudio hasta junio de 2019 se ha hecho un
seguimiento prospectivo, anual, telefénico y a través de la historia clinica
electrénica, con el fin de conocer, entre otros datos, la aparicién de un posible
primer evento trombdtico en los pacientes portadores asintomaticos de AAF y en
las pacientes con diagndstico de SAF obstétrico, o de una recurrencia trombdtica

en los pacientes con diagndstico de SAF trombotico.
7.8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS
7.8.1. Anadlisis estadistico bivariado

Para el andlisis de las caracteristicas basales de nuestra cohorte hemos

realizado una descripcion de las variables.

En cuanto al estudio de las variables continuas, el primer paso fue
comprobar la normalidad de su distribucién mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Las variables cuantitativas con una distribucién normal se presentan
como media y desviacion estdndar, y en el caso de las variables cuantitativas que
no sigan una distribuciéon normal, como mediana y rango intercuartilico (P25-
P75). En cuanto a las variables cualitativas o categoricas las hemos expresado

como frecuencia (n) y tanto por ciento (%).

En el andlisis de comparaciéon entre grupos, para establecer posibles
asociaciones, hemos empleado diferentes pruebas estadisticas en funcién del tipo
de variables analizadas. Para comparar variables categdricas utilizamos la

prueba de la Chi-cuadrado (X?) y la prueba exacta de Fischer.

Para establecer asociaciones entre las variables cuantitativas o continuas,
empleamos la prueba t, el andlisis de varianza (ANOVA) o los test no

paramétricos de U Mann-Whitney o Kruskal-Wallis, segiin correspondia en cada
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caso. Para el estudio de las asociaciones utilizamos la correlacion de Pearson, si

la variable era normal, y la correlaciéon de Spearman si no lo era.
7.8.2. Andlisis estadistico multivariado

Todas las variables que en el andlisis de regresién logistica univariante
tuvieron una significacién estadistica como factor de riesgo de evento clinico
(trombosis y/o morbilidad obstétrica), se agruparon en diferentes modelos de

regresion multivariante para detectar posibles factores de riesgo independientes.

Los resultados se expresaron como odds ratio (OR) con un IC del 95% y

con un nivel de significancia de 0.05.
7.8.3. Antiphospholipid Syndrome-FXI score (APS-FXI Score)

Teniendo como referencia el gran trabajo de Sciascia y su equipo de
investigacién (144) nos planteamos crear una escala o score como herramienta
que ayudara al clinico en la dificil tarea de diferenciar a los pacientes con mayor
riesgo de sufrir un evento clinico (trombdtico y/u obstétrico), en un grupo de
pacientes con aFL positivos; incluyendo como novedad una variable que hasta
ahora no se ha relacionado con los aFL ni con el SAF como posible elemento

implicado en su patogénesis, el FXI de la coagulacién.

Se ha demostrado a través numerosos trabajos y articulos que el FXI
influye de manera decisiva en la patologia tromboembdlica, venosa y arterial. Y
que, ademads, este factor puede adquirir diferentes roles, protrombdtico y

protector frente a la trombosis, segtn su actividad coagulante en plasma.

Realizamos una regresiéon logistica univariante de todas las variables
clinicamente relevantes, y con las que resultaron ser estadisticamente
significativas construimos un modelo de regresidn logistica multivariante. A cada
variable del modelo, le asignamos un valor de riesgo proporcional a su
coeficiente en el modelo de regresion. Este valor lo calculamos dividiendo el

coeficiente de la variable en cuestidon entre el menor coeficiente del modelo.
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Una vez desarrollado el score, al que hemos denominado Antiphospholipid
Syndrome-FXI (APS-FXI) realizamos una curva ROC para calcular el mejor punto
de corte, y determinamos la capacidad discriminativa del APS-FXI midiendo el

area bajo la curva ROC (AUC, del acrénimo en inglés area under curve).
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8. RESULTADOS

8.1. CARACTERISTICAS CLINICAS Y ANALITICAS GENERALES DE
PACIENTES Y CONTROLES

La tabla 13 recoge las caracteristicas demogréficas, clinicas y analiticas de

los sujetos incluidos en este estudio:

1. Grupo SAF. Grupo constituido por 112 pacientes diagnosticados de SAFp;
SAF trombodtico (SAFt) (N= 105) o SAF obstétrico (SAFo) (N= 7),
clasificados segtn los criterios de Sidney 2006 (1). Un 16,7% (9/54) de
las mujeres con diagndstico de SAFp presentaron comorbilidad obstétrica.
La edad media de este grupo fue de 51,3 afios con una desviacion

estandar (DE) de 12,8 aios.

2. Grupo AAF. En este grupo se clasificaron los pacientes que eran
portadores asintomdticos de aFL; pacientes que cumplian criterios
analiticos de SAF sin antecedentes de evento trombético, ni comorbilidad
obstétrica. Se incluyeron un total de 82 pacientes con una edad media

similar a la del grupo SAF (50,2+15,1 afios).

3. Grupo TROMBOTICOS (TROM). En este grupo se incluyeron aquellos
pacientes que tenian antecedentes de al menos un evento
tromboembdlico (arterial y/o venoso) y que no cumplian criterios
analiticos de SAF. Estaba formado por un total de 79 pacientes con una

edad media de 51,9+13,2 ainos.

4. Grupo SANOS (SAN). Este grupo estaba constituido por sujetos sanos
que no cumplian criterios clinicos ni analiticos de SAF, no tenian
antecedentes de eventos tromboembdlicos ni de comorbilidad obstétrica y

tampoco eran portadores de aFL. Se incluyeron un total de 74
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participantes con una edad media similar a la de los pacientes (51,4+11,5

afnos).

La edad media del total de nuestra muestra fue de 51,2+13,2 afios, con
un rango de edad comprendido entre 21 y 84 afios. La proporcién de mujeres
fue de 50,3%. El grupo AAF presentd un mayor porcentaje de mujeres en
comparacién con el resto de los grupos del estudio (65,9%) (grupo TROM 43%,
p= 0,004; grupo SAN 44,6%, p= 0,008; grupo SAF 48,2%, p= 0,015).

La prevalencia de enfermedad renal crénica en nuestra muestra fue del
1,1%, con una creatinina media de 0,82 mg/dl. Un 2,3% de los pacientes del
estudio presentd plaquetopenia (plaquetas<100000 U/uL). La plaquetopenia fue

mayoritaria en el grupo AAF (4,9%), sin diferencias significativas entre grupos.
8.1.1. Perfil de riesgo cardiovascular de nuestra muestra

En relacién con el perfil de riesgo cardiovascular, un 92,8% de toda la
muestra del estudio presentaba al menos un factor de riesgo cardiovascular
(FRCV), siendo el mas prevalente la DLP, descrita en un 60,2% de la poblacion.
La prevalencia del resto de FRCV clésicos en la muestra fue: tabaquismo 56,2%,

sedentarismo 51,9%, HTA 38,3%, obesidad 29,7% y DM 12,1% (Tabla 13).

El grupo de SAF y el grupo TROM presentaron un mayor porcentaje de
pacientes con =3 FRCV (Figura 8). En el grupo AAF y el grupo SAN, la
proporciéon de pacientes sin ningin FRCV fue significativamente mayor con

respecto a los grupos de pacientes con trombosis previa (p<0,05) (Figura 8).

Analizando de manera individualizada cada FRCV, la prevalencia de HTA,
DLP y obesidad fue significativamente mayor en el grupo SAF y el grupo TROM,
en comparacién con los pacientes sin antecedentes de eventos trombdticos (p<

0,05).
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Tabla 13. Caracteristicas clinicas y analiticas de los grupos que forman nuestra

cohorte.

Total (n:347) SAF (n:112) AAF (n:82) TROM (n:79) SAN (n:74)

Sexo - n (%)

Hombre 174 (49,7) 58 (51,8) 28 (34,1) 45 (57) 41 (55,4)
Mujer 176 (50,3) 54 (48,2) 54 (65,9) 34 (43) 343 (44,6)
Edad (afios)- M (DE) 51,2 (13,4) 51,3 (12,8) 50,2 (15,1) 51,9 (13,2) 51,4 (11,5)

FRCV - n (%)

Hipertension arterial 133 (38,3) 50 (44,6) 25 (30,5) 38 (48) 20 (27,0)
Dislipemia 209 (60,2) 84 (75) 43 (52,4) 58 (73,4) 24 (32,4)
Diabetes Mellitus 42 (12,1) 11 (9,8) 9 (11) 18 (22,8) 4 (5,4
IMC > 30 Kg/m? 103 (29,7) 43 (38,4) 17 (20,7) 32 (40,5) 11 (14,9)
Tabaquismo 195 (56,2) 66 (58,9) 44 (53,7) 46 (58,2) 39 (52,7)
Sedentarismo 180 (51,9) 57 (50,9) 49 (59,8) 45 (57) 29 (39,2)
Algtin FRCV 322 (92,8) 110 (98,2) 73 (89) 76 (96,2) 63 (85,1)
1 FRCV 67 (19,3) 17 (15,2) 16 (19,5) 9 (11,4 25 (33,8)
2 FRCV 90 (25,9) 29 (25,9) 21 (25,6) 19 (24,1) 21 (28,4)
3 0 mas FRCV 165 (47,6) 64(57,1) 36 (43,9) 48 (60,8) 17 (23,0)
Creatinina (mg/dl) - M (DE) 0,81 (0,3) 0,89 (0,4) 0,75 (0,2) 0,79 (0,2) 0,81 (0,3)
](E;f)ermedad renal crénica - n 4(1,2) 32.7) 0 (0) 1(13) 1(1.4)
Plaquetopenia - n (%) 8 (2,3) 2 (1,8) 4 (4,9) 1(1,3) 101,49
Hipotiroidismo - n (%) 32 (9,2) 11 (9,8) 12 (14,6) 4 (5,1) 5 (6,8)
Trombofilia congénita - n (%)
Déficit de Antitrombina 3(1,9 2(2,3) 101,49 NR NR
Déficit de Proteina C 2 (1,3) 1(,1) 101,49 NR NR
Déficit de Proteina S 3(1,9 1(1,1) 2(2,8) NR NR
Resistencia a la PCA 5(3,2) 2 (2,3) 3(4,2) NR NR
FV Leiden 4(2,5) 4 (4,6) 0 (0) NR NR

M, media. DE, desviacién estandar. IMC, indice de masa corporal. FRCV, factor de riesgo cardiovascular. PCA, proteina C activada. FV, factor V de la
coagulacién. NR, no realizado.
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Perfil de Factores de Riesgo Cardiovascular
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Figura 8. Perfil de riesgo cardiovascular en los grupos de nuestra cohorte.
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8.2. DESCRIPCION Y ANALISIS DE EVENTOS TROMBOTICOS EN NUESTRA
POBLACION

La trombosis venosa fue la localizacién mds frecuente del primer evento
trombotico de nuestros pacientes. En el grupo SAF, la primera trombosis ocurrid
en lecho vascular venoso en un 73,3% de los casos, y en el grupo TROM en un

63,3% (Tabla 14).

La trombosis venosa con mayor frecuencia en ambos grupos fue la TVP,
con un 49,5% de todas las trombosis venosas en el grupo SAF, y un 43% en el
grupo TROM (Tabla 14). En el caso de las trombosis arteriales la localizaciéon
mas frecuente fue el SNC, ictus de origen no cardioembdlico, con un 19% de las

trombosis arteriales en el grupo SAF y un 24,1% en el grupo TROM (Tabla 14).

La media de tiempo, medido en afios, hasta la aparicion del primer evento
trombotico, fue significativamente menor en el grupo SAF en comparaciéon con el

grupo TROM, 43,2 afios y 47 afios, respectivamente (p= 0,039) (Tabla 14).

Mediante andlisis de supervivencia con el método de Kaplan-Meier,
analizamos el tiempo libre de trombosis en el grupo SAF y el grupo TROM;
entendiendo como tiempo libre de trombosis, el tiempo transcurrido desde la
fecha de nacimiento hasta la fecha de diagndstico del primer evento
tromboembdlico. En el andlisis de supervivencia encontramos una diferencia
significativa entre ambas curvas, con un valor de p< 0,05 del estadistico Log

Rank (Mantel-Cox) (Figura 9).
8.2.1. Recurrencia trombotica

Un 30,4% de nuestros pacientes con antecedentes de eventos trombdticos
presentaron, al menos, un episodio de recurrencia trombdtica (Tabla 14). No
hallamos diferencias estadisticamente significativas en el numero de recurrencias
trombdticas, ni en el tipo de la trombosis (arterial o venosa), entre el grupo SAF

y el grupo TROM (Tabla 14).
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El territorio del primer evento trombético (arterial o venoso) no se
relacion6 de manera significativa con una mayor o menor proporcion de

recurrencias trombaticas.

Como se ha descrito en otros estudios, en nuestra poblacién la mayoria de
las recurrencias trombdticas se produjeron sobre el mismo lecho vascular que el

primer evento trombotico (130,131).

En el grupo SAF, el 100% de las recurrencias trombdticas en los pacientes
con un primer evento trombético arterial se produjeron sobre territorio arterial;
y en los pacientes con un primer evento trombdtico venoso, el 86,2% de las

recurrencias se produjeron sobre lecho vascular venoso (p< 0,001) (Figura 10).

En el grupo TROM, los pacientes con una primera trombosis arterial que
presentaron una recurrencia trombdtica, en el 75% de los casos fue sobre lecho
vascular arterial; en los pacientes de este grupo con un primer evento trombético
en territorio venoso, la recurrencia trombdtica fue en territorio venoso en el

90,9% de los casos (p< 0,05) (Figura 11).
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Tabla 14. Descripcion y anadlisis de eventos tromboéticos en los grupos que

presentaban esta clinica.

Total n:184

SAFt n:105

TROM n:79

Tipo de primera trombosis - n (%)

Arterial

Ictus no cardioembdlico

Venosa

TEP

Recurrencia trombdtica - n (%)

Tipo de recurrencia trombética - n (%)

Arterial

Ictus no cardioembdlico

Venosa

TEP

Tiempo (afios) hasta la primera
trombosis - Me (RIC)

57 (31,0)

39 (21,2)

16 (8,7)

127 (69,0)

86 (46,7)

34 (18,5)

56 (30,4)

19 (33,3)

7 (12,5)

8 (14,3)

38 (66,7)

27(48,2)

10 (17,9)

45 (19,0)

28 (26,7)

20 (19,0)

7 (6,7)

77 (73,3)

52 (49,5)

19 (18,1)

37 (35,2)

12 (32,4)

4 (10,8)

5(13,5)

25 (67,6)

20 (54,1)

5(13,5)

43,2 (13,4)

0,145

29 (36,7)

19 (24,1)

9 (11,4

50 (63,3)

34 (43,0)

15 (19.0)

19 (24,1) 0,103

0,741

7 (36,8)

3(15,8)

3(15,8)

12 (63,2)

7 (36,8)

5(26,3)

47 (21) 0,039
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Tiempo (afios) entre la 12 trombosis y

la determinacién de FXI - Me (RIC) 4 5 30

SAFt, grupo de pacientes diagnosticados de Sindrome Antifosfolipido trombético. M, media. DE, desviacién estdndar. Me, mediana. RIC, rango
intercuartilico. IAM, infarto agudo de miocardio. TVP, trombosis venosa profunda. TEP, tromboembolismo pulmonar. FXI, factor XI de la
coagulacién.
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Figura 9. Supervivencia en afios libre de trombosis hasta la aparicién del primer

evento trombatico.
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Recurrencias Tromboticas en SAF
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Figura 10. Tipo de recurrencia trombdtica (arterial o venosa) en grupo SAF

segun el lecho vascular del primer evento trombético.
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Figura 11. Tipo de recurrencia trombética (arterial o venosa) en grupo TROM

segun el lecho vascular del primer evento trombético.
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8.3. ANALISIS DEL PERFIL DE RIESGO CARDIOVASCULAR EN PACIENTES
CON ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS POSITIVOS

En el grupo SAF la proporcién de hombres fue mayor que en el grupo
AAF, 51,8% Vs 34,1%, respectivamente (p= 0,008). La edad media de ambos
grupos fue similar (Tabla 15).

