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1. moTIvaclid GENERAL

Actualment es considera el lupus eritematds sisteémic (LES)
com la més representativa de les malalties sistémiques
immunolégiques i, al mateix temps, la més complexa i la que
comporta una major gravetat (1). Tot aixé justifica l’aﬁundant
literatura que sobre ella existeix, si bé, malgrat tot, sequeix

constituint un desafiament per al metge i 1’investigador.

El rapid avangament dels coneixements sobre immunologia en
general i sobre autoimmunitat en particular, conjuntament amb la
possibilitat d’experimentacid animal, suggereixen que el LES és
una malaltia inflamatoria multisistémica caracteritzada per la
presencia de nombroses alteracions immunolegiques, com sdn
1’aparicidé d’una ‘amplia varietat d’autocanticossos i diverses

alteracions de les subpoblacions limfocitaries (2-4).

La majoria‘de les investigacions dels ultims anys han estat
dirigides vers 1’aclariment de diversos aspectes sobre
1’etiologia, patogénia i historia natural del LES. No obstant
aixe, en moltes ocasions els resultats obtinguts han estat

contradictoris i sovint sotmesps a debat.

En la patogénia de la malaltia han estat implicats diversos
factors {(gendtics, hormonals, ambientals), els quals s’associen en
grau variable i condueixen a una alteracid de ‘la immunoregulacid

(2,5,6). La consegiéncia final és la produccid d’autoanticossos i



complexos immunes circulants (CIC), els quals constitueixen els

principals mecanismes lesionals (7,8).

D’entre els molts autoanticossos trobats en aquesta malaltia
destaguen els diverses anticossos antinuclears (AAN), els
antimembrana cel.lular {antieritrocits, antiplaquetaris,
limfocitotoxics...) i els recentment descrits anticossos
antifosfolipids (AAF). Aquests ultims és caracteritzen per anar
dirigits contra‘ estructures fosfolipidigques cel.lulars 1 per
reaccionar "in vitro" amb la fraccid fosfolipidica del complex
protrombinasa de 1la coagulacid, produint diverses alteracions en
les proves d’hemostassia. Han estat descrits dos grups principals
d’aquests anticossos: 1’anticoagulant lupic (AL) i els anticossos

anticardiolipina (AAC) (9-12}).

Recentment s’ha observat que éls malalts amb LES 1 AAF
presenten una alta incidéncia de fenomens trombétics, avortaments
de repeticid i trombocitopénia (9,13). Tanmateix, Hughes (14) ha
identificat un subgrup clinic de malalts els quals biolégicament
es caracteritzen per presentar AAF i  abséncia d’AAN, mentre que
clinicament pateixen trombosis recurrents, avortaments espontanis
i afeccid neurolegica. Altres autors (15-18) han observat una
correlacié significativa entre els nivells d’AAF i 1’activitat
clinica i biolsgica del LES, especialment entre els AAC i els
titols d’anticossos anti-ADN nadiu (Ac anti-ADNn). Aixo podria

introduir un nou element per a millorar la monitoritzacid de

1’activitat del LES.



Fins dates molt recents, la determinacid dels AAF es
realitzava de. forma indirecta mitjangant diverses proves de
coagulacid de molt diferent sensibilitat, la qual cosa obligava a
utilitzar varies d’elles i dificultava el reconeixement i la
caracteritzacid d’aquests anticossos (10,19-22)., Darrerament,
pero, han estat introduides técniques per a la determinacié
directa dels AAF, com soén el radicimmunoassaig (RIA) i
1’enzimoimmunoassaig (“enzyme-lynked immunosorbent assay", ELISA).
La introduccid del sistema ELISA com a técnica de deteccid dels
AAF i, concretament, dels AARC (23,24) pot aportar molts avantatges
en aquest camp d’investigacié, entre els quals hi destaquen: a)
medicid directa de 1’antices capag de reaccionar amb un antigen
eépecific, sense la possibilitat d’interferéncies per altres
substancies, b) quantificacid dels seus nivells, c¢) possibilitat
de detectar els diferents isotipus (IgG, IgM o IgA), d) semblant
sensibilitat que el RIA, sense 1’inconvenient d’utilitzar material
radioactiu, e) cost econoemic menor, f) major rapidesa de
realitzacioé, amb 1’avantatge addicional d’analitzar un gran nombre
de casos simultaniament i g) utilitzacié de sérum 1i, per tant,

possibilitat d’estudiar malalts anticoagulats.

Fins el moment actual no han estat efectuats estudis
prospectius en poblacions amplies de malalts afectes de LES
determinant els AAC mitjangant 1la técnica d’ELISA. En aguestes
circumpsténcies, la motivacid gque ha dut a realitzar el treball
exposat en aquesta Tesi Doctoral ha estat aprofundir en el

desenvolupament de 1la técnica d’ELISA de deteccié dels AAC, en



1’estandarditzacid dels resultats i en la seva comparacid amb
diverses proves indirectes de deteccid dels AAF, al temps que
.analitzar la correlacid entre els nivells d’AAC i 1’existéncia de
fenamens trombétics i altres manifestacions cliniques i
biologiques del LES. Tot aixé facilitaria en un futur realitzar un
tractament capag d’evitar les greus complicacions que les
trombosis en particular i el LES en general produeixen en aquests

malalts.



II. MOTIVACIO PERSONAL

Desde la meva incorporacié al Servei de Medicina Interna
General de 1’Hospital Clinic de Barcelona, primer com a alumne
intern a 1’aleshores CAtedra de Patologia General i Propedeutica
Clinica (Prof. A. Balcells Borina) i1 després com a metge resident,
he rebut del seu equib meédic els coneixements basics que
configuren la formacid integral d’un metge com a internista.
Durant aquests anys, els ensenyaments més rellevants que en ell he
obtingut han estat fonamentalment dos: d’una banda, la inexcusable
obligatorietat d’una formacié completa en el camp de la Medicina
Interna i, en segon lloc, la necessitat de tot internista
d’aprofundir, amb esperit critic 1i cientific, en un tema concret

en relacié amb la Medicina Interna.

Els meus primers anys d’assisténcia a la capgalera del malalt
van transcérrer a la Unitat 1 (aleshores denominada Sala de
Dones), de la direccid de la qual s’encarregé el Dr. M. Ingelmo, a
gqui vull donar testimoni del meu profund agraiment i1 afecte. Alli
vaig prendre contacte també amb el Dr. J. Font, metge adjunt del
Servei 1 un dels capdavanters nacionals en 1’estudi de les
malalties sistémiques imﬁunolégiques,, amb qui vaig iniciar una
estreta col.laboracid professional, tant en 1’aspecte medic
assistencial com en la investigacié biomedica. Agquesta
circumstancia va fer despertar en mi 1’interés per una malaltia
que incideix de ple en el camp de la Medicina Interna: el lupus

eritematds sistémic. Agquesta entitat, d’etiologia i patogenia

[N



desconegudes, . pot afectar a 1la majoria d’érgans i aparells de
1’economia humana, per la qual cosa és considerada com la més

representativa de les malalties sistémiques immunolégiques.

El meu interés per aquesta malaltia es va veure potenciat
gracies a 1’afany de 1’actual Cap del Servei de Medicina Interna
General, Prof. A. Urbano-Marquez, en aprofundir en 1’estudi de la
seva etiopatogénia. Tot aixe, juntament amb les facilitats ofertes
pel Servei d’Hemoterdpia i Hemostdssia que dirigeix él Prof. R.
Castillo i, en especial, pel seu Laboratori de Cinética
Plaguetaria del gqual és responsable el Dr. F.X. Casals, va ser el

motiu final en 1’eleccid del tema de la present Tesi Doctoral.

La intencionalitat d’aquesta Tesi va ser aprofundir en el
coneixement del lupus eritematds sistémic en general i de les
alteracions associades a la presencia dels anticossos
antifosfolipids que en ell es presenten en particular. Agquest
estudi noméé es possible realitzar en base a una perfecta simbiosi
entre la clinica.i el laboratori. Tanmateix, de fet és també el
primer pas d’una linia d’investigacid vque sobre els anticossos

antifosfolipids es porta a terme al nostre Servei.



111. REVISIO BIBLIOGRAFICA

3.1. RECULL HISTURIC DEL L.E.S.
3.1.1. ANTECEDENTS HISTORICS

El LES ¢és conequt des de fa més de cinc segles. No obstant
aixé, la seva denominacid ha sofert diverses variacions al llarg
dels anys com a consequéncia del millor coneixement i

individualitzacid de la malaltia (25-28).

A les primeres descripcions de 1’entitat, als segles XV i
XVI, es feia servir el terme "lupus" (lesié semblant a una
mossegada de llop) per a referir-se a unes ulceracions facials que
‘s’extenien de forma progressiva i destructiva (Paracels, Rogerius,
Manardi). L’any 1833, Biett va individualitzar aquestes lesions
cutanies d’altres de semblants (lupus tuberculds) i va crear el
‘terme “"eritema centrifug”, que correspon a la forma discoidal de

la malaltia.

Gairebé vint anys després, Hebra i Cazenave van adoptar per
primera vegada la denominacidé "lupus eritematds”, al temps que van
assenyalar el predomini de la malaltia al sexe femeni i descriuen
un cas d’afeccid articular concomitant. Posteriorment, 1’any 1872,
Kaposi va descriure les lesions cutanies "en vespertili',

caracteristiques de 1’afeccid cutdnia de la malaltia i va indicar



la possibilitat d’afeccidé sistémica greu i, en ocasions, amb un

desenllag fatal.

Més tard, Jodassohn a Viena i Osler a Baltimore, entre els
anys 1895 i 1904, van descriure les complicacions viscerals de la
malaltia i, al mateix temps, van assenyalar el seu caracter cronic
i la possible existéncia d’afeccid visceral sense manifestacions

cutanies.

L’any 1924, Libman i Sacks van comunicar la implicacié
cardiaca de la malaltia i, 1’any 1932, Gross descriu unes lesions
anatomopatolégiques anomenades 'cossos hematoxilinics" de gran

intereés diagnestic.

Baehr, Klemperer 1 Schifrin, 1’any 1935, van recollir un
seguit de casos amb 1’objectiu de realitzar un estudi clinic i
anatomopatologic combinat. D’aquest estudi, que és la descripcid
més complexa del quadre c¢linic apareguda fins aleshores, sorgeix
el concepte que el LES és una malaltia progressiva i greu, en
ocasions mortal, que afecta fonamentalment a 1les dones en edat
fertil. Tanmateix, a nivell dels gloméruls renals descriuen unes
imatges que anomenen "en nansa de filferro", caracteristiques de

la malaltia i de notori valor pronéstic.

L’any 1941, Klemperer, Pollack i Baehr van definir el terme

"malalties del col.lagen", considerant que el trastorn fonamental



d’aguestes afeccions es trobava al teixit connectiu. El LES va ser

considerat com la malaltia més representativa d’aquest grup (29).

Aixi s’arriba a 1’any 1948, guan Hargraves, Richmond i Morton
descriuen 1’anomenada "cel.lula L.E.” al moll de 1’0s dels malalts
amb LES (30). Es a partir d’aleshores quan apareixen
successivament noves  técniques de  laboratori, destacant la
determinacidé per Friou dels AAN i dels Ac anti-ADN, les quals
constitueixen un important avang en el diagnéstic de la malaltia
{31,32). També sdn d’un notable interés les troballes en aquests
malalts durant els ultims anys de moits altres autocanticossos, com
sén el grup dels anticossos dirigits contra els antigens
extractables del nucli ("extractable nuclear antigen", ENA), els

anticossos'limfocitotéxics o els antifosfolipids.

Darrerament, les investigacions sobre el LES bhan sequit
fonamentalment dues direccions: d’una banda, estudis de laboratori
amb models animals, especialment amb la rata de Nova Zelanda i els
seus hibrids, que presenten unes alteracions molt semblants a les
del LES humd i que han permés aprofundir en la base etiopatogénica
de la malaltia (33)3; d’altra banda, estudis clinics, biolegics,
immunologics i epidemiolségics amb amplies séries de malalts que
han possibilitat 1’establiment d’uns criteris per al diagnestic de
la malalitia, al temps gque han reconegut la gran variabilitat de la
seva simptomatologia i pronestic, 1la qual cosa ha conduit a una
nova concepcid del LES i a la descripcid de diversos subgrups de

malalts (34~-37).
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3.1.2. CONCEPTE ACTUAL

El LES ¢és una de les malalties que presenta un nombre més
elevat de problemes cénteptuals (34), malgrat els avangaments
assolits en el coneixement dels seus mecanismes patogénics i en
diversos aspectes del djagnéstic i tractament (35). Aixo és
fonamentalment degut al desconeixement de la seva etiologia i a la

manca d’unavfrontera ben definida del mateix (36).

El tret més caracteristic d’aquesta entitat ¢s la formacid de
nombrosos. i variats anticossos dirigits contra 1les propies
cel.lules de 1’organisme 1 que tenen el seu origen en la
disregulacid del sistema immunitari, sobre el gual actuen factors
genetics, hormonals i ambientals, que alteren les seves dues
vessants, la humoral i 1la cel.lular (2,46). Alguns d’aquests
autoanticossos produeixen directament una accid citotexica o
citolitica sobre les cel.lules de 1’organisme {reaccid
d’hipersensibilitat de tipus II) mentre que d’alfres formen en el
torrent circulatori complexos antigen-antices que, en ser
diposifats als diferents organs 1 teixits, produiran lés lesions
inflamatéries responsables de 1la majoria de les manifestacions
cliniques d’aquests malalts (reaccid d’hipersensibilitat de tipus

111)(37,38).

La classificacié del LES com a malaltia del teixit connectiu
pot induir a confusions. Per aqueét motiu, es considera més

édequada la seva definicié com a desordre immunolégic englobat
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dintre de les malalties autoimmunes (39). Com a conseguéncia de
les alteracions immunolégiques, les seves manifestacions cliniques
s6én multiples 1 variades, abastant un ampli espectre clinic

(26,37,40-44) .

No obstant aixé, diversos autors consideren que el LES no és
una ﬁalaltia unica, sind més bé una sindrome o conjunt de varies
entitats amb una etiologia, fisiopatolpgia i pronsestic diférents,
podent-se  fer diversos subgrups amb caracteristiques propies
(5,6,45-49). Aixi, alguns treballs han observat diferéncies en les
subpoblacions limfocitaries entre diversos grups de malalts. Per
exemple, els malalts amb nefropatia i/o trombocitopénia tenen un
descens dels limfécits OKT 4 i en aquests casos la malaltia sol
comengar abans dels 20 anys; altres malalts tenen una disminucid
dels OKT 8 i agquests desenvolupen la malaltia més tard i presenten
una afeccid multisistémica pero amb una incidéncia baixa de
nefropatia; finalment, aquells malalts amb afeccid renal 1
neurolégica simultania solen tenir un descens d’ambdds tipus

cel,lulars al mateix temps (6,50).

Un altre aspecte de gran interés és la preséncia de
determinats anticossos gque s’associen de forma caracteristica a
diferents grups de malalts Ildpics. En efecte, els malalts amb
anticossos antiribonucleoproteina (Ac anti-RNP) tenen una
incidéncia elevada de fenomen de Raynaud i miositis amb escasa o
nul.la afeccidé renal i neurolégica (51,52); aquells amb titols

elevats d’anticossos anti~Sm solen tenir un curs clinic més greu i
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amb  predomini de fenomens vasculitics (53); la preséncia
d’anticossos anti-La (85 B) s’associa a un major nombre de
manifestacions cutanies 1 escasa incidencia de nefropatia (54);
els anticossos antihistones solen acompanyar a quadres dde lupus
medicamentds o a LES amb una prevaléncia alta de vasculitis
cutania, anemia, nefropatia i fenomen de Raynaud, pers escasa
afeccié del sistema nervids central (55,56); el lupus eritematds
‘subagut i el LES neonatal s’associen de forma caracteristica amb
la preseéncia d’anticossos anti- Ro (85 A) (57,38); finalment, la
preséncia d’AAF s’associa a una major incidéncia de fenomens

trombotics (9-14).

Per ultim, existeixen uns altres dos models de malaltia
ldpica que confirmen aguesta pluralitat de subgrups: el LES
associat al deficit de diferents fraccions del complement i la
denominada sindrome lupica induida per farmacs. En ambddés models
intervenen de forma evident factors genétics i en 1’dltim, a més a

més, un factor exogen (43,59).

€s probable que cadascun d’aquests subgrups que poseeixen una
base geneética determinada, unes anomalies de ia immunoregulacid
~propies, uns anticossos caracteristics i, en ocasions, una
etiologia concreta siguin individualitzats i constitueixin en un

futur entitats ben diferenciades.

En conclusid, tots aguests aspectes condueixen actualment a

considerar el LES com un procés autoimmune, multisistemic,



d’etiologia desconeguda, que engloba un conjunt de subgrups de
base genetica i alteracions de la immunoregulacid molt diversos i
que presenta unes manifestacions cliniques proteiformes i una

activitat fluctuant amb freqiients remisions i exacerbacions (2,34-

36,40-43,60,61) .

13
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3.2. ETIOPATOGENIA DEL L.E.S.

Un dels aspectes de 1les malalties autoimmunes i del LES que
més s’esta estudiant actualment és, sens dubte, la seva
etiopatogénia. Aquesta no es coneix a bastament peré s’accepta de
forma majoritaria que diverses  circumpstancies o factors
{genetics, hormonals o ambientals) poden influir o modificar el
sistema immunitari propi, produint una disregulacid que condueix a
la formacié de nombrosos autoanticossos responsables de la variada

simptomatologia del LES (2,4,5,37,45,46).

3.2.1. FACTORS ETIOLUGICS

3.2.1.1. FACTORS GENETICS

La influéncia genética en el LES huma es pot inferir en baée
a la informacid subministrada pels estudis duts a terme respecte a
la raga, 1’analisi del sistema d’histocompatibilitat (HLA), la
incidéncia familiar i les associacions de déficits immunitaris

hereditaris i LES.

3.2.1.1.1. m

Els estudis epidemiologics assenyalen una elevada prevalenga

de la malaltia entre els subjectes de raga negra, notablement
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superior respecte a la blanca i en proporcié menor als
portoriguenys. Agquestes diferéncies no s6n atribuibles a les
condicions socioeconémiques, sind més bé a un diferent patrimoni

genétic (62-66).

d.2.1.1.2. SISTEMA D’HISTOCOMPATIBIL ITAT

L’estudi del sistema HLA ha ofert resultats variables segons
les diferents seéries (49,65-71). GQuan es van estudiar inicialment
els grups HLA A, B i C (antigens de classe I) en subjectes amb LES
{(2), no es va objectivar una major freqgiéncia ;especte a un grup
control. Aixi, per exemple, 1’HLA-Bs es trobava present en el 29%

dels malalts i1 en el 21% dels controls (2).

Altres autors han observat un predomini de certes alteracions
clinicobiologiques del LES associades a diversos gens del sistema
HLA. Destaca una major incidencia de 1’HLA-A, Be en malalts amb
afeccid del sistema nervids i renal, mentre en altres malalts
sense aquestes caracteristiques la frequencia era semblant a la
del grup control (72). Tambe vs’ha relacionat 1la presencia de
1’HLA-Bas i HLA-Aa. amb‘ una major proporcid d’afeccidé renal i de
1’HLA-B, amb malalts en els quals predominen les 1lesions cutanies

del tipus discoidal (48,73).

Recentment s’han aéonéeguit estudiar els antigens de la regio
HLA-DR (antigens de classe II), equivalent en 1’home a 1’Ia dels

marids, que poden constituir els gens encarregats del
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desenvolupamenf de la resposta immunitaria (45,73,74). Ha estat
comprovat que la incidéncia en el LES de dos tipus d’HLA, 1°HLA-
DR= i 1’HLA-DRa, é&s estadisticament superior a la que s’observa en
la poblacid control (48,67,73,75,76). La fregliéncia de 1’HLA-Bs
detectada en estudis epidemiolégics previs a la.determinacié de
1’HLA-DR es justifica per 1’estreta associacid de 1’HLA-By amb
1’HLA-DRa, car s'’hereten de forma conjunta. Tanmateix, es troba en
discusid el possible paper del sistema HLA sobre la sintesi
d’autoanticossos. Ha estat citada, per exemple, la relacid entre
xifres elevades d’Ac anti-ADN i la preséncié d’HLA-DRs, aixi com
d’anticossos anti-Ro {SS-A) i el grup  HLA-Be i DR=

(68,49,65,66,75,77,78) .

En conclusid, es pot afirmar que existeix una predisposicid
gengética gque exerceix una influéncia  permisiva en el
desenvolupament del LES. No obstant aixe, no hi ha wuna unica
alteracid genética comuna a tots els individus amb aquesta
malaltia, sino més bé, aquestes sén varies i probablement per a
assolir 1’expresid clinica del LES es requereix la preséncia de

dos o més gené (48,66,73).
3.2.1.1.3. ESTUDI FAMILIAR
Malgrat que la majoria dels casos de LES sén esporadics,

aproximadament entre el 5 i el 10 % dels malalts tenen familiars

amb aquesta malaltia (35,48,79). Donat el seu predomini en el sexe
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femeni, l1’associacid més freqient es déna entre germanes i entre

filla i mare (464).

En aquestes families, 1’estudi dels bessons permet sospitar
gque la incidencia familiar de la malaltia és deguda a influéncies
genétiques o ambientals. A favor del factor genétic sén els
segiients fets: a) major semblanga clinica de la malaltia en els
bessons homozigots que en els heterozigots; b} en els bessons
homozigots la fregiiéncia del LES és del 50-70 %, mentre que en els
heterozigots és semblanf a la d’altres membres de la familia; c)
el quadre clinic apareix en dates i ambients diferents i sovint
existeixen altres anomalies hereditaries ja conegudes (79,80). Per
_contra, donen suport al factor ambiental els seguents fets: a)
1’aparicidé de la malaltia o de certs estigmes d’autoimmunitat
(AAN, hipergammaglobulinémia, anticossos limfocitotdxics,AAF) en
familiars o persones amb les quals conviuen (79-B2); b) existeix
una relacié temporal en 1’inici del LES en els germans homozigots

(83).

Els resultats obtinguts amb els bessons homozigots donen
suport a la hipétesi que 1’agregacid familiar del LES és deguda a
factors genétics, més que a factors ambientals (79), si bé aquests

també es troben presents i no s’han de desestimar (83).
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3.2.1.1.4. DEFICITS IMMNITARIS HEREDITARIS ASSOCIATS

Deficit d’IgA: Els deficits d’IgA sén fregients en el curs
del LES. Es pot tractar d’un deéficit adquirit, gue es soluciona
amb la correccid de les anomalies autoimmunitaries, o beé
hereditari, que podria afavorir el desenvolupament del LES

(40,42) .

Deficit congénit_ dels factors del complement: L’herencia de

certs deficits de factors del sistema del complement és
freqientment de tipus autosémic dominant (84,B85). Varies
d’aquestes alteracions han estat associades al LES (84). Destaca
sobretot el deficit de Ce, el qual es presenta aproximadament en

el 6 % dels malalts amb LES (86).

Segons alguns autors, el déficit dels factors del complement
pot ser un dels majors predisponents pér al desenvolupament del
LES, si bé el mecanisme patogénic pel qual aixdé succeeix no es
coneix en 1’actualitat (83). La hipotesi més suggestiva considera
que el deficit dels factors del complement permet la persisténcia
d’un agent infeccids (virgs ?) o de CIC que estimularien de forma
permanent el sistema immunitari, amb la consegient sintesi
d’autoanticossos i el desenvolupament del LES (85,87). Una altra
hipstesi fa referencia al control de 1la sintesi de les proteines
del complement pels gens del sistema HLA. La seva alteracidé tambeé
podria afectar els gens que regulen 1la resposta immunitaria i

ocasionar una disregulacié de 1la mateixa, la qual conduiria a un
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augment de la sintesi d’autoanticossos i, com a conseqiéncia, al

desenvolupament del LES (35).