En cuanto a la prevalencia de los distintos FRCV cldsicos, la HTA, la DLP y
la obesidad (IMC>30 Kg/m2), fueron mds prevalentes en el grupo SAF que en el
grupo AAF (p< 0,05) (Tabla 15). El porcentaje de pacientes con al menos un
FRCV fue significativamente mayor en el grupo SAF en comparacién con el

grupo AAF, 98,2% Vs 89%, respectivamente (p= 0,016) (Tabla 15).

8.3.1. Estratificacion del riesgo cardiovascular segin el modelo predictivo

SCORE

Clasificamos a los pacientes de ambos grupos con aFL (grupo SAF y grupo
AAF) segun los estratos de riesgo cardiovascular (RCV) establecidos para el

modelo predictivo SCORE (Tabla 15).

Esta escala clasifica a los pacientes en funciéon del RCV del siguiente
modo: - Bajo RCV los casos con una puntuacién <1%; - Moderado RCV para los
casos con una puntuacion entre el 1% y el 4%; - Alto RCV aquellos con un valor
de SCORE entre un 5% y un 9%; - Muy alto RCV a los pacientes con una

puntuacion =10%.

Segun este modelo, el 12,5% de todos los pacientes con aFL positivos de
nuestra muestra se clasific6 como RCV alto o muy alto, el 42% como RCV

moderado y el 43,8% como RCV bajo.

La proporcién de pacientes con un SCORE de bajo RCV fue mayor en el
grupo AAF (p= 0,043) (Tabla 15) (Figura 12), mientras que en el grupo SAF se
identific6 una mayor prevalencia de pacientes con un SCORE equivalente a un

RCV moderado (p= 0,014) (Tabla 15) (Figura 13).
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Tabla 15. Andlisis univariante de variables sociodemograficas y variables de

riesgo cardiovascular entre los grupos con aFL: SAF y AAF.

SAF (n:112) AAF (n:82) 1C95%

Sexo - n (%)

Hombre 58 (51,8) 28 (34,1) 2,23 1,24 - 4,01 0,008
Mujer 54 (48,2) 54 (65,9)
Edad (afios) - M (DE) 51,3 (12,8) 50,2 (15,1) 0,99 0,97 - 1,02 0,586

FRCV - n (%)

Hipertension arterial 50 (44,6) 25 (30,5) 1,87 1,02 - 3,41 0,042
Dislipemia 84 (75) 43 (52,4) 2,72 1,48 - 5,00 0,001
Diabetes Mellitus 11 (9,8) 9 (11) 1,13 0,45 - 2,87 0,794
IMC > 30 Kg/m? 43 (38,4) 17 (20,7) 2,45 1,27 - 4,73 0,007
Tabaquismo 66 (58,9) 44 (53,7) 1,24 0,69 - 2,20 0,465
Sedentarismo 57 (50,9) 49 (59,8) 1,41 0,79 - 2,51 0,247
Algtin FRCV 110 (98,2) 73 (89) 6,78 1,42 -32,28 0,016
1 FRCV 17 (15,2) 16 (19,5) 1,36 0,64 — 2,87 0,428
2 FRCV 29 (25,9) 21 (25,6) 1,02 0,53-1,95 0,964
3 o mas FRCV 64(57,1) 36 (43,9) 1,70 0,96 - 3,03 0,069

SCORE - n (%)

SCORE Bajo 49 (43,8) 47 (57,3) 0,55 0,30 -0,98 0,043
SCORE Moderado 47 (42) 20 (24,4) 2,20 1,17 - 4,14 0,014
SCORE Alto 10 (8,9) 7 (8,5) 1,03 0,37 -2,83 0,957
SCORE Muy alto 4 (3,6) 5(6,1) 0,56 0,15 - 2,15 0,397

SAF, Sindrome Antifosfolipido primario. AAF, Portadores de anticuerpos antifosfolipidos sin antecedente de evento trombdtico. M, media. DE,
desviacién estdndar. FRCV, factor de riesgo cardiovascular. IMC, indice de masa corporal.
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Riesgo cardiovascular en AAF segun el modelo SCORE
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Figura 12. Clasificaciéon de los pacientes del grupo AAF en funcién del riesgo

cardiovascular segtin el modelo predictivo SCORE.
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Figura 13. Clasificaciéon de los pacientes del grupo SAF en funcion del riesgo

cardiovascular segun el modelo predictivo SCORE.
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8.4. PERFIL DE ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS

El AL fue positivo en un 75% de todos los pacientes con aFL de nuestra
muestra; los aCL (isotipo IgM y/o 1gG) y los af2GP1, fueron positivos en un
32,1% y un 29,5%, respectivamente (Tabla 16).

Mediante un andlisis univariante estudiamos la prevalencia de los
diferentes aFL entre el grupo SAF y el grupo AAF (Tabla 16). Observamos una
mayor proporcion de AL en el grupo SAF en comparacién con el grupo AAF, 75%
Vs 61% (p= 0,023) (Figura 14); también la positividad aislada del AL fue mas
prevalente en el grupo SAF que en el grupo AAF (p= 0,030) (Tabla 16).

En el caso de los af2GP1 la prevalencia fue mayor en el grupo AAF, tanto
para el isotipo IgM (p= 0,031) como para el isotipo IgG (p= 0,033) (Figura 14).
En el caso de los aCL no se hallaron diferencias significativas entre ambos

grupos.

El analisis del perfil de riesgo trombético (bajo o alto riesgo trombético)
en funcién del perfil de aFL, no identificé diferencias significativas entre ambos

grupos (Tabla 16).
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Tabla 16. Anadlisis univariante de la prevalencia de aFL y el perfil de riesgo

trombdtico asociado a los aFL en los grupos de estudio con aFL.

SAF (n: 112) AAF (n: 82) 1C95%

AL - n (%) 86 (75) 50 (61) 2,07 1,11 - 3,86 0,023

aCL positivo- n (%)

Isotipo IgM 21 (18,8) 19 (23,2) 0,77 0,38 -1,54 0,453
Isotipo IgG 17 (15,2) 18 (22) 0,64 0,31-1,33 0,228
Isotipo IgM y/0 I1gG 36 (32,1) 31 (37,8) 0,78 0,43 - 1,42 0,413

a /#/2GP1 positivo- n (%)

Isotipo IgM 12 (10,7) 19 (23,2) 0,42 0,19 -0,92 0,031
Isotipo IgG 27 (24,1) 32 (39) 0,51 0,27 - 0,95 0,033
Isotipo IgM y/0 1gG 33 (29,5) 35 (42,7) 0,58 0,32 -1,05 0,070
Sélo AL positivo - n (%) 50 (44,6) 24 (29,3) 1,95 1,07 - 3,57 0,030
Sélo aCL positivo - n (%) 5 (4,5) 22,4 1,87 0,35 -9,88 0,462
Sélo a #2GP1 positivo - n (%) 3(2,7) 4 (4,9 1,86 0,41 - 8,56 0,424

Ntumero de aFL positivos - n (%)

1 aFL 57 (50,9) 28 (34,1) 1,99 1,11-3,59 0,021
2 aFL 16 (14,3) 13 (15,9) 1,12 0,51 -2,48 0,782
3 aFL (triple positivo) 21 (18,8) 23 (28) 1,67 0,85 - 3,29 0,137

Perfil aFL - n (%)

Bajo riesgo trombdtico 24 (21,4) 23 (28) 1,43 0,74 - 2,77 0,289

Alto riesgo trombético 88 (78,6) 59 (72) 1,43 0,74 - 2,77 0,289

SAF, Sindrome Antifosfolipido primario. AAF, Portadores de anticuerpos antifosfolipidos sin antecedente de evento trombético. AL, anticoagulante
ltpico. aCL, anticuerpos anti-cardiolipina. a /#/2GP1, anticuerpos anti- 4#2GP1. aFL, anticuerpos antifosfolipidos.
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Prevalencia de Anticuerpos Antifosfolipidos
100
90 p= 0,023
80 —
70
60
<0 p= 0,033
— = SAF
40 -
p= 0,031 = AAF
30 —
20
10 I I
0 |
IgM IgG IgM y/o0 IgG IgM IgG IgM y/0 IgG
AL aCL ap2GP1

AL, anticoagulante ltpico. aCL, anticuerpos anti-cardiolipina. af2GP1, anticuerpos anti-32GP1.

Figura 14. Andlisis univariante de la prevalencia de los aFL en nuestra muestra.
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8.5. DETERMINACION DE FXI DE LA COAGULACION

Determinamos los niveles de FXI en todos los participantes del estudio
empleando los sistemas de activacion y coagulométricos indicados en el
apartado de material y métodos. Como ya se ha descrito previamente, la
determinacién de FXI:C empleando silica (SynthASil) presentaba una
distribucién no normal y generé valores mds bajos que cuando se emplea acido

elagico (SynthAFax) (304)

Asi, en nuestra poblacion, la media de FXI:C (cuantificada en porcentaje)
con el método de SynthAFax (SFX) fue de 114,3+31,4%; mientras que la
mediana de FXI:C determinada con el reactivo de SynthASil (SS) fue de 105,3%
(RIC 36,8). Los resultados de niveles de FXI:C en cada grupo de estudio se

muestran en la Tabla 17.

Para minimizar los posibles errores en la determinacién de la FXI:C
asociados a la sensibilidad y/o especificidad de las técnicas empleadas en
nuestro estudio, consideramos como exceso o déficit de FXI:C cuando en el
mismo paciente se obtenia con ambas técnicas un valor de FXI:C >150% o
<70%, respectivamente; pardmetro que fue denominado como resultado
“global”. Asi, un 6,1% (30/495) de nuestra muestra presentaba un exceso de FXI
global, mientras que en un 3,2% (16/495) se objetivd un déficit de FXI global
(Tabla 17).

La prevalencia de exceso de FXI (FXI:C >150%) fue mayor en los grupos
con antecedentes de eventos trombdticos (grupo SAF y grupo TROM) con
respecto al grupo AAF y el grupo SAN, tanto si la determinacidn se realizaba con

SynthAFax, SynthASil o en el estudio global (Tabla 17 y figura 15).

La deficiencia de FXI (FXI:C <70%) solo se detectd en un sujeto incluido
en el grupo SAN (Tabla 17). En el grupo TROM dos casos presentaban
deficiencia de FXI. En los pacientes con aFL positivos, la incidencia de casos con
deficiencia de FXI:C aumentaba, especialmente cuando se emplea silica para su

cuantificacidn, llegando a alcanzar una prevalencia del 19.5% en el grupo AAF.
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Los resultados globales confirman la mayor prevalencia de la deficiencia de FXI
en el grupo de portadores asintomaticos de aFL (grupo AAF), 12,2%, mientras
que en el resto de grupos del estudio la incidencia de deficiencia de FXI fue

menor del 3% (Tabla 17 y figura 16).

Tabla 17. Niveles de FXI:C determinados con dos activadores diferentes de la
ruta de contacto, silica (SS), acido eldgico (SFX). Casos con exceso o déficit de
FXI con cada activador y cifra global, en cada grupo de sujetos de nuestra

cohorte.

Total (n:495) SAF (n:112) AAF (n:82) TROM (n:79) SAN (n:222)

EXI (FXI:C) (%)
SFX - M (DE) 114,3 (31,4) 122,8 (33,4) 104,5 (27,5) 128,5 (26,9) 99,6 (19,0)

SS - Me (RIC) 105,3 (36,8) 110,9 (46,9) 99,1 (36,2) 127,9 (36,7) 100,2 (21,5)

Exceso de FXI
(>150%)- n (%)

SFX 39 (7,9) 22 (19,6) 22,4 15 (19,0) 0 (0)
SS 44 (8,9) 20 (17,9) 3(3,7) 19 (24,1) 2(0,9)
Global 30 (6,1) 17 (15,2) 1(1,2) 12 (15,2) 0 (0)

Déficit de FXI
(<70%)- n (%)

SFX 16 (3,2) 32,7 10 (12,2) 2(2,5) 1(0,5)
SS 29 (5,9) 10 (8,9) 16 (19,5) 2(2,5) 1(0,5)
Global 16 (3,2) 32,7 10 (12,2) 2(2,5) 1(0,5)

FXI, factor XI de la coagulacion. FXI:C, actividad coagulante del factor XI. SFX, SynthAFax®. SS, SynthASil®.
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Prevalencia de exceso FXI:C
30%
25% 24,10%
20% 19,60% E
17,90%
5,20% 5,20%
15%
10%
5% 3,70%
2,40%
.,20% 0,90%
0, 0,
0% - 0% 0%
SAF Trombdticos AAF Sanos

SynthAFax®
m SynthASil®
= Global

FXI:C, actividad coagulante del factor XI. Global, casos con FXI:C >150% con ambos métodos empleados para su determinacién.

Figura 15. Prevalencia de exceso de FXI:C (FXI:C >150%) en los grupos de

nuestra cohorte de acuerdo con los diferentes sistemas diagndsticos.

Prevalencia de déficit de FXI:C

30%

25%

19,50%
20% 0

15%
12,2004 IR 112,20%

10% 8,90%

5% 2,50%
2,70% 2,70% 0 0
2,50% | 2,50% 0.5%

I NN oo Lo
O% N E—

SAF Trombdticos AAF Sanos

\.

SynthAFax®
m SynthASil®
= Global

FXI:C, actividad coagulante del factor XI. Global, casos con FXI:C <70% con ambos métodos empleados para su determinacién.

Figura 16. Prevalencia del déficit de FXI:C (FXI:C <70%) en los grupos de

nuestra cohorte de acuerdo con los diferentes sistemas diagndsticos.
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8.5.1. Anadlisis univariante de los niveles de FXI:C entre pacientes con diagnostico de

SAF y portadores asintomaticos de aFL.

Los valores medios de FXI:C, determinados por ambas técnicas, fueron
mayores en el grupo SAF que en el grupo AAF (SFX, p< 0,001; SS, p= 0,002)
(Tabla 18 y figura 17).

La prevalencia de casos con exceso global de FXI:C (FXI:C > 150%) fue
mayor en los pacientes del grupo SAF (p= 0,009) (Tabla 18), llegando a ser 14
veces mas prevalente en los pacientes SAF que en los pacientes del grupo AAF si

consideramos el resultado global (Tabla 18).

En cuanto a la prevalencia del déficit de FXI, 15 pacientes y un 1 control
sano de nuestra muestra presentaron un déficit global de FXI (FXI:C<70% con
SynthAFax y SynthASil), de los cuales 10 (62,5%) pertenecian al grupo de
portadores asintomadticos de aFL (Tabla 17). De este modo, la proporciéon de
casos con deficiencia de FXI fue casi 5 veces mds alta en los pacientes del grupo

AAF que en el grupo SAF (p= 0,018) (Tabla 18).
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Tabla 18. Andlisis univariante de los niveles de FXI:C entre pacientes con SAF y

portadores asintomaticos de aFL.

SAF (n:112) AAF (n:82) OR IC95%

FXI (FXI:C) (%)

SFX - M (DE) 122,8 (33,4) 104,5 (27,5) <0,001

SS — Me (RIC) 110,9 (46,9) 99,1 (36,2) 0,002

Exceso de FXI - n (%)

SFX 22 (19,6) 2 (2,4) 10,11 2,30-44,36 0,002
SS 20 (17,9) 3@3,7 591 1,69-20,65 0,005
Global 17 (15,2) 1(1,2) 14,95 1,95-114,83 0,009

Déficit de FXI - n (%)

SFX 3(2,7) 10 (12,2) 493 1,31-18,54 0,018
SS 10 (8,9) 16 (19,5) 2,41 1,03 - 5,64 0,042
Global 3(2,7) 10 (12,2) 493 1,31-18,54 0,018

FXI, factor XI de la coagulacién. FXI:C, actividad coagulante del factor XI. SFX, SynthAFax®. SS, SynthASil®.
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Figura 17. Comparacion de medias de FXI:C entre pacientes del grupo SAF y el
grupo AAF, empleando SynthAFax® y SynthASil®.
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8.5.2. Analisis de la relacion entre el perfil de aFL y el nivel de FXI:C

En nuestra cohorte los niveles de FXI:C en plasma no se correlacionaron
con el perfil de aFL en ninguno de los dos grupos con aFL positivos, grupo SAF y

grupo AAF.