3.2.1.2. FACTORS HORMONALS

3.2.1.2.1. HORMONES SEXUALS

El paper que tenen les hormones sexuals, fonamentalment els
estrogens, en el LES es pot inferir per la preponderancia del sexe
femeni en aquesta malaltia. Diversos ‘treballs experimentals amb
rates han demostrat amb certesa que les hormones sexuals modulen
la malaltia 1dpi£a. Un fet destacat en el LES humd és que la
freqiidncia de dones afectes en edat fértil és molt superior a la
dels homes. La relacid sol oscilar entre B-11:1, segons les séries
(40,42,88), Aquest fet s’atribueix al paper patogeénic important
dels estrégens i1 es basa en les seglients consideracions: 1)
disminucid del predomini del sexe femeni a les é&poques en gué no
existeixen uns nivells d’estrogens elevats, és a dir, a 1’edat
prepuberal 1 al LES d’inici tarda; en aquestes situacions la
relacid dona~-home es situa al voltant de 3:1 (40,41,89); 2) ha
estat descrit que els anticonceptius orals afavoreixen el
desenvolupament del LES o el poden agreujar (88,90); 3) 1’embarag
empitjora la simptomatologia quan 1la malalta es troba en fase
activa de la malaltia (91,92); i 4) els malalts amb la sindrome de
Klinefelter (genotip XXY) tenen una alta incidencia de LES (93).

En aquesta sindrome es produeix una accid hiperestrogeénica per
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acumulacid de wmetabolits actius de 1’estradiol. Totes aguestes
dades donen suport al paper dels estrégens en la patogénia del LES

huma.

Els treballs experimentals dirigits a identificar el factor
hormonal en 1la xarxa etiopatogénica del LES.es van iniciar amb
1’observacié que els malalts amb la sindrome de Klinefelter i LES
associat presentaven una estimulacid estrogénica crénica per
augment dels nivells sanguinis d’estradiol (93). Aquests resultats
van suggerir que els malalts lupics d’ambdés sexes podien trobar-
se sota una situacid d’hiperestrogenisme produit per alteracions
del metabélit‘d’aquesta hormona (94). Aixo sembla confirmar-se per
les experiencies de Lahita et al. (93) que demostren la
hidroxilacid andmala de 1’estradicl a nivell de C-16 en els
malalts lﬂpics,‘ donant Eom a resultat 1’acumulacid de metabslits

amb .un grau elevat d’activitat estrogenica.

L’estudi dels nivells de les hormones sexuals als homes amb
LES ha demostrat 1’existéencia, en la majoria dels casos, de xifres

elevades d’estrégens en sang i baixes d’androgens (96,97).
L4
3.2.1.2.2. HORMONES TIMIGRES
Les hormones timiques sén un grup de polipéptids circulants

que tenen un paper important en el manteniment de la immunitat

cel.lular (98). També s’atribueixen a aquestes hormones la
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induccié de la capacitat de resposta enfront a mitegens i la

intervencid en la immunitat antitumoral (99).

En persones joves afectes de LES s’han observat uns nivells
anormalment baixos d’hormones timiques. No obstant aixe, les seves
variacions en relacid amb 1’activitat clinica de la malaltia fan
sospitar que no es tracta d’un fet irreversible en el lupus huma.
També ha estat trobada una relacid significativa entre uns nivells
sanguinis baixos d’aquestes hormones 1 la gravetat de la
nefropatia, sense que aquells valors es modifiquin amb el
tractament (100). Aquest descens de les hormones timiques pot
intervenir en les alteracions dels mecanismes de 1la
immunoregulacid, el qual sembla ser el fet fonamental en la

fisiopatogénia del LES.
3.2.1.3. FACTORS AMBIENTALS
Un altre tipus de factors implicats en l’etiologia del LES

sén els ambientals, d’entre els quals destaquen els virus, els

raigs ultraviolats i els farmacs.

3.2.1.3.1. VIRUS

El fet que determinats virus ocasionessin en 1’animal

d’experimentacié una glomerulonefritis per immunocomplexos i que
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induissin la sintesi d’AAN, ha estat 1’estimul essencial en la
investigacid sobre possiblés implicacions dels virus en
1’etiologia del LES, tot i que ja fa molts anys que existeix
aguesta sospita en base a 1’analogia entre les manifestacions
observades en el LES i‘ les de determinades malalties viriques

croniques.

Els estudis virolsgics han apuntat cap a un agent, el virus
ARN de tipus C. Aguest virus estd constituit per diverses
proteines, treé de les quals sdn d’espécial interes: 1la p30, que
constitueix 1’estructura base; 1la gp70, glicoproteina que forma
1’embolcall del virus 3§ 1 1la transcriptasa inversa, enzim que
permet la transcripcid de 1a informacid gendtica de 17’Acid
ribonucleéic (ARN) a 1’ADN (101). Aquests virus sdén endogens
(integrats al genoma) 1 es troben ampliament distribuits en el
regne animal. Els productes solubles d’aquests virus, com les
particules p30 i gp70, poden ser detectats en sang i teixits de
diferents soques de rates, algunes d’elles tolerants amb aquests
productes, mentre que d’altres, com 1la NZBW/F, fan anticossos
contra ells (102). Per aixé, a nivell experimental, els estudis

sobre aquest tema s’han fet basicament amb aquesta soca de rates.

Els mecanismes que podrien implicar el virus en l’etiologia
del LES d’aquesta soca de rates podrien ser els seglents: 1)
sintesi d’anticossos contra les diferents proteines viriques, amb
la conseqiient formacié de CIC i posterior lesid histica (103); 2)

desenvolupament d’anticossos contra antigens constituits per gp70
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presents a la superficie cel.lular, que destruirien aquesta i
provocarien la sortida de material responsable de respostes
~autoimmunitaries; 3) actuacid com a coadjuvants; &) lesicé de
i’epiteli timic que ocasionaria un desequilibri immunoregulador;

etc (64).

L’evidéncia de 1’etiologia wvirica en el LES humd és menys
convincent i els resultats obtinguts al respecte sén, ara com ara,
contradictoris (104). G&’han utilitzat diverses tecniques per tal
d’aillar i caracteritzar 1’hipotetic virus implicat en el LES
humd. En estudis serolégics s’ha descrit la preséncia d’anticossos
limfocitotoxics en familiars no consanguinis de malalts amb LES i
en personal de laboratori eﬁ contacte amb sérums de malalts lupics
(48,81,82,105) o, fins i tot, en propietaris de gossos amb lupus
cani (106). En el sérum de malalts lupics s’han trobat titols
elevats d’interferd, especialment de tipus alfa, relacionat amb
1’activitat de 1la malaltia i, com es conequt, els virus estimulen
la sintesi d’aquest tipus d’interferé. Sdn dades serolaégiques
sense traduccid clinica, pero suggereixen una possible transmissid
infecciosa, tot i que no existeixen resultats suficients a favor
del reconeixement d’un virus en el LES. Els pocs casos

identificats s’han atribuit a contaminacid (107).
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3.2.1.3.2. RAIGS ULTRAVIOLATS

Un altre factor ambiental que pot jntervenir en 1’etiologia
del LES sén els raigs ultraviolats procedents de 1la llum solar.
Molts malalts lupics tenen fotosensibilitat i 1’exposicid solar o
el tractament amb raigs ultraviclats poden induir lesions cutanies
o exacerbar la malaltia (35,108). Treballs experimentals indiquen
que aproximadament el 30 % dels malalts lipics tenen anticossos
reactius contra 1°ADN irradiat amb llum ultraviolada, fet que és
un argument a favor de la intervencidé d’aguest element ‘en el

desencadenament del LES (108).

3.2.1.3.3. FARMACS

També els medicaments poden induir en 1’home una sindrome
similar al LES  ("lupus-like"), aixi com la formacid
d’autoanticoésos en la rata (109). Tanmateix, hi ha diferéncies
entre la malaltia idiopatica i 1la sindrome 1ldpica induida per
aquests farmacs rvrespecte a raga, edat, sexe; organs afectes i

tipus d’autoanticossos (110,111).

Els millor estudiats i més coneguts sén 1la hidracida,
quinidina, hidralazina i procainamida. El factor probablement més
important en el desenvolupament d’aquesta sindrome lapica és el
fenotipué acetilador dels malalts. Aixé és particularment

important en el cas de la hidralazina, la qual desencadena quadres
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lipics amb major freqgiéncia en els individus acetiladors lents

(112).

Els mecanismes bels quals aquestes substancies poden induir
la malaltia no estan ben establerts. 5’ha postulat una interaccid
o reactivitat creuada entre aquests medicaments i els antigens
nuclears, especialment 1°ADN, de forma que es modificarien les
seves caracteristiques i es transformarien en autoantigens. També
s’ha plantejat la possibilitat de qué activin un virus o bé que
actuin a nivell de les cel.lules T, anul.lant o disminuint 1les T
supressores i afavorint aixi la sintesi d’autoanticossos per part

dels limfocits B (110,111),
3.2.2. ALTERACIONS IHHUNULﬁGIUUES

En la patogénia del LES té un paper preponderant 1’alteracid
del sistema immunitari. Nombrosos estudis han demostrat que en

aquesta malaltia la resposta immunologica tant humoral com

cel.lular estad alterada (2,3,113).

3.2.2.1. IMMUNITAT HUMORAL . AUTOANTICOSSOS

A nivell dels limfocits B existeix una hiperreactivitat, la
qual actualment es considera que és deguda a dos fenomens

principalment: 1) preséncia d’una disregulacié a les subpoblacions



26

de limfocits T, .amb una disminucié dels limfécits supressors-
citotoxics (CDB), 1la qual afavoreix 1’accié dels limfécits
col.laboradors (CD4) sobre els limfocits B, i 2) existéncia d’una
hiperreactivitat propia dels limfocits B. D’aquesta
hiperreactivitat dels limfécits B resulfa una produccid augmentada
d’autoanticossos reactius en front d’autoantigens determinats
(2,3,113,114), Els tres grups d’autoanticossos més estudiats en el

LES sén els AAN, antimembrana cel.lular i antifosfolipids.

3.2.2.1.1. ANTICOSSOS ANTINUCLEARS

Els autoanticossos més importants, al menys quantitativament,
sén els AAN, els quals sdén reactius amb diferents antigens
nuclears de naturalesa diversa (ADN nadiu, ADN‘desnaturalitzat,
diferentes nucleoproteines, histones, etc.){(tabla 1). Els AAN es
consideren com a marcadors generals de malalties autoimmunitaries
pero, especialment, del LES. Van ser els primers autoanticossos
descrits i s6n els responsables de 1la formacid de cél.lules de
Hargraves o cél.lules L.E. Aquestes cél.lules han estat la primera
prova biolegica diagnostica del LES i continuen sent un dels
criteris diagnéstics considerats per 1’Associacid Americana de

Reumatologia ("American Rheumatism Association”, ARA) (115-117).



Tabla i1.- Anticossos antinuclears

- Cél.lules L.E.
- Anticossos anti-ADN nadiu

- Anticossos anti~-ADN desnaturalitzat

- Anticossos anti-ENA
. Anticossos. anti-Ro
. Anticossos anti-La
. Anticossos anti-Sm
. Anticossos anti-RNP
. Anticossos anti-Ma

27

. Anticossos anti-PCNA ("proliferation cell nuclear

. Anticossos anti-Su
- Anticossos antihistones

antigen")
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3.2.2.1.2. ANTICOSSOS ANTIMEMBRANA CEL .LULAR

Un altre grup d’autoanticossos forga important és el dirigit
contra autoantigens de membrana cel.lular. Hi han descrits
anticossos * antieritrocits (46), antiplaquetaris (46) i, més
recentment descoberts  pero amb un interés creixent,

antilimfocitaris o limfocitotoxics (118-120).

Aguests anticossos limfocitotéxics es trobarien dirigits
contra diverses subpoblaﬁinns limfocitaries, per exemple contra
els limfocits supressors-citotexics (CDB), 1 produirien les
anomalies en els mecanismes de regulacid immunologica propies dels
individus lupics.84n anticossos de naturalesa heterogénia,
majoritariament de classe IgM, que necessiten "in vitro" 1’accid
del complement per a produir la seva accid citplitica, la qual és
maxima a temperatures baixes (42C, 152C, 229C). Per aixo es va
dubtar inicialment sobre la seva accid "in vivo", és a dir, si
persistiria la seva activitat a 372C. Posteriorment s’ha observat
que poden actuar per un mecanisme anomenat citotoxicitat cel.lular
dependent de 1’anticés, - el qual no requereis ’el concurs del
complement i que es realitza optimament a 372C. Aquest segon tipus

d’anticossos limfocititéxics sén de classe IgG (118-120).
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3.2.2.1.3. ANTICOSSOS ANTIFUSFOLIPIDS

Aquests autoanticoséos es caracteritzen per anar dirigits
contra estructures fosfolipidiques de les membranes cel.lulars. La
seva associacié a alteracions de 1’hemnstassia, fonamentalment a
fenomens trombotics 1 trombocitopénia, ha fet creéixer durant els
altims anys 1’interés pel seu estudi. D’ellé destaquen dos grups
principals, 1’AL i els AAC, les caracteristiques dels quals seran

revisades a bastament en un capitol més endavant (9-14).

3.2.2.2. IMMUNITAT CEL.LULAR

Ha estat demostrat que els limfocits T es troben
selectivament disminuits als pacients ldpics (2,3,119). Al mateix
temps, diversos treballs han trobat un déficit d’activitat
supressora-citotoxica (CDB) mesurada "in vitro",‘especialment en
la fase activa de la malaltia (3,119,121). També existeix una
resposta disminuida enfront de la fitohemaglutinina i la
concavalina A, mitégens que indueixen proliferacié de la poblacid

T (2,3,122).

Diferents autors (123-127) han observat en el LES una
alteracid de l’activitat citotoxica dels limfocits litics naturals
("natural killer",NK), especialment en malalts en fase activa. No
65 una alteracid permanent sind que pot variar en 1’evolucid d’un

mateix individu. Es necessiten més estudis per a saber si el
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descens de 1’activitat dels limfocits NK permet el desenvolupament
d’una malaltia més activa o si reflecteix un estat de disrequlacié
immunologica generalitzada. La importancia d’aquestes anomalies no
es coneix prou bé, El deficit de 1’activitat dels limfocits NK pot
augmentar la susceptibilitat a determinades infeccions viriques,
el protagonisme de les quals en el desencadenament del LES ha
estat insistentment implicat. També podria impedir la destruccié
de clones de limfocits anomals, portadors d’antigens alterats i

provocadors de la sintesi d’autoanticossos.

3.2.2.3. SISTEMA MONONUCLEAR FM[I:I'TIC (SIF)

També han estat detectades en el LES alteracions del SMF
(compost per macréfags; principalment esplénics, 1 cél.lules de
Kupffer hepitiques) que tenen una important funcidé en 1’eliminacis
dels CIC del sistema vascular (5,37,38,128-130). En 1l’animal
d’experimentacié s’ha observat que el bloqueig o saturacid del SMF
retarda o impedeix 1’aclariment sanguini dels CIC i aixi es
facilita el seu dipésit al glomérul renal (39). Al ratoli NZBW/F,
s’ha evidenciat que, en les fases inicials ‘de la vida, el
funcionalisme del 6MF és normal perds que amb 1’edat disminueix
(131). Per aixé és possible que els malalts amb LES, amb
manifestacions cliniques que semblen secundaries al dipeésit
d’immunocomplexos, presentin una alteracid a nivell del SMF que
possibiliti aquest dipsésit per manca de la convenient depuracid

dels CIC de la sang (2,130).
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En el LES huma, malgrat un aclariment aparentment normal, es
pot detectar una important disfuncié del SMF utilitzant hematies
autélegues sensibilitzades amb IgG. Aquesta disfuncid es relaciona
amb el receptor Fc i wva 1lligada a 1’activitat de 1la malaltia

(4,5,37,38,129-134) .

3.2.3. MECANISMES PATOGENICS

L’analisi de tofs aquests factors etiologics i alteracions
immunologiques que convergeixen en el LES permet d’afirmar que,
malgrat que no hi hagi resposta a nombroses interrogants sobre la
etiopatogenia d’aquesta malaltia, s’han aconseguit progressos
considerables gracies a la possibilitat d’estudiar models

experimentals i al millor coneixement del sistema immunoloégic.

Nombrosos treballs a nivell experimental 1 humd assenyalen
que la malaltia és multifactorial, amb una base gendtica que
s’associa a diversos factors endogens i exogens, diferents d’un
individu a 1’altre i que faciliten l’expressié del LES.
Possiblement calguin més d’un d’aquests factors per tal de

desenvolupar la malaltia.

En general, s’esta d’acord en afirmar que, tant en el LES
muri com en 1’huma, existeix una activacidé policlonal dels
limfocits B que condueix a la produccid d’autoanticossos i

posteriorment a la lesid tisular. La causa inicial no es coneix
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pero es considera que aquesta activacid dels limfocits B esta
ocasionada per una anomalia propia dels limfocits B 1i/0 per una
alteracid dels limfocits T supressors-citotéxics secundaria a
1’existéncia d’anticossos limfocitotéxics produits pels propis

limfocits B.

Les vies patogenétiqués son diferents segons les hipotesis
dels diversos autors. Steinberg (2), 1’any 1979, va suggerir els
segiients factors patogénics:predisposicio genetica a una
estimulacid excessiva dels limfocits B (per una anomalia primaria
d’aquestes cél.lules o del control que sobre elles executen els
limfocits T) i resposta excessiva gendéticament determinada enfront
d’antigens limfocitaris i nuclears. Aquest estadi
d’hiperestimulacid envers els limfocits 1 els antigéns nuclears
permet 1l’expansid de les diferents clones de limfocits B capaces
de produir anticossos contra aquests antigens. Es sintetitzen
preferentment anticossos limfocitotoxics i AAN, especialment anti-
ADN. Aquests AAN ocasionen alteracions mitjangant la formacid de
CIC que produeixen lesions histiques. Els anticossos
limfocitotéxics, dirigits particularment contra els 1limfocits T
immadurs, poden facilitar l’eliminacid de limfécits T reguladors,
en especial dels T supressors-citotéoxics. El1 resultat final és la
manifestacid clinica de 1a malaltia, hipergammaglobulineémia,
sintesi d’autoanticossos i disminucid de la funcidé supressora,
desenvolupant-se un cercle vicids. Diferents agents infecciosos

poden actuar com a activadors policlonals dels limfécits B i, en
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conseqiéncia, ser estimul per a la produccié d’anticossos

limfocitotoxics i AAN.

Segons Hahn (1980) (35) en el LES succeeix wuna coﬁbinacié de
factors ambientals, genetics i hormonals (essencialment hormones
sexuals) que porteh a una disminucidé de la funcid supressora i a
una hiperreactivitat dels limfécits B que, a la vegada, provoguen
una produccid augmentada d’autoanticossos, entre els quals es
troben els limfocitotoxics, que contribueixen a la disminucié de
la funcid supressora-citotoxica. D’aquesta forma es completa el

cercle vicids i es perpetua l’activitat de la malaltia.

Meyer, Margulis i Kahn (1983) (42) han postulat gue, sota la
influgéncia conjugada de Tactors genétics 1 possiblement també
extrinsecs (radiacid uitraviolada, virus, farmacs) el
funcionalisme timic esta alterat i, en conseqieéncia, es
desencadena un augment de la sintesi d’autoanticossos per manca de
control dels limfocits T sobre els B, els quals per si mateixos ja

es troben activats.

Morrow, Younou, Isenberg i Snaith (1983) (4) postulen que en
el LES, tant huma com muri, hi han diverses anomalies
immunolégiques: hipocomplementémia, CIC, preséncia d’anticossos
limfocitotoxics o timocitotoxics i AAN. A nivell cel.lular
_existeixen anomalies en els limfocits B, augmentades per la
disminucid de 1’accié dels limfecits T supressors-citotéxics a

causa dels anticossos limfocittéxics. Al mateix temps, 1’accid
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alterada dels limfécits NK 1 macroefags amplifiquen el procés

patologic.

Per ultim, Tsokos (1987) (135) considera que els factors
gengtics, ambientals i hormonals influeixen en 1la produccid
d’anticossos pels limfocits B. Posteriorment, alguns d’aguests
anticossos poden produir un dany tisular directe, mentre que
altres poden executar una retroregulacid ("feed-back") sobre els
limfocits T immunoreguladors, sobre 1la formacié de CIC o sobre

1’activacid del sistema del complement (fig. 1).

De tots aquests estudis es poden extreure dues conclusions

fonamentals respecte a la patogénia del LES:

1.- Les reaccions immunes executen, sindé tota, si bona part

de 1’expressid del LES.

2.- Existeixen factors dependents de 1’individu (incles el
sexe i la varietat genetica) i factors externs que predisposen a
la iniciacid i reactivacid de 1la malaltia, sent tal vegada

necessaria la concurréncia de més d’un d’aquests factors (136).
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3.3. LES ALTERACIONS IMMUNOLOGIGUES COM A MARCADORS D’ACTIVITAT

LOPICA

Algunes de les diferents alteracions immunolegiques trobades
al LES 1 que sdén la seva base etiopatogénicavpoden determinar-se
al laboratori i tenir també utilitat en la deteccid i el control
de 1’activitat clinica 1ldpica. No obstant aixé, el valor dels
diversos parémetrés immunolégics és un tema sotmés a debat per
1’existéncia de resultats contradictoris. La prova de laboratori
optima ha de tenirluna o més de les sequents propietats: precisid
en el diagnestic d’activitat (és a dir, alt grau d’especificitat i
sensibilitat), identificacid de 1’érgan especific afectat i valor
predictiu de recurréncia de la malaltia o pronestic. Entre les
diverses proves de laboratori utilitzades en la deteccid
d’activitat lupica destaquen la determinacid dels Ac anti-ADN
nadiu, factors del complement (Cas, C., CH—SO), CiC, VSG, recompte
limfocitari i plaguetari, immunoglobulines i beta-2-
microglobulina. Recentment, alguns autors (16) consideren tambe
que els AAC.poden ser uns marcadors d’activitat lupica. No obstant
aixe, fins el moment actual no es coneix cap prova de laboratori
aillada que sigui capag de discriminar completament entre la

preséncia i 1’abséncia d’activitat clinica.

Alguns autors han trobat que existeix wuna correlacié entre
1’activitat lupica 1 els nivells de diversos AAN especifics, com
s6n els Ac anti—-ADN nadiu i els anti-Sm. En canvi, altres autors

han observat que poden existir malalts amb nivells elevats d’Ac
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anti-ADN sense presentar activitat clinica. Probablement, aguestes
contradiccions reflecteixen 1la dificultat en definir 1’activitat
clinica i el fet que poden ser organs molt diferents els que es
trobin afectats. Aixi, Morrow et al. (144) han trobat que els Ac
anti-ADN nadiu eren Gtils per a distingir les formes actives de
les ménys actives fonémentalment en els malalts amb afeccié

articular, renal i cutania.

Pel que respecta als factors del complement, Morrow et al.
(144) van observar que el descens de C; i C, tenia molt poca
utilitat per a distingir el grau d’activitat, mentre el descens
del CHso era un bon marcador d’activitat lupica. També van trobar
que el descens de C» era util com a indicador d’afeccid renal
severa, mentre no ho eren el descens de C, ni del CHamo. Altres

autores, en canvi, no han corroborat aquests resultats.

Els ultims anys s’ha produit també forga controvérsia
respecte el valor dels CIC al LES. Utilitzant ¢res técniques
diferents, Cairns et al. van trobar que eren bons marcadors
d’activitat en els malalts amb afeccié fonamentalment renal.
Abrass et al. 1 Inman et al., en canvi, no van observar cap
correlacid utilitzant un assaig en fase ligquida. No obstant aixo,
Abrass et alf van objectivar una relacid estadisticament _
gsignificativa quan s’utilitzava un assaig en fase sélida. Aquestes
discrepancies es poden explicar per les diferéncies patogeniques
dels CIC, les quals sén determinades pel tamany de les diferents

classes dels anticossos que els componen. Morrow et al. (144),
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mitjangant una técnica de RIA en fase sélida, van trobar que
existia una correlacid entre els CIC i 1l’activitat clinica només
quan els malalts presentaven afeccid articular. De forma semblant,
Hay et al. havien trobat que existia una associacid entre els CIC
i 1’afeccid sinovial a 1’artritis reumatoide. Tanmateix, han estat
observades marcades variacions en els nivells de CIC en resposta a
diversos estimuls fisiologics, la qual cosa emfatitza 1la
necessitat de prendre les mostres de sang sota unes condicions

uniformes.

La VS5G és considerada per alguns autors, com Morrow et al.
(144) com a un bon marcador d’activitat, mentre Hughes et al.

consideren que no ho és.

La limfopénia també és reconeguda per diversos investigaders
com a un bon parémetre per a discriminar 1’afeccidé lupica activa
severa i moderada. Pero aquest parametre ha de ser interpretat amb
precaucié perqueé els malalts amb afecciéd lupica severa
habitualment reben tractament amb dosis elevades de corticoides i
la limfopénia pot ser un fenomen iatrogénic. No obstant, Rivero et
al., estudiant un grup de 138 malalts lupics no tractats amb
corticoides, van observar una correlacid franca amb l’activitat de

1a malaltia.

En els malalts amb trombocitopenia, la xifra de plaquetes no

es correlaciona amb la severitat de 1’afeccié 1lupica en altres
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organs, per Jla qual cosa es considera que el recompte plaquetari

no és un bon indicador de 1’estat clinic del LES.

Actualment es considera que cal la determinacié combinada de
diversos  parametres immunolégics  per a estudiar el grau
d’activitat de la malaltia. La majoria d’autors opina que els
titols elevats d’Ac anti-ADN nadiu i el descens del CHw. sén els

marcadors més sensibles i1 especifics d’activitat lupica.

El diagnéstic de glomerulonefritis proliferativa difusa
mitjancant bispsia renal, independentment del grau de proteiniria,
s’associa amb ‘una disminucid de 1la supervivéncia de 5 anys.
L’elevada incidéncia d’infeccions en malalts amb nefropatia lupica
sembla estar relacionada amb 1’administracid de dosis elevades de
manteniment de corticoides (més de 20 mg de prednisona diaris) i
de farmacs immunosupressors. La nefropatia i les infeccions sdén
les causes primaries més importants de mort en els malalts amb
LES. Per tant, la wutilitzacid de marcadors biolégics per a
determinar 1’evolucid de la lesid renal i el desenvolupament d’una
infeccid és de la maxima importancia. L’afeccid del sistema
nervids central s’associa amb una elevada morbilitat pero baixa
mortalitat, fenomen aquest que ha esdevingut important dequt a la
major supervivéncia dels malalts amb LES (173,174). El diagnéstic
i el pronostic de 1’afeccid neurolégica no es pot avaluar

adequadament mitjangant les teécniques de laboratori actuals.
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La incidéncia del LES sembla haver augmentat en els ultims 25
anys. Malgrat aixé, aquesta malaltia té actualment un millor
pronéstic. El reconeixement de formes benignes de LES, el
tractament precog de la nefropatia en fases inicials i 1°d4s dels
corticoides, els farmacs immunosupressors i els antibistics sén
responsables en part d’aguesta milloria en el pronéestic. En canvi,
els avangos en l’avaluacidé biolsgica del LES establert han arribat
a un punt estacionari. El1 valor de les proves de laboratori es
relaciona directament amb l’eficacia dels regims terapeutics, els
quals no s’han modificat de forma significativa en el decurs dels
ultims 10 anys. A més a més, els progressos en el camp del
laboratori han de permetre clarificar els mecanismes patogénics i
millorar les modalitats terapeutiques. En canvi, el diagnostic de
laboratori del LES asimptomatic pot tenir un potencial benefici
per als individus amb un elevat risc per al desenvolupament de la

malaltia i aquest és un camp important d’investigacid (175-199).
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3.4. ALTERACIONS DE L’HEMOSTASSIA AL L.E.S.

L’hemostassia és | el conjunt de mecanismes fisiolegics
mitjangant els quals s’aconsegueix aturar els processos
hemorragics 1 mantenir la fluidesa de la sang circulant. Les
alteracions d’agquests mecanismes condueixen a 1’aparicié

d’hemprragies o de fenomens trombstics (200).

La presencia d’alteracions de 1’hemostassia als malalts amb
LES és conequda des de la descripcié de Conley i Hartmann (201)
1’any 1952 de dos malalts lﬁpics amb fenomens hemorragics que
presentaven un anticoagulant circulant.Durant els ultims anys
1’interés que inicialment van desvetllar els fenomens hemorragics
en el LES ha capgirat vers 1’estudi dels problemes trombstics, fet
que ha esdevingut patent arran del reconeixement que 1’AL

predisposa paradoxalment a les trombosis (9-14).

La importancia clinica dels fendmens trombotics al LES va ser
destacada originalment 1’any 1980 per Gladman i Urowitz (202).
Aquests autoré van seguir durant set anys un grup de 180 malalts i
van observar que 17 d’ells havien presentat un total de 21
episodis de trombosis venoses, algunes de les quals complicades
amb tromboembolismes pulmonars. Cinc dels 17 malalts havien mort
durant el periode de seguiment i en tots aquests casos va ser el
tromboembolisme pulmonar un factor que hi va contribuir. Aquest
fet és de particular importancia donada la semblanga clinica que

hi ha: entre el dolor de la pleuritis ldpica i el tromboembolisme
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pulmonar. Gladman i Urowitz van concloure que els fenomens
trombotics es presentaven en el 9 % dels malalts amb LES i,
tanmateix, eren una font important de morbilitat i mortalitat.
Altres autors posteriorment han trobat unes incidéncies semblants
i que oscil.len entre el 4.6 % a la série de Dubois (203) amb 520

malalts i el 14 % a la série de Moore i Lutz amb 21 (204).

Les alteracions de 1’hemostassia al LES, tant si es
manifesten com a hemorragies o com a fenomens trombotics, sdn el
resultat de la interaccid de tres sistemes: 1) 1’endoteli

vascular, 2) les plaquetes i 3) el sistema de la coagulacié.

3.4.1. ALTERACIONS DE L’ENDOTELI VASCILAR

La wvasculitis crénica de petits vasos és una troballa
prominent al LES. La seva patogeénia es considera relacionada amb
el dany sobre les ceél.lules endotelials produit pels CIC o per
autoanticossos com, per exemple, els AAF. Teoricament, aquesta
lesid endotelial pot produir el diposit de fibrina i la formacid
de trombosis localitzades, amb la conseqglient activacid local dels

mecanismes fibrinolitics.

Per a provar aquesta hipotesi, diversos investigadors han
estudiat 1’activitat fibrinolitica sanguinia en els malalts amb
LES. Habitualment aixo ha estat realitzat mitjancat 1la

quantificacidé dels productes de degradacié de la fibrina i del
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fibrinogen, amb resultats molt variables. En un d’aquests estudis,
Canesi et al (203). van guantificar l’aclariment de fibrinogen al
plasma de 5! malalts amb diverses malalties del teixit connectiu.
Aguests autors van objectivar que 1’aclariment del fibrinogen i,
per tant, el seu consum es trobaven augmentats en toté els
malalts, comparat amb un grup de controls. En els malalts amb LES
aquest  augment es correlacionava amb els nivells d’Ac anti-ADN i
els factors del complement. Tanmateix, el major aclariment de
fibrinogen es trobava en els malalts amb activitat clinica i
nefropatia lupica. Aquests resultats donen suport al concepte que
la coagulopatia de consum és un mecanisme patogénic a les

malalties del teixit connectiu.

D’altra banda, Hardin et al. (206), mitjangant la
gquantificacid d’un dels productes de la degradacié del fibrinogen,
el fibrinopeéptid A, van objectivar que els nivells d’aquest es
trobaven elevats a tots els malalts amb activitat clinica lupica,
pers, en canvi, eren normals a la majoria dels malalts en remisid.
L’augment dels nivells del fibrinopéptid A es correlacionava també
amb el numero d’organs afectes, suggerint una associacid directa
entre 1’activacid de la coagulacid i el grau d’activitat clinica
del LES. Recents estudis de Font et al.(207) han confirmat

aquestes troballes.

El paper desenvolupat pel teixit vasculitic en 1’activacié de
la coagulacid i la fibrinslisi es pot demostrar més directament

per la medicié de 1’activitat fibrinolitica local a nivell de la
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pell. Utilitzant una técnica de determinacid de l’activador del
plasminogen, Dodman, Cunliffe 1 Roberts (20B), 1’any 1973, van
guantificar 1l’activitat fibrinolitica cutdnia de 32 subjectes
normals i 28 malalts amb vasculitis cutania. Aquesta es trobava
reduida als malalts amb vasculitis, tant a la pell afecta com a la
sana. Sun et al. (209) van obtenir uns resultats similars en 12
malalts, 10 dels quals presentaven vasculitis sistémica. Van poder
demostrar també per immunofldorescéncia la preséncia
d’immunoglobulines i de factors del complement als vasos de pell
afecta i sana, la qual cosa suggeria el dipoésit d’immunocomplexos.
Aguests autors van postular gue 1’activitat fibrinolitica reduida
localment era el resultat de 1’augment de 1’activacid dels
mecanismes de la coagulacié i fibrinslisi, amb la conseqgient

deplecid local de 1l’activador del plasminogen a 1’endoteli.

Més evidéncies sobre la participacid dels féctors endotelials
en el desevolupament dels fenomens trombotics en el LES sdn les
gue provenen dels estudis d’Angles-Cano, Sultan i Clauvel (210).
Aquests autors van analitzar 28 malalts amb LES, cinc dels quails
havien presentat fenomens trombotics. En tots els malalts,
1’activitat fibrinolitica sanguinia era normal, inclés el temps de
lisi de 1’euglobina. Setze dels 28 malalts, no obstant, no
presentaven el descens esperat en el temps de lisi de 1’euglobina
després d’una oclusié venosa, la qual cosa suggereix una fallada
de 1’activador del plasminogen. Resulta interesant la troballa de
qué la deficiéncia de 1’activador del plasminogen ha estat

observada a d’altres malalties amb complicacions tromboembéliques,
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com s6n la malaltia de Behget, les trombosis venoses idiopatiques
recurrents i les vasculitis. Una altra troballa d’aquest estudi va
ser que 20 dels 28 malalts amb LES tenien nivells elevats de
factor VIII a la sang i que hi havia una correlacid significativa
entre aguest fet i 1’abséncia de resposta a 1’oclusid venosa. De
forma similar, no queda clar per qué els nivells augmentats de
factor VIII predisposen a les trombosis, pers aquest fet es troba
també a d’altres situacions complicades amb tromboembolismes, com
s6n les malalties hepatiques, la diabetis i 1’embarag. Com que el
factor VIII i 1’activador del plasminogen sén sintetitzats per les
cel.lules endotelials, és . possible que la predisposicid a les

trombosis sigui deguda a una alteracid de 1l’endoteli vascular.

Els dltims anys ha crescut 1’interés pel paper que
desenvoluparien les prostaglandines en els fenomens trombétics,
fonamentalment la prostaciclina (PGIz). Aquesta és sintetitzada
per les cel.lules endotelials i sembla ser el contrapunt del
tromboxa (TXAs) en la regulacid de 1’agreqacid plaguetaria "in
vivo". La PGIs #s un potent inhibidor de 1’agregaci¢ plaquetaria
i, mitjangant 1’estimul constant de les plaguetes, protegeix
probablement la péred vascular contra el dipésit d’agregats
plaquetaris. Aquesta substancia inhibeix l’agregacid plaquetaria a
unes concentracions més - baixes de les que es necessiten per a
inhibir 1’adhesid plaquetdria, protegint aixi les pareds vasculars
lesionades sense la formacid de trombosis. Ha estat suggerida la
preséncia d’alteracions en el balang de la PGI. en els malalts amb

purpura trombocitopénica trombotica (211), malaltia que té moltes
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caracteristiques en comi amb el LES. Aixi mateix, una fallada en
1’alliberament de PGI= ha éstat observada per alguns autors
associada amb la preséncia d’AL i trombosis recurrents (212).
Finaiment, Byron et al. (213) després d’estudiar recentment
en 73 malalts amb LES 1la preséncia d’AL, diverses proteines
fibrinolitiques (fibrinogen, plasminogen, antitrombina III, alfa-
l-antitripsina...) i d’altres derivades de les ceél.lules
endotelials (fibronectina, factor VIII, activador del fibrinogen)
considera que existeixen evidéncies fonamentades de lesid
endotelial al LES, perd cap de les proteines fibrinolitiques
estudiades es correlaciona amb la presencia clinica de trombosis,
mentre si que hi ha correlacié entre aquestes i 1’existéncia d’AL.
En consegiéncia, els responsables de la lesid de 1les cel.lules

endotelials podrien ser els AAF.

3.4.2. ALTERACIONS DE LES PLAGUETES
3.4.2.1. TROMBOCITOPENIA

L’existencia de trombocitopénia ha estat descrita en més d’un
50 % dels malalts amb LES 1 és 1la manifestacid més important en
aproximadament el 15 % dels casos. Habitualment és d’intensitat
moderada, mentre que la trombocitopénia severa amb xifres de
plaquetes inferiors a 3.10%/1itre és poc fregient (214). Es
considera que la trombocitopénia és deguda a una disminucid de la

vida mitjana de les plaquetes com a consegiéncia de 1’accid
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d’anticossos antiplaquetaris, de forma semblant al que succeeix en
la purpura trombocitopenica idiopatica (PTI). No obstant aixsé, hi
han diverses incognites respecte la naturalesa i el mecanisme
d’accié d’aquests anticossos. Aixi, mitjangant la guantificacié
del factor plaguetari 3 (FP3) han estat detectats anticossos
antiplaquetaris en el B0 % dels malalts amb LES i, en canvi,
trombocitopénia apareix en un percentatje més baix (214).
Karpatkin et al. (213) van postular 1’any ’1972 que. en el LES
existiria un estat de +trombocitolisi compensada i aixé semblava
ser confirmat per 1la troballa d’un temps de vida mitjana
plaquetaria disminuit en els pocs malalts estudiats i pel fet que
s’havia trobat un increment dels megatrombécits en la sang
periférita dels malalts amb LES, la qual cosa suggeriria un

augment de la trombopoiesi.

Aguest concepte de trombocitolisi compensada, acceptat durant
molts anys, va ser rebutjat per Bergstrom, Olsson i Kutti 1’any
1980 (216). Aquests autors van trobar al seu estudi que no hi
havia diferencies significatives envla vidabmitjana plaguetaria
entre un grup control, malalts lupics no tractats i malalts ldpics
tractats, excepte si s’acompanyaven de franca trombocitopénia. A
més a més, no existien diferéncies significatives en 1la produccid
de plaquetes entre aquests grups. Els autors van concloure que en
el LES no existeix un estat de trombocitolisi compensada i tambe
van considerar inadequada la técnica de quantificacid del FP3 per

a detectar anticossos antiplaquetaris.
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Durant els ultims anys han estat desenvolupades técniques més
especifiques de deteccid d’anticossos antiplaquetaris, com la
determinaci& de serotonina plaguetaria alliberada i,
fonémentalment, técniques immunolégiques de deteccid
d’immunoglobulines adherides a la superficie plaquetaria
{"platelet associated immunoglobulin”, PAlIg). Recents estudis de
Howe i1 Lynch (217) han demostrat que les PAIg trobades en malalts
amb LES s’uneixen a determinants antigénics plaquetaris diferents
dels que s’uneixen les PAlg dels malalts amb PTI. Tanmateix,
basant-se en un elégant treball, Rauch et al. (218) postulen que
mentre els anticossos antiplaquetaris de 1la PTI van dirigits
confra glicoproteines plaquetaries especifiques, els del LES sén
meés heterogenis 1 poden anar dirigits contra proteines, ADN o
fosfolipids presents a la membrana plaquetaria. Aixé explicaria
1’associacid trobada per alguns autors (9) en el LES entre
trombocitopenia i nivells elevats d’Ac anti-ADN o AAF. En
conseqléncia, subgrups d’Ac anti-ADN i d’AAF es comportarien com a
anticossos antiplaquetaris i serien els responsables de la

trombocitopénia present al LES.

3.4.2.2. DEFECTES PLAETARIS QUALTTATIUS

El funcionalisme plaquetari ha estat estudiat per nombrosos
investigadors amb resultats variables. Regan, Lackner i Karpatkin
{219) van estudiar 21 malalts amb LES i van trobar un descens en

la resposta a 1’agregacid al col.lagen, adenosindifosfat (ADP) i
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adrenalina en 12 (57 %). Aquesta hipoagregabilitat va ser idéntica
a l’observada amb la ingesta d’aspirina, peré cap d’aguells
malalts no bhavia pres aspirina ni cap altre farmac conegut capacg
d’alterar el funcionalisme plaquetari durant els 10 dies de la
prova. L’alteracio del funcionalisme plaquetari semblava
correlacionar-se amb l’activitat de la malaltia, peroe en canvi no
es correlacionava amb la preséncia d’anticossos antiplaquetaris.
De‘forma interessant, quan les fraccions de les globulines dels
malalts es mesclaven amb plasma normal ric en plaguetes, es va
trobar un factor capag d’inhibir 1’agregacié plaquetaria en tres
dels set malalts amb funcionalisme plaquetari anormal. Aquest
factor no es va trobar al sérum d’altres set malalts amb
funcionalisme plaquetari 'normal. Troballes semblants han estat
pbservades en malalts amb PTI i1 amb 1la malaltia dels dipoesits
plaquetaris (220). Altres autors no han confirmat la
hipoagregabilitat plaguetaria al LES i a 1’estudi d’Angles-Cano,
Sultan i Clauvel (210) no es van observar alteracions
plaquetaries funcionals en 2B malalts amb LES. Els estudis
d’agregacid plagquetdria van ser normals i no es va observar
agregacid espontania. L’activitat procoagulant plaquetaria va ser
essencialment normal. La impossibilitat de trobar una alteracid
plaquetaria funcional consistent pot estar relacionada amb el fet
que a les proves "in vitro" s’utilitzi un estimul fisiolegic
erroni i resulta interesant que en la descripcid de Zahavi i
Marder (220) de la malaltia dels dipésits plaguetaris, en la qual
van demostrar una hipoagregabilitat plaquetaria, el seu pacient

presentava miltiples episodis trombotics.
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Existeix un gran nombre de mecanismes immunolégics que poden
intervenir en el LES i promoure 1’activacid plaguetaria,
predisposant‘a les trombosis. Es coneix des de fa anys que els CIC
poden produir agregacid plaquetaria, amb l1’alliberament de factors
com la histamina i 1la serotonina (221). Els CIC també poden
activar el sistema del complement, el qual, pels seus efectes
sobre els baséfils 1 els mastocits, promou 1la secrecid per
aquestes cél.lules del factor activador plaquetari. A més a més,
alguns dels factors del complement poden per ells mateixos activar
les plaguetes directament. Les evidéncies de 1’existéncia
d’activacid plaquetaria continua procedeixen de 1’cbservacid que
en el LES les plaquetes <circulants tenen reduides les
concentracions de serotonina intracel.lular, mesurades
quantifativament (222). Encara que aquest fenomen ha estat
estudiat principalment associat a nefritis, 1’activacid
plaquetdria es creu que succeeix.en el torrent circulatori i no
"in situ" al ronys. Ha existit un gran interés en el possible
paper dels mecanismes de la coagulacid en 1la patogenesi de la
glomerulonefritis per complexos immunes i, particularment, en la
participacid de les plaquetes com a mitjanceres del dany cel.lular

(223).

3.4.3. ALTERACIONS DE LA COARAACIO

El sistema de la coagulacié és 1’encarregat en darrer terme

de la gelificacié de la sang gracies a la conversidé d’una proteina
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plasmatica soluble, el fibrinogen, en wuna altra insoluble, la
fibrina, la qual constitueix la base del codgul sanguini. El pas
del fibrinogen a fibrina requereix 1la participacid d’un enzim
proteolitic anomenat trombina. La conversié de la protrombina en
trombina té 1lloc mercés a 1’accid d’un grup de factors, també amb
activitat protenlitica, anomenat complex protrombinasa o complex
activador de 1la protrombina, constituit pels factors X iV
activats, calci i fosfolipids plaguetaris (224). L’activacié del
factor X s’efectua a 1’organisme per dues vies o mecanismes: la
via intrinseca i la via extrinseca. Tots aquests esdeveniments
constitueixen 1’anomenada cascada de la coagulacid (fig. 2)
{201).Els estudis en els malalts amb LES han détectat diverses
alteracions en aquesta cascada de la coagulacid que poden resumir-
se en l’existéncia de: 1) sindrome de coagulacid intravascular
disseminada, 2) anticoagulants antifactorials o inactivadors, i 3)
anticoagulants d’interferéncia. Aquest ultim grup és constituit

pels AAF.

3.4.3.1. COAGLAACIO INTRAVASCULAR DISSEMINADA (C.1.D.)

La CID o coagulopatia per consum és un trastorn en el qual
s’activen els mecanismes de la coagulacié, es dipositen fibrina i
plaquetes als vasos sanguinis i existeix una tendéncia a les
hemorragies.Aquesta CID, localitzada o difusa, s’atribueix als CIC
i/o a substancies similars a la tromboplastina ("thromboplastin-

like") (225-231).
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Els CIC presents al plasma dels malalts amb LES activen el
sistema contacte de la coagulacid i, d’altra banda, lesionen
1’endoteli vascular per la seQa capacitat d’activér el complement
i el sistema de les cinines. La toxicitat cel.lular detectada als
malalts lupics ddna lloc a 1’alliberament de substancies similars
a la trbmboplastina que son capaces d’activar la via extrinseca de
la coagulacié sanguinia. Malgrat 1’existéncia d’aquests dos
factors, la CID és molt infreqient als malalts amb LES (230) i
tampoc ha estat demostrada 1la seva preséncia a la majoria dels

malalts lupics amb trombosis (210).

3.4.3.2. ANTICOAGUAANTS ANTIFACTORIALS O INACTIVADORS

Els anticoagulants antifactorials o inactivadors sdn
immunoglobulines plasmatiques que actuen com a anticoagulants
circulants enfront de determinats factors de la coagulacid. En els
malalts amb LES han estat desecrits anticoagulants enfront dels
factors XII, XI, IX, VIII-C, VIII-Ag i II (232-239). La seva
preséncia ha estat detectada en alguns malalts associada a
trqmbosis (234,235,237,239). Tot i aixo, aquests tipus
d’anticoagulants constitueixen wuna raresa i, finé i tot, en
amplies séries de malalts amb LES i trombosis no ha estat detectat
cap cas (240,241), per la qual cosa alguns autors dubten de la

seva existencia.
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3.4.3.3. ANTICOAGULANTS D’ INTERFERENCIA

Els anticoagulants d’interferencia so6n també
immunoglobulines plasmatiques que actuen com a anticoagulants
circulants, interferint en la interaccid de diversos factors entre
si a nivell del complex protrombinasa. Aquest grup és constituit

pels AAF (9-14),

3.5. ANTICDSSOS ANTIFOSFOLIPIDS

D’entre els diversos autoanticossos descrits al LES, els AAF
destaguen per 1’interés creixent que durant els ultims anys esta
prenent el seu estudi. Aquests autoanticossos es caracteritzen per
anar dirigits contra estructures fofolipidiques 1 per associar-se
fonamentalment a alteracions de 1’hemostdssia, com sén els

fenomens trombotics i la trombocitopénia (9-14).

En 1’actualitat es reconeixen dos grups principals d’AAF:
1’AL (201,214,242-245) 1 els AAC (246-250). Darrerament han estat
aillats altres anticossos dirigits contra fosfolipids, com els
antifosfatidilserina, anti-Acid fosfatidic i
antifosfatidilinositol. Tots ells tenen en comi amb els AAC el fet
que van dirigits contra fosfolipids carregats negativament (251).
Basant-se en la demostracid de reactivitat creuada entre alguns
anticossoé monoclonals anti-ADN i1 la cardiolipina i altres

fosfolipids, diversos investigadors consideren que un subgrup
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d’anticossos anti-ADN s’uniria als grups fosfodidster de la cadena
de 1’ADN i que, per tant, aquest subgrup podria ser també un altre’
grup d’AAF (252-255). Agquests resultats, persé, no han estat

confirmats per altres equips d’investigacidé (9).