El exceso global de FXI (FXI:C >150%) en nuestra cohorte de pacientes
con aFL positivos no se relaciond con un determinado perfil de anticuerpos, de
bajo o de alto riesgo trombdtico (p= 0,774); tampoco encontramos asociaciéon

con el tipo, ni con el nimero de anticuerpos positivos.

La edad media de los pacientes del grupo SAF en el momento del primer
evento trombdtico fue significativamente mayor en los casos que presentaban un
exceso global de FXI:C con respecto a los casos sin exceso de FXI, 49,75+11,5
afnos Vs 42,30+13,4 afios, respectivamente (p= 0,04). Los casos con antecedente
de recurrencia trombdtica no presentaron una mayor prevalencia de exceso de
FXI, ni encontramos relacién entre los niveles de FXI:C con el tipo de evento

trombdtico.

El déficit global de FXI (FXI:C < 70%) en nuestra cohorte de pacientes
con aFL positivos no se relaciond con un determinado perfil de anticuerpos, de
bajo o de alto riesgo trombdtico (p= 0,913); tampoco encontramos asociacién

con el tipo, ni con el nimero de anticuerpos positivos.

Analizamos también la relacién entre los niveles de FXI:C con el perfil de
aFL en cada grupo de pacientes con aFL por separado. No encontramos una
relacidn significativa entre los niveles de FXI y el perfil de aFL, nimero y tipo de

anticuerpos positivos en ninguno de los dos grupos.
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8.6. ANALISIS DEL FXI PLASMATICO MEDIANTE WESTERN BLOT

El estudio del FXI plasmdtico en las muestras de los casos incluidos en
nuestro estudio se realiz6 mediante Western blot empleando un anticuerpo
policlonal que detecta el dimero de FXI tras separar las proteinas del plasma en

condiciones desnaturalizantes (SDS) pero sin emplear agentes reductores.

Mientras que en los casos con niveles elevados de FXI:C se confirma un
incremento notable de los niveles de FXI en plasma tanto en pacientes con SAF
como con trombosis (Figura 18A), los resultados eran mas conflictivos cuando se
evaluaron los casos con deficiencia de FXI:C, ya que en algunos casos se
confirmaba la deficiencia antigénica mientras que en otros no se validaban los
resultados coagulométricos con los niveles antigénicos, que eran mayores

(Figura 18B).

A)

EXI:.C Sil 236 110 142 96 106 37 37 96 212
(%) El 245 114 134 100 117 45 45 100 225
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B)

aPL
N\
%Q . * . O\
(,°° Kx\ ) Sin defecto en F11 (;é
PR %4 1 2 3 ®

FXI:C Sil 45% 65% 70% 51% 57% 102%
El 32% 31% 70% 45% 57% 98%

aFL: anticuerpos antifosfolipido. Sil, silica. El, acido elagico.

Figura 18. Western blot representativo del FXI detectado en el plasma de casos
de nuestra cohorte: A) exceso de FXI:C (> 150%) identificados entre pacientes
con SAF (F) o trombosis (TM); B) deficiencia de FXI. Los valores
coagulométricos obtenidos tanto tras activar con silica (Sil) como con eldgico
(El) se muestran para cada caso en porcentaje de FXI:C. Dentro de los pacientes
con deficiencia de FXI se separan un paciente portador de la variante
p.Glul35Ter (E135%) en heterocigosis, y 3 pacientes sin defectos moleculares en
el gen codificante. Como controles se usaron un sujeto sano (control) y un
paciente con deficiencia congénita de FXI en heterocigosis portador de la

variante p.Cys56Arg.
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8.7. ANALISIS MOLECULAR DEL GEN F11 EN PACIENTES Y CONTROLES
CON DEFICIT DE FXI

Con el objetivo de aclarar las discrepancias entre los valores
coagulométricos y los niveles antigénicos de FXI en plasma identificados por
Western blot en los casos con deficiencia de FXI, y con la finalidad de determinar
si la deficiencia tuviera un componente congénito, se realiz6 un estudio
molecular del gen F11 en los 13 pacientes que presentaron déficit global de
FXI:C y que tenian aFL positivos (10 pacientes del grupo AAF y 3 del grupo
SAF), los 2 casos del grupo TROM vy el sujeto control del grupo SAN.

El primer estudio consistio en una secuenciacién del gen F11. En 12 casos
se realizd un estudio mediante secuenciacién de Sanger de los 15 exones y
regiones flanqueantes. En los casos restantes se secuencid la totalidad del gen

F11 mediante NGS (del acrénimo en inglés, next generation sequencing).

En los casos en los que no se encontrdé una mutacién como posible causa
del déficit de FXI, también realizamos la busqueda de grandes delecciones e

inserciones en el gen F11 mediante MLPA.

8.7.1. Secuenciacidon del gen F11 en pacientes con déficit de FXI y aFL

positivos

En 2 de los 13 pacientes con aFL analizados con déficit de FXI, el paciente
F101 (del grupo SAF) y el AL28 (del grupo AAF), ambos con determinaciones
positivas de AL, se identific6 mediante NGS una variante génica puntual en
heterocigosis localizada en el exén 5: ¢.403G>T, que fue validada

posteriormente mediante secuenciacidn de Sanger (Figura 19).

Este cambio genético tiene como consecuencia la apariciéon de un codén

terminacién en el codén 135: p.Glul35Ter (Figura 20).

Esta alteracién genética ya se ha identificado previamente (299,363) y se

ha descrito como una de las mutaciones mds frecuentes responsables de la
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deficiencia de FXI en la poblacidon judia de origen Askenazi (364). Es importante
indicar que esta mutacién no ha sido descrita hasta ahora en nuestro pais, y
destacamos que, aunque los dos sujetos portadores son de la Regién de Murcia,

viven en ciudades diferentes y no tenian lazos familiares conocidos.

GAGTGCTC AAKAATGCC A A«
140 150

i

Figura 19. Electroferograma (secuencia reversa y complementaria) del exén 5
del F11 en un paciente (F101) con deficiencia de FXI en el que se identifica la

mutacion c¢.403G>T en heterocigosis (Flecha roja).
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WT 132 133 134 135 136 153 77 625
S A Q E C Q v X
Ser Ala Gln Glu Cys Gln ............. Ter
| w s s ome e e ot
WT, wild type.
MUT 132 133 134 135
S A Q X
[ e o e e
| aw gt can ot w a8 cmetgd

MUT, mutation.

Figura 20. Consecuencia del cambio c.403G>T en la secuencia aminoacidica del

FXI.

8.7.1.1. Genotipado de la mutacién ¢.403G>T; p.Glu135Ter

La validacidn y caracterizacion de este resultado se realiz6 empleando
tres aproximaciones. En primer lugar, como ya hemos indicado, la mutacién se
verificd en una nueva amplificacion y secuenciacion del gen F11. En segundo
lugar, se realizaron estudios familiares en los dos casos indices, evaluando esta
alteracién en los familiares de primer grado de ambos pacientes mediante
genotipado, empleando una PCR y andlisis del patrén de restriccién o PCR-ASRA
(del acronimo ingles Allele Specific Restriction Assay), empleando la

endonucleasa de restriccién Hyp 188III, sensible al cambio genético (Figura 21).

189



A)

190

Wild type

W ENGAD . Print | | Close
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B)

c.403G>T p.Glul35Ter

MT PCR +/-

236 pb

131 pb
105 pb

MT, marcador de tamafio.

Figura 21. Patrén de restriccién de la PCR del exén 5 del gen F11 tras digestion
con la endonucleasa Hpy188III: (A) Patrén de restriccién en sujetos sin y con la
mutacién c.403G>T en heterocigosis; (B) Resultado de la digestién de la PCR
con la endonucleasa de restriccién en sujetos portadores de diferentes genotipos
para la mutacién c.403G>T que validan el uso de este método para determinar
el genotipado de esta alteracidn genética. La fecha roja indica el fragmento de

236 pares de bases sin digerir que define la presencia de la mutacidn.
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Como se muestra en la figura 22, el estudio de los 12 miembros

disponibles de las dos familias confirmé la base molecular de la deficiencia, ya

que la mutacién c.403G>T (p.Glul35Ter) se identificé en un total de 10

pacientes de las dos familias, en miembros de diferentes generaciones, todos

ellos con deficiencia de FXI.

. Deficiencia FXI:C

+/- p.Glul35Ter

Sin AK14
Informacién FXI:C=55.22%
AK11 AK06 AKO07 AKO8 AK09 AKO010 AK012 AK13
FXI1:C=49.65% FXI1:C=51.25% FXI:C=51.25% FXI:C=44.20% FXI:C=38.18%
B) Sin AKO1

Informacion

‘o

AKO3
FXI:C=49.13%

6 o o

AK02 AK04 AKO5
FXI:C=65.55% FXI1:C=64.85%

Figura 22. Arbol genealdgico de los dos probandos (sefialados con una flecha),

portadores de la mutacién del gen FI1

c.403G>T (p.Glul35Ter) en

heterocigosis. Los sujetos con la alteracion en heterocigosis se muestran

marcados en naranja simbolos. Los valores de FXI:C determinados en cada sujeto

empleando silica como activador (SynthASil) también se indican.
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Finalmente, la deficiencia de FXI asociada con esta alteracion se
caracterizd completamente en los miembros portadores de estas dos familias,
evaluando tanto la actividad coagulante (FXI:C), empleando silica como
activador de la ruta de contacto, y estudiando los niveles de FXI en plasma
mediante Western blot. Los resultados obtenidos confirman que esta alteracién
provoca una deficiencia CRM-, con menores niveles de FXI en plasma en los

portadores (Figuras 22 y 23).

Familia A Familia B
X N N N N q
* * \ \ v 4 ¢ v
§ g & g 0§ & & & & & & & & ox @
&8 g 8 s & & & ¢ s ¢ & & ¢ s &
€ € < § ¢ ¥ ¥ 0 9§ & < < % < ¢

Figura 23. Niveles de FXI evaluados mediante Western blot en los miembros de
las dos familias portadoras de la mutacién ¢.403G>T, indicados en la figura 22.
Los portadores de la mutacién en heterocigosis se muestran con el simbolo +/-.
Los sujetos sin la mutacion se marcan como -/-. Como control empleamos

plasma de un sujeto sano sin deficiencia de FXI.
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Finalmente, en un sujeto del grupo AAF, una mujer de 28 afios con un
perfil de aFL triple positivo y que presentaba una deficiencia de FXI moderada
(FXI:C= 44% y 42% con SyntaSyl y SyntaFax, respectivamente) se identificaron
dos mutaciones contiguas en el exon 8, ambas en heterocigosis, que causan un
cambio sinénimo y una mutacién missense: ¢.801A>G (p.Thr267Thr) y
c.802C>T responsable del cambio p.Arg268Cys, que afecta al dominio Apple 3
(Figura 24). Esta mutacion ya ha sido descrita previamente en la base de datos
HGMD (CMO035499) y FXI.org. De hecho, se ha identificado en 4 pacientes con
deficiencia de FXI, en dos casos en homocigosis (Figura 24) (365,366), aunque
no se describe el tipo de deficiencia que causa. En nuestra cohorte de pacientes
con deficiencia congénita de FXI, identificamos las dos mismas mutaciones en un
paciente con deficiencia congénita (presente en madre e hija) no relacionado
con el paciente con aFL. El estudio del FXI plasmdatico mediante Western Blot
realizado en nuestros casos confirma que esta mutacién causa una deficiencia

CRM- (Figura 25).

A) ( . 110

WT: ACAThr267 CGCArg268
MUT: ACGThr267  TGC Cys268
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B)

C)

Patient No. 44

FALiCH FXI:Ag: Genotype: et
Patient: Race: Classification:
Bleading:

Comments:

Refersnce:  Bolton-Magas et =l 2003 Abstract

Patient Mo. 45

FXLiCH FXIiAg: Genotypst  Hom
Patient: Race: Classification: Severe
Bleading:

Comments:

Refersnce: Bolton-Maggs et al 2003 Abstract

Patient Mo. 238

FXT:C: 8 FXI:Ag: Genotype:  Hom
Patient: Race: ;:pu ation  Classification:
Bleading:

Comments:

Referance:  Mitchall st al. 2006

Patient Mo. 239

FXT:C: 53 FXI:Ag: Ganotype:  Het
Patient: Race: ;:pu ation  Classification:
Blzading:

Comments:

Referance:  Mitchall st al. 2006

Figura 24. Mutacion p.Arg268Cys. A) Electroferograma del exén 8 del gen F11
en el sujeto portador de AAF con deficiencia de FXI causado por la doble
mutacién ¢.801A>G (mutacién sinénima) y c.802C>T, responsable del cambio
p.Arg268Cys en heterocigosis. B) Localizacién estructural del residuo Arg268 en
la estructura del FXI y consecuencias del cambio por Cys. C) Informacién de los
pacientes portadores de esta mutacion que estdn recogidos en la base de datos

de mutaciones de FXI.
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Figura 25. Niveles de FXI evaluados mediante Western blot en el sujeto portador
de aFL con deficiencia de FXI causado por la mutacién p.Arg268Cys (R268C) en
heterocigosis. Como control empleamos plasma de un sujeto sano sin deficiencia
de FXI y un sujeto con deficiencia heterocigota de FXI causado por la mutacién

p.Cys56Arg (C56R).

8.7.2. Secuenciacion del gen F11 en casos con déficit de FXI sin aFL

positivos

Los dos casos del grupo TROM con deficiencia de FXI no presentaron
ninguna alteracién molecular destacable en FI1 y tampoco presentaron
deficiencia significativa de los niveles de FXI en plasma por Western Blot. Por
tanto, pensamos que esta deficiencia posiblemente no sea congénita, sino
ocasionada por algun tipo de inhibidor y debe ser confirmada en una nueva

muestra.
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Sin embargo, el tnico sujeto control del grupo SAN con deficiencia de FXI
(23% con SynthASil y 24% con SynthAFax) presentaba una alteracién molecular

relevante en heterocigosis localizada en el exén 12: ¢.1327C>T (Figura 26)

Flecha: cambio ¢.1327C>T en heterocigosis.

Figura 26. Electroferograma del exén 12 del gen F11 en el control sano con

deficiencia de FXI con ¢.1327C>T en heterocigosis.

Este cambio genético es responsable de un cambio missense p.Arg443Cys,
variante que ya ha sido descrita previamente en HGMD (CM062624)
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F11).

De hecho, en la base de datos de mutaciones identificadas en pacientes
con deficiencia de FXI (http://www.factorxi.org/), en donde siguen una
numeracion que excluye al péptido sefial (por lo que el cambio missense seria
p.Arg425Cys), se describen dos pacientes ingleses con deficiencia de FXI debida

a esta misma mutacién también en heterocigosis (365,367). De acuerdo con los
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datos de la base de datos de mutaciones en FXI, el residuo afectado se localiza
en una ldmina beta del dominio peptidase S1 y provoca una deficiencia CRM-
con valores coagulométricos similares a los identificados en el control espafiol, y
siempre con valores de FXI por debajo del 50%, lo que al ser una alteraciéon

heterocigota sugiere un efecto dominante negativo (Figura 27).

F XI Deficiency Mutation Database®_ :
Arg425Cys (443) PKILRVYSG
Nucleotide: c.1327C>T Mutation Type: Missense
Domain: SP Phenotype: I
Position: E (BF) Ref Type: Full
Comments:

Patient Info: -
patient No.481 i
i FXI:C: 46% FXI:Ag Genotype: Het
i Patient: Race Classification
i Bleeding:
Comments:
i Referance: Mitchell et al., 2006
{patient No. 482
é FXI:C: 31 FXI:Ag 39 Genotype: Het
. Patient: Race Classification:
i Bleeding:
é Comments:
iLRefe’e’\ce: '

Figura 27. Resumen de la informacién relativa a la mutaciéon ¢.1327C>T del
gen F11 contenido en la base de datos de mutaciones identificadas en pacientes

con deficiencia de FXI de la UCL.
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De hecho, el andlisis de los niveles de FXI en el plasma del control sano

mediante Western Blot confirmé la deficiencia CRM- (Figura 28).

Figura 28. Niveles de FXI evaluados mediante Western blot en el sujeto sano
portador de la mutaciéon ¢.1327C>T (p.Arg443Cys). Como controles se
emplearon plasma de dos sujetos sanos sin deficiencia de FXI, de un paciente
con deficiencia moderada de FXI causada por la mutaciéon p.Cys56Arg en
heterocigosis y un paciente con deficiencia grave de FXI causada por la
heterocigosis compuesta de las mutaciones p.Glul35Ter y p.Thre322Ile. Los

valores de FXI:C en cada sujeto se muestran entre paréntesis.
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8.7.3. Anadlisis de grandes delecciones y/o inserciones en el gen F11

mediante “Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification” (MLPA)

En los 11 pacientes con aFL positivos en los que no se identificé por
secuenciacién ninguna variaciéon genética responsable del déficit de FXI, se
realizé la busqueda de grandes delecciones y/o inserciones en el gen FI11

mediante MLPA.

Este método no identific6 ningin caso nuevo con alteraciones
moleculares que justificaran la deficiencia de FXI identificada en estos pacientes

(Figura 29).

— — Sample report: 15-290
COFFALYSER Sample type- Sample | Froject F1G+F11 | Experiment: 2015 10.28 REFETIGION PAGIENTES | Dye- 6-FAM | Ferformed by: Admin Authorization
Machine: ABI-3130XL | Report date: 28-0ct-15 | Run date: 28-Cot-15 | Software Version v. 131123.1303 | Normal range: 0.7 - 1.3 Date
MLPA probe mix:  F440-F10+F11 Nrof test probes: 3838 FRSS: OK 100% D[nt] GeneExon Chr.band hg18 loc. Height Arca Ratioc Stdev [REF] [Sam] Width d[n]
Lot A1-1013 Nrof 1ana FRMS: 5 =
$h 06-0ct15 112156AM  DNA : OK PSLP: OK-12% 201 -1 4q35.2 04-187424204 5845 92507 1.04 002 = = 120 00
Cor CF-003{brown] QDXZ (A2-0 DNA Waming RSG: Waming = -1 4q352 04-TE7.424400 2807 BBT26 7.06 002 = = 105 07
s 3¢ 0n RPQ. OK 20 Fii 4q35.20 04167425250 G407 62776 1.44 003 > = X
e - CAS: OK?T5% 09 E Hq35.2 4167420714 4253 79972 102 002 = = 2 0.
445 4g35.. )4-187431240 X 56235 0.96 02 = = .
Reference Samples: 4226 | €23 283 - 4g35.. )4-187432235 4720 72542 1.02 03 = = il X
213 4q35.2 04-167433969 5123 65612 1.09 002 > = 0.1
37 4q35.. )4 0 5356 3 6 03 = = 0 .0
e =5 E: Hq352 4167438219 449 75037 1.04 002 = = 0.1
310 E Mq352 04167438326 6010 87527 1.07 002 > = 5 0.1
%65 10 4q35.2 04-167 438678 6%2 92209 099 007 = = 54 01
9 Eq] 4q352 04187442198 5134 506 099 002 = = 0
416 -12 4q35.. )4 796 2971 9112 0z > = 1 L1
373 13 52 04167444615 448 501 101 003 = = EE] 0
2 .. 247 14 4167445685 56209 93387 1.04 007 = = 90 01
iz P 78 15 4-167 447321 7638 100510 1.05 003 = = 74
z E 72 X 1112825132 5896 74688 1.07 003 = = E!
3] 3 202 3112825038 6332 B2909 1.04 004 = = 7
HIAEEN e 64 831860 5639 74021 099 003 = = E]
£ H Y 436 X 3% 112640762 2641 52935 107 002 >» = 108
z 3 HE N 7L 2 s 172841721 5630 85535 D098 003 = = 7 Eik]
=18 pici] X 303 112843340 6491 94292 7 04 = = 0.2
z 1 382 Fi0d 334 3112846143 4543 79110 098 002 = = 1
1 318 __Fi05 334 849705 5524 B9574 142 003 > = 0.1
cH 22 34 FI0e 3q33 112851550 3888 BeAID_7.02 003 = = Eia
511 355 Reference” g2 161558491 5363 77677 1.0 002 = = % 01
377 Reference” 03q25.31 03-157.737233 2815 5860J_0.95 002 = T
160 Reference” 06p12.3 06051717147 6353 7621 1.09 04 = 81
454 Reference” O7q32.1 _07-127.041158 3002 50448 0.95 002 = 2] 1
364 Reference” 0Bp11.05 05-036.394585 4068 71325 097 003 = 105 00
il ‘ | | H| 326 Reference* 09921.13 09-078.158743 4853 80473 1.02 02 = 9 X
AAULAL LA UL R 166 Reference” 10q06.13 10-124.142683 5441 69630 0.08 002 = 75
PEER T IR EEE ' EEETREE! 282 Reference” 12qT. 038037306 4567 69870 0.98 03 = 83
o o RS 427 Reference” 14911.; 022950868 2953 59471 02 = 99
455 Reference” T6p13. 003.721765 2413 49057 098 002 = T 01
300 Reference” T7ql1.2 17-005.046504 4273 77723 1.0 002 = 103 01
18390 130 Reference” 18q21." 8045765186 6208 E1556 1.0 02 = 81
720 Reference’ 22q1 2032155100 4757 64816 0.99 004 = iE]
Median value all probe values: 4934 77975 101 0.02 925 0.01
' . s
L3 % A
! igaiiﬁ--éﬁggi--ﬁiéﬁg1@55:@53 v TE s EEmEal

En azul se indican los exones del F11, en gris los del F10, y en naranja los controles de referencia.

Figura 29. Resultado del estudio mediante MLPA del gen FI1 en un caso
representativo de los 11 casos con deficiencia de FXI que no presentaban

alteracion molecular en el gen tras su secuenciacion.
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8.8. POTENCIAL INTERFERENCIA DE LA DEFICIENCIA DE FXI EN LA
DETERMINACION DE ANTICOAGULANTE LUPICO

Ante el hallazgo en nuestra cohorte de dos casos con aFL positivos y
déficit congénito de FXI, nos planteamos la posible interferencia de la deficiencia
congénita de FXI en general y la causada por la mutacién ¢.403G>T
(p.Glul35Ter) en particular, en el proceso del diagndstico de aFL, mds
especificamente en la determinaciéon del AL, ya que como explicamos en el
apartado “3.2.1.1 Anticoagulante Lipico”, la deficiencia de factores de la
coagulacion puede interferir en la determinacién del AL y dar lugar a falsos
positivos. En relacién con esto, estudios recientes han demostrado que muchos
resultados en la determinacién del AL, interpretados sin la prueba del test de
mezclas, dan lugar a falsos positivos de AL (368,369), con las posibles
repercusiones clinicas, diagndsticas y terapéuticas asociadas a un diagndstico

erroneo.

Para evaluar esta hipdtesis, analizamos la presencia de AL en 40 casos con
déficit congénito de FXI caracterizados bioquimica, funcional y molecularmente;
32 casos heterocigotos, 5 homocigotos, y 3 heterocigotos compuestos. Estos
pacientes procedian de una cohorte establecida de 200 casos con deficiencia
congénita del factor FXI (294), los dos casos con la mutacion c.403G>T;

p.Glul35Ter y los 7 familiares portadores identificados en este estudio.

En 9 de los 40 sujetos con deficiencia congénita de FXI (22,5%) se
objetivo un resultado positivo para el AL con la prueba VVRd. Ademads, uno de
los casos, portador heterocigoto del cambio p.Lys536Asn, fue positivo para AL
con ambos métodos (Test de VVRd y Test SCT), confirmdndose en este paciente
la presencia de AL mediante el test de mezclas (Tabla 19). En el resto de
pacientes, entre los que se incluia a otro portador de la mutacién p.Lys536Asn,

no se confirmé la presencia de AL mediante test de mezclas.
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Tabla 19. Sujetos con deficiencia congénita de FXI con alguna determinacién

positiva de AL por SCT y/o VVRd.

Mutacién F11 Test SCT Test VVRd Test de Mezclas
Homocigoto p.C56R 0,85 1,65 0,95
Heterocigoto p.K536N 1,90 1,53 1,52
Heterocigoto p.Cys416Tyr 0,83 1,57 0,98
Heterocigoto p. C416Y 0,81 1,70 0,97
¢.403G>T; p.Glul35Ter 1,08 1,34 1,18
Heterocigoto de p.C56R 0,88 1,31 1,05
Heterocigoto de p.C56R 0,58 1,30 1,06
Heterocigoto p.1426T 0,97 1,24 1,04
Heterocigoto p.C56R 0,79 1,24 1,04

SCT, silica clotting time. VVRd, veneno de la vibora de Russel diluido.
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8.9. DEFICIENCIA ADQUIRIDA DEL FACTOR XI DE LA COAGULACION

La busqueda del mecanismo implicado en la deficiencia de FXI detectada
en nuestra cohorte de pacientes con aFL positivos demostré que en 3 casos se
debia a factores genéticos (dos con la mutacién ¢.403G>T; p.Glul35Ter, y otro
con la mutacién ¢.802C>T, p.Arg268Cys, ambas causantes de una deficiencia
CRM-). De hecho, estos eran los casos en los que se identific6 una concordancia
entre los valores coagulométricos y los niveles de FXI en plasma. Sin embargo,
en los restantes 10 casos con aFL positivos y deficiencia de FXI identificada con
los dos activadores de la ruta de contacto, el estudio molecular no identificd
ninguna alteracion genética relevante, y los niveles antigénicos de FXI en plasma

eran normales o incluso elevados.

La hipdtesis que planteamos para justificar estos resultados en pacientes
con aFL positivos, fue la posibilidad de que el déficit fuera adquirido y asociado
a la presencia de un inhibidor del FXI. Para evaluar esta hipdtesis, estudiamos la
presencia de un inhibidor realizando la determinacién de los valores de FXI:C,
empleando silica como activador, con diluciones seriadas del plasma de cada
paciente en plasma deficiente de FXI. Como controles empleamos plasma de un
paciente con niveles elevados de FXI y el plasma de un paciente con deficiencia

congénita de FXI portador de la mutacién p.Pro538Leu en heterocigosis.

Como se observa en la figura 30, la dilucién provoca la reduccién de los
niveles de FXI en los dos controles, mientras que en los pacientes la dilucién no
afecta en absoluto a los niveles de FXI, sugiriendo la presencia de inhibidores en

estos pacientes (Figura 30).
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Figura 30. Evolucidn de los niveles de FXI:C determinados mediante SyntASil en

plasma sin y con dilucién con plasma deficiente en FXI.
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8.10. FXI COMO MARCADOR PRONOSTICO EN PACIENTES CON aFL
POSITIVOS: ANALISIS ESTADISTICO MULTIVARIADO

Para analizar los posibles factores de riesgo independientes de evento
clinico (evento tromboembdlico y/o comorbilidad obstétrica) en los pacientes
con aFL positivos, construimos distintos modelos estadisticos multivariables

mediante regresion logistica binaria (Tablas 20-23).

8.10.1. Modelo estadistico multivariable de prediccidon del riesgo de evento

clinico en pacientes con aFL

En el modelo multivariable de regresién logistica binaria, para predecir
factores de riesgo independientes de evento clinico en los pacientes con aFL
positivos, se incluyeron todas las wvariables que fueron estadisticamente

significativas en el andlisis univariante y aquellas clinicamente relevantes.

El modelo fue estadisticamente significativo X2 = 28,8; p< 0,001. El

modelo explica el 19,4% (R2 de Nagelkerke) de la varianza en la presencia de

evento clinico y clasifica correctamente el 65,2% de los casos.

Las variables que se asociaron de manera independiente a la presencia de
evento clinico (trombdtico y/u obstétrico) fueron: dislipemia (OR= 2,16; IC
95% [1,12- 4,16]; p= 0,021), AL (OR= 2,22; IC 95% [1,12 — 4,45]; p= 0,025),
aPp2GP1 IgM (OR= 0,39; IC 95% [0,17 — 0,93]; p= 0,034), FXI:C >150% (OR=
11,57; IC 95% [1,47 — 90,96]; p= 0,020) (Tabla 20).
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Tabla 20. Modelo multivariable de regresion logistica binaria con los factores

predictores independientes de evento clinico.

Error estandar IC95%

Dislipemia 0,770 0,334 2,16 1,12-4,16 0,021
AL 0,797 0,355 2,22 1,12 - 4,45 0,025
aB2GP1IgM (930 0,438 0,39 0,17 -0,93 0,034
FXI:C >150% 5 448 1,052 11,57 1,47 - 90,96 0,020

AL, anticoagulante ltipico. a2GP, anticuerpos anti-B2GP1. OR, odds ratio. IC, intervalos de confianza.

8.10.2. Modelo estadistico multivariable de prediccidon del riesgo de evento

clinico en pacientes con aFL

En el modelo multivariable de regresién logistica binaria, para predecir
factores de riesgo independientes de evento clinico en los pacientes con aFL
positivos, se incluyeron todas las variables que fueron estadisticamente

significativas en el andlisis univariante y aquellas clinicamente relevantes.

El modelo multivariable de regresiéon logistica fue estadisticamente
significativo X2 = 26,8; p< 0,001. Este modelo no se diferencia practicamente

del anterior ya que explica el 18% (R2 de Nagelkerke) de la varianza en la

presencia de evento clinico y clasifica correctamente el 65,1% de los casos.

Las variables que se asociaron de manera independiente a la presencia de
evento clinico (trombdtico y/u obstétrico) fueron: AL (OR= 2,54; IC 95% [1,27
- 5,08]; p= 0,009), B2GP1 IgG (OR= 0,38; IC 95% [0,19 - 0,76]; p= 0,006),
FXI:C >150% (OR= 17,76; IC 95% [2,25 — 140,42]; p= 0,006) (Tabla 21).
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Tabla 21. Modelo multivariable de regresion logistica binaria con los factores

predictores independientes de evento clinico.

Error estandar IC95%

AL 0,932 0,355 2,54 1,27 - 5,08 0,009
aB2GP1IgG (o966 0,353 0,38 0,19 - 0,76 0,006
FXI:C >150% 5 g77 1,055 17,76 2,25 — 140,42 0,006

AL, anticoagulante ltipico. a2GP, anticuerpos anti-B2GP1. OR, odds ratio. IC, intervalos de confianza.

8.10.3. Modelo estadistico multivariable de prediccidon del riesgo de evento

clinico en pacientes con aFL

En el modelo multivariable de regresién logistica binaria, para predecir
factores de riesgo independientes de evento clinico en los pacientes con aFL
positivos, se incluyeron todas las variables que fueron estadisticamente

significativas en el andlisis univariante y aquellas clinicamente relevantes.

El modelo multivariable de regresiéon logistica fue estadisticamente
significativo X2 = 24,7; p< 0,001. Este modelo es el que logra mayor grado de

prediccién ya que explica el 16,8% (R2 de Nagelkerke) de la varianza en la

presencia de evento clinico y clasifica correctamente el 66,3% de los casos.