3.5.1. ANTICDAGULANT LUPIC
)
3.5.1.1. ANTECEDENTS HISTURICS

La primera comunicacié d’un anticoagulant circulant al LES
s’atribueix a Conley 1 Hartmann (201), els quals van descriure
1’any 1952 dos malalts lupics que tenien un desordre hemorragic
atribuible a wuna alteracidé de 1la coagulacid. #s probable, no
obstant, que aquest anticoagulant hagués estat descrit préviament
per Aggeler et al.(256), 1’any 1944, en un malalt amb purpura
trombocitopenica complicada amb trombosis. Altres autors (214,242-
245) van confirmar amb les seves ‘descripcions 1’existéncia
d’aquest anticoagulant circulant que allargava "in vitro" el temps
de tromboplastina parcial activat (TTPA) 1 el temps de
protrombina(TP). Aquest anticoagulant va ser anomenat AL per
Feinstein i Rapaport (243) perqué havia estat descrit
origindriament en malalts amb LES. No obstant aixs, posteriorment
ha estat descrita la seva preséncia o la dels altres AAF a molt
diverses patologies autoimmunes, infeccions, neoplasies (257-258)
i, fins i tot, en algun cas en persones aparentment sanes

(259,260). Recentment ha estat detectada la seva existéncia en



56

malalts afectes de la sindrome d’immuncdeficiéncia adquirida

(SIDA) (261)(tabla 2).

Si bé les primeres descripcions de 1’AL es van fef en malalts
amb hemorragies (201), ben aviat es va comprovar gue aquestes eren
infreqients en els malalts que tenien aquest anticoagulant i només
apareixien si coexistien altres alteracions de 1’hemostasia com,
per exemple, trombocitopénia o déficits d’algun Tfactor de la
coagulacid. Aleshores, es va considerar que potser 1°AL era només
un altre anticés del LES 1 que no tenia cap significat clinic
aparent. Recentment, perd, ha hagut un ressorgiment en 1’interés
pel seu estudi donat que s’ha trobat una associacid entre 1la seva
preséncia i 1’existéncia de trombosis, avortaments i morts fetals

intrauterines i trombocitopenia (9-14).

Abans de revisar més profundament les seves caracteristiques,
cal fer esment que el terme AL és, de fet, equivoc ja que, com ha
estat comentat, clinicament no acostuma a produir hemorragies ni
tampoc és espécific del LES. Malgrat ser una denominacid
desencertada es continua utilitzant per raons histariques 1 amb 1la
consideracid que és un AAF que es comporta "in vitro” com a
anticoagulant (allarga els temps de coagulacid). Recentment,
alguns autors han proposat la utilitzacid del terme "anticoagulant
semblant al lupic” o "de tipus lupic” ("lupus-like anticoagulant")

(262,263) .



Tabla 2.~ Malalties on han estat detectats ARF

1.- Immunolegigues

~ LES

- Sindrome ldpica induida per farmacs
Sindrome similar al lupus ("lupus-like”)-Sindrome
antifosfolipid primaria

- Esclerosi sisteémica progressiva

- Malaltia mixta del teixit connectiu
Dermatomiositis-Polimiositis
Malaltia de Behget

Sindrome de Sjegren

Anemia hemolitica autoimmune

- Tiroiditis de Hashimoto

- Artritis reumatoide

- Parpura trombocitopenica idiopatica
- Miasténia gravis

- Vasculitis

2.~ Infeccions

- Mononucleosi infecciosa
- Lepra

- Tuberculosi

- 8ifilis

- Rickettsiosi

SIDA

3.- Neoplasies

- Mieloma miltiple

- Malaltia de Hodgkin

= Limfomes

- Carcinomes (colon, coll, prostata...)

4,- Altres malalties

Aterosclerosi

Mielofibrosi

- Diabetis mellitus
Limfedema congeénit

- Condromalacia

Malaltia de Degos

- Malaltia de Von Willebrand
Sindrome de Guillain-Barré

5.~ Persones_aparentment sanes

- Embarag
- Familiars de malalts amb LES

- Ancians
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3.5.1.2. PROPIETATS FISICOOUTMIGUES I IMMUNDLDGIOUES

Diversos estudis han demostrat que 1’AL és un anticos. La
primera referéncia en aguest sentit es troba en una descripcié
efectuada per Fri;k 1’any 1955 (264). Aquest autor va referir el
cas clinic d’una dona embaragada amb LES i AL juntament amb SLFP.
Tant 1’AL com la GSLFP es van detectar al sérum del seu nadd. El
primer va persistir durant 3 mesos mentre la segona va romandre

positiva durant & mesos.

Posteriorment, altres autors (242,265,266) van donar suport a
aguesta hipotesi pero van ser Yin i Gaston (267) els primers que
1’any 1965 wvan aillar una ‘fraccid protéica IgG amb activitat
anticoagulant, utilitzant una filtracié amb gel i Sephadex G-200
amb purificacid posterior sobre cel.lulosa DEAE. Lechner (26B),
utilitzant métodés similars, va trobar activitat anticoagulant
tant a la fraccid IgG com a la IgM. Finalment, Thiagarajan et al.
(12) van descriure lfany 1980 un anticoes monoclonal IgM amb

activitat AL en un malalt amb macroglobulinémia de Waldenstrom.

L’accid d’aquest anticos es produeix "in vitro” a nivell del
complex protrombinasa de la cascada de 1la coagulacidé, com es
dedueix dels seus efectes a les proves rutinaries de la coagulacid
(267-269). En efecte, 1’AL es detectava classicament per la
prolongacid de} TTPA i del TP (243,264,265,270) i la normalitat
del temps de trombina (TT). L’alteracid del TIPA i del TP

suggereix que 1°AL no té efecte sobre la via intrinseca ni
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extrinseca per sobre de 1’activacid del factor X. El TT explora la
fase final de la coagulacid i, per tant, la normalitat d’aguesta
prova suggereix que 1’AL no actua en els ultims passos de la
coagulacid. A més a més, el TTPA alterat no es corregeix
mitjangant la incubacid amb un volum igual de plasma normal pobre
'en plaguetes, com succeeix en els ﬁasos en qué hi ha un deficit
factorial. En fer 1la incubacid amb aquest plasma normal, la
inhibicid és immediata i no s’incrementa progressivament amb el
temps, com fan els anticoagulants gque inhibeixen factors
especifics de 1la coagulacid, anomenats també anticoagulants

antifactorials (271,272}.

El complex protrombinasa és constituit pels factors X i V
activats, caleci i un element fosfolipidic anomenat FP3. Recentment
han estat identificats el fosfatidilinositol i la fosfatidilserina
com a integrants d’aquest element fosfolipidic. Existeixen
evideéncies indirectes, perd prou importants, de qué 1’AL actua
sobre el component fosfolipidic d’aquest complex (242,244).
L’unica evidéncia directa de qué 1°AlL s’uneix especificament als
fosfolipids prové de 1’elegant treball realitzat per Thiagarajan
et al.(12). Aquests autors, com ha estat comentat anteriorment,
van observar gque un antices monoclonal de 1’ispotipus 1IgM,
procedent d’un malalt amb macroglobulinemia de Waldenstrom, tenia
activitat AL i, a més a més, presentava reactivitat creuada amb
fosfolipids carregats negativament. L’efecte més intens de 1°AL

sobre el TP quan es dilueix la tromboplastina tissular, que és un
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extracte fosfolipidic, és també una evidéncia indirecta que

suggereix activitat antifosfolipidica (264,265,270).

Alguns autors (244,273,274) han demostrat que incrementant
la concentracid de fosfolipid es pot corregir parcialment 1’efecte
de 1’AL. Tanmateix, els estudis de Firkin et al.(275) han
demostrat que tant les plagquetes normals com 1les plaquetes
activades i les plaquetes lisades poden corregir els efectes de
1’AL. Aixo suggereix que el fosfolipid o fosfolipids contra els
quals va dirigit es troben presents a 1la membrana plagquetaria.
Posteriorment, altres autors han confirmat agquestes troballes

(276,277).

3.5.1.3. METODES DE DETECCIO

La deteccid de 1°AL es realitza mitjangant 1les proves
coagulometriques dependents de fosfolipids, pero existeixen tambeé
altres técniques per a augmentar la seva especificitat, com sdn la
incubacid amb plasma normal, la neutralitzacid amb plaquetes i les

técniques immunolsgiques.

A.- PROVES COAGULOMETRIQUES DEPENDENTS DE FOSFOLfPIDS: Donat
que 1’AL iphibeix "in vitro” l’activacid de la protrombina per la
geva accid sobre el component fosfolipidic del complex
protrombinasa, per a la seva deteccid al laboratori es fan servir

aquelles técniques coaqulométriques en les quals participen
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qufolipids en la seva realitzacid. La preséncia de 1’°AL fara que
s’allarguin els seus temps normals de coagulacid (278-281).
Aquestes sén les anomenades proves coagulométrigues dependents de
fosfolipids (200) i les més freqﬁenfment utilitzades sdn les

seglients:

- Temps de tromboplastina parcial (TTP) o temps de cefalina:

Explora la via intrinseca i és el temps que tarda en coagular un
plasma al qual s’afegeixen fosfolipids (cefalina, anomenada també
tromboplastina parcial) i calci (procés de recalcificacié). Per a
la realitzaciéd de totes aguestes técniques cal fer que el plasma
sigui pobre en plaguetes, mitjangant la centrifugacié, per tal que
hi hagi 1la minima quantitat possible de fosfolipids plaquetaris

(200).

- Temps de tromboplastina parcial activat (TTPA) o temps de

cefalina activat o temps de cefalina-caoli: £s una variant de

1’anterior per a 1’exploracid de la via intrinseca. Per a la seva
realitzacid, abans d’afegir al plasma cefalina i calci, s’afegeix

caoli que actua com a sistema contacte (200).

- Temps de protrombina (TP): Explora la via extrinseca i és

el temps que tarda en coagular un plasma al qual s’afegeixen
tromboplastina tissular i calci. La tromboplastina tissular pot
ser de diversos origens, pero les més utilitzades sdén la humana 1

la de cervell de conill, també anomenada simplastina (200).
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- TJemps d’inhibiciéd de la tromboplastina tissular diluida

{TITTD): #&s una variant de 1’anterior per a l’exploracié de la via
extrinseca. En aquesta prova es fa servir la tromboplastina
tissular de cervell de conill (simplastina), la qual es dilueix en
serum sali fins a aconseguir unes concentracions de 1:50 o 1:500

(259).

- Temps de veri d’escurcd de Russell diluit (TVERD): Té la

particularitat d’utilitzar veri d’escurgd de Russell diluit
(1:200) com a sistema contacte. Es medeix el temps que tarda en
coagular un plasma al qual s’afegeixen veri d’escurgd de Russell

diluit, fosfolipids (trombofax) i calci (20).

- Temps de recalcificacio (TR): Aguesta és una técnica en la

qual no s’afegeix cap fosfolipid per a la seva realitzacid siné
que é’aprofiten els fosfolipi;; plaquetaris que en petita
quantitat romanen al plasma malgrat la centrifugacié. Es medeix el
temps que tarda en coagular un plasma al qual s’afegeix només

calci (200).

- Temps de caoli (TC): €s una variant de 1’anterior en la

qual s’afegeix caoli com a contacte i1 calci (276).

- Temps de caoli modificat d’Exner (TCE): €s una modificacid

del TC introduida per Exner. Consisteix en mesclar plasma del
malalt i control en diferentes proporcions i realitzar el TC.

S’asumeix que hi ha un AL quan la corba que resulta a la gréfica'



63

"dilucions-TC" és convexa a la regid que correspon a la zona de

petita proporcid de plasma problema (276).

B.~ PROVA D’INCUBACI& AMB _PLASMA NORMAL: La deteccid d’un

allargament en els temps de coaguiacié geterminats per les
técniques abans descrites indueix a sospitar 1’existéncia d’AlL. No
obstant aixe, cal, avmés a més, descartar l’existéncia de deéficits
factorials i d’anticoagulants antifactorials. Per a aixs cal
procedir a la incubacid del plasma patolegic amb plasma normal
(1:1). En fer aquesta incubacid i repetir la prova alterada, si hi
ha AL es produeix tambe 1’allargament del temps de coagulacié de

forma immediata (242,243).

Paradoxalment, en alguns casos aquest allargament és més
prolongat que abans de fer 1la incubacié amb plasma normal. A
aquest peculiar fenomen se 1’anomena efecte cofactor de 1°AL
(267,276,281,282), En 1’actualitat, no se sap ben bé quin tipus de
substancia o quina alteracid aporta el plasma normal. Loeliger
(282) creu que podria ser pfotrombina, Yin i Gaston (267) una
immunoglobulina, Rivard et al. (281) consideren que és una
molecula diferent d’agquestes dues pero amb propietats semblants a
elles i Exner et al. (276) suggereixen que es tracti de petites
quantitats de trombina generades en el plasma control. En canvi,
tots el autors estan d’acord en gqué no es tracta ni de factors del

complement ni de la resta dels factors de la coagulacié (239,276).
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Si en 1lloc d’AL, el que hi ha al plasma patolégic és un
déficit factorial, no es produeix 1’allargament del temps de
coagulacid en fer 1la incubacid i si hi han anticoagulants
ahtifactorials, només es produird aquest allargament si 1la

incubacidé amb plasma normal és prolongada.

C.- PROVA DE NEUTRALITZACIO AMB _PLAQUETES: Consisteix en

afegir plaguetes rentades a un plasma en el qual s’ha trobat un
allargament de les proves coagulométriques dependents de
fosfolipids. Si la causa d’aquest  allargament és la preséncia
d’AL, en afegir les plaquetes es normalitzara el temps de

coagulacisé (20).

\
D.- TéCNIGUES IMMUNOLOGIQUES: Consisteixen en detectar per

métodes immunologics (immunodifusid, RIA, ELISA) 1la preseéncia
d’anticossos dirigits contra fosfolipids (tromboplastina tissular,
fosfatidilserina, acid fosfatidic, fosfatidilinositol). Tenen com
a principal prob}ema la complexitat de la seva realitzacid per la
gual cosa només estan @ a 1’abast d’alguns laboratoris

d’investigacidé (20,23,24).



65

3.5.2. ANTICOSSOS ANTICARDIOLIPINA
3.5.2.1. ANTECEDENTS HISTURICS

Es probable que la primera comunicacid indirecta d’AAC fos la
descripcid efectuada per wassermén 1’any 1906 d’una "reagina"
present al - sérum dels malalts luétics, la qual reaccionava amb un
extracte sali de fetge de fetus amb sifilis congénita. Durant les
tres decades seglients es va comprovar que els extractes alcohslics
d’una gran varietat de teixits normals eren també bones fonts de
material antigénic. D’aquesta forma es van desenvolupar diverses
tecniques de fixacid del complement 1 de flocculacid per a
detectar aquesta "reagina" (283,284). L;any 1941, Pangborn (246)
va demostrar que 1’antigen aillat d’extractes alcoholics de miscul
cardiac de bou era un fosfolipid que va ser anomenat posteriorment
cardiolipiné. L’estudi de 1’estructura de 1la cardiolipina va
demostrar que es tractava d’un difosfatidilglicerol amb un grup
lliure‘beta—hidroxil al mig i els grups fosfatidil a les posicions
gamma (fig. 3)(285,286). La situacid dels acids grassos es va
determinar mitjangant la identificacié dels fragments obtinguts
per hidrslisi de la cardiolipina amb acid acétic calent (2B87).
Cardiolipina pura, mesclada amb quantitats acuradament ajustades
de lecitina 1 colesterol com a agents sensibilitzants, es va
utilitzar posteriorment per a 1la realitzacid de les proves de
fixacié del complement i de flocculaciéd per a detectar la

"reagina"”, la qual, per tant, estaria constituida per AAC (283).
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Figura 3.— Estructura comparada de la cardiolipina.
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Com a resultat dels amplis estudis amb personal militar i
civil realitzats durant la Segona Guerfa Mundial, es va comprovar
que un gran nombre d’individus presentava una d’aquestes proves
positives sense evidéncia clinica de patir 1la sifilis (288). El
desenvolupament per Nelson et al. (289,290) 1’any 1949 de la prova
d’immobilitzacid dels treponemes va permetre una millor
diferenciacié entre els malalts amb una prova verdaderament
positiva per a la sifilis 1 aquells altres amb una serologia
lugética falsament positiva(SLFP). Moor i Mohr (288) van trobar que
hi havien dos grups de reactors falsament positius: aquells amb
proves falsament positives transitdériament (generalement degudes a
una infeccid intercurrent) i un segon grup en el qual aquestes
proves romanien positives de forma persistent. Aguest ultim grup
va ser anomenat com a fals positiu biolégic crénic i hi inclou
aquells individus sense evidéncia clinica o epidemiologica de
sifilis que presenten repetidament serologia luética reaginica
positiva i determinacions negatives de la prova d’immobilitzacié

dels treponemes, durant més de & mesos.

L’any 1955, Moor i Lutz (204) van observar que els malalts
amb una SLFP crénica i, per tant, amb AAC presentaven una alta
incidéncia de malalties autoimmunes, fonamentalment LES, sindrome
de Sjogren, anémiavhemolitica autoimmune, tiroiditis de Hashimoto
i artritis reumatoide. Diversos estudis prospectius realitzats
posteriorment van demostrar que una SLFP cronica podia precedir en

uns quants anys diverses malalties autoimmunes, sobre tot el LES

{283,291-295).
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Durant molts anys es va considerar que la preséncia d’aquests
AAC era només un marcador més dei LES i de les altres malalties
autoimmunes. Recentment, pero, s’ha produit un ressorgiment en el
seu interes perque diversps investigadors han trobat, igual que en
el cas de 1’AL, una associacid entre la seva preséncia i
1’existéncia de fenomens trombotics, avortaments i morts fetals
intrauterines i trombocitopénia (9-14). Aixe ha motivat també que
es perfeccionessin diverses técniques immunolégiques més

especifiques per a la seva deteccid (23,24).

3.5.2.2. PROPIETATS FISICDQUIMIOUES I IMMUNOLUGIQUES

Mitjangant estudis fisicoquimics i immunolegics s’ha
demostrat que la ‘"reagina" de la  SLFP i els AAC son
immunoglobulines dels 1isotipus IgG, IgM o IghA (296-299). Els AAC
obtinguts d’animals o de malalts 1luétics reaccionen al mateix
temps que amb la cardiolipina amb diversos altres fosfolipids,
fenomen anomenat reactivitat creuaaa (297,298,300-307)., Degut a
aquesta considerable reactivitat creuada dels AAC existeixen
 encara molts interrogants sobre 1’especificitat d’aquests

anticossos.

Els estudis inicials, mitjangant técniques de flocculacis i
de fixacid del complement, utilitzaven cardiolipina 1 altres
fosfolipids mesclats amb concentracions variables de lecitina i

colesteral. Per tant, els resultats d’aquests primers estudis
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s’han d’interpretar amb precaucid. Tanmateix, els AAC detectats en
malalts luetics poden ser diferents dels anticossos presents als
individus.amb SLFP (305). Dos grups d’investigadors han trobat que
els AAC obtinguts en  animals o en malalts sifiliticsvreaccionen
millor amb 1la molécula de cardiolipina intacta (24B,3046). Existia
una disminucid de la reactivitat dels AAC després de treure un
acid fosfatidic de 1la molécula o el grup hidroxil central o
escurgant o allargant la distancia entre els grups fosfodiéster.
La cardiolipina perdia la seva antigenicitat si els grups glicerid
de la molécula eren substituits per grups benzil (24B) o si es
treien més de dos Acids grassos de la moleécula (306). Aquests
investigadors concloien que els anticossos s’unien a un a o ambdds
grups fosfodiéster de 1la molecula de cardioclipina, pero les
porcions glicérid de la molécula eren essencials per a la seva
reactivitat. De Siervo (302), en un estudi posterior, va suggerir
gue la immunitzacid amb cardiolipina podia resultar d’una mescla
d’anticossos que reaccionessin amb tota la molecula de

cardiolipina o amb diferents porcions d’ella.

Més intrigants van ser els resultats del treball de Guarnieri
{303), el qual va demostrar que els AAC i antifosfatidilinositol
reaccionaven també amb 1’ADN i en una petita proporcid amb 1’ARN,
" pers  aguesta reactivitat creuwada es produia només quan 1’ADN o
1’ARN estava mesclat amb lipids auxiliars, com sén la lecitina i
el colesterol. Agquest investigador explicava aquesta reactivitat
creuada basant-se en la semblanga entre la regié¢ polar antigenica

de la cardiolipina i 1la porcid amb unions fosfodiéster de 17ADN.



70

Recentment s’ha trobat que els anticossos monoclonals anti-
ADN obtinguts d’hibridomes murins (252,255) i humans (253) tenen
reactivitat creuada amb 1la cardiolipina. Els AAC monoclonals
murins també reaccionen amb 1’ADN (18). Aquest estudi va ser
completat per Koike et al. (30B)els quals van descriure reaccions
creuades entre els Ac anti-ADN desnaturalitzat i, amb menor
quantitat, els Ac anti-ADN nadiu de malalts amb LES amb
cardiolipina. En un estudi posterior (254), van descriure
reactivitat creuada dels AAC en malalts ldpics amb ADN
desnaturalitzat i ADN nadiu. Tincani et al.(309) també han descrit
una forta corfelacié estadistica entre els AAC i la positivitat
del Ac anti-ADN desnaturalitzat pero no entre els AAC i la dels Ac

anti-ADN nadiu.

Alguns grups, en canvi, no han confirmat aquestes troballes.
Morgan et al.(310) han descrit que els hibridomes dels Ac-anti-ADN
nadiu i Ac anti-ADN desnaturalitzat monoclonals no eren inhibits
per cardiolipina ni per altres fosfolipids. Harris et al.(249) no
han trobat cap correlacié entre els nivells d’AAC 1 els d’Ac anti-
ADN nadiu mitjangant analisi de regressid. En un estudi de 10
malalts amb LES i nivells elevats d’AAC van trobar que la
cardiolipina i altres fosfolipids carregats negativament inhibien
1’activitat dels AAC, perd, en canvi, no existia una inhibicid
significativa de 1’activitat dels AAC per 1’ADN nadiu ni 1’ADN
desnaturalitzat. Posteriorment, témbé van trobar que la
cardiolipina no inhibia l’activitat dels Ac anti-ADN en altres 10

malalts amb LES estudiats (850).‘Existeixen, en canvi, diverses
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comunicacions en les quals s’han trobat malalts amb AAN negatius
perée amb nivells elevats d’AAC i AL. €&s probable que un petit
subgrup d’AAC tinguin reactivitat creuada amb ADN. No obstant
aixo, diversos estudis suggereixen que els AAC reaccionen de forma
creuada primer amb fosfolipids carregats negativament com la

fosfatidilserina, 1’acid fosfatidic i el fosfatidilinositol.

Sembla també clar gue els anticossos responsables de 1la SLFP
sdn diferents dels presents en els malalts luétics. Ddna suport a
aguesta hipotesi el fet que la SLFP normalment és positiva només a
titols baixos, mentre que els malalts luetics no tractats
presenten titols molt elevats (311). Per altra banda, algunes
troballes preliminars utilitzant RIA en fase sélida per a detectar
AAC mostren que el sérum sifilitic ddna resultats positius baixes
o negatius perd que els individus amb SLFP i altres amb serologia
ludtica negativa presenten titols elevats d’AAC (250). Basaht—se
en aquests resultats, és probable que 1’epitop de la molécula de
cardiolipina, quan aquesta es mescla amb lecitina i colesterol en
fer les proves estandard de la sifilis, sigui diferent del de la
cardiolipina que s’uneix a la superficie plastica del RIA en fase

solida.

L.a cardiolipina es localitza a la part interna de la membrana
mitocondrial, i Wright et al. (312) han observat que el sérum de
ludtics déna un patrd d’immunofluorescéncia antimitocondrial
diferent del que s’observa a la cirrosi biliar primaria. Estudis

posteriors han detectat que els AAC en malalts amb patologia
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sistemica immunologica, alguns dels quals amb AL, tenen un altre
patrd d’immunofluorescéncia (M3) diferent del que presenten els
malalt; amb sifilis (M1) (313). La deteccid de 1’activitat AL en
malalts amb SLFP peréd no en malalts luétics suggereix també
diferéncies entre aquests grups d’AAC (314), Existeixen
possiblement també variacions en les especificitats dels AAC fins

i tot en el grup de malalts amb SLFP (303).

3.5.2.3. METODES DE DETECCIO

La deteccid dels AAC es realitzava classicament de forma
indirecta, mitjangant les proves reaginiques de determinacid de la
serplogia luetica. No obstant aixe, els ultims anys s’han
desenvolupat diverses técniques immunolégiques més espécifiques

per a la seva deteccidé (RIA, ELISA).

A.- PROVES REﬁGfNIGUES DE__ SERDLOGIA LU%TICQ: Les més

utilitzades sdén les tecniques de flocculacié ("veneral disease
referencg laboratory”, VDRL), d’aglutinacid ("rapid plasma
reagin”", RPR) 1 de fixacid del complement (reaccid de Wasserman).
Totes elles utilitzen cardiolipina mesclada amb lecitina i
colesterol com a agents sensibilitzants. La positivitat d’aquestes
proves, juntament amb la negativitat de les proves treponémiques
{técniques d’immobilitzacié dels treponemes de Nelson i

d’immunofluorescéncia indirecta o FTA-ABS, "fluorescent treponemal
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antibody-absortion”) s’anomena SLFP i constitueix una forma

indirecta de detectar els AAC (315).

B.- TéCNIOUES IMMUNOLBGIQUES:

- RIA: Permet detectar la preséncia al seérum d’anticossos'
dirigits contra cardiolipina pura. Basicament, aquesta técnica
consisteix en fixar cardiolipina a una placa i afegir
posteriorment el sérum problema. Si existeixen al sérum AAC,
aquests es fixaran amb la cardiolipina i la resta del sérum
s’extraura mitjangant rentats. La deteccid dels complexos
cardiolipina-AAC es fa afegint una immunoglobulina
antiimmunoglobulina humana marcada radiocactivament. La quantitat
de radioactivitat detectada sera proporcional a la quantitat d’AAC

presents al sérum problema (249).

- ELISA: #&s una variant de 1’anterior en la gual en lloc
d’una immunoglobulina marcada radicactivament es fa servir una
altra marcada amb un enzim, habitualment fosfatasa alcalina. En
afegir un substracte com el nitrofenilfosfat, 1’enzim
1’hidrolitzara i ‘donaré lloc a una substancia colorejada. La
intensitat del color detectada sera proporcional a la gquantitat

d’AAC presents al séerum problema (23,24).
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3.5.3. MECANISME D’ACCIO

Malgrat 1’activitat anticoagulant "in vitro" dels AAF,
clinicament s’associen fonamentalment a la preséncia de fenomens
trombotics (9-14). Aquesta associacid ha estat demostrada
estadisticament peré la possible relacié causa-efecte podria ser
de dos . tipus: a) els AAF serien els causants, directa o
indirectament, dels fenomens trombotics, o b) els AAF serien la
consequéncia dels fenomens trombotics. VEn el primer cas, els AAF
serien agents patogénics, mentre que en el segon serien només
marcadors de trombosi. A hores d’ara, no existeixen encara
suficients evidéncies experimentals que donin suport a una o altra

possibilitat.

Les raons per a la manca de proteccid enfront de les
trombosis dels malalts amb AAF s6n diverses pero només
especulatives. La majoria de les hipétesis consideren l’existéncia
d’alteracions de les propietats antitrombotiques basiques de les
cel.lules endotelials 1 es fonamenten en estudis "in vitro".
Carreras et al. (213) van descriure en un malalt amb trombosis
arterials i AAF la preséncia d’una gammaglobulina que inhibia la
sintesi de prostaciclina per part de les cél.lules endotelials de
bou cultivades. Per tant; les trombosis podien ser degudes a una
disminucid del control de 1’agregacié plaguetdria. Altres autors
van observar que ia produccidé de prostaciclina no era inhibida per

tots els plasmes amb AAF, probablement degut a 1’heterogeneitat
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dels AAF o a que aquests AAF no eren realment els responsables de

la inhibicid de la sintesi de prostaciclina (316).

Angles-Cano et al. (210) han trobat una reduccid o abséncia
de la capacitat fibrinolitica a la majoria d’una série de malalts
amb LES, la meitat dels quals presentaven AAF. La inhibicid del
sistema fibrinolitic podria estar en part relacionada amb la
modulacid efectuada per la proteina (. Aguesta és una proteina
vitamina-K-dependent que es pot convertir en una proteasa
(proteina C activada) per 1’accid de 1la trombina, si aquesta es
troba en preséncia d’un cofactor essencial de la membrana de la
cel.lula endotelial anomenat trombomodulina (complex trombina-
trombomodulina) (317). La broteina C activada exerceix la seva
activitat anticoagulant mitjangant la degradacid dels factors V i
VIII activats (318), en preséncia d’un fosfolipid i d’un altre
cofactor, la proteina 5, la qual és també vitamina-K-dependent

(319).

Els malalts amb un deficit qualitatiu o quantitatiu de
proteines C o S, amb 1’activitat d’aguestes reduida per sota del
50-60 % de la normalitat, tenen un risc augmentat de presentar

episodis tromboembolics recurrents (320,321).

Dos grups diferents d’investigadors (322,323) han objectivat
una inhibicid de 1la trombomodulina solubilitzada o unida a les
cél.lules endotelials per fraccions IgG procedents de malalts amb

AAF. També ha estat observat que la reconstitucid de la-
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trombomodulina de placenta humana purificada (324) o de pulmé de
conill (325) formant vesicules de fosfolipids és la responsable
d’un increment significatiu en 1la velocitat d’activacié de la
proteina C pel complex trombina-trombomodulina. La cardiolipina
sembla tenir uns efectes similars (324). Ha estat demostrada també
1’existéncia d’una immunoglobulina IgM amb activitat AL que
neutralitza aquest efecte incrementador del fosfolipid sobre

1’activitat de la trombomodulina purificada (326).

Si beé els fosfolipids semblen estar involucrats en la
regulacid cel.lular tant dels mecanismes coagulatius com dels
anticoagulants, la inhibicid de la seva activitat pels AAF té "in
vitro* un efecte anticoagulant i "in vivo" un efecte
predominantment trombogénic. Aquests fets suggereixen que 1la
neutralitzacid dels fosfolipids en la via de la proteina C ha de
ser considerada com a una de les possibles causes de les trombosis

associades amb els AAF (261).

En un estudi recent (327), s’ha observat que 5 de 13 malalts
amb AL presentaven un déficit parcial de proteina 5. No obstant,
aquest fet és sorprenent i una explicacid possible seria la
dificultat gque comporta la quantificacid de la proteina §
plasmatica, donat que circula tant en forma lliuré com formant un
complex amb una proteina unida a la fraccié Can del complement
{321). La proteina 5 només té activitat en la via de la proteina C

en forma lliure.
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En el LES i en -altres malalties autoimmunitaries, es
considera que existeix una produccid d’autoanticossos per a
30.000-55.000 molécules de trombomodulina presents a la superficie
de 1la cel.lula endotelial (328). La deteccid d’aquests
autoanticossos seria possible amb = técniques sensibles
d’"immunoblotting". En el cas de la disminucié de 1’activacié de
la proteina C, el sistema fibrinolitic pot estar també afectat
donat que la proteina C activada ha estat demostrat que estimula
1’activitat fibrinolitica de les cél.lules endotelials cultivades,
mitjangant la disminucid de 1’activitat de 1’inhibidor del

plasminogen tissular (329,330).

Els AAF o els CIC podrien reaccionar directament amb
fosfolipids de les memBranes de 1les cel.lules endotelials o
plaguetdries i alterar el funcionalisme d’aquestes ceél.lules,
predisposant aixi els malalts a les trombosis. Aquést mecanisme
podria ser el responsable de la trombocitopénia associada als AAF,

que seria deguda a 1’agregacid plaquetaria (316).

Una altra hipétesi atracfiva es que aquests malalts podrien
desenvolupar autoanticossos antiidiotipus (antiAAF). Agquests
&
anticossos antiidiotipus podrien imitar 1la imatge interna de
1’autoantigen i tenir una estructura semblant als fosfolipids

procoagulants, podent aixi catalitaar les reaccions de la

coagulacid sanguinia (316).



78

L4
3.5.4. MANIFESTACIONS 1 INIOQUES

Els fenomens  trombotics, que poden afectar qualsevol
territori vascular, i els avortaments 1 1les morts fetals per
trombosis dels vasos placentaris o fetals, sdn les manifestacions
cliniques mes frequentment associades amb els AAF 1 on les
possibles relacions etiopatogeniques han estat més estudiades, com
s’ha descrit al capitol anterior. No obstant aixo, diversos autors
han reiacionat també els AAF amb altres manifestacions cliniques,
com trombocitopénié, afeccid del sistema nervids central, etc., al
temps que han  adduit les seves  hipotetiques relacions

etiopatogénigues.

3.5.4.1. TROMBOSIS

Els primers estudis sobre 1’AL feien é&nfasi en 1la seva
associacid amb - fenomens hemorragics (201,264,265,2870). No obstant
aixe, es va comprovar aviat que no existia un augment del risc
d’hemorragia en els malalts amb aquest factor, fins i tot en
aquells malalts sotmesos a intervencions quirurgiques
(242,257,259,266,331). A més a més, quan presentaven hemorragies,
aquestes es podien atribuir a 1a seva associacié amb
trombocitopénia (232,242,259,331) o amb altres deficits de factors
de la coagulacio, fonamentalment hipoprotrombinémia
(242,269,271,282). Paradoxalment, 1’AL, que s’associa a la

prolongacidé dels temps de coagulacié "in vitro", sembla associar-
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se a la preséncia de fenémens trombsotics arterials o venosos "in
vivo". Aquesta associacid entre 1°AL 1 les trombosis ha estat
trobada per molt diversos investigadors (210,838,241,258,314,331—
335), destacant leé amplies séries de Boey et al.(241), que troben
una histéria de fenomens trombotics en 18 de 31 malalts amb AL, i

les de Elias i Eldor (331) que en troben 19 de 35 malalts amb AL.

Tambeé ha estat descrita 1’associacid entre SLFP, preséncia
d’AL i existéncia de fenomens trombotics. Johancsson i Lassus
(314) van estudiar 96 malalts amb SLFP i van trobar que 36 d’ells
presentaven AL 1 B d’aquests tenien trombosis de repeticis.
Aguests mateixos autors, en un treball posterior, van descriure B
malalts amb SLFP.i AL que presentaven trombosis venoses recurrents
a les extremitats inferiors 1 pdrpura necrotitzant ulcerada, la
biopsia cutania de 1a gqual mostrava proliferacid dels capilars

dérmics sense signes inflamatoris (336).

Harris et al.(249), utilitzant una teécnica de RIA en fase
solida, van estudiar una série de 65 malalts amb LES i altres
malalties autoimmunes i van trobar un augment dels AAC en 15 de 18
malalts amb histéria de trombosis venoses o arterials. Tanmateix,.
van observar correlacid estadistica entre els nivells dels AAC i
les trombosis. Setze dels 18 malalts amb trombosis presentaven
també AL. En un estudi prospectiu (337), de 15 casos amb malalties
autoimmunes i infarts cerebrals, 13 presentaven augment dels AARC
de 1’isotipus I1gG. En els ultims anys, molts altres autors han

descrit en els seus treballs 1’associacié entre la presencia d’AAF
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i 1’existencia de fenémens trombotics, tant arterials com venosos
i que poden afectar qualsevol territori wvascular,
predominantment en persones joves. Aixi han estat referides
trombosis venoses a les extremitats, de vegades complicades amb
tromboembolismes 1 hipertensid pulmonar (338-344), a les venes
renals (343), caves, hepatiques, suprahepatiques (malaltia veno-
oclusiva, sindrome de Budd-Chiari)(316,346,347), retinianes (348),
etc. Pel gue respecta a les +trombosis arterials, s’han descrit a
les coronadries (angor, infart de miocafdi)(Slb,BQS,SQ?), cerebrals
(accidents isqueémics transitoris, accidents wvasculars cerebrals,
deméncia multiinfartica)(350), axil.lars (351), arteries de les
extremitats (Glceres, purpura necrotitzant, gangrena)(332),
mesentériques (infart intestinal) (353), fetinianesb(BQB), renals

(nefropatia, hipertensid arterial)(il), etc.

3.5.4.2. ﬁNURTAHENTS DE REPETICI&

Els AAF apareixen també associats amb 1’existencia
d’avortaments i de morts fetals intrauterines de repeticid (354-
361). Hughes et al.(9) van estudiar 21 malaltes amb morts fetals
intrauterines de repeticid 1 van trobar en 16 d’elles 1’existéncia
d’AL i/o nivells elevats d’AAC. Diversos estudis (356,359) han
confirmat aquestes troballes i han observat que 1les morts
intrauterines es produeixen habitualment en el segon o tercer
trimestre de 1la gestacid. Moltes d’aquestes malaltes no tenen un

LES establert i sovint es presenten només amb morts fetals
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intrauterines i escasos simptomes o signes s’afeccidé immunoloegica
que no arriben a definir cap malaltia concreta (356,359,362).
Carreras et al.(213,334) han descrit que 1’AL inhibeix la
produccid de prostaciclina per part del miometri humd gestant.
Aquests autors postulen que 1la prostaciclina podria desenvolupar
un important paper en 1la regulacid de la circulacid fetal i, per
tant, un deficit en la seva produccid per part dels vasos
ﬁlacentaris podria produir wuna disminucié del flux sanguini,
formacid d’infarts placentaris i, conseqdéntment, patiment fetal.
Les troballes de Hughes et al.(9) d’infarts placentaris miltiples
en els estudis anatomopatologics de placentes procedents de fetus
avortats de malaltes amb LES i AL i/o AAC donen suport a aquesta
hipotesi. Altres investigadors consideren que la mort fetal també
podria produir-se per 1l’aparicid de trombosis al propi fetus

{360).

3.5.4.3. TROMBOCITOPENIA

Diversos estudis (232,241,257,271) han mostrat associacid
entre 1’AL i1 la trombocitopenia al LES i, tanmateix, alguns
tfeballs recents (249,363) suggereixen també 1’associacid entre
els AAC i trombocitopénia. En un estudi de 116 malalts amb LES i
altres malalties immunolégiques es van trobar uns nivells elevats
d’AAC del serotipus IgEh en 30 de 43 malalts amb trombocitopénia
(363). Existia també una forta correlacié significativa entre els

nivells elevats d’AAC Ig6 i trombocitopénia (p<0.001) i dels 20
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‘malalts amb els nivells més alts d’AAC Ig6 16 tenien
trombocitopenia. En un altre estudi, de 96 malalts amb PTI, es van
trobar nivells elevats d’AAC dels serotipus Ig6G i/o IgM en 30

casos (364).

Basant-se en aquestes observacions, sembla suggeridora la
hipotesi que els AAF es podrien unir als fosfolipids de la
membrana plaguetaria i produir un augment de la captacié de les
plaguetes pel SMF i la seva destruccid subseglient. Aixi, resulten
interessants les troballes de Hughes et al.(9) en el sentit que
les plaquetes +trencades per sonicacid inhibeixen en el laboratori

la unid dels AAC a la cardiolipina.

L’analisi dels fosfolipids de la membrana plaguetaria
suggereix que els fosfolipids carregats negativament es troben
localitzats primariament en la part interna o endoplasmatica de la
membrana (305). Diversos autors han demostrat que tant 1’AL com
eis AAC reaccionen millor amb aquests fosfolipids carregats
negativament (9). Aixi, la ruptura de la membrana plaquetaria per
sonicacid podria produir 1’exposicid dels fosfolipids carregats
negativament i explicar la inhibicid de la unid dels AAC. és també
possible que 1l1’activacié de 1les plagquetes pogués exposar els
fosfolipids carregats negativament de la seva membrana i produir
com a conseqiiéncia un augment de la unid dels AAF a la plaqueta.
La necessitat d’activacid de les plaquetes préviament a la unié
dels AAF pot ajudar a explicar per qué no tots els malalts amb AAF

desenvolupen trombocitopénia (9).
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3.5.4.4. N:ECCIIS DEL. SISTEMA 'ERVI(;S CENTRAL

A més a més de l’afeccid sobre el sistema nervids central
produida per les trombosis de les arteries cerebrals (accidents
isquemics transitoris, accidents vasculars cerebrals, deméncia
multiinfartica)(350), resulta també possible que els AAF es poguin
unir directament al teixit cerebral i estar implicats en la
- patogénia d’aquesfa manera d’alguna de les manifestacions
neurologiques del LES i d’altres malalties immunoleégiques. En un
treball prospectiu de malalts amb SLFP, Catterall (283) va trobar
sis dones que havien desenvolupat una mielopatia transversa
similar a 1’esclerosi multiple. Degut a que aguestes malaltes
presentaven alguns trets de LES, Catterall va denominar aquesta
sindrome "esclerosi lupoidal”. En un estudi posterior d’aquestes
sis dones, Fulford et al.(365) wvan suggerir que 1’esclerosi
lupoidal podria ser una variant del LES caracteritzada per la
preséncia de simptomes neurolégics cronics i1 signes suggestius
d’esclerosi maltiple amb alteracions biolégiques que inclouen una
elevacid de 1la VSG, AAN positius,‘preséncia de ceél.lules LE i
SLFP. Aguesta sindrome és semblant, en alguns aspectes, a un altre
procés descrit a Jamaica i a d’altres illes del Carib, anomenat
neuropatia jamaicana, les caracteristiques de la gual inclouen la
preséncia de mielopatia transversa, defectes de cordons
posteriors, atrofia optica i alteracions a nivell del vuite parell
cranial (366). Diversés malalts amb neuropatia jamaicana presenten
SLFP. Hughes et al. (9) han trobat recentment un malalt amb

mielopatia transversa que tenia AAN positius, Ac anti-ADN normals
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i ARC de tipus IgM elevats. Altres manifestacions neurolégiques
presents al LES i on s’ha descrit la seva associacié amb la
preséncia d’AAF s6n la migranya, epilepsia, corea, sindrome de

Buillain-Barré i neuritis sptica (367).

Encarabque pot ser temptadora la hipsotesi que els AAF podrien
representar un paper patogénic a l’esclerosi miltiple, Catterall
(283) no va trobar cap SLFP en un estudi fet a 69 malalts amb
aquesta malalfia. D’altra banda, Harris et él. no han trobat una
vincidéncia estadisticament significativa de nivells alts d’AAC en

els sérums de 94 malalts amb esclerosi multiple.

Diversos estudis (368-371) han demostrat 1’existéncia
d’anticossos que reaccionen amb teixit nervids en malalts amb
afeccidé neurologica ldpica. Alguns d’aquests anticossos son
limfocitotoxics, presumiblement perque reacionen de forma creuada
amb | determinants antigénics presents simultaniament a les
membranes limfocitaries i neuronals. Aixi, s’ha demostrat
1’existéncia d’anticossos antiglicolipids que presenten reaccions
creuadés amb les membranes dels limfocits T i de les neurones en
malalts amb afeccié neurolegica lupica (372). També s’han trobat
fosfolipids tant a les membranes limfocitaries com neuronals.
Tanmateix, en dos estudis diferents (373,374) s’ha observat que
uns nivells alts d’AAC poden unir-se a membranes neuronals en
models animals. D’aquesta forma es pot pensar que existeix una

subpoblacié d’anticossos limfocitotéxics que sdn AAF.
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3.5.4.5. ALTRES MANIFESTACIONS CLINIQUES

Si bé en un numero reduit de casos, ha estat desﬁrita la
preséncia d’AAF en malalts amb livedo reticularis i sindrome de
Sneddon (375,376), anemia hemolitica (354),lesions valvulars
cardiagues (377), hipertensid arterial (354,378), toxémia
gravidica (354), endomefriosi (379) i una sindrome post-part
caracteritzada per 1’associacidé de febre, pneumonitis, pleuritis,

infarts pulmonars i miocarditis (380).

3.5.5. PERSPECTIVES TERAPEUTIGUES

Diversos investigadors (242,259,266,331,333,381,382) han
observat una disminucid en 1’activitat de 1’AL amb
ctorticosteroides i/0 immunosupressors. Tanméteix, alguns estudis
preliminars (9) han suggerit que la plasmaféresi juntament amb
prednisona 1i/o altres immunosupressors poden disminuir tant
1’activitat de 1’AL com els nivells d’ARC. Va resultar de
particular importancia, 1’estudi de Lubbe et al.(359) en el qual
van descriure 6 dones amb LES 1 avortaments de repeticid, totes
elles amb AL. El +tractament d’aquestes dones amb 50 miligrams
diaris de prednisona i aspirina va produir 1la desaparicié de
1’activitat de 1’AL i va permetre embaragos a terme satisfactoris.
Diversos treballs posteriors han confirmat aquests bons resultats

amb séries més amplies de malalts (335,378,383).
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El tractament dels malalts amb AAF es basa en la premissa que
aquests desenvolupen un paper etiopatogénic en 1la trombosi,
trombocitopénia i avortaments de repeticid. No obstant aixe, cal
tenir en compte que no tots els malalts amb AAF tenen aquestés
complicacions. Actualment es considera que probablement no esta
justificat el tractament dels malalts amb AAF pers sense
manifestacions cliniques actives, excepte en el cas &é les dones
embaragades amb AAF i antecedents d’avortaments. Tanmateix, donada
la morbilitat i mortalitat potencial de la recurréncia d’accidents
vasculars cerebrals o trombosis venoses amb tromboembplismes
pulmonars, sembla estar indicat un esforc per a eliminar els AAF
en els malalts que han presentat préviament algun d’aquests
episodis. El1 problema rau en el fet de determinar quin és el
tractament més idoni en aquests casos (9). EIl paper dels
antiagregants plaquetaris 1 dels anticoagulants orals en 1la
prevencid de les trombosis recurrents en malalts amb AAF és incert
(258,259,333,384-426). L’experiéncia de diversos grups
d’investigacid sembla demostrar que alguns malalts continuen
presentant trombosis de repeticid malgrat una adequada terapia
anticoagulant. Es +troba actualment en curs un estudi prospectiu
multicéntric internacional, en el qual participa 1’Hospital Clinic
de Barcelona, destinat a avaluar les diverses pautes terapéutiques
{("Kingston Anti-Phospholipid Study”, KAPS) (427). A hores d’ara,
no obstant, es recomana la utilitzacid conjunta d’anticoagulants o
antiagregants plaquetaris més farmacs immunosupressors, com els
corticoides, en tots aquells malalts amb histéria de +trombosis i

preséncia d’AAF (2).
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1v. OBJECTIUS DE LA TESI DOCTORAL

La recent introduccid del sistema ELISA com a técnica de
deteccid dels AAC ha posat de manifest la importadncia d’aquests
anticossos 1 la seva estreta relacid amb fendémens trombotics,
avor taments de repeticid, trombocitopenia 1 altres manifestacions
cliniques i biolégiques del LES. No obstant aixs, fins el moment
actual no han estat efectuades de forma prospectiva determinacions
d’AAC mitjangant aquesta técnica a poblacions amplies de malalts
ldpics 1 persisteixen encara moltes incognites respecte a la seva
metodologia de realitzacid i wvaloracid dels resultats, aixi com
sobre la seva incidéncia i relacid amb 1’existéncia - de diverses
manifestacions del LES. Tanmateix, alquns autors suggefeixen que
els AAC podrien constituir un marcador d’activitat 1lupica i la

seva determinacid contribuiria a un millor control de la malaltia.