Las variables que se asociaron de manera independiente a la presencia de
evento clinico (trombdtico y/u obstétrico) fueron: dislipemia (OR= 2,31; IC
95% [1,19- 4,45]; p= 0,013), AL (OR= 2,27; IC 95% [1,14 — 4,49]; p= 0,019),
aPp2GP1 IgM (OR= 0,36; IC 95% [0,15 - 0,86]; p= 0,021), FXI:C < 70% (OR=
0,18; IC 95% [0,04 - 0,86]; p= 0,020) (Tabla 22).
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Tabla 22. Modelo multivariable de regresion logistica binaria con los factores

predictores independientes de evento clinico.

Error estandar IC95%

Dislipemia 0,836 0,335 2,31 1,19 — 4,45 0,013
AL 0,818 0,349 2,31 1,14 - 4,49 0,019
aB2GP1IgM 1 14 0,439 0,36 0,15 -0,86 0,032
FXI.C <70% 1738 0,347 0,176 0,36 — 0,86 0,032

AL, anticoagulante lipico. a2GP, anticuerpos anti-p2GP1. OR, odds ratio. IC, intervalos de confianza.

8.10.4. Modelo estadistico multivariable de prediccidon del riesgo de evento

clinico en pacientes con aFL

En el modelo multivariable de regresién logistica binaria, para predecir
factores de riesgo independientes de evento clinico en los pacientes con aFL
positivos, se incluyeron todas las variables que fueron estadisticamente

significativas en el andlisis univariante y aquellas clinicamente relevantes.

El modelo multivariable de regresiéon logistica fue estadisticamente

significativo X2 = 235; p<0,001. El modelo explica el 15,9% (R2 de
Nagelkerke) de la varianza en la presencia de evento clinico y clasifica

correctamente el 66,1% de los casos.
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Las variables que se asociaron de manera independiente a la presencia de
evento clinico (trombdtico y/u obstétrico) fueron: dislipemia (OR= 2,03; IC
95% [1,06 — 3,89]; p= 0,033), AL (OR= 2,4; IC 95% [1,20 — 4,79]; p= 0,013),
aB2GP1 IgG (OR= 0,44; IC 95% [0,22 — 0,87]; p= 0,019), FXI:C < 70% (OR=
0,29; IC 95% [0,05 - 0,85]; p= 0,029) (Tabla 23).

Tabla 23. Modelo multivariable de regresiéon logistica binaria con los factores

predictores independientes de evento clinico.

Error estandar I1C95% p valor

Dislipemia 0,708 0,333 2,03 1,06 - 3,89 0,033
AL 0,875 0,352 2,40 1,20 - 4,79 0,013
a B 2GP1 IgG -0,823 0,351 0,44 0,22 - 0,87 0,019
FXI:C < 70% -1,530 0,700 0,29 0,05 -0,85 0,029

AL, anticoagulante lipico. a2GP, anticuerpos anti-B2GP1. OR, odds ratio. IC, intervalos de confianza.
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8.11. ESCALA aGAPSS

Savino Sciascia y su equipo de investigacion elaboraron en 2013 la escala
GAPSS con el fin de mejorar la prediccion de eventos trombdticos y/o
comorbilidad obstétrica en pacientes con LES (144). Unos afios mas tarde fue
validada la escala aGAPSS, una version ajustada del GAPSS (148,149), resultado
de excluir la determinacion de aPS/PT, al tratarse de una determinacién poco

frecuente en la practica clinica diaria (146,148).
8.11.1. Determinacion de la escala aGAPSS en nuestra cohorte

Calculamos el valor de la escala aGAPSS en cada uno de los pacientes de
nuestro estudio. Como explicamos en el apartado “7.7.2.1 Escala de riesgo
trombdtico en pacientes con SAF: GAPSS ajustado o aGAPSS, de Material y
métodos”, las variables a puntuar en esta escala son: hiperlipidemia (3 puntos),
hipertension arterial (1 punto), aCL IgG/IgM (5 puntos), ap2GP1 1gG/IgM (4
puntos) y AL (4 puntos). La puntuacidén que puede obtener un paciente variaria
entre de 0 y 17. En nuestra serie el valor medio fue de 5,51, aunque
encontramos pacientes con los valores extremos de la escala: minimo (0) y

maximo (17).

8.11.1.1. Andlisis del poder discriminativo de evento clinico de la escala aGAPSS

en los pacientes de nuestra cohorte

Comparamos el valor obtenido de la escala aGAPSS entre los casos con
antecedente de algun evento clinico (pacientes del grupo SAF y grupo TROM) y
los pacientes sin antecedente de evento trombético ni obstétrico (pacientes del

grupo AAF y grupo SAN).

Los pacientes del grupo SAF y del grupo TROM mostraron valores de
aGAPSS mas altos (6.519 = DE 4,61) en comparacion con los pacientes sin
antecedentes de eventos trombdticos ni obstétricos (4.69 + DE 5,09) (p< 0,001)
(Figura 31). Mediante curvas ROC analizamos el poder discriminativo de la

escala aGAPSS para detectar evento clinico en nuestra muestra: Area bajo la
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curva (AUC, del inglés area under curve)= 0,62; IC 95% [0,56 — 0,68]; p< 0,001
(Figura 32).

El célculo del AUC para diferentes puntos de corte de la escala aGAPSS
demostré que un valor = 4 tenia una mejor precisién discriminativa de evento

clinico (AUC= 0,62; IC 95% [0,56 — 0,68]; p< 0,001) en nuestra poblacidn.

p< 0,001

20 A

15

10

GAPSS ajustado

©n

No Si

Antecedente de evento clinico (trombético y/u obstétrico)

Figura 31. Comparacion de medias de la escala aGAPPS entre los pacientes con
antecedente de evento clinico y pacientes sin antecedentes de evento

tromboembdlico ni de comorbilidad obstétrica de nuestra cohorte.

211



Evento Clinico
1,0

0,8

0,6

p< 0,001

Sensibilidad

0,4

0,2

0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidad

Figura 32. Curva ROC que muestra la capacidad discriminativa de la escala

aGAPPS para evento clinico en nuestra muestra.
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8.11.1.2. Andlisis del poder discriminativo de evento clinico de la escala aGAPSS

entre nuestros pacientes con aFL positivos

No hallamos diferencias significativas en el valor de aGAPPS entre los
pacientes con diagnoéstico de SAF (trombdtico y/u obstétrico) y los portadores
asintomadticos de aFL (Mann-Whitney U= 4.206; Z= -1,01; p= 0,314) (Figura
33). Mediante curvas ROC analizamos el poder discriminativo de la escala
aGAPSS para detectar evento clinico en los pacientes de nuestra muestra con aFL

positivos (AUC= 0,542; IC 95% [0,46 — 0,63]; p= 0,318) (Figura 34)

También comparamos el valor de la escala aGAPSS entre SAF
tromboticos, excluyendo los pacientes con SAF puramente obstétrico, y los
pacientes del grupo AAF, sin encontrar diferencias significativas (Mann-Whitney

U= 3.890; Z= -1,14; p= 0,255).

p> 0,05

20

GAPSS ajustado

Grupo SAF Grupo AAF

Figura 33. Comparacién de medias de la escala aGAPPS entre los pacientes del

grupo SAF y los portadores asintomdticos de aFL.
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Figura 34. Andlisis de la capacidad discriminativa de evento clinico de la escala

aGAPPS en nuestros pacientes con anticuerpos antifosfolipidos positivos.

8.12. ESCALA APS-FXI

Con los datos observados en los pacientes de nuestra serie y los resultados
obtenidos en el andlisis multivariado, nos planteamos, basandonos en un modelo
estadistico similar al de Sciascia y col., la elaboracién de una nueva herramienta
para la estimacion de riesgo de evento clinico (trombdtico y/u obstétrico) en
pacientes con aFL positivos, v en el que se incluyera, por primera vez, la
actividad coagulante del FXI de la coagulaciéon. Una escala que pudiera ser
empleada como herramienta diagnostica y prondstica en pacientes con aFL
positivos, a la que denominamos escala Antiphospholipid Syndrome-FXI (APS-

FXD).
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Siguiendo la misma metodologia que la empleada para la elaboracion de
la escala GAPSS, realizamos un puntaje predictivo basado en el coeficiente B de
cada variable obtenido en el andlisis multivariado. De esto modo, asignamos a
cada variable un valor: (+1) en el caso de la dislipemia, (+1) para el AL
positivo, (-1) para el isotipo IgG del ap2GP1, (+3) para el exceso de FXI (FXI:C
>150) y (-2) en caso de deficiencia de FXI (FXI:C < 70%) (Tabla 24).

Tabla 24. Puntuacién asignada a cada variable segtin su coeficiente B obtenido

en el andlisis multivariado.

Variable Puntuacion
Dislipemia +1
AL +1
ap2GP1 IgM -1
ap2GP1 IgG -1
FXI>150% +3
FXI<70% -2

AL, anticoagulante lupico. aB2GP, anticuerpos anti-p2GP1. FXI,

factor XI de la coagulacién.
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8.12.1. Evaluacion del poder predictivo de la escala APS-FXI

Para obtener la escala APS-FXI con mejor poder predictivo de evento
clinico, elaboramos cuatro posibles modelos de la escala (Tabla 25). En cada
modelo incluimos las variables obtenidas como factores de riesgo independiente

de evento clinico en cada modelo estadistico multivariable (Tablas 20-23).

Tabla 25. Modelos evaluados para determinar la capacidad predictiva de la

escala APS-FXI.

APS-FXI (I) APS-FXI (II) APS-FXI (III) APS-FXI (IV)
Dislipemia Dislipemia Dislipemia
AL AL AL AL
ap2GP1 IgM ap2GP1 IgG ap2GP1 IgG aP2GP1 (IgM y/o IgG)
FXI>150% FXI>150% FXI>150% FXI>150%
FXI<70% FXI<70% FXI<70% FXI<70%

AL, anticoagulante ltipico. aB2GP, anticuerpos anti-B2GP1. FXI, factor XI de la coagulacién.

Calculamos el valor obtenido para cada modelo de la escala APS-FXI en
todos los pacientes con aFL positivos de nuestra muestra. En todos los modelos
se detectaron diferencias significativas (p< 0,001) entre los pacientes con y sin

antecedente de evento clinico.

Mediante curvas ROC determinamos que la escala APS-FXI (III) fue el

modelo con mayor capacidad predictiva de evento clinico (Figura 35).
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1,0
APS-FXI (I)
—— APS-FXI (II)
0,8 —— APS-FXI (III)
~— APS-FXI (IV)
~—Linea de referencia
’g 0,6
T
=
=
0,2
[
0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Especificidad
‘ Escala AUC IC 95% p
APS-FXI (I) 0,725 0,65 - 0,79 <0,001
APS-FXI (ID) 0,713 0,64 -0,79 <0,001
APS-FXI (III) 0,728 0,66 — 0,80 <0,001
APS-FXI (IV) 0,726 0,65 -0,79 <0,001

Figura 35. Curvas ROC de los modelos propuestos en la escala APS-FXI para

determinar la capacidad predictiva de evento clinico en pacientes con aFL.
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En la tabla 26 se muestra el modelo final de la escala APS-FXI, con las
variables incluidas en la escala y su puntuacién. El valor de la escala puede

variar entre -3y +5 (Tabla 26).

Tabla 26. Escala APS-FXI, escala para estimar el riesgo de evento clinico en

pacientes con aFL positivo.

APS-FXI Puntuacion
Dislipemia +1
AL +1
ap2GP1 IgG -1
FXI>150% +3
FXI<70% -2

AL, anticoagulante ltipico. ap2GP, anticuerpos anti-B2GP1. FXI, factor XI de

la coagulacion.

El célculo del AUC para distintos puntos de corte de la escala APS-FXI
demostré que un valor = 2 tenia una mayor precisiéon discriminativa de evento

clinico (AUC= 0,673, IC 95% [0,59-0,75]; p< 0,001 (Figura 36).
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T APSFXI =1

APS-FXI = 2

—APS-FXI =3

APS-FXI = 4

— Linea de referencia

1 - Especificidad
ggsgg Score AUC IC 95% p valor
APS-FXI = ()1 0,525 0,44 — 0,61 0,563
APS-FXI = 0 0,557 0,47 — 0,64 0,185
APS-FXI = 1 0,642 0,56 — 0,72 0,001
APS-FXI = 2 0,673 0,59 - 0,75 <0,001
APS-FXI = 3 0,574 0,49 — 0,66 0,083

Figura 36. Andlisis de los puntos de corte de la escala APS-FXI para determinar

el de mayor precisiéon predictiva de evento clinico en pacientes con aFL.
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8.13. ANALISIS COMPARATIVO DEL PODER PREDICTIVO DE EVENTO
CLINICO EN NUESTRA MUESTRA ENTRE LA ESCALA AGAPSS Y DE LA

ESCALA APS-FXI

Realizamos un andlisis comparativo mediante curvas ROC del poder
discriminativo de evento clinico de la escala aGAPSS y de la escala APS-FXI,

entre nuestros pacientes con aFL positivos.

La curva ROC confirma un mejor ajuste para la escala APS-FXI en nuestra

cohorte (Figura 37).

1,0

/ g aGAPSS
/ — score APS-FXI

0,8
— Linea de referencia

0,6

Sensibilidad

0,4

0,2

0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidad
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AUC IC 95% p
Escala APS-FXI 0,728 0,66 — 0,80 <0,001
Escala aGAPSS 0,542 0,46 - 0,63 0,329

Figura 37. Andlisis por curvas ROC. Escala APS-FXI versus aGAPSS en la

prediccion de evento clinico en nuestros pacientes con aFL.
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9. DISCUSION

En los ultimos 10 afios hemos asistido a un renacimiento de la ruta de
contacto. De no tener prdacticamente relevancia fisioldgica, los factores de la
coagulacion FXI y FXII han emergido como elementos claves en el riesgo

trombotico, con apasionantes perspectivas terapéuticas (315).

Nuestro estudio, realizado en una cohorte destacada de pacientes con
aFL, muestra nuevas evidencias que soportan, en un nuevo contexto, el de la
enfermedad autoinmune en general y en el de los aFL en particular, el papel
relevante que puede jugar el FXI en las complicaciones trombdticas asociadas al
SAF. De hecho, hemos desarrollado un modelo de estimaciéon de riesgo
trombotico en pacientes con aFL positivos, en el que el nivel de FXI tiene un gran
peso, que puede servir como herramienta que ayude al médico en la prdctica
clinica diaria para un mejor abordaje diagndstico y terapéutico de estos
pacientes. Nuestro estudio es un nuevo certificado del efecto antitrombdtico que
tiene la reduccidn de los niveles de FXI, mostrando por primera vez su potencial
eficacia en pacientes con aFL positivos y pacientes con diagndstico de SAF, y

cuyas posibilidades terapéuticas deben ser exploradas en estudios futuros.

Ademds, este estudio aporta nuevas pruebas de que la deficiencia
congénita de FXI se encuentra subestimada, precisamente porque no tiene
grandes implicaciones clinicas negativas y existen importantes limitaciones

diagndsticas.

Finalmente, nuestro trabajo plantea dudas sobre la interferencia que la
deficiencia de FXI pudiera tener en la determinacién del AL y ofrece resultados
que avalan la necesidad de realizar el test de mezclas en los casos con AL

positivo.
9.1. CARACTERISTICAS CLINICAS Y ANALITICAS DE NUESTRA POBLACION

Las caracteristicas clinicas y analiticas de nuestra cohorte de pacientes son

similares a las descritas en otros estudios.
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9.1.1. Caracteristicas generales de los pacientes del grupo SAF

El SAF es una enfermedad autoinmune-sistémica, con un perfil
trombotico e inflamatorio, que se caracteriza por cumplir, al menos, un criterio
clinico (presentar un evento trombdtico en territorio venoso, arterial y/o de
pequeilo vaso, y/o antecedente de comorbilidad obstétrica) y un criterio de
laboratorio (positividad persistente de alguno de los tres tipos de aFL incluidos

en los criterios clasificatorios de SAF: AL, aCL, ap2GP1) (1).