Amb la base de les hipotesis 1 observacions anteriors, els

objectius de la present Tesi Doctoral van ser:

1. Desenvolupar la técnica d’ELISA de deteccidé dels AARC,
assignar als resultats unes unitats de calcul senzill i determinar

els valors de normalitat.

2. Coneixer la incidéncia dels AAC en una série de 100
malalts amb LES i la seva relacid amb 1la preséncia de fenémens

trombotics, avortaments de repeticid, trombocitopénia i altres
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manifestacions cliniques i biologiques del LES, amb la finalitat

~ de comprovar si defineixen algun subgrup clinic.

3. Valorar 1’interés dels AAC com a parametre d’activitat

clinica del LES.

4, Comparar la preséncia dels AAC amb la de 1°’AL i la SLFP.
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V. MATERIAL I METODE

5.1. seLEccid DELS MALALTS

S.1.1. GRUP DE MALALTS AMB L .E.S.

S.1.1.1. CARACTERISTIOUES GENERALS

Han estat estudiats de forma prospectiva durant 2 anys (1986~
87) 100 malalts diagnosticats de LES en base als criteris de

1’ARA, modificats 1’any 1982 (149)(tabla 3).

L’obtencid de dades per a 1’estudi es va portar a terme
aplicant un protocol clinico-biolégic, realitzat per 1la mateixa

persona que incloia:

1. Anamnesi:

- Antecedents = familiars: Amb referéncia especial a
1’existéncia de membres afectes de malalties sistémiques
immunologiques.

- Antecedents personals: Habits texics, embaragos, morts
fetals intrauterines i avor taments, anticonceptius orals,
immunitzacions passives previes o transfusions sanguinies.

- Antecedents patologics: Malalties anteriors,

simptomatologia inicial i en el moment del diagnéstic, evolucié

clinica i terapéutica del LES.
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Tabla 3.- Criteris diagnestics del LES (ARA, 1982)

1. Eritema facial

2. Lupus discoidal

3. Fotosensibilitat

4. Ulceres orals

5. Artritis no erosiva

6. Proteindria superior a 0,5 gr/dia o preséncia de cilindres
cel.lulars o hemAtics

7. Convulsions o psicosi

8. Pleuritis o pericarditis

9. Anémia hemolitica o trombocitopeénia (<100.000
plaguetes/mn®) o leucopénia (<4.000 leucocits/mm™) o
limfopénia (<1.500 limfécits/mm™) en dues o més

determinacions
10. Anticossos anti-ADN nadiu o anti~Sm o ceél.lules L.E. o
SLFP

11. AAN positius
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- Malaltia actual: Simptomatologia clinica actual a
diferents nivells:
. General: Febre, asténia, anoréxia, pérdua de pes.

. Aparell locomotor: Artralgies, artritis, noduls

subcutanis, mialgies.

» Cutani-mucéds: Eritema en vespertili, hiperpigmentacid,
lesions mucoses, purpura, urticaria, erupcid cutania
inespecifica, alopecia, gangrena de zones distals, lesions
discoidals.

. Renal; Hipertensid arterial, edema,vhematﬂria.

« Cardio-vascular: Fenomens trombetics, dolor toracic,
insuficiencia cardiaca, palpitacions, fenomen de Raynaud.

. PRespiratori: Dolor pleuritic, dispnea, expectoracid,
tos.

. Hehatolégic: Purpura, sindrome aneémica, coluria, dolor
lumbar, adenopaties.

» Neurolegic: Trastorns de la conducta o de la marxa,
epilepsia, neuralgies, cefalea, diplopia.

. Bastro-intestinal: Disfagia, dolor abdominal,

ictericia, ascites.

2. Exploracio Fisica:

Inspeccid general, constants wvitals 1 examen sistematic
per aparells, a la recerca d’alteracions propies del LES i
trombosis.

3. Exploracions complementaries:

~ Radiografia de teérax: En projeccid postero-anterior i

lateral.
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-‘Radiografia de torax: Eb projeccit postero-anterior i
lateral.

-~ Electrocardiograma

- Biologia general: V&G, hemograma, glicemia, ionograma,
BUN i creatinina en plésma i orina, proteines totals i
proteinograma, transaminases, gamma-glutamil-transpeptidasa,
lactic-deshidrogenasa, fosfatasa alcalina, sediment d’orina i
proteinﬁrié.

- Proves coaqulométriques de determinacié de 1’AL: TP,

TTPA, TC, TITTD i1 TRVED.

- Estudi immunolegic basics AAN, Ac anti-ADN nadiu, Ac

anti-ENA (Ro, La, Sm; RNP) i factors del complement (Cs, C. i

CHao ) .

4. Determinacid dels AAC.

Als malalts sotmesos a tractament amb prednisona, 1’extraccié
de sang per als diferents parametres analitics es va efectuar a

les 24 hores de 1’ultima dosi.

La biologia general es va determinar el mateix dia de
1’extraccid de sang. Per a la practica de les proves
coagulométriques de determinacid de 1°AL es va extreure la sang en
citrat trisodic al 3,84 en una relacid 9/1 (V/V) amb posterior
centrifugat a 1000 g durant 30 minuts a 42C, extraccid del
sobrenadant i congelacid a -702C fins a la seva utilitzacid. Per a
1’estudi immunoloégic basic 1 la determinacid dels AAC, la sang

toagulada, després de la seva desfibrinacid (sérum) i
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centrifugacid a 1000 g durant 30 minuts a 48C, es va distribuir en

aliquotes i congelar a -702C en una seroteca.

Totes les dades cliniques i1 bioldgiques es van informatitzar

i enregistrar a la memoria d’un ordinador IBM 3083.

(

5.1.1.2. SUBGRUPS CLINICO-BIOLOGICS

Els 100 malalts es van distribuir en diversos subgrups amb la
finalitat d’analitzar el comportament dels AAC en cadascun d’ells.
No existien diferéncies significatives respecte a 1’edat, sexe i
el temps d’evolucid de 1la malaltia entre aquests diversos

subgrups.

5.1.1.2.1. MALALTS AMB TROMBOSIS

Es van distribuir els malalts en dos grups segons la
preséncia o abséncia de fenémené trombétics actius arterials i/o
venosos localitzats a qualsevol territori vascular. Al llarg dels
2 anys d’estudi, es van observar fenémens trombotics en 10

malalts. Els territoris afectats van ser els seglents:

- Trombosis venoses: . Vena subclavia esquerra (1).
. Vena humeral esquerra (1).

. Vena femoral dreta (2).
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. Venes tibial i poplitia esquerres (2).
. Venes suprahepatiques (sindrome de
Budd-Chiari) (1).

El diagnéstic de les trombosis dels vasos de les extremitats
es va fer en base als signes clinics (preséncia de signes
inflamatoris i edema a nivell 1local en el territori wvends) i
confirmacié amb 1’estudi wultrasonic amb sistema "doppler" i/o
flebografia. El diagnostic de la sindrome de Budd-Chiari es va fer

en base als signes clinics i ecografics abdominals.

~ Trombosis arterials: . Artéries cerebrals {accidents

vasculars cerebrals) (2).

. Artéries coronaries (angor) (2).

El diagnéstic dels accidents vasculars cerebrals es va fer en
base als signes clinics i confirmacid amb tomografia axial
computadoritzada. El diagnostic dels angors es va fer en base als
simptomes clinics 1 signes electrocardiografics. En un cas es va
practicar arteriografia coronaria que no va objectivar

alteracions.

5.1.1.2.2. MALALTES AMB ANTECEDENTS D’AVORTAMENTS

Cap malalta no va presentar un avortament espontani al llarg
dels dos anys de seguiment, per la qual cosa es van distribuir les

malaltes en dos grups segons la preséncia o abséncia
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d’antecendents  previs d’avortaments. . De les 93 malaltes

estudiades, 12 havien presentat un o més avortaments espontanis.

5.1.1.2.3. MALALTS AMB TROMBOCITOPENIA

Al 1llarg dels 2 anys d’estudi, 17 malalts van presentar
trombocitopénia ((100.000>plaquetes/mm’), per la qual cosa es van
distribuir els malalts en altres dos grups segons la preséncia o

absencia d’aquesta manifestacid biologica.

9.1.1.2.4. MALALTS AMB AFECCIO DEL SISTEMA NERVIGS CENTRAL

Es van objectivar 16 malalts amb manifestacions cliniques
d’afeccio del sistema nervids central, els guals presentaven les

segients patologies neuroloegiques:

- Cefalea de tipus migranya: 14.

- Epilepsia: 2.

En base a aquestes troballes es van distribuir els malalts en
dos  grups segons la presencia o abséncia d’aquestes
) manifestacions. No es van incloure al primer grup les 2 malaltes
que van presentar un accident vascular cerebral. Tampoc no es van
incloure els malalts amb simptomes depressius, donat gque en tots

els casos estudiats aguests simptomes eren lleus.
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S5.1.1.2.5. MALALTS AMB ALTRES MANIFESTACIONS CLINICO-BIOLOGIGUES

També es van distribuir els malalts 5egohs la preséncia o
abséncia d’afeccid articular, cutdnia, pleuro-pericardica, renal,
vasculitica i hematolségica diferent a la trombocitopénia (anémia

hemolitica, neutropénia i limfopénia).

S.1.1.2.6. BALALTS EN ACTIVITAT CLINICA

Es van distribuir els malalts segons la presencia o absencia
d’activitat clinica ldpica. Es va considerar que hi havia
activitat quan existia un o0 més dels seglients criteris de
1’ARA modificats (142,428): 1) Artritis, 2) Serositis, 3)
Erupcid cutania i/o vasculitis, 4) Miositis, S) Alteracions
neuropsiquiadtriques {no atribuibles a 1la terapeéutical), 6)
Nefropatia activa (143,159), 7) Trombocitopeénia (<100.000

plaguetes/mm®) 1 B) Anémia hemolitica.

En base a aguests criteris es van obtenir 40 determinacions
en fase activa de la malaltia i 60 en un periode d’inactivitat de

la mateixa.
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S.1.2. GRUP CONTROL DE MALALTS AMB ALTRES PATOLOGIES AUTOIMMUNES

Amb la finalitat de comparar la.incidéncia dels AAC en el LES
amb la que existeix en altres patologies autoimmunes, es va
determinar el titol d’aquests anticossos en un grup de 107 malalts
afectes d’esclerosi sistémica progressiva, dermatomiositis-
polimiositis, artritis reumatoide, arteritis de Horton, cirrosi

biliar primaria o purpura trombocitopénica idiopatica.

S.1.2.1. ESCLEROSI SISTEMICA PROGRESSIVA

Aquest grup estava format per 13 malaltes diagnosticades
d’esclerosi sistémica progressiva en base als criteris de 1°ARA
(429). L’edat mitjana del grup era de 48,54 + 12,32 anys (limits:

24 - 37 anys).

S5.1.2.2. DERMATOMIOSITISPOLIMIOSITIS

Aquest grup estava constituit per 16 malalts (12 homes i1 4
dones) diagnosticats de dermatomiositis i/o0 polimiositis, d’acord
amb els criteris de 1’ARA (430). L’edat mitjana del grup era de

56,23 + 13,24 anys (limits 34 - 76 anys).
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5.1.2.3. ARTRITIS REvmMATOIDE

Aquest grup estava format per 15 malalts (12 dones i 3 homes)
diagnosticats d’artritis reumatoide segons els criteris de 1°ARA

(431). L’edat mitjana del grup era de 43,34 + 11,18 anys (limits:

34 - 56 anys).

S.1.2.4. ARTERITIS DE HORTON

Aquest grup estava constituit per 24 malalts (12 homes 1 12
dones) diagnosticats d’arteritis de Horton mitjangant biopsia de

1’arteria temporal (432,433). La seva edat mitjana era de 67,35 +

11,76 anys (limits: 61 - B9 anys).

5.1.2.5. CIRROSI BILIAR PRIMARIA

Aquest grup estava format per 16 malalts (15 dones i 1 home)
diagnosticats de cirrosi biliar primaria mitjangant bicdpsia
hepatica (434,435). La seva edad mitjana era de 52,34 + 12,68 anys

(limits: 32 -62 anys).
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5.1.2.6. PURPURA TROMBOCITOPENICA IDIOPATICA

Aguest grup estava compost per 23 malalts (13 dones i 10
homes) diagnosticats de PTI en base a les manifestacions cliniques
i biolégiques (436). L’edat mitjana era de 34,11 + 11,59 anys

(limits: 21 - 44 anys).

S5.1.3. GRUP_CONTROL DE PERSONES SANES

Aquest grup control estava format per 100 persones sanés (60
dones i1 40 homes) donants voluntaris de sang amb serologia luética
negativa. L’edat mitjana del grup era de 43,78 + 14,43 anys

(limits: 22 - 53 anys).

5.2. METODES DE LABORATORI

S.2.1. ANTICOSSOS ANTICARDIOLIPINA

La deteccid dels AAC es realitza actualment mitjangant
técniques d’immunoassaig, com sén el RIA i 1’ELISA (23,24). Donats
els avantatges que reporta 1la técnica d’ELISA (23), aquesta ha
estat la utilitzada en el present treball (fig. 4). Seguint la
descripcid original de Loizou et al.(23), en una primera fase es

van realitzar diversos assaigs amb la finalitat de determinar les
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condicions optimes al nostre laboratori per a la deteccid dels AAC
mitjangant aquesta técnica. A  continuacid es detalla el
desenvolupament del protocol realitzat per a determinar aquestes

condicions éptimes.

5.2.1.1. FIXACIO DE LA CARDIOLIPINA

Es dilueix cardiolipina (Sigma™) en etanol i es col.loca una
aliquota d’aquesta dilucié a cadascun dels pouets d’una placa
d’ELISA de poliestire (Dinatek™ . L’evaporacid del 1liquid sobrant
es realitza fent fluir un corrent de nitrogen. Es van realitzar
diversos assaigs amb la finalitat de determinar 1la gquantitat

optima de cardiolipina que calia fixar a les plaques.

5.2.1.2. BLOGUEIG DE LFS UNIONS INESPECIFIQUES

Amb la finalitat d’evitar 1les unions inéspecifiques dels
anticossos a les parets de la placa, s’afegeix a cada pouet una
solucid de tampd fosfat ("phosphate buffered saline", PBS) i sérum
fetal de vedell ("fetal calf serum”,. FCS). Aguesta solucid es
prepara mesclant 9 volums de PBS amb 1 de FCS. Es van realitzar
diverses proves per a determinar la quantitat optima a utilitzar
d’aquesta solucié i el temps i la temperatura de la incubacio

posterior.
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5.2.1.3. UNIO AMB EL SERUM PROBLEMA

A continuacid s’afegeix a cada pouet el sérum problema. Els
diversos assaigs van anar dirigits a determinar la seva
concentracid optima 1 el temps i 1la temperatura de la incubacid

posterior.

5.2.1.4. UNIG AMB EL PRIMER ANTICOS

A continuacid s’afegeix a cada pouet antices de cabra (IgG)

anti-immunoglobulina humana f{anti-IgB o anti-IgM).

5.2.1.5. UNIJ AMB EL. SEGON ANTICOS

S’afegeix després antices de conill anti-Igh de cabra
conjugat amb fosfatasa alcalina. Es van realitzar també diversos
assaigs amb la finalitat de determinar les concentracions optimes
del primer i segon anticossos 1 els temps i les temperatures

optimes d’incubacio.
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5.2.1.6. UNIG AMB EL SUBSTRACTE

Es va utilitzar com a substracte p-nitrofenilfosfat diluit en
tampo dietanolamida (1 wmg/ml). Els diversos assaigs van anar
dirigits a determinar la quantitat optima a utilitzar i el temps i

la temperatura optimes d’incubaciéd.

5.2.1.7. LECTURA DE LFS DENSITATS OPTIQUES

S’atura la reaccid amb hidréxid sédic i es medeix la densitat
optica (DO) de cada pouet a 405 nandmetres de longitud d’onda en

el lector de plaques d’ELISA.

5.2.2. ANTICOABRULANT LUPIC

Les proves coagulomeétriques utilitzades per al diagnestic de

1’AL van ser les segients:

l.- Proves de coagulacidé rutindries: Temps de protrombina

(TP) i temps de tromboplastina parcial activat (TTPA). 6&i la
relacid entre el TTPA del plasma problema i el del plasma normal
era superior a 1,17 es va considerar la preséncia d’un
anticoaqulant o un deéficit factorial. Amb la finalitat de
descartar aquest ultim, én els casos d’alteracid del TTPA es va

procedir a la incubacié del plasma problema amb plasma normal
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{1:1) durant una hora, amb nova determinacié del TTPA. Si
persistia 1’alteracié del TTPA s’atribuia a la preséncia d’un

anticoagulant (437),

2.~ Temps de caoli (TC): Incubacid de 0,2 ml del plasma

problema amb 0,1 ml d’una suspensid de caoli (20 mg/ml en ClNa 0,9
gr/dl) durant 3 minuts a 379C. A continuacid s’afegeix 0,1 ml de
Cl-Ca (0,03 M) i es determina el temps de coaqgulacié. En base al
grup control sa, el valor mitja va ser de 75,70 + 14,30 sg i es va
considerar patolaegic un temps de caoli superiorva 120 sg (alfa =

0,001)(437).

3.—- Temps _d’inhibicid de 1la tromboplastina tissular diluida

(TITID): Incubacid a 37°C de 0,1 ml del plasma problema amb 0,1 ml
d’una dilucid 1/50 0 1/500 de tromboplastina (Simplastin®™) en CINa
0,9 gr/dl durant 5 minuts. S’afegeix a continuacid 0,1 ml de Cl=Ca
0,025 M i es determina el temps de coagulacid. En base al grup
control es va considerar un TITTD patolegic una relacid TITTD
problema/TITTD grup control sa superior o igual a 1,46 per a la
dilucié de 1/50 i a 1,40 per a la dilucid de 1/500 (alfa=

0,001)(437).

4.- Temps del veri d'escurgd de Russell diluit (TVERD): El

veri d’escurcd de Russell es reconstitueix amb 2 ml de sérum sali
i es dilueix (1/200) en tris-buffer sali. Com a fosfolipid
s’utilitza Trombofax® (Ortho™) diluit (1/8) en tris-buffer sali

(C1Na 0,15 M, tris 0,02 M, pH: 7,4). A continuacid s’incuba 0,1 ml
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del plasma problema amb 0,1 ml del veri de 1’escurgé de Russell i
0,1 ml del fosfolipid diluit, durant 30 sg a 372C. Posteriorment
s’afegeix 0,1 ml de ClzCa 0,03 M i es determina el temps de
coagulacié. La normalitat obtinguda amb el grup control va ser de
28,95 + 2,17 sq i es va considerar patolegic tot valor superior

als 36 sg (alfa= 0,001)(437).

La prolongacid del TVERD en aq§ells malalts amb AL es
normalitza quan es substitueix el fosfolipid wutilitzat per
plaguetes rentades i tractades amb ionéfer (20)., Per a aixé, en
primer 1lloc cal obtenir plasma ric en plaquetes, mitjangant la
centrifugacid de la sang anticoagulada amb citrat a 150 g durant
15 minuts a temperatura ambiental. E1 plasma aixi obtingut es
centrifuga durant 10 minuts a 1500 g en tampd tris-EDTA (CIlNa 0,15
M, tris 0,02 M, EDTA 0,001 M i glucosa 0,05 M, pH: 7,4). A
continuacid, les plaquetes es’ resuspenen a una concentracid de
8.10:°/d1 en el mateix tampd perd sense EDTA. Posteriorment
s’incuben durant S minuts a temperatura ambiental amb 1 micromol
d’una solucid S5 mM  d’ionéfer AR3187 en etanol (Menasim®)
(concentracié final. 2,5 micromolar). Un cop acabat el procés de
tractament amb ionofer, es substitueix en la realitzacid del TVERD
el Trombofax® per una suspensié de 0,1 ml de plaguetes tractades

amb ionofer (437).
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5.2.3. SEROLOGIA LUETICA

Per a 1la determinacid de 1la serologia lueética ha estat
emprada la prova reaginica d’aglutinacid en porta anomenada RPR,
utilitzant reactius comercialitzats (RPR-carbon-Cromatest®,

Knickerbocker, S.A.E.).

5.2.4. ANTICOSS0S ANTI-ADN NADIU

Els Ac anti-ADN nadiu han estat determinats per RIA en base a
la teécnica de Farr (438) i comercialitzada per Amersham

{Anglaterra. Codi IM-76).

1. Les mostres del sérum problema es dilueixen a 1/10 en
tampd i s’analitzen paral.lelament a un grup de sérums que
pertanyen a malalts afectes de LES amb una concentracid d’Ac anti-

ADN nadiu coneguda.

2. Les aliquotes de 350 ul, tant dels sérums estandard com
dels problemes, es calenten a 562C durant 30 minuts, per tal

d’inactivar el complement séric.

3. S’afegeixen 50 ul de solucid d’ADN-2*=9] 3 cada tub
d’assaig 1 es deixen incubar durant una hora a 37¢C i

posteriorment durant tota una nit a 2-42C.
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4. A continuacid es procedeix a la precipitacié de 1’ADN unit
mitjangant una solucidé saturada de sulfat amonic (agitacis

immediata del tub després de 1’addicié de sulfat aménic).

5. Es centrifuga durant 15 minuts a 1000 g i posteriorment es

determina el *®2%, del precipitat.

6. Els valors estandard s’utilitzen per a construir una corba
patrd, en 1la qual es llegéixen directament els valors dels sérums
problema.

7. Normalitats: Es consideren valors normals d’Ac anti-ADN

nadiu les xifres inferiors a 25 mU/ml.

5.2.5. ANTICOSSOS ANTI-ENA

Dels diferents anticossos anti~-ENA han estat determinats els

anti-Ro, anti-La, anti-Sm i anti-RNP.

La deteccid dels anticossos anti-Ro i anti-La es va fer
mitjangcant la técnica de contraimmunoelectroforesi. Per la seva
banda, la deteccié dels anti-5m i anti-RNP es va fer per
immunodifusid doble. El desenvolupament d’aquestes técniques va
kger realitzat segons pautes estandarditzades en plaques comercials

{Behring Diagnostics™)(43%,440).
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S.2.6. FACTORS DEL COMPLEMENT

Els valors de Ca i Cq han estat determinats per immunodifusiod
radial, utilitzant plaques comercials (Behringwerke®). Els valors
de normalitat oscil.len entre 80-140 mg/dl per al Cy i 20-50 mg/dl
per al C,. Han estat considerats valors disminuits xifres

inferiors a 70 i 13 mg/dl, respectivament.

El CHse medeix el complement des del punt de vista global.
Per a la seva determinacidé ha estat utilitzada 1a tecnica de
Lachmann (152). Els valors de la normalitat oscil.len entre 400-
700 U.U. Un valor inferior a 300 U.U. ha estat considerat com a

una xifra baixa de CHsos.

S5.2.7. ALTRES DETERMINACIONS

La creatinina, BUN, proteinograma, etc, han estat determinats
mitjancant les técniques habituals ja estandarditzades al
f.aboratori de Bioquimica de 1’Hospital Clinic de Barcelona. Els
AAN mitjangant la tecnica d’immunofluoresceéncia indirecta (441)

estandarditzada al Laboratori d’Immunologia del mateix hospital.
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5.3. METODES ESTADISTICS

5.3.1. SENSIBILITAT, ESPECIFICITAT, VALORS DE PREDICCIO, EFICACIA

RISC RELATIU I RAU DE RADNS

Mitjangant la realitzaciéd de tables bindries (tabla 4) han
estat calculats la sensibilitat, especificitat, valors de
prediccid positiva i negativa, eficacia, risc relatiu i rad de

raons de les diferents proves analitzades (442-447);

- Sensibjlitat (S): Probabilitat de qué 1la prova sigui

positiva quan 1’alteracid analitzada és present.

Vertaders positius a

Total malalts amb l’alteracié a+c

- Especificitat (E): Probabilitat de queé 1la prova sigui

negativa guan no existeix 1’alteracid analitzada.

Vertaders negatius d

Total malalts sense 1’alteracid b +d



Tabla 4.~ Model de tabla binaria

o ——————
i FACTOR

i DE RISC

i 0

i ALTERACIO O PATOLOGIA

j -

i negatiu (c)

i PRESENT i ABSENT
§ e o o e e o o e e e ,' _______ " —_— ———
POSITIU i Vertader i Fals
i positiu (a) i positiu (b)
i i
NEGATIU i Fals i Vertader

negatiu (d)

—— s e o . st . . g iy b A e G
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- Valor de predicecid pogitiva (VP+): Probabilitat de que

1’alteracid analitzada existeixi quan la prova sigui positiva.

Vertaders positius a

VP+ = . - e———

Vertaders positius + falsos positius a+h

- Valor de prediccid negativa (VP-): Probabilitat de que

1’alteracid analitzada no existeixi quan la prova resulta
negativa.
Vertaders negatius d

YP- = - =

Falsos negatius + vertaders negatius «c + d

- Eficacia (Ef): Proporcid de resultats correctes.

Vertaders positius + vertaders negatius a + d

Total de casos N
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- = Risc relatiu_(RR): Probabilitat condicionada de presentar

la patologia.

-~ Rad de raons ("odds ratio", OR): Cocient entre la rad de

malalts exposats al factor de risc i la rad dels que no ho estan’

5.3.2. MITIANA ARITMETICA I DESVIACIE ESTANDARD

En tots els grups estudiats, la mitjana aritmética (%) i 1la
desviacid estandard (DE) dels diferents pardmetres estudiats han

estat definides de la seglent manera:

Xz + Xz + Xz + aesaa *+ Xn T % L x
1ad

x4
l
|
|

N N N

on N és el numero de dades i x el valor de cadascuna d’elles.



113

ngg—Ni ZXE

DE

"
I

on x representa les desviacions de cadascun dels valors x,

respecte a la mitjana (444).

5.3.3. COMPARACIO DE CARACTERS QUAL ITATIUS

5.3.3.1. ANALISI UNIVARIADA

S5.3.3.1.1. PROVA DE LA X=

Per a determinar la relacid entre dos caracters qualitatius
amb dades independents (factor de risc versus patologia) ha estat

utilitzada la prova de la X?, segons la férmula (445):

e
I (Noy — Ney IS
ds

on n, és el numero de fregiéncies observades 1 ne el nimero de

fregiéncies calculades.
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El valor obtingut es compara amb 1la llei de X2 amb v = (k-

1){(1-1) graus de llibertat.

En el cas particular k = 1 = 2, és a dir, caracters
gqualitatius amb dues categories estudiades, ha estat utilitzada la

tabla de contingéncia 2 x 2.

La significacid s’obté a les tables cientifiques Geigy (446)
de la distribucid X* per a3 v = k - 1 graus de llibertat i risc
alfa = 0,05. Han estat acceptats com a significacid

estadistica valida valors de p < 0,05.

5.3.3.1.2. PROVA EXACTA DE FISHER

Per a mostres petites, quan les frequéncies calculades sén
iguals o inferiors a 3, ha estat aplicada la prova exacta de

Fisher, segons la fdrmula (447):

Ny ! . nig! . n:;! N nag!

ngl! . ﬂog! . naa! . no“! - ne!

on n. és cada una de les frequéncies observades, ni. és el total
de malalts amb el factor de risc, my= és el total sense factor de

risc, n,, ©s el +total amb 1la patologia, n,;= el +total sense la
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patologia i n, el +total absolut. Han estat acceptats com a

significacié estadistica valida valors de p < 0,05.

5.3.3.2. ANALISI MU TIVARIADA. ANALISI DISCRIMINANT PER PASSOS

Per a determinar la gradacid de 1la relacid entre diversos
caracters qualitatius amb dades independents ha estat aplicada
1’analisi discriminant per passos ("stepwise discriminant
analysis"), utilitzant el paguet estadistic BMDP (448). Han estat
també acceptats com a significacid estadistica valida els valors

de p < 0,05.

S5.3.6. INTERVAL DE CONFIANCA

L’interval de confianga (IC) proporciona el valors limits
entre els guals es troba la diferéncia entre dues proporcions o

mitjanes que ha estat trobada com a estadisticament significativa.

En aguest treball ha estat utilitzat 1’intérval de confianga

al 95 % entre dues proporcions, segons la férmula (449):

IC=p+ (1,9 xV; x (1-p))/n

on p és la proporcid o diferéncia trobada a 1’estudi i n el numero

de malalts analitzats.
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5.3.5. DISTRIBUCIONS DE LES VARIABLES CONTINUES
5.3.5.1. DISTRIBUCIO NORMAL

Per a wverificar la hipstesi de normalitat de la distribucig
de les variables continues (distribucid Gaussiana) estudiades a
les mostres petites ( N < 30) de la poblacid dels diferents grups,

ha estat utilitzada la prova de Kolmogorof-Smirnov (445).

Aguesta prova veri?ica la hipdtesi de normalitat de
distribucid d’una variable quantitativa continua, calculant les
diferéncies (D,) existenis entre els percentatges acumulats (P,),
corresponents als valors x; del cardcter observats a la mostra i
els percentatges acumulats (s;) corresponents al mateix valor x;
eﬁ el supésit de qué aquesta mostra segueixi una llei normal (m,
o=}, Donat gque no es coneix la mitjana (M) ni la variéncié {0} de
la poblacit, s’utilitza la mitjana (%) 1 la wvariadncia (s=)
observades a la mostra, com a oscil.lacid de M 1 o2 de la

poblacid.

Els wvalors 1limits d’aquestes diferencies D (N, alfa) en
funcid del tamany de la mostra (N) i per a riscs alfa = 0,05 i

0,01 venen donats per les tables de Lilliefors (443).
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5.3.5.2. DISTRIBUCIO LOG-NORMAL

La distribucié log-normal o logaritmico-normal és asimétrica i

presenta les caracteristiques seglents:

Moda = antilog (M jog » = 2,3026 0%0g W)

Mediana = antilog M ;54 &«

Mitjana = antilog (M ;og = + O 20y «)

S1 s’inscriu x en una escala logaritmica d’abscises o, el que
4 s

és el mateix, log x en una escala 1linial d’abscises, 1la

distribucid asimétrica es fa normal simétrica (446).

5.3.6. PROVA D’HOMOGENEITAT DE VARIABLES QUANTITATIVES. PROVA NO

PARAMETRICA DE MANN-WHITNEY
Per a 1la comparécié de dues mitjanes observades en mostres
grans amb dades independents i distribuciéd no normal, bha estat

aplicada la prova no parameétrica de 1’index U de Mann-White (443):

N «Nag + 1 - (N + 1)
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Ny e N+ Nm . (N + 1)

1 es cumpleix que Uig + Usy = M . n=.

Per a aixe cal transformar 1la wvariable gquantitativa en
ordinal. R; és la suma de tots el nimeros del grup 1 i Re la del

grup 2, mentre que n; i n. sd6n el nimeroc d’individus de cada grup.

La significacid estadistica ha estat obtiguda a les tables
cientifiques Geigy (446), observant el valor d’U per al nuamero
g’individus i un risc alfa = 0,05. S8i 1’index U minim calculat és
inferior al de la tabla, la diferencia entre els grups és

significativa a nivell p < 0,05.

5.3.7. COEFICIENT DE CORRELACIO DE SPEARMAN

Per a estudiar la correlacié entre dues variables
gualitatives que segueixen distribucions no normals ha estat
aplicat el coeficient de correlacid de Spearman, utilitzant el

pagquet estadistic BMDP (448).
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5.3.8. SUPORT INFURMATIC

La informacidé de les fulles de recollida de dades de cada
malalt va ser emmagatzemada a un dels ordinadors del Centre de

Calcul de la Universitat de Barcelona.

Mitjangant els programes comercialitzats EPISTAT, BMDP i SPSS
implantats a 1’ordinador IBM del Servei de Medicina Interna
General i a la terminal de la Facultat de Medicina de 1’0Ordinador
del Centre de Calcul han estat realitzades les diferents proves

estadistiques aplicades en aguesta Tesi Doctoral.
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VI. RERWLTATS

6.1. ANALISI CLINICA DE LA SERIE

La serie estava constituida per 100 malalts amb LES, dels
quals 93 eren dones (93 %) i 7 homes (7 %). La seva edat mitjana
(+ DE) era de 37,52 + 15,24 anys, amb limits entre els 18 i 83
anys. La simptomatologia inicial atribuible al LES es va presentar
fonamentalment entre la segona 1 tercera décades de la vida (62
%). Només en 10 malalts (10 %) es va iniciar després dels 50 anys.
El temps mitja (+ DE) d’evolucid clinica de la malaltia va ser de

7,24 + 4,32 anys, amb limits entre els 4 mesos i 20 anys.

Les manifestacions clihiques més fregients al llarg de
1’evolucid de la malaltia es detallen a la figura 5. Hi destaca la
incidéncia d’artritis amb 65 casos (65 %) i les manifestacions

cutadnies amb 95 (55 %), principalment eritema en vespertili.

En 33 casos (33 %) es va objectivar la preséncia de
nefropatia 1 en 32 d’ells es va efectuar estudi anatgmopatolbgic.
La distribucid d’aquest estudi segons la classificacio de
1’0Organitzacié Mundial de 1la Salut (OMS) modificada, queda

reflectida a 1a tabla 5.
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Tabla 5.~ Yipus anatomopatolégics de nefropatia ldpica objectivats
a la ie

Tipus I (normal): O

- Tipus II (glomerulonefritis mesangial): S5

Tipus II1 (glomerulonefritis proliferativa segmentaria 1
focal): 11

Tipus IV (glomerulonefritis proliferativa difusa): 10

- Tipus V (glomerulonefritis membranosal): S5

Altres (nefropatia tubulo-intersticial): 1



123

Altres manifestacions «cliniques observades van ser
serositis (pleuritis i/o0 pericarditis) en 31 casos (31 %),
vasculitis i fenomen de Raynaud en 23 (23 %) i afeccié del sistema

nervids central (migranya i/o epilepsia) en 16 (16 %).

Les alteracions hematologiques observades van ser: leucopénia

en 30 casos, trombocitopénia en 26 i anémia hemolitica en 9.

Un total de 54 malalts rebia tractament amb corticoides
durant 1’estudi. Només en 16 d’ells la dosi diaria de prednisona
era superior a 20 wmg. Un malalt era tractat també amb
ciclofosfamida (25 mg/dia) 1 un altre amb azatioprina (100

mg/dia).

6.2. ESTUDI DELS ANTICDSSOS ANTICARDIOLIPINA

Elé resultats d’aquest estudi es poden dividir en tres
apartats: d’una banda, l’estandarditzacid de la tecnica d’ELISA de
determinacié dels AAC (6.2.1); d’altra, 1’andlisi de la seva
incidéncia (6.2.2)3 1, finalment, 1les seves associacions amb

diferents manifestacions cliniques i biolegiques del LES (6.2.3).
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6.2.1. ESTANDARDITZACIO DE LA TECNICA D’ELISA

L’estandardifzacié de la técnica d’ELISA de determinacié dels
AARC va tenir tres parts ben definides: en primer lloc, la
realitzacid de 1la técnica en les condicions optimes trobades al
nostre laboratori (6.2.1.1); en segon 1lloc, 1’assignacié als
resultats d’unes unitats de calcul senzill (6.2.1.82); i,

finalment, la determinacid dels valors de normalitat (4.2.1.3).

6.2.1.1. REALITZACIO DE LA TECNICA

La técnica finalment desenvolupada al nostre laboratori es

detalla a continuacié:

6.2.1.1.1. FIXACIO DE LA CARDIOLIPINA

Es dilueix cardiolipina (Sigma™) en etanol a una concentracio
de 30 ugr/ml i es posen 30 ul d’aquesta dilucid a cadascun dels
pouets d’una placa d’ELISA de poliestiré (Dinatek™). L’evaporacio
del liquid sobrant es realitza fent fluir un corrent de nitrogen.

La quantitat resultant de cardiolipina fixada a cada pouet és de

1,5 ugr.
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6.2.1.1.2. BLOBUEIG DE LES UNIONS INESPECIFIGQUES

Amb la finalitat d’evitar les unions inespecifiques dels
anficossos a les parets de la placa, s’afegeix a cada pouet una
solucid de PBS-FC5. A cada pouet es col.loquen 110 ul d’aquesta
solucid 1 es deixen incubar durant 2 hores a la temperatura del
laboratori. Finalment es renten els pouets amb PBS (quatre rentats

amb 120 ul de PBS i agitacid durant 2 minuts).

6.2.1.1.3. UNIO AMB FL SERUM PROBLEMA

A continuacid s’afegeix per triplicat cada sérum problema
(100 ul d’una dilucié 1/100 en PBS-FCS). Per a la comparacié dels
resultats, cal disposar també de ‘pouets sense sérum (pouets
blancs) als quals s’afegeixen 100 ul de PBS-FCS. Posteriorment es
deixen incubar durant una hora a la temperatura del laboratori i

es tornen a rentar els pouets amb PBS.

6.2.1.1.4. UNIO AMB EL. PRIMER ANTICUS

A continuacid s’afegeix antices de cabra (IgB) anti-
_ immunoglobulina humana (100 ul d’una dilucid 1/4000 en PBS-FCS). A
la meitat dels pouets es posa anticés anti~Ig6 i a 1’altra meitat
anti~-IgM. Posteriorment es deixen incubar durant una hora a la

temperatura del laboratori i es tornen a rentar amb PBS.
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6.2.1.1.5. UNIO AMB EL SEGON ANTICOS

S’afegeix després anticés de conill anti-Igh de cabra
conjugat amb fosfatasa alcalina (100 ul d’una dilucié 1/1000 en
PBS-FCS). A continuacid es procedeix a incubar durant una hora a
la temperatura ambiental i a rentar els pouets amb tampd de

dietanolamida (pH: 9,8},

6.2.1.1.6. UNIG AMB EL SUBSTRACTE

S’utilitza com a substracte p-nitrofenilfosfat, el qual es
dilueix en tampd dietanolamida (1 mg/ml). A cada pouet s’afegeixen
100 ul d’aquesta dilucid i es deixen incubar a les fosques i a

252C durant S50 minuts.

6.2.1.1.7. LECTURA DE LES DENSITATS OPTIQUES

S’atura la reaccid amb 30 ul d’hidroxid sodic 3 M 1 es medeix
la densitat optica (DO) de cada pouet a 405 nanometres de longitud

d’onda en el lector de plaques d’ELISA (Organon ¥).
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6.2.1.2. ASSIGNACIG D’UNITATS ALS RESULTATS

Amb la finalitat d’assignar als resultats obtinguts unes
unitats de cAlcul senzill, aquests s’expressen com a index d’unid

(IU) segons la fdérmula:

DO (sérum problema) - DO (pouets blancs)

IU (seérum problema) = -~ -

DO (grup control sa) - DO (pouets blancs)

El valor calculat ¢és 1la mitjana del triplicét del sérum
problema. La unitat (1 U.) equival a una DO del sérum problema
igual a la DO del grup control sa. Com a control de qualitat de la
técnica es va wutilitzar un grup de seérums de referéncia, amb
quantitats conegudes d’AAC, preparats a 1’"Arthritis Research
Laboratory" de 1’Hospital St. Thomas de Londres i amablement
®edits pel Dr. E.N. Harris, responsable del projecte KAPS (fig.
6). Els assaigs realitzats al nostre laboratori van ser
considerats com a correctes donades les seves regressions linials,

coeficients de determinacid i variacions interassaig (454).

6.2.1.3. DETERMINACIO DELS VALORS DE NORMALITAT

La determinacid de 1’IU dels 100 sérums que componien el grup
control de persones sanes va mostrar una distribucié asimétrica

amb diferéncies segons 1’isotipus estudiat (AAC-I1gG o AAC-IgM)
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{fig. 7). Aquesta distribucid passava a ser normal en convertir
1’IU en el seu logaritme (distribucid log-normal). Per a computar
els wvalors patolégics es van considerar tres nivells de
positivitat: baix, moderat i alt. Un nivell positiu baix (+) es va
considerar quan el logaritme de 1’1IU assolia una probabilitat del
98 % al 99 4 de no pertanyer a un grup normal, un nivell positiu
moderat (++) quan assolia una probabilitat del 99,1 % al 99,5 % i
positiu alt (+++) quan era superior al 99,6 % (tabla 6). D’acord
amb aquesta classificacid, la distribucid dels valors normals i;
patolegics en funcid de 1’IU va ser la que es mostra a la tabla 7
i en funcid de les desviacions estandard (DE) la que apareix a la

tabla B.

6.2.2. INCIDENCIA DELS ANTICOSSOS ANTICARDIOL IPINA

6.2.2.1. INCIDENCIA AL L.E.S.

Els AAC van ser positius en 36 dels malalts amvaES (36 %).
Per isotipus, els AAC-IgG van ser positius en 24 malalts (24 %) i
els AAC-IgM en 20 (20 %). Només 8 malalts (B8 %) tenien
simultaniament nivells positius d’ambdds isotipus. La distribucid
per graus de positivitat es detal}a a la tabla 9 i les

manifestacions cliniques d’aquests malalts a la 10.
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Tabla &.— Nivells de positivitat segons les probabilitats

de no pertanyer a un grup normal
Positiu baix {+) 98 % - 99 %
Positiu moderat (++) #9,1 % - 99,5 %

Positiu alt (++4) 2 99,6 %
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Tabla 7.— Distribucid dels valors normsals i gatolggics‘en funcid

de 171U
AAC-1g6 AAC-IgM
Normal (-) 0 - 2,84 U, 0 - 4,06 U.
Positiu baix (+) 2,85 - 3,289 U. 4,07 - 4,94 U,
Positiu moderat (++) 3,30 - 5,05 U. 4,95 - 6,00 U.

Positiu alt (+++) > 5,06 U. > 6,01 U.
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Tabla 8.~ Distribucid dels valors mormsals i patologics en funcid

de les DE :
_______________ AAC-1g6 —AAC-IQM
Normal (-) N 0 - 3,76 DE o o - 3—,;; DE
Positiu baix —(1) —”3,77_:_;—,69 DE o 3,90 - 5,05 DE
Positiu moderat (++) 4,;3-— 5,75 DE 5,06 - 6,45 DE
;ositiu alt (+++) i > 5:76 DE > 6,46 DE
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Tabla 9.~ Distribucid per graus de positivitat dels malalts de la
série

AAC-1gG _AAC-IgH
Positiu baix (+) e > _
Positiu mfderat (++) 9L 2 ————
Positiu alt (+++) 6 s
Total 24 20




Tabla 10.- Manifestacions clinigues dels malalts asb LES

Malalt AAC-1g6 AAC-IgM Manifestaci;—
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Tabla 10.- (continuacid)

e - . P
i 27 o + - .
e - R N
R c « R A
I
Ta . . e
T .o
@ . T
a0 . T
T .o e
a0 - e

T = Trombosis, P = Trombocitopenia, An = Anémia hemolitica,
Av = Antecedents d’avortaments espontanis, N = Neutropénia.
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6.2.2.2. INCIDENCIA A ALTRES PATOLOGIES AUTOIMMUNES

Amb la finalitat de contixer si en el LES la incidéncia dels
ARC era superior gque en altres patologies autoimmunes, es van
determinar els nivells d’AAC a altres sis malalties autoimmunes

d’aparicid relativament fregient al nostre medi.

6.2.2.2.1. INCIDENCIA A L'ESCLEROSI SISTEMICA PROGRESSIVA

Es van estudiar 13 malaltes afectes d’esclerosi sistémica
progressiva i només en una d’elles (B%) es va trobar un titol

positiu d’AAC-Igb6 (tabla 11).

6.2.2.2.2. INCIDENCIA A LA DERMATOMIOSITIS—POLIMIOSITIS

Van ser estudiats 16 malalts diagnosticats de
dermatomiositis-polimiositis i només en un d’ells (&%) es va

detectar un titol positiu d’AAC-IgG (tabla 12).

6.2.2.2.3. INCIDENCIA A L’ARTRITIS REUMATOIDE

Es va determinar el titol d’AAC a 15 malalts afectes

dg’artritis reumatoide i en 5 d’ells (33 %) es va detectar un titol

positiu d’AAC-IgM (tabla 13 ).
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Tabla 11.- Incidéncia dels AAC a 1’esclerosi sistémica
progressiva

Malalta AAC-1gG AAC~-IgM
1 + -

Tabla 12.- Incidéncia dels AAC a 1a dermatomiositis—polimiositis

Malalt AAC-1gG AAC-IgM
1 + -

Tabla 13.~ Incidéncia dels AAC a 1’artritis reumatoide

Malalt AAC-Ig6 AAC-IgM
I
e T T T T
g T T Ty
T T T,
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6.2.2.2.4. INCIDéNCIA A L"ARTERITIS DE HORTON
Es van estudiar 24 malalts afectes d’arteritis de Horton i

tan sols en 2 casos (B %) es van obtenir titols positius d’AAC. En

tots 2 es tractava de 1’isotipus AAC-IgM (tabla 14).

6.2.2.2.5. INCIDENCIA A LA CIRROSI BILIAR PRIMARIA

Es va determinar el titol d’AAC a 16 malalts diagnosticats de
cirrosi biliar primaria. En 7 casos (44 %) es va detectar un titol
positiu d’aquests anticossos. Tots ells eren de 1’isotipus AAC-IgM
iren un cas també de 1’AAC-IgG. La distribucidé segons el grau de

positivitat es reflecteix a la tabla 1§.

6.2.2.2.6. INCIDENCIA A LA PURPURA TROMBOCITOPENICA IDIOPATICA

Van ser estudiats 23 malalts diagnosticats de purpura
trombocitopenica idiopatica i només en 2 d’ells (9 %) es va
detectar un titol positiu d’AAC. Tots 2 eren de 1’isotipus AAC-1gG

{tabla 16).
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Tabla 14.- Incidéncia dels AAC a 1’arteritis de Horton

Malalt AAC-1g6 AAC-IgM
1 - +
2 - +

 Malalt " AAC-Tg6 eacoign
I e .

B
s i -
PR
s T
.
e
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6.2.3. ASSOCIACIONS DELS ANTICOSSDS ANTICARDIOLIPINA AMB

MANIFESTACIONS CLINIGUES 1 BIOLOGIOUES DEL L .E.S.

Han estat estudiades les possibles associacions dels AAC amb
subgrups clinico-binlégics  del LES (malalts amb trombosis,
trombocitopenia, etc.) (6.2.3.1), amb altres AAF determinats per
teécniques indirectes classiques (AL i SLFP) (6.2.3.2) i amb altres
marcadors immunolegics (Ac anti-ADNn, Ac anti-ENA i factors del

complement) (6.2.3.3).

6.2.3.1. ASSOCIACIONS AMB SUBGRUPS CLINICO-BIOLOGICS

6.2.3.1.1. ASSOCIACIO AMB TROMBOSIS

Durant els dos anys de 1’estudi es van observar fenomens
trombotics en 10 malalts, el qué representa una incidencia del 10
% (tabla 17). En 7 d’ells es va trobar un titol positiu d’AAC (70
%). Dels 36 malalts amb AAC, el 19 % va presentar trombosis,
mentre que dels 64 malalts sense AAC només en va presentar el S
%. La difereéncia entre ambdds grups és, doncs, del 14 % (p = 0,06)
i el seu interval de confianga al 95 % va del 7 % al 21 % (fig.
8). El risc relatiu de opresentar trombosis del grup amb titol
positiu d’AAC és 4,1 vegades superior al del grup sense AAC i la

radé de raons és de 4,9.
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Tabla 17.- Isotipus dels AAC en els 10 malalts amb fenomens

trombotics
i Malalts AAC-1g6 AAC-1gM
1 ] + -
) 2_ + +
3 . _
4 + + o
;; _— - — - -
b o T - T -
- - —_— - ——— - -
o 8 + -
s i + i + i
—__10 - -
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AAC—TROMBOSIS
p = 0,04

Figura B.- Relacid dels AAC amb trombosis.
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La diferéncia entre ambdds grups va ser més gran en analitzar
per separat 1’isotipus AAC-IgG. Dels 24 mglélts amb AAC-I1gG, el 29
% va presentar trombosis, mentre que dels 76 malalts sense AAC-IgBG
nomeés en va presentar el 4 %, és a dir, la diferencia va
arribar al 25 % (p = 0,001}, amb un intérval de confianga al 95 %
del 17 % al 33 % (fig. 9). El risc relatiu de presentar trombosis
del grup amb AAC-IgG és 7,3 vegades superior al del grup sense

AAC-IgG i la rad de raons de 10,1.