El diagnéstico de SAF suele realizarse en individuos relativamente
jovenes. En The Euro-Phospholipid Project, que incluia un total de 1000 pacientes
con SAF, de los cuales 531 estaban diagnosticados de SAFp, la edad media a la
inclusiéon en el estudio fue de 42+14 anos (2,92). En el estudio de Girdn-
Gonzdlez y colaboradores, la edad media de los pacientes con SAFp fue de
44,6+15,2 (370). En nuestra poblacion la edad media observada en los
pacientes con diagnostico de SAF a la inclusién en el proyecto fue 51,3+12,8
afios, ligeramente superior a la observada en otros estudios. En los dos trabajos
mencionados, los criterios empleados en el diagndstico de SAF fueron los
criterios preliminares de SAF establecidos en Sapporo en 1999 (41), pudiendo
ser esta una de las razones de la diferencia observada. En el estudio de la Dra.
Ferndndez Mosteirin, en el que se emplearon los criterios de Sidney de 2006,
como en nuestra poblacion, la edad media en el grupo de pacientes con SAFp

fue de 53,15+15,32, similar a la observada en nuestra serie.

En cuanto a la proporciéon de hombres y mujeres en el grupo SAF de
nuestra muestra, observamos una ratio mujer:hombre de 0,93:1; similar a la
observada en otros estudios en los que se analizaron grupos de pacientes con

SAFp (7,38,371).

Entre las manifestaciones “no criterio” de SAF, se ha descrito que la
aparicion de trombocitopenia, leucopenia, artritis y livedo reticularis, son mas

frecuentes en pacientes con SAFs, sobre todo en los casos asociados al LES (7).
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La prevalencia de estas entidades es muy baja en nuestra cohorte debido a que

no incluimos casos de SAFs.
9.1.2. Prevalencia de factores de riesgo cardiovascular clasicos

Los fendmenos tromboticos son una patologia multifactorial en la que
intervienen numerosos factores (372). Se ha demostrado que los aFL
incrementan el riesgo de sufrir un evento trombotico (13,71,372), y el riesgo
trombodtico en pacientes con aFL positivos aumenta en presencia de FRCV

clasicos como tabaquismo, HTA y DLP (72,370,373,374).

Es relativamente frecuente identificar uno o mds FRCV entre los pacientes
con aFL positivos y que ademds tienen antecedentes de haber presentado algin
evento tromboembolico. Podemos encontrar varios estudios en los que se ha
identificado a la HTA como un factor de riesgo independiente de trombosis
arterial en pacientes portadores de aFL (97,137,373). En una de las escalas para
estimacién del riesgo trombdtico y diagndstico de SAF en pacientes con LES, el
score GAPSS, se incluyeron la HTA y la DLP, junto con la presencia de aFL, como

factores de riesgo independiente de trombosis (144).

En nuestra poblacién, la dislipemia fue el FRCV mds prevalente, presente
en un 60% de toda la muestra, seguida del tabaquismo (55,7%), sedentarismo
(51,7%), HTA (38,3%), obesidad (29,4%) y DM (12%). El 92,6% de los
participantes en el estudio tenian al menos un FRCV. El diagnéstico de HTA, DLP
y obesidad fue mas frecuente entre los pacientes con antecedentes de patologia
trombotica (grupo SAF y grupo TROM) en comparacién con los pacientes sin
antecedentes de evento clinico (grupo SAN y grupo AAF), y la presencia de al
menos un FRCV fue significativamente mayor en los pacientes con algun

antecedente trombdtico.

Al analizar en nuestra muestra la prevalencia de FRCV entre los pacientes
del grupo SAF y los portadores asintomdticos de aFL, la HTA, la DLP y un IMC>
30 Kg/m?, tuvieron una proporcién significativamente mayor en el grupo SAF,

como estd descrito en otros trabajos. En el andlisis multivariante, la dislipemia
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fue el unico factor de riesgo cardiovascular que se mantuvo como factor de

riesgo independiente de trombosis.

En cuanto al perfil de riesgo cardiovascular en nuestra poblacion
observamos, mediante el empleo de la tabla SCORE de riesgo cardiovascular,
calibrada para poblacién espafiola, que los pacientes del grupo SAF presentaban
un SCORE de mayor riesgo en comparaciéon con los portadores asintomaticos de

aFL.

9.1.3. Factores de riesgo asociados con trombosis venosa

La aparicion de un primer evento tromboembdlico venoso en portadores
de aFL es mds frecuente en presencia de factores de riesgo adicionales para
trombosis venosa (69). En nuestra poblaciéon, un 35,6% de los pacientes con
antecedente trombdtico (grupo SAF y grupo TROM) presentaban un factor de
riesgo asociado a trombosis venosa. Los mds frecuentes fueron la inmovilizaciéon
prolongada (8,4%), el antecedente de fractura y/o traumatismo reciente (8,4%)

y el tratamiento hormonal en el momento del evento clinico (8,4%).

El tratamiento hormonal en el momento del evento clinico se mantuvo
como factor de riesgo independiente para trombosis en territorio venoso tras el
andlisis multivariado; resultados comparables a los que podemos encontrar en

estudios anteriores (371,375).

9.1.4. Tipo y localizacion de los eventos trombdticos

La trombosis en territorio venoso es la manifestacidn clinica de debut mas
prevalente en el SAF, y la TVP es la localizacién mas frecuente (2,44,376). En
cuanto a las trombosis en lecho arterial en pacientes con SAF, el SNC es el mas
afectado, siendo la manifestacién mds comun el ictus isquémico y el ataque

isquémico transitorio (2,8,102).

En nuestra muestra de pacientes con diagndstico de SAF la localizacion

mas frecuente del primer evento trombdtico fue similar a la descrita en estudios
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previos. La trombosis venosa fue la mas prevalente (73,3%), en particular la TVP
(49,5%). En cuanto a las trombosis en territorio arterial, el ictus no

cardioembodlico fue el mas frecuente (19%).

9.1.5. Supervivencia libre de trombosis

En el SAF la edad de aparicién del primer evento tromboembdlico suele
estar en torno a la 42 década de la vida (97,375,377,378). En nuestro trabajo la
edad media de aparicién del primer evento clinico en los pacientes con

diagnostico de SAF fue de 43,2+13,4 afios.

En un estudio muy reciente en el que se compara la edad de aparicién de
un primer evento trombdtico venoso idiopdtico entre pacientes con diagndstico
de SAF y pacientes sin aFL, la edad de aparicidn del primer evento trombdtico en
pacientes con SAF fue significativamente menor en comparacion con el grupo de
pacientes con aFL negativos (378). Al igual que en este trabajo de Yong Sub y
colaboradores, la edad media de apariciéon del primer evento trombético en
nuestro grupo de pacientes con SAF fue significativamente menor a la observada

en el grupo de pacientes con antecedente de trombosis y aFL negativos.

9.1.6. Recurrencia trombotica

Se ha descrito que los pacientes con SAF que debutan con un evento
tromboembdlico en territorio arterial tienen un mayor riesgo de recurrencia
trombética en comparacién con aquellos en los que el primer evento clinico se
produjo en lecho venoso (131,138). En cuanto a la localizacion de las
recurrencias trombdticas, suelen producirse en el mismo lecho vascular que el

primer evento trombotico (130,131).

En nuestra cohorte de pacientes con SAF, un 35,2% presentaron al menos
una recurrencia trombdtica, porcentaje similar al descrito en otros estudios,
como el de Pengo y colaboradores, con una tasa de recurrencia del 34,4%
(379,380). Sin embargo, en otras cohortes de pacientes SAF, como la de The

Euro-Phospholipid Project, la tasa de recurrencia trombdtica fue menor. En la
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cohorte de Cervera y su equipo de investigacion, durante un periodo de
seguimiento de 10 afios, la tasa de recurrencia trombédtica fue del 16,6% durante
los primeros 5 afios, y del 15,3% durante el segundo periodo (2).
Probablemente, el hecho de que en esta cohorte se incluyeran pacientes con SAF
asociado a otras conectivopatias, y el mayor tiempo de seguimiento, puedan

explicar la diferencia observada en la tasa de recurrencia trombdtica.

En nuestro grupo SAF la mayoria de las recurrencias tromboticas se
produjeron sobre territorio venoso; resultado descrito anteriormente en otros
grupos de pacientes con SAFp (371). Por otro lado, en nuestra poblacion, el
territorio vascular (arterial o venoso) del primer evento clinico en pacientes con

SAF no se asocié con una mayor o menor proporcién de recurrencia trombotica.

En cuanto a localizaciéon de la recurrencia trombdtica, la mayoria se
produjeron sobre el mismo lecho vascular que la primera trombosis, como se ha
observado en otros trabajos (130,131). En los pacientes con un primer evento
clinico en territorio arterial, el 100% de las recurrencias tromboticas se
produjeron sobre territorio arterial; y en los casos que debutaron con una
trombosis venosa y presentaron una recurrencia trombdtica, el 86,2% de las

recurrencias se produjeron en lecho vascular venoso.

9.2. PERFI. DE ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS DE NUESTRA
POBLACION

9.2.1. Papel de los aFL en el SAF

Existe un grupo muy heterogéneo de anticuerpos relacionados con el SAF;
sin embargo, solo tres estdn incluidos en los criterios actuales empleados para el
diagndstico de la enfermedad (1). Estos anticuerpos son el anticoagulante ltpico
(AL), los anticuerpos anti-cardiolipina (aCL) y los anticuerpos anti-B2GP1
(aP2GP1). Los pacientes positivos para mas de un tipo de aFL suelen tener

niveles de anticuerpos més estables en el tiempo (72,183).
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Los aFL constituyen el factor etiolégico del SAF (1,79), aunque atn no
existe un consenso definitivo sobre cudles son los mecanismos implicados en la
patologia trombdtica mediada por los aFL. Actualmente, una de las teorias mds
defendidas por la comunidad cientifica en el proceso patogénico del SAF, es la
teoria del “Second Hit”, en la cual, los aFL actuarian como un factor inicial
necesario o “first hit”, creando una situaciéon protrombdtica y proinflamatoria,
que en presencia de un desencadenante o “second hit” podria dar lugar a un
evento tromboembdlico y/u obstétrico (71,72). Esta hipdtesis estd sustentada en
los numerosos estudios experimentales con distintos modelos animales. La
infusién de aFL (first hit) en modelos murinos no fue suficiente para
desencadenar eventos tromboticos espontaneos; y era necesaria la generacion de
una pequefia lesion vascular o la inyeccion de una dosis baja de LPS (second hit),

para provocar la respuesta trombdtica (381,382).

Una de las principales limitaciones con la que nos encontramos al
comparar los resultados obtenidos en diferentes estudios relacionados con el SAF
es la gran heterogeneidad de: 1) los criterios empleados para la clasificaciéon de
los pacientes, y 2) diferentes ensayos, no estandarizados, utilizados para la
determinacién de los aFL. Ademds, se han empleado diferentes modelos

experimentales en los distintos ensayos clinicos con anticuerpos.

9.2.2. aFL y trombosis

De acuerdo con los resultados de diferentes estudios, que en su mayoria
incluyen pacientes con antecedente de LES, los pacientes asintomaticos
portadores de aFL positivos tienen un riesgo anual de trombosis entre 0 y un
3,8% (97,383), que asciende al 5.3% en los casos de pacientes con triple
positividad (AL, aCL y aB2GP1 positivos) (384). Entre los diferentes aFL, se ha
descrito al AL como factor de riesgo independiente de trombosis, y su positividad
persistente como factor de alto riesgo para un primer evento trombotico y de

recurrencia trombdtica (95,96,142,385).
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9.2.2.1. Anticoagulante lupico

En nuestro estudio hemos confirmado la asociacién del AL con los eventos
tromboticos del SAF. En el andlisis multivariante de nuestra cohorte de pacientes
con aFL positivos, el AL fue el tnico de los anticuerpos que se mantuvo como
factor de riesgo independiente de evento clinico en los pacientes con SAF.
También se ha demostrado que el AL tiene una asociacién mds fuerte con la
patologia trombdtica en comparacién con el resto de aFL (96). Nuestro analisis
también fue consistente con estos resultados, encontrando una asociacién mas

fuerte entre AL y la trombosis, que en el caso de los aCL y los ap2GP1.

Aunque la presencia de un AL positivo se asocia con un mayor riesgo de
patologia tromboembdlica (96) es necesario conocer el perfil completo de aFL de
cada paciente. En los criterios de clasificacion del SAF se incluyen el isotipo IgM
e IgG de aCL y a2GP1, sin embargo, el valor clinico de los anticuerpos IgM en
SAF es un tema en continua revision y debate (203). En el estudio de Chayoua y
colaboradores, el isotipo IgM no agregd ningtin valor en la asociacion trombdtica
en pacientes con AL positivo e IgG negativos (376). Por otro lado, la positividad
para los anticuerpos AL, aCL y af2GP1 (con sus dos isotipos IgM e IgG) supuso
la correlacién mds fuerte con la clinica trombdtica; concluyendo que los isotipos
IgM e IgG tienen un valor agregado en la estratificacién del riesgo trombdtico en

el SAF (376).
9.2.2.2. Anticuerpos anti-cardiolipina

Los aCL y aP2GP1 son considerados patogénicos y asociados a las
manifestaciones clinicas del SAF cuando se presentan a titulos moderados-altos
(1). Se ha observado en distintos estudios que la asociacién entre los aCL y los
eventos clinicos de SAF es mdas débil en comparacion con el resto de aFL

(96,100,101).

En nuestra serie, al igual que en la revisién de Galli y colaboradores, no
encontramos una clara asociacion entre los aCL y la trombosis (96). La

discrepancia observada entre los estudios analizados, en relacién con la
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asociaciéon de los aCL con los eventos trombdticos en el SAF, podria ser el
resultado del uso de diferentes ensayos para la determinacién de los aCL, y estar
asociado también a la heterogeneidad de los criterios empleados para la

seleccion de pacientes en cada estudio.
9.2.2.3. Anticuerpos anti-B2GP1

El efecto patogénico de los aP2GP1 en el SAF se ha demostrado en
modelos animales in vivo (386) y se han descrito como factor de riesgo
independiente de trombosis (99,100). Una de las hipdtesis sobre el mecanismo
de accién de los aP2GP1 en la patogénesis del SAF plantea que la unién del
anticuerpo al complejo formado por la unién de la B2GP1 a fosfolipidos
anidnicos de la membrana celular desencadena diferentes procesos de
sefializacién intracelular que dan lugar un estado procogulante. Se ha
relacionado a los ap2GP1 con la activaciéon de células endoteliales, plaquetas,
monocitos, neutroéfilos, fibroblastos y trofoblastos, que como resultado da lugar

la expresion y liberacidn de diferentes marcadores de activacién (67).

A pesar de que la B2GP1 se ha descrito como una de las principales dianas
de los aFL, con un importante papel en la patogénesis del SAF, su funcién
fisioldgica sigue siendo una incégnita, y el mecanismo por el cual los ap2GP1 se
asocian con un mayor riesgo trombdtico y de comorbilidad obstétrica no se
conoce por completo. Como en el caso de los aCL, se ha observado una
asociaciéon mds fuerte entre el isotipo IgG de los ap2GP1 y las manifestaciones

clinicas del SAF en comparacidén con el isotipo IgM (100).

Al igual que en nuestra serie, en algunos estudios no se ha podido
demostrar un incremento del riesgo de trombosis (arterial y/o venosa) en
pacientes con aP2GP1 positivos (387,388). Un reciente meta-andlisis no pudo
demostrar la asociacidon entre estos anticuerpos y los eventos trombdticos en
territorio venoso (389). Los estudios en los que se observa un incremento del
riesgo trombdtico asociado a los aB2GP1 este varia entre una OR de 1.6 (I1C95%:
1.0-2.6) y 2.4 (IC 95%: 1.3-4.2) en el caso de trombosis venosas (59,99), y una
OR entre 2,3 (IC 95%: 1.4-3.7) y 2,5 (IC 95% CI: 1.8- 3.4) en el caso de
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trombosis de territorio arterial (9). La ausencia de asociacion entre aB2GP1 y los
eventos clinicos del SAF en nuestra poblacion, podria estar relacionado con una
prevalencia significativamente mayor de estos anticuerpos en el grupo de

portadores asintomaticos de aFL.