D’altra banda, aquests resultats atorguen als AAC-IgG una
sensibilitat en la deteccisd de trombosis del 70 %, una
especificitat del 81 %, un valor de prediccié positiva del 29 % i
de prediccid negativa del 96 % i wuna eficacia del 80 ¥%.
L’especificitat, valor de prediccié positiva i eficdcia en la
deteccid de trombosis dels AARC-IgG eren més intensos quan es
consideraven els titols positius més alts (tabla 1B). gs de
destacar gue el valor de prediccid positiva va ser més intens quan
es consideraven els titols d’AAC-Ig6 positius alts i wva arribar
al 67 % quan es van considerar només els positius amb un IU

superior a 7,93 U.(fig. 10).

6.2.3.1.2. ASSOCIACIO AMB ANTECEDENTS D’AVORTAMENTS

Cap malalta no va patir un avortament espontani al llarg dels

2 anys de 1’estudi, per la gual cosa, i a tall d’aproximacid, es



145

' AAC—TgG—TROMBOSIS

Figura 9.— Relacid dels AAC-IgG amb trombosis.



Tabla 18.- Sensibilitat, especificititat, valors de prediccid

positiva i negativa i eficdcia dels AAC-Ig6 en la

deteccid de trombhosis

AARC-1g6 S E VP+ VP- Ef
] (+) 72) % B1 %4 -—;9 % 9-;;. B8O %
_-(++) o 50—:/. 89 '/.. 33 % h 94 4 8;—'/' i
_-(+++_)_ —_EO % 96 ;._ 33 4 91 ’/.--—- 88 % B
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van anélitzar les malaltes que havien presentat un o més
avortaments previs. Aixi, de les 93 malaltes estudiades es va
observar que 12 n’havien presentat i que S d’elles tenien AAC (42
%)(tabla 19). Tanmateix, de les 35 malaltes amb AAC, el 14 Y%
tenien antecedents d’avortaments espontanis i el 12 %4 de 1esvse
malaltes sense AAC també en tenien, és a dir, la diferéncia era
només del 2 4 (p = no significatival(fig. 11). Tampoc no es va
trobar diferencia estadisticament significativa en analitzar els

isbtipus dels AAC per separat.

6.2.3.1.3. ASSOCIACIO AMB TROMBOCITOPENIA

Durant els 2 anys de 1’estudi es va observar trombocitopénia
en 17 malalts, el que representa una incidéncia del 17 %4 (tabla
20)., En 10 d’aquests malalts es va detectar un titol positiu d’AAC
(39 %). Dels 36 malalts amb ARAC, el 28 % va presentar
trombocitopenia, mentre que dels 64 malalts sense AAC només en va
presentar 1’11 %. La difereéncia entre ambdds grups és, per tant,
del 17 %4 (p = 0,05) i el seu intérval de confianga al 95 % va del
10 % al 24 %4 (fig. i2). El risc relatiu de presentar
trombocitopénia del grup amb AAC és 2,5 vegades superior al del

grup sense AAC i la rad de raons de 3,1.

Es va observar una major diferéncia entre ambdds grups en
analitzar per separat l’isotipus AAC-IgG. Dels 24 malalts amb AAC-

196, el 33 % presentava trombocitopénia, mentre que dels 76
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Tabla 19.- Isotipus dels AAC en les 12 malaltes amb antecedents
d’avortasents espontanis

Malaltes AAC-Ig6 AAC-IgM
Ty T T o
.o
T, T
T, T o T o
Ty LT T T
e e
T, T T T T T
e o
e T T o T
T e
T
e T T o
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AAC—AVORTAMENTS

p=ns

20
la

Figura 11.— Relacid dels AAC amb antecedents d’avortaments.
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Tabla 20.- Isotipus dels AAC en els 17 malalts amb
tromboritopénia

Matalt AAC- 16 pac-1gn
e oo e
e o
e oo
. oD o

rrmeemeeeoeeeeees - oo
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g e e
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AAC—TROMBOCITOPENIA

p =005

Figura 12.— Relacid dels AAC amb trombocitopenia.
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malalts sense AAC-Ig6 només en presentava el 12 %, és a dir, la
diferéncia va arribar al 21 % (p = 0,03), amb un intérval de
confianga al 95 % del 13 % al 29 %4 (fig. 13). El risc relatiu és

en aquest cas de 2,8 1 la rad de raons de 3,7.

Per altra part, aquestes dades atorguen als AAC-IgG una
sensibilitat en la deteccié de trombocitopénia del 47 %, una
especificitat del 81 %, un valor de prediccid positiva del 33 % i
de prediccid negativa del 88 % 1 wuna eficacia del 75 4%.
L’especificitat, valor de prediccid positiva i eficacia en la
deteccid de trombocitopénia per part dels AAC-Ig6 eren també més
intensos gquan es consideraven els titols positius més alts (tabla
21l). Tanmateix, es va observar que el valor de prediccid positiva
arribava al 67 4 quan es consideraven només els titols positius

amb un IU superior a 7,93 U. (fig. 14).

6.2.3.1.4. ASSOCIACIO AmMB AFEccId DEL SISTEMA NERVIOS CENTRAL

Durant 1’estudi, les uniques manifestacions cliniques
d’afeccid del sistema nervids central van ser 1’aparicid de
migranya en 14 malalts i d ’epilepsia en 2 (tabla 22). En 6
d’aquests malalts es va detectar un titol positiu d’AAC (37 %). No
es va trobar associacié de forma estadisticament significativa
entre ia presén&ia d’aquestes manifestacions cliniques i

1’existeéncia d’AAC (fig. 13).
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AAC—IgG—TROMBOCITOPENIA

Figura 13.— Relacié dels AAC-IgG amb trombocitopénia.



Tabla 21.-~ Sensibilitat, especificitat, valors de prediccid

positiva i negativa i eficacia dels AAC-Ig6 en la

deteccid de trosbocitopénia

85 %

AAC-1g6 5 E YP+ vP- Ef
(+) 47w 81 % 33 % 88 % ——
(++) 354 89 % 40 % 87 % 80 %
) 18 % 9% % 50 % 83 %
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Tabla 22.- lsotipus dels AAC en els 16 malalts asb

afeccid del sistema nervids central

‘Malalt  AAC-Igs pac-Ign
s + - e
B oo
T T e
. e
s T
e T
e e
s e o
e
T oo T
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B — e
e T T
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Figura 15.- Relacié dels AAC amb afeccid del sistema nervids

central.
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6.2.3.1.5. ASSOCIACIO AMB ALTRES SUBGRUPS CLINICU-BIOLOGICS

Dels 33 malalts amb afeccid renal, 16 presentaven un titol
positiu d’AAC (4B %). No existia associacié estadisticament
significativa entre la preséncia de nefropatia de qualsevol tipus

anatomopatolegic i 1’existéncia d’AAC.

Durant els 2 anys de 1’estudi, 16 malalts van presentar
artritis 1 en 7 d’ells (44 %) es va detectar un titol positiu
d’AAC. Manifestacions dermatolégiques van aparéixer en 7 malalts i
en 4 d’ells (57 %) es van detectar AAC. Serositis (pleuritis i/o
pericarditis) es van observar en 5 malalts, 3 dels quals (60 %)
presentaven AAC. Vasculitis i fenomen de Raynaud van detectar-se
en 4 malalts i 2 d’ells (50 %) tenien també AAC. No es va trobar
associacid estadisticament significativa entre 1’aparicid de cap
d’aguestes manifestacions cliniques i 1’existéncia de titols

positius d’AAC (tabla 23).

Nou malalts (9 %) de la série van presentar anémia hemolitica
autoimmune amb prova de Coombs positiva (tabla 24). En 6 d’ells es
va objectivar un titol positiu d’AAC (67 %) 1 § d’aquests eren de
1’isotipus AAC-IgM. Tanmateix, dels 20 malalts amb AAC-IgM, el 25
%4 va presentar anémia hemolitica, mentre gue dels B0 malalts sense
AAC-IgM només en va presentar el 5 %. La diferéncia entre ambdés
grups és, per tant, del 20 % (p = 0,01) i el seu intérval de
confianga al 95 % va del 12 % al 28 % (fig. 16). El risc relatiu

de presentar andmia hemolitica del grup amb titol positiu d’AAC-
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Tabla 23.- Incidéncia dels AAC a diverses manifestacions clinigues

del LES

Manifestacio

Trombosis

Trombocitopénia

AAC + (%)
_—_; (19 %)
10 (28 %)
3 (14 %)
& (17°%)
16 (44 %)
7 (19 %)
4 (11 %)
3 8w
2 (6%

AAC - (%) p
3 5w 0,06
10 @w 7 arw 0,05
7 (11 %) n.s.
10 (16 %) n.s.
17 (27 %) n.s
9 (i4 %) n.s
3 (5% n.s
2 @ s
2 (3 %) n.s
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Tabla 24.- V_I_s_qtipus dels AAC en els 9 malalts asb
anteia hemolitica

Malalt  AAC-1gB CaAc-in
I . FE
e T
s
T o
s T T
.y
B _
ey
e e




162

AAC—IgM—ANEM. HEMOL.

Figura 16.— Relacié dels AAC-IgM amb anémia hemolitica.
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IgM és 5 vegades superior al del grup sense AAC-IgM i la rad de
raons de 6,3. Aixoé atorga als AAC-IgM una sensibilitat del 56 %,
una especificitat del 84 %, un valor de prediccié positiva del 25
% i de pfediccié negativa del 95 % i una eficacia del 81 ¥%.
L’especificitat, valor de prediccid positiva i eficaAcia en la
deteccié d’anemia hemolitica per parf dels AAC-IgM van ser més
intensos guan es van considerar els titols positius més alts
(tabla 25). Mencid especial requereix el fet que el valor de
prediccid positiva va ser del 40 % quan es consideraven els titols
d’AAC-IgM amb un IU superior a 11 U. i del 100 % quan era superior

a 15 U. (fig. 17),

Durant 1’estudi, 5 malalts van presentar neutropénia i 4
d’ells (B0 %) tenien un titol positiu d’AAC, concretament de
1’isotipus AAC-IgM (tabla 26). Dels 20 malalts amb AAC-IgM, el 20
% presentava neutropénia, mentre que dels B0 sense AAC-IgM
només en presentava 1’1 %.. La diferéncia entre ambdds
qups és, doncs, del 19 % (p = 0,005 i el seu intérval de
confianga al 95 % va de 1711 % al 27 % (fig. 18). El risc relatiu
de presentar neutropénia del grup amb AAC-IgM és 16 vegades
superior al del grup sense AAC-IgM i-la rad de raons de 19,7. Aixo
atorga als AAC-IgM una sensibilitat del 80 %, una especifictat del
B3 %, un valor de prediccid positiva del 20 % i1 de prediccid
negativa del 99 % i una eficdcia del B3 %. L’especificitat, valor
de prediccid positiva i eficacia en la deteccid de neutropénia per
part dels AAC-IgM també van ser més intensos quan es van

considerar els titols positius més alts (tabla 27). £s de destacar



Tabla 25.- Sensibilitat, especificitat, valors de prediccid
positiva i negativa i eficacia dels AAC-IgM en_la

deteccidé d’andmia hemolitica

AAC-IgM S E VP+ VP- Ef
{+) 56 % B4 % 25 % 95 % —-_Bl %
(+:-) 44 % 88 % 27 % 94 4% 84 %

_-—(+++) 44 % 90 % 31 % 94 % 86 %
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Tabla 26.- Isotipus deis AAC en els 5 malalts asb

peutropénia
‘Malalt  AAC-ToB Cpac-igM
e
.o,
s T
.
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eutropénia.

s AAC—IQM amb M

Figura 187 pelacid del



Tabla 27.~ Sensibilitat, especificitat, valors de prediccid
positiva i neqgativa i eficacia dels AAC-Igh en_la
deteccid de neutropénia

23 % 98 % 88 %

AAC-IgM ] E VP+ vP- Ef
(+) 80 % 83 % 20 % 99 % 83 % o
i (++) 60 % 87 % 20 % 98 % o B6 %
{+++) 60 % 89 %

168
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gue el valor de prediccid positiva va arribar al 40 % quan es van
considerar els titols d’AAC-IgM amb un IU superior a 11 U. i del

50 % quan era superior a 15 U. (fig.‘19).

Es va objectivar limfopénia en 25 malalts de la série i només
el 28 % presentava AAC. No es va trobar associacid estadisticament

significativa entre limfopénia i preséncia d’AAC.

Finalment, mitjangant 1’andlisi multivariada es va confirmar
’existeéencia d’associacid entre els AAC i la preséncia de
trombosis (p = 0,004), neutropénia (p = 0,009), trombocitopénia (p
= 0,02) i anemia hemolitica (p = 0,05). Per isotipus, els AAC-IgB
estaven associats a trombosis (p = 0,001) i trombocitopénia (p =
0,03) i els AAC-IgM a neutropénia (p = 0,01) i anémia hemolitica

(p = 0,015).

6.2.3.1.6. ASSOCIACIO AMB ACTIVITAT CLINICA

Es va constatar activitat clinica del LES en 40 malalts (40
%) 1 en 21 d’ells es va detectar la preséncia d’ARAC (52 %). Dels
36 malalts amb AAC, el 58 % es trobava en activitat clinica,
mentre que dels 64 sense AAC, només s’hi trobava el 30 %. La
diferéncia entre ambdds grups és, per tant, del 28 % (p = 0,01) i
el seu intérval de confianga al 95 % va del 19 % al 37 % (fig.
20). El risc relatiu de presentar activitat clinica del grup amb

AAC és 2 vegades superior al del grup sense AAC i la rad de raons



170

"URdOJGNeN T WET-OdY que S3TeTed

K

*etuadoajnau ap sJopeddew e wod WIT-OYY STap eataTsod 9rootpaad ap JoTep —°61 eIn3dtd

HBT-OdY que SITeTeN Te10]
G L1

\

H B
— =

.
.

i)




171

AAC—ACTIVITAT LES.

p =001

Figura 20.— Relacit dels AAC amb 1’activitat clinica del LES.
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de 3,3. Aixo atorga als AAC una sensibilitat en la deteccis
d’activitat clinica del 52 %, una especificitat del 75 %, un valor
de prediccid positiva del 58 % i de prediccid negativa del 70 % i

una eficacia del 66 %.

En analitzar per separat 1’isotipus AAC-IgG, s’observa que el
40 % dels malalts en activitat presenten un titol positiu d’aquest
isotipus. Tanmateix, dels 24 malalts amb AAC-IgG, el 67 % es
trobava en activitat clinica, mentre que dels 76 sense aquest
isotipus només s’hi trobava el 32 %. La diferéncia entre ambdds
grups és ara del 35 % (p = 0,003) i el seu intérval de confianga
al 95 % va del 26 % al 44 % (fig. 21). El risc relatiu és 2 i la
rad de raons 4,3. Aixo atorga a 1’isotipus AAC-IgE una
sensibilitat en la deteccid d’activitat clinica del 40 %, una
especificitat del 87 %, un valor de prediccid positiva del 67 % i
de prediccid negativa del 6B % i una eficdcia del 68 %. A la tabla
28 es poden comparar aquests resultats amb els trobats amb altres
marcadors d’activitat per Font et al. (468) en un grup de 150

malalts lupics, molts dels quals inclosos en la present série.

Si s’exclouen de la série els 24 malalts que presenten
trombocitopénia i/0 anémia hemolitica (criteris d’activitat
clinica), es pot constatar que tenen un titol positiu d’AAC 9 dels
21 malalts en activitat restants (43 %). Tammateix, dels 22
malalts restants amb AAC, el 41 % es troba en activitat, mentre
que delé 54 sense AAC s’hi troba el 22 % (p = no

significatival
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AAC—IgG—ACTIVITAT LES

Figura 21.— Relacid dels AAC-IgB amb 1’activitat clinica del LES.
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Tabla 28.- Semsibilitat, especificitat i eficacia
en la deteccid d’activitat clinica de diversos

parasetres imsunnlégics

AAC-Ig6 Ac ADNn Cg C. CHS0 CIC
Sensibilitat 40 %  S0% 42% 364 384 39 %
Cepecificitat 874  70% 714 824 844 784
Eficacia 87 6on 594 634 66U 64 %
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Tanmateix, en estudiar 1’activitat clinica en relacid a
trombocitopenia, anémia hemolitica i AAC, mitjangant 1’andlisi
multivariada, es comprova que 1l’activitat es relaciona en primer
lloc amb trombocitopénia (p = 0,001), mentre que la relacid amb

els AAC no és estadisticament significativa.

6.2.3.2. ASSOCIACIONS AMB ALTRES ANTICOSSOS ANTIFOSFOLIPIDS

6.2.3.2.1. ASSOCIACI( AMB L "ANTICOAGULANT LUPIC

Es va estudiar la possible preséncia d’AL en 66 malalts de la
série i es va detectar en 30 casos (45 4)(tabla 29). La
distribucié segons la positivitat de les diferents proves
coagulometriques practicades ¢és a la figura 22. Dels 24 malalts
estudiats aqui amb un titol positiu d’AAC, el 67 Y% tenien AL,
mentre que dels 42 sense AAC només en tenien el 33 %. La
diferéncia entre ambdds grups és, per tant, del 34 % (p = 0,01)
i el seu intérval de confianga al 95 % va del 259 % al 43 %

(fig. 23).

6.2.3.2.2. ASSOCIACIO AMB LA SEROLOGIA LUETICA FALSAMENT POSITIVA

Es va estudiar també la preséncia de SLFP en els 100 malalts
de la série i es va detectar en 17 casos (17 %). Dels 36 malalts

amb un titol positiu d’AAC, el 25 % tenien SLFP, mentre gque dels
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Tabla 29.—- Isotipus dels AAC en els 30 malalts asb AL

“Malalt AAC-1gB AAC-1gM
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‘Tabla 29.- {continuacid)

Malalt AAC-Ig6 AAC-IgM
s o T T T
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ANTICOAGULANT LUPIC

Figura 22.- Sensibilitat de les diferents proves coagulometriques

utilitzades en la detecié de 1’AL.
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Figura 23.— Relacid dels AAC amb 1’AL.
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64 sense AAC en tenien el 12,5 %, és a dir, la diferencia era del

12,5 % {p = no significativa).

6.2.3.3. ASSOCIACIONS AMB ALTRES MARCADORS IMMUNDLOGICS

6.2.3.3.1. ASSOCIACIO AMB ELS ANTICOSSOS ANTI-ADN NADIU

Es va detectar un titol elevat d’Ac  anti-ADNn en 33
malalts (53 %), dels quals 25 (47 %) tenien també un titol positiu
d’AAC. Dels 36 malalts de la série amb un titol positiu d’AAC, el
b9 % presentava un titol elevat d’Ac anti-ADNn, mentre gue dels 64
sense AAC només el presentava el 44 %. La diferéncia entre ambdds
grups és, per tant, del 15 % (p = 0,05) i el seu inteéerval dg

confianga al 95 % va de 1711 % al 19 % (fig. 24).

La mitjana de la xifra d’Ac anti-ADNn era de 52,33
mU/ml (DE = 38,61 mU/ml) en el grup de malalts amb un titol
positiu d’AAC i de 37,33 mU/ml (DE = 36,11 mU/ml) en els
malalts amb un titol negatiu (p = 0,05). Tanmateix, es va observar
una correlacid linial entre ei titol d’AAC i el d’Ac anti-ADNn

(r = 0,2393, p < 0,05) (fig. 25).
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AAU—ACADNN

P<0,05
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AAC-1gG

100¢
AcADNn

90}

80f

Figura 29.— Correlacid entre el titol d’ARC-Igh i els anticossos
anti-ADN nadiu.
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6.2.3.3.28. QSS(EIACIL" AMB ELS ANTICOSSOS ANTI-ENA

Es van detectar anticossos anti-ENA en 37 malalts (37 %),
dels quals 12 (32 %) tenien AAC. No es va trobar associacié

estadisticament significativa entre aquests autoanticossos i els

AAC.

Per tipus, la distribucid dels anticossos anti-ENA va ser la

seqguent:

- Anticossos anti-Ro: 17 malalts (7 amb AAC).
— Anticossos anti-La: 10 malalts (2 amb AAC).

- Anticossos anti-Sm: 10 malalts (4 amb AACY.

Anticossos anti-RNP: 15 malalts (5 amb AAC).

Tampoc no es va trobar associacid significativa entre cap

d’aquests tipus d’anticossos anti-ENA 1 els AAC.

6.2.3.3.3. ASSOCIACIO AMB EFLS FACTORS DEL COMPLEMENT

Es va objectivar disminucid dels factors del complement en 47
malalts (47 %), 18 dels quals (37 %) presentaven un titol positiu
d’AAC. No es va +trobar associacid estadisticament significativa

entre aguesta hipocomplementémia i els AAC.
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En analitzar els factors del complement per separat, es van
trobar 24 malalts amb disminucid de Cy (37 % dels quals tenien
AAC), 33 amb disminucid de C, (46 % amb ARC) i 41 amb disminucid
de CHS0 (39 % amb AAC), Tampoc no es va trobar associacid
significativa entre el descens de cap d’aquests factors del

complement i els AAC.
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VII. DISCUSSIO

En el decurs dels ultims anys, el LES ha estat objecte de
nombrosos estudis clinics i immunolegics que han permeés, juntament
amb les dades obtingudes del model experimental animal, aprofundir
en la seva etiopatogenia i millorar el maneig clinic dels malalts

amb aquesta afeccid (1-8).

Les caracteristiques cliniques d‘aquesta entitat han estat
ben definides en egtudis amb amplies séries de malalts. En aquest
aspecte, la série estudiada en aquesta Tesi Doctoral és semblant a
la majoria de les publicades a nivell nacional 1 internacional.
Totes elles coincideixen en destacar el seu predomini en el sexe
femeni, el gual varia entre un 78 i un 96 % (26,35,39-43). En el
present estudi, el 93 % dels malalts eren dones, xifra, per tant,

semblant a la trobada en la majoria de les séries.

La simptomatologia inicial atribuiblé al LES es va presentar
fonamentalment entre la segona i1 tercera décades de la vida. Només
en el 10 %4 dels casos analitzats es va iniciar després dels 50O
anys. Aquest predomini del sexe femeni i la incidencia elevada de
la malaltia en el periode fértil de la dona donen suport a la
participacit d*un factor hormonal en el LES, com coincideixen en

afirmar la majoria dels investigadors (45,88,90,92,96,97).

Les manifestacions cliniques al llarg de 1'evoluci¢é de la

malaltia es detallen a 1la figura 95 i tampoc no difereixen de
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forma apreciable de les referides a altres series (37,44,450-453).
Aixi, l1tartritis va ser el simptoma meés frequent (65 %), seguit
per les manifestacions cutanies (55 %), principalment l‘eritema en

vespertili.

L*afeccid renal va ser present en el 33 % dels casos i és
important destacar l1tamplia vériacié de les formes
anatomopatoldégiques, sent meés freqients 1les glomerulonefritis
proliferatives (segmentaries i difuses). Fins a dates molt
recents, 1'existéncia d'afeccid renal en el LES es considerava com
a un factor de mal pronostic. No obstant aixe, els ultims anys ha
estat comprovat que no sempre és aixi i que l‘evolucid dels
malalts amb afeccid renal no és necessariament pitjor