En relacién con la comorbilidad obstétrica, los datos disponibles muestran
resultados contradictorios con respecto a la utilidad de aP2GP1 en el SAF
obstétrico. En un meta-andlisis sobre la asociacién entre aFL y complicaciones
placentarias se concluyd que no se disponian de datos suficientes para establecer
una asociacion significativa entre el ap2GP1 y la morbilidad del embarazo en
pacientes con SAF (390). Al igual que en el caso de los estudios sobre el SAFt, la
evidencia disponible sobre los aFL en el SAFo se ve obstaculizada por los
diferentes criterios clinicos empleados para la clasificacién de los pacientes, asi
como por las diferencias metodolégicas en los ensayos empleados para la

determinacién de los anticuerpos.

9.3. FXI DE LA COAGULACION

El proceso de la coagulacién se basa en un modelo en cascada descrito
por Macfarlane y Earl Davie en 1964 (391,392), que implica la activacion
secuencial de diferentes zimdgenos a su formas enzimdticas activas. La
coagulacion sanguinea puede iniciarse mediante la exposicion del FT al torrente
sanguineo o mediante la activacion del FXII al entrar en contacto con superficies
con carga negativa, que pueden ser artificiales (como el acido eldgico y el caolin)

o de origen natural (como los polifosfatos y el coldgeno) (393,394).

El FXI es el elemento que unifica ambas rutas de activacién de la
coagulacion, ya que es sustrato del FXII pero también de la trombina, y por tanto
juega un papel clave en la amplificacion de la generacidn de trombina, en la fase
de estabilizacién del codgulo; funcién que parece ser particularmente importante
en tejidos con alta actividad fibrinolitica, como la orofaringe y el tracto urinario,
sitios comunes de hemorragia en pacientes con deficiencia de FXI (260,268).

Ademds, como hemos comentado, el FXI también participa como factor
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regulador de la respuesta inflamatoria (272,287), actuando como enlace
molecular entre la cascada de la coagulaciéon y el complejo proceso de la

inflamacion (270-272)

9.3.1. Métodos de determinacién de los niveles de FXI y diagndstico de la

deficiencia de FXI

La determinacién de los niveles de FXI en plasma se realiza
rutinariamente empleando sistemas coagulométricos. En nuestro estudio hemos
empleado dos ensayos diferentes para cuantificar la actividad coagulante del FXI
en el plasma. En estos tests se emplea plasma citratado del paciente diluido en
plasma deficiente de FXI, y dos agentes activadores de la ruta de contacto, los
mismos que se usan en la determinaciéon del TTPa: uno de ellos emplea silice
como activador (SynthASil™) y otro se realiza a base de dcido eldgico
(SynthAFax™). En el estudio de Salloum-Asfar y colaboradores, se demuestra la
importante limitaciéon que conlleva el empleo del TTPa como método para el
diagndstico de la deficiencia de FXI, y se objetiva que el test que emplea silice
(SynthASil™) como activador de la ruta de contacto tiene una mayor
sensibilidad que el que emplea dcido eldgico (SynthAFax™), detectando mayor

numero de casos con deficiencia congénita de FXI (304).

En nuestro trabajo, al igual que en el estudio de Salloum-Asfar, el reactivo
SynthASil™ empleado para determinar los niveles de FXI en los pacientes,
demostrd ser mds sensible en la detecciéon de niveles inferiores del factor en
comparacion al otro reactivo utilizado a base de 4cido eldgico, SynthAFax™. El
FXI plasmadtico también se estudié con un método inmunoldégico (Western blot)
que permitid analizar tanto niveles como caracteristicas del FXI de estos

pacientes.
9.3.2. FXI de la coagulacion y la patologia trombdtica

En los ultimos afios ha cobrado especial interés el estudio del FXI y su

participacion en la patologia trombdtica.
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Clasicamente se ha considerado, en base a los resultados de diferentes
estudios, que los niveles elevados de FXI actian como factor de riesgo
trombodtico, tanto en territorio arterial como venoso (273,395,396). Lo mas
novedoso es la doble cara del FXI en la patologia trombdtica, ya que recientes
estudios realizados en pacientes con deficiencia congénita de FXI muestran una
menor incidencia de eventos trombdticos, especialmente en territorio venoso,
sugiriendo que la deficiencia de FXI es un factor protector de trombosis (310).
En 2019 se publicd un estudio en el que se analiza el papel del FXI en la
recurrencia trombdtica después de un primer evento tromboembdlico venoso
idiopdtico. Los resultados obtenidos sugieren un papel relevante de proteccion
frente a la recurrencia trombdtica en los pacientes con niveles bajos de FXI
(275). En cuanto a las trombosis en territorio arterial, en un estudio en el que se
incluian 115 pacientes con deficiencia grave de FXI (FXI:C <20%), se demostrd
que el déficit de este factor de la coagulaciéon podria proteger frente a los
eventos tromboticos del SNC (310). La influencia del FXI en el IAM es menos

clara y estd sujeta a controversia (311,313).

En el estudio de Salomon y colaboradores publicado en 2011, trabajo en
el que se incluyeron 219 casos con déficit grave de FXI, ninguno de ellos
presentd eventos tromboticos venosos (309), y concluyé que los pacientes con
deficiencia grave de FXI podrian estar protegidos frente a la TVP, incluso en

circunstancias de alto riesgo trombdtico, como una cirugia mayor (309).

Sin duda el trabajo de Preis y su equipo de investigacién, publicado en la
revista Blood en 2017, es el mdas robusto ya que incluye un total de 10193
pacientes, de los cuales 1235 tienen deficiencia de FXI. En este estudio
demostraron que la deficiencia de FXI estd significativamente asociada con una
menor incidencia de eventos cardiovasculares (ictus, AIT e IAM) y también con
un menor riesgo de tromboembolismo venoso (311). Es importante indicar que
el RR de eventos trombdticos no guardaba relacién con el grado de deficiencia,
ya que fue similar, y siempre protector, tanto para los pacientes con deficiencia
moderada/grave como para los pacientes con deficiencia moderada. Asi, el RR

para eventos cardiovasculares fue de 0,57 (IC 95%: 0,35-0,93) en pacientes con
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deficiencia moderada-grave, y de 0,52 (IC 95%: 0,31-0,87) en pacientes con
deficiencia leve de FXI. Ademds, ninguno de los pacientes con actividad del FXI
<30% presentdé un evento tromboembdlico venoso durante el seguimiento.
Cuando analizaron los casos de trombosis en territorio venoso, el RR en
pacientes con FXI< 50% fue de 0,26 (IC 95%: 0,08-0,84) en comparacién con
los casos con actividad normal, y en los casos con una FXI:C entre un 30% y un

50%, el RR fue de 0,39 (IC 95%: 0,12-1,27).

Es importante destacar que los datos observados en pacientes se validan
en todos los modelos experimentales evaluados. Asi, independientemente del
modelo animal empleado (murino, rata, conejo, primate) y del mecanismo que
provoca la deficiencia de FXI: genético (con eliminacién de una copia o las dos
copias del gen, o con el uso de oligonucleétidos antisentido o siRNA) o con
inhibidores del FXI (anticuerpos, pequefias moléculas, etc), la deficiencia de FXI
supone una importante proteccion antitrombdtica en cualquier territorio y

empleando diferentes modelos de trombosis (314,318,322,335,345).

Finalmente debemos resaltar el desarrollo de ensayos clinicos que ya han
demostrado la eficacia antitrombdtica de tratamientos que provocan una

deficiencia de FXI (338,352-354,397).

9.3.3. FXI de la coagulacion y trombosis en aFL

El papel que el FXI juega en patologia trombdtica, junto al hecho de que
este factor es una proteina que se une a fosfolipidos y por tanto pudiera ser
diana de los aFL, fue lo que animd a realizar nuestro estudio y evaluar los

niveles de FXI en pacientes con aFL positivos.

Los primeros resultados obtenidos mostraron que habia significativamente
mayor porcentaje de pacientes con niveles patogénicamente altos de FXI (FXI:C
>150%) en el grupo SAF en comparacién con el grupo de pacientes portadores
asintomaticos de aFL (p= 0,001). Asi, la deteccion de niveles de FXI:C >150%
en un paciente con aFL positivos incrementa mas de 14 veces el riesgo de

padecer un evento trombético (OR= 14,95; IC95%: 1,95-114,83).
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El valor prondstico de niveles elevados de FXI por tanto se extenderia al
SAF, pero al igual que ocurre con los pacientes con trombosis causada por otros
mecanismos y confirmada en este estudio, queda por determinar cudl es el
mecanismo que provoca el aumento de los niveles de FXI en estos pacientes, ya
que la busqueda de elementos genéticos responsables de estos niveles no son

concluyentes (273,398-401)

Mucho maés sorprendente fue la identificacién de una alta prevalencia de
casos con déficit de FXI (FXI:C <70%) en los pacientes portadores de aFL sin
historia previa de trombosis, 12.2%, superior, con diferencias estadisticamente
significativas, a la identificada en pacientes SAF (2.7%) (p= 0,016). Estos
resultados incorporan otro elemento prondstico, también relacionado con el FXI
pero con signo completamente opuesto, ya que la deficiencia de FXI protegeria
casi 5 veces de sufrir eventos trombdticos en pacientes con aFL. (OR=4,93;

IC95%: 1,31 - 18,54).

La deficiencia de FXI identificada en pacientes con aFL era
mayoritariamente adquirida, como probaron los estudios de dilucién, pero no
exclusivamente ya que también identificamos deficiencias congénitas como

discutiremos posteriormente.

Nuestra hipdtesis es que ciertos tipos de aFL o en ciertos pacientes, son
capaces de neutralizar el FXI provocando una deficiencia adquirida, que tendria
el mismo efecto funcional y de proteccidn antitrombdtica que el de otros
anticuerpos anti-FXI (347,348). Quizas los ap2GP1 sean los anticuerpos con mas
probabilidad de estar implicados en esta deficiencia adquirida. De hecho, la
B2GP1 tiene un importante papel en la cascada de la coagulacién, siendo una de
sus principales acciones anticoagulantes la atenuacién de la via intrinseca,

inhibiendo la activacién del FXI (229).

La regulacién de la activacién de la via de contacto fue la primera funciéon
fisioldgica que se asigno a la P2GP1(402). Afios mas tarde, se demostrd que esta
proteina era capaz de unirse directamente al FXI e impedir su activacion por el

factor XlIla y por trombina (243,244,403). Ademds de la asociacién de la B2GP1
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con el FXI, y su papel en la coagulaciéon, un estudio in vitro mostré que los
aP2GP1 potencian la inhibicién de la B2GP1 sobre el FXI (244). Por tanto, los
aP2GP1 podrian ser elementos implicados en la deficiencia adquirida de FXI
observada en este estudio (Figura 28). Es importante destacar que en el grupo
AAF de nuestra cohorte observamos un mayor porcentaje de ap2GP1 IgM (p=
0,031) y de aP2GP1 IgG (p=0,033) en comparacién con el grupo SAF. Este
hallazgo podria estar relacionado con la alta prevalencia de déficit de FXI en este
grupo. Sin embargo, parece que este no es el inico elemento implicado, y por lo
tanto es necesario realizar estudios adicionales que permitan validar nuestra
hipétesis e identificar los aFL y/o los factores que facilitan esta deficiencia
adquirida de FXI. El interés de esta determinacion radica en su potencial uso

terapéutico.

Finalmente, la identificacién del caracter protector del déficit de FXI
(congénito o adquirido) en el contexto de una patologia tan grave como es el
SAF, para la que contamos con un arsenal terapéutico antitrombético limitado y
que ademds es insuficiente en muchos casos para garantizar la prevencion de
recurrencia trombdtica (2,130,159), plantea la posibilidad de explorar el uso de
los nuevos anticoagulantes basados en la inhibicién o silenciamiento del FXI en

estos pacientes.

9.4. NUEVO MODELO DE ESTRATIFICACION DE RIESGO TROMBOTICO EN
PACIENTES CON aFL POSITIVOS: ESCALA APS_FXI

9.4.1. Modelos de prediccion para el diagndstico de SAF y estimacion del

riesgo trombotico

En los ultimos afios se han publicado distintas herramientas y modelos de
prediccidn que ayudan en la estimacidn del riesgo trombdtico en pacientes con
diagndstico de SAF. Entre los trabajos mdas recientes, en 2012 Otomo
colaboradores publicaron el APL-Score (143), un modelo predictivo en el que
incluyeron la determinacién de diferentes y multiples aFL, ideado para realizar

una estimacién de riesgo de trombdtico y de diagnostico de SAF. Aunque esta

239



escala demostrd ser una herramienta eficaz en el diagndstico de SAF, no se
incluyé en su elaboracidn el andlisis de los distintos FRCV, asociados al proceso

etioldgico de la trombosis.

Un afio después de la publicaciéon del APL-Score, Sciascia y su equipo de
investigacién, elaboraron the Global Anti-Phospholipid Syndrome Score (GAPSS)
(144). La escala GAPSS fue disefiada en una poblacién de pacientes con LES, y
ha demostrado ser una herramienta vdlida en la estratificacion del riesgo
trombodtico en pacientes con SAFp, SAFs y pacientes portadores de aFL con

antecedente de LES (145,146).
9.4.1.1. The Global Anti-Phospholipid Syndrome Score (GAPSS)

La escala GAPSS es uno de los sistemas de puntuacién mds recientes para
cuantificar el riesgo de eventos tromboticos en pacientes con LES y aFL positivos.
En su disefio se incluyeron diferentes factores de riesgo asociados a trombosis:

FRCV clasicos, perfil de autoinmunidad y positividad de aFL.

El GAPSS esta constituido por 6 items: 1. HTA; 2. DLP; 3. AL positivo; 4.
aCL IgM/IgG positivos; 5. ap2GP1 1gG/IgM; 6. aPT/aPS IgM/IgG positivos. A
cada item se le asigna una determinada puntuacién, pudiendo alcanzar un
maximo de 20 puntos, y cuanto mayor es la puntuaciéon obtenida, mayor es el
riesgo trombdtico. En el estudio de Sciascia se determind que un valor de GAPSS
=10 era el que ofrecia una mayor precision en el diagndstico de SAF y/o riesgo

de evento trombdtico.

Mas tarde, se validé el GAPSS ajustado (aGAPSS) (146), una forma
simplificada de la escala GAPSS en el que se eliminé de los items la
determinacién del complejo formado por aPT/aPS, al no ser empleada de
manera rutinaria en el laboratorio, y que ayudd a que este modelo predictivo
fuera ampliamente aplicable en la practica clinica diaria. En el aGAPSS las
variables a puntuar serian: DLP (3 puntos), HTA (1 punto), aCL IgG/IgM (5
puntos), aP2GP1 IgG/IgM (4 puntos) y AL (4 puntos). Por lo tanto, la
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puntuacién que puede obtener un paciente al aplicar el aGPASS variaria entre de

0y17.

Este modelo modificado del GAPSS ha sido validado para estratificar a
los pacientes en funcién de su riesgo trombdtico (146,148). En el afio 2017, la
Dra. Nuria Ferndndez y su equipo de investigacion evaluaron la validez del score
aGAPSS como herramienta en la predicciéon de trombosis en pacientes con SAF
y/u otra enfermedad autoinmune sistémica, en un estudio de cohortes
retrospectivo (148). En su estudio concluyeron que la escala aGAPSS, con un
punto de corte =5, constituia un factor de riesgo independiente de trombosis

(148).

Como parte de nuestro trabajo, validamos la escala aGAPSS en nuestra
poblacién. Una vez aplicado la escala en el total de nuestra poblaciéon
observamos que, de los 350 pacientes de nuestra cohorte, los casos con
antecedente trombdtico (grupo SAF y grupo TROM) presentaron unos valores de
aGAPSS significativamente mayores con respecto a los pacientes sin eventos

tromboembdlicos conocidos (p< 0,001).

Mediante curvas ROC analizamos el poder discriminativo del modelo
aGAPSS para detectar evento clinico en nuestra muestra, obteniendo un area
bajo la curva o AUC= 0,62; p< 0,001. Un punto de corte =4 demostr6 la mejor
capacidad discriminativa de evento clinico en nuestra muestra; un valor menor
que el descrito en el trabajo de Sciascia (=10). Con estos datos pudimos concluir
que, al igual que en la serie de pacientes con LES descrita por Sciascia y su
equipo (144,146), la escala aGAPSS tiene capacidad discriminativa de evento

trombdtico.

La Dra. Fernandez, en su validacién del aGAPSS, obtuvo un punto de
corte con un valor =5, mas aproximado al obtenido en nuestro estudio. En este
caso, en su poblacién de estudio se incluyeron a pacientes con diagndstico de
SAFp, aproximadndose mds a las -caracteristicas de nuestra cohorte.

Probablemente los diferentes criterios empleados en la selecciéon de pacientes sea
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la razdn de los distintos resultados obtenidos al validar la escala aGAPSS en cada

estudio.
9.4.1.2. Escala aGAPSS en nuestros pacientes aFL positivos

El modelo aGAPSS demostrd tener un valor discriminatorio de evento

clinico al analizar el total de los pacientes de nuestra muestra.

Sin embargo, cuando estudiamos los resultados obtenidos al calcular el
aGAPSS unicamente en los pacientes portadores de aFL (grupo SAF y grupo
AAF), este modelo predictivo no fue capaz de alcanzar la significacién estadistica
y no demostré capacidad discriminativa de evento clinico (AUC= 0,54; p=
0,32). Este resultado probablemente se explique por las diferencias entre nuestra
cohorte y la poblacion en la que se elabord esta escala. El GAPSS fue disefiado
en una muestra de pacientes en la que todos los casos incluidos tenian
antecedente de LES, y por lo tanto, todos los casos SAF incluidos eran SAFs. En

nuestro estudio, Unicamente se incluyeron a pacientes con diagndstico de SAFp.

Por ello, y basdndonos en un modelo estadistico similar al empleado por
Sciascia y su equipo, decidimos elaborar un modelo predictivo de trombosis en
pacientes con aFL positivos, analizando variables clinicas y analiticas, e
incluyendo, por primera vez, al FXI de la coagulaciéon, dado que los resultados

observados daban un gran peso predictivo a este factor.
9.4.2. Modelo de estimacion de riesgo trombdtico: APS-FXI

El modelo se nutre de los elementos que mostraron diferencias
estadisticamente significativas en el andlisis univariante entre el grupo de
pacientes con SAFp y los portadores asintomadticos de aFL: sexo (vardn), IMC
>30 Kg/m?* HTA, DLP, positividad de ap2GP1 IgM, positividad aB2GP1 IgG,
presencia de AL, FXI>150% y FXI<70%.

A cada uno de estos items (DLP, AL positivo, FXI:C> 150%, FXI< 70% y
positividad para aP2GP1 IgG) le otorgamos un valor numérico siguiendo el

mismo modelo estadistico descrito por Sciascia en la elaboracién del GAPSS. De
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este modo, el valor otorgado a cada variable fue: (+1) en el caso de la DLP,
(+1) para el AL positivo, (-1) para el isotipo I1gG del ap2GP1 IgG, (+3) para el
exceso de FXI (FXI:C> 150) y (-2) en caso de deficiencia de FXI (FXI:C< 70%).

Tras aplicar la escala APS-FXI en nuestra cohorte de pacientes con aFL
positivos detectamos diferencias significativas entre los pacientes con y sin
antecedente de evento tromboembdlico (AUC= 0,73, IC 95%:0,66-0,8; p<
0,001). Mediante curvas ROC, observamos que un valor =2 tenia una mayor

precisién discriminativa de evento clinico.

Esta escala, a la que hemos denominado APS-FXI, es el primer modelo de
estimacién de riesgo trombodtico en pacientes con aFL que incluye entre sus
variables al FXI, un factor con gran relevancia en la patologia trombdtica, y que
convierte a esta modelo en una posible herramienta de gran valor para la

estimacion del riesgo trombdtico en pacientes con aFL positivos.

En cuanto a las limitaciones de este modelo nos encontramos en primer
lugar con el tamafio muestral y la falta de una cohorte de validacién en el que
comprobar los resultados obtenidos en nuestro estudio. Ademads, el empleo de
variables continuas, y no inicamente dicotémicas como en nuestro caso, podria

proporcionar una mayor informacion.

Por todo ello, la escala APS-FXI debe validarse en nuevos estudios,
prospectivos, que otorguen a este modelo validez para su uso en la prdctica
clinica diaria, como herramienta prondstica que ayude al clinico a orientar el

diagndstico y manejo terapéutico de los pacientes con aFL positivos.

9.5. DEFICIT CONGENITO DE FXI: UN DESORDEN SUBESTIMADO

El déficit de FXI es considerado como el mas frecuente de los trastornos
hemorragicos raros, con una incidencia de 1 de cada 1.000.000 de personas en
todo el mundo (296,297). Esta proporcién es mayor en algunos grupos étnicos
como los judios de origen Askenazi, en los que se ha descrito una frecuencia de

déficit moderado (heterocigotos) de hasta un 8% (298). Aproximadamente, en
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un 95% de los casos de deficiencia de FXI en este grupo étnico se han
identificado dos mutaciones responsables de la deficiencia del FXI: p.Glul35Ter

y p.Phe299Leu (299).

En nuestra poblaciéon hemos analizado el gen F11 en todos los casos con
déficit de FXI para estudiar y descartar una posible etiologia congénita de la
deficiencia del factor. Ademads de la deficiencia adquirida, probablemente como
consecuencia de los aFL, nuestro estudio identific tres casos con alteraciones
moleculares en FI11 causantes de la deficiencia de FXI. En 2 casos no
relacionados, que viven en localidades diferentes, aunque de la misma provincia
(Murcia y Lorca), que presentaban la misma mutacién patogénica responsable
de la deficiencia de FXI. Sorprendentemente, la mutacién identificada es la mas
prevalente en los judios Askenazis: p.Glul35Ter, en el ex6n 5 del gen F11. En
los dos casos, la mutacidn estaba en heterocigosis, y provocaba, como ya estd
descrito, una deficiencia cuantitativa de FXI (CRM-). La mutacion se verificé en
todos los miembros de las dos familias con deficiencia de FXI. Se trata por tanto

de la primera descripcién de esta mutacién en Espafia.

Debemos recordar que en Espafia la poblacidn judia expulsada en el s. XV
era sefardi y no Askenazi, por lo que la aparicién de esta mutacién en Espafia es
importada, o alternativamente podria ser una mutacion de novo que afecte el
mismo residuo que la mutacién fundadora de la poblacion judia. Son necesarios
estudios adicionales que evaltien el haplotipo asociado con esta mutacion en los
dos casos identificados en este estudio y compararlo con el haplotipo de la

poblacién judia para aclarar esta duda.

Pero, ademas, nuestro estudio identificé otros dos sujetos con deficiencia
congénita de FXI. El primero pertenece a la poblacién control, grupo SAN. Se
trata de un sujeto sano con una deficiencia CRM- moderada de FXI, causada por
la mutacién c.1327C>T, p.Arg443Cys, ya descrita previamente (CM062624) en
heterocigosis en dos pacientes ingleses con deficiencia de FXI similar a la

descrita en el control (297,365).
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El modelado generado con la aplicacién HOPE
(https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/) confirma la relevancia estructural de este
cambio (Figura 38), y ademds, la nueva cisteina generada por la mutacién
posiblemente distorsione los puentes disulfuro claves no solo en el proceso de
plegamiento y funcién correcta del FXI, sino también en la dimerizacién, lo que
podria justificar el cardcter dominante negativo y los valores menores del 50%

observados en los portadores (404).

Figura 38. Localizacion del residuo Arg443 afectado por la mutacién
p.Arg443Cys en la estructura cristalografica del FXI. También se muestran las

cisteinas mas cercanas implicadas en un puente disulfuro intracatenario.
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Todos estos resultados, junto con los obtenidos también por nuestro
grupo recientemente (405), las limitaciones observadas en el TTPa para
identificar sujetos con deficiencia moderada de FXI (304) y el escaso riesgo
hemorragico que presentan los sujetos con deficiencia de FXI (406), son nuevas
evidencias que avalan que la deficiencia congénita de FXI es un desorden
subestimado y su prevalencia en la poblacién sea mucho mds elevada de lo

pensado.

El segundo caso, perteneciente al grupo de portadores, presentaba una
mutacién puntual en heterocigosis en el exédn 8, responsable del cambio
p.Arg268Cys. Esta mutacién ya estaba descrita, pero sus efectos no se habian
caracterizado. El sujeto portador de esta alteracion en nuestro estudio

presentaba una deficiencia CRM- (Figura 39)
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Figura 39. Localizacion del residuo Arg268 afectado por la mutaciéon
p.Arg268Cys en la estructura cristalografica del FXI. También se muestran las

cisteinas mas cercanas implicadas en un puente disulfuro intracatenario.

En este segundo caso, de nuevo la aparicién de una cisteina puede alterar
el complejo entramado de 17 puentes disulfuro que existe en cada monémero de

FXI, propiciando un plegamiento aberrante y por tanto la deficiencia CRM-.

9.6. DEFICIT DE FXI Y DETERMINACION DE ANTICOAGULANTE LUPICO:
TEST DE MEZCLAS

La Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia (ISTH) establecid

unos criterios para confirmar la presencia de AL (184):

— Detectar una prolongaciéon de los tiempos de coagulaciéon dependiente de
fosfolipidos.

— Confirmar la presencia de un inhibidor de la coagulacién mediante test de
mezclas, que demuestre la falta de correccién de los tiempos de coagulacion.

— Descartar la presencia de otras coagulopatias, en particular el déficit de

factores de la coagulacién.

La prueba del test de mezclas se emplea principalmente para discriminar
entre la presencia de un inhibidor y la deficiencia de factores de la coagulacidn,
como las que ocurren en pacientes que reciben anticoagulantes orales
convencionales, como los AVK. Actualmente, existe una falta de consenso en

cuanto a la realizacion de este test en el diagndstico del AL.

Algunos autores defienden que la realizacién del test de mezclas se asocia
a un factor de dilucién que puede dar lugar a falsos negativos, reduciendo las
tasas de deteccién de AL (184,191-193). Esto ha impulsado la adopcién de los

modelos integrados como una nueva estrategia en la detecciéon del AL, mds
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rapida y rentable, mediante la realizacién unicamente del test de screening y el
test de confirmaciéon. Por otro lado, otros investigadores recomiendan la
realizacién del test de mezclas, argumentando que esta determinacién aumenta
la especificidad diagndstica del proceso de deteccidn del AL, disminuyendo el
numero de falsos positivos (369,407). Con respecto a la importancia clinica, un
reciente estudio sugirid que un test de mezclas positivo indicaba un AL mds
potente y conferia un mayor riesgo tromboético que en los casos en que esta

prueba era negativa (408).

Para la determinacién de AL, segtn el algoritmo cldsico de la ISTH, el test
de mezclas se realiza cuando con el test de screening se obtiene un tiempo de
coagulacion prolongado, con cualquiera de los ensayos empleados en la
deteccion del AL, test de VVRd o test de SCT. Segun este esquema, se considera
que un AL es positivo cuando en el test de screening se observa un prolongacion
de los tiempos de coagulacién, con acortamiento en presencia de una alta
concentracién de fosfolipidos en el test confirmatorio, y ausencia de correcciéon

de los tiempos de coagulacion en el test de mezclas (184).

En la guia de la Sociedad Britdnica de Hematologia (BSH) de 2012 se
describe un posible efecto dilucional del test de mezclas, con el riesgo de falsos
negativos en la determinacién del AL, sobre todo en los casos de AL débil, en los
que el efecto inhibidor del anticuerpo puede desaparecer al mezclar el plasma
del paciente con el plasma normal. Segin la guia de la BSH, en ausencia de
otras anormalidades, las muestras con un test de screening y confirmatorio
positivos deben considerarse como positivos para la deteccién de AL, a pesar de
un test de mezclas negativo (185). También en la guia publicada por “the
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI)” recomienda llevar a cabo el test
de mezclas sé6lo en aquellos casos en los que con el test de screening y/o el test
confirmatorio no se obtenga un resultado claro, o en los casos en los que se

sospeche la presencia de otras anomalias (195).
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9.6.1. Interferencia entre la deficiencia de FXI y la determinacién del AL

Dada la relacion entre el FXI y los aFL que hemos descrito en nuestro
estudio, y planteando la posibilidad de que la deficiencia congénita de FXI
pudiera interferir en el diagnéstico de los aFL, generando falsos positivos,
decidimos analizar la presencia de AL en una muestra de 49 pacientes con déficit

congénito de FXI, confirmados por estudio molecular del gen F11 (294).

De los 49 pacientes analizados, en 9 (13.4%) obtuvimos un AL positivo
con la prueba VVRd, una proporcién mayor de lo esperado en la poblaciéon
general (entre el 1 y el 5%). De los 9 casos sélo uno fue positivo para AL con
ambos métodos (test de VVRd y test de SCT), y ademads, fue el tnico caso en el

que se confirmé la presencia de un AL mediante el test de mezclas.

Estos resultados son pruebas adicionales que recomiendan la realizacion
del test mezclas en el proceso diagndstico del AL, con el fin de aumentar la
especificidad de la determinacion de este aFL, y evitar en la medida de lo
posible, falsos positivos. Ademads, la realizacion del test de mezclas podria
ayudar a identificar otras entidades, en algunos casos infradiagnosticadas, como

el déficit de factores de la coagulacion.
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10. CONCLUSIONES

— La prevalencia de HTA, DLP, IMC> 30 Kg/m?, FXI:C>150% y AL positivo fue
significativamente mayor en el grupo SAF en comparacién con el grupo AAF.
La edad de apariciéon del primer evento trombdtico en pacientes con SAF fue
significativamente menor en comparacion con el grupo de pacientes con

antecedente de trombosis y aFL negativos.

— Niveles elevados de FXI (FXI:C> 150%) se asocian con 14.95 veces mayor
riesgo de padecer un evento trombdtico en pacientes con aFL positivos,
mientras que la deficiencia de FXI (FXI:C< 70%) disminuye el riesgo de

sufrir eventos clinicos casi 4 veces en estos pacientes.

— La mayoria de casos con AAF y FXI:C <70% eran de etiologia adquirida,
aunque en 3 casos se identificéd una base congénita, describiendo por primera
vez en Espafia dos casos portadores de una mutacidn caracteristica de la

poblacién judia Askenazi (p.Glul35Ter).

— No encontramos una relacidn significativa entre los niveles extremos de FXI
(FXI:C < 70% o > 150%) con el perfil de aFL, tipo y titulacién de

anticuerpos.

— Hemos desarrollado la escala APS-FXI, que pudiera predecir y estimar de

manera sencilla, el riesgo trombdtico en pacientes con aFL positivos.

— La prevalencia de AL positivo en nuestra cohorte de pacientes con déficit
congénito de FXI fue superior a la esperada en poblacién general. Sélo en
uno de los casos se confirmd la presencia del aFL al realizar el test de
mezclas. Este resultado apoya la necesidad de realizar el test mezclas en el
proceso diagndstico del AL, con el fin de aumentar la especificidad en la
determinacién de este aFL y ayudar a identificar entidades

infradiagnosticadas como el déficit de factores de la coagulacion.
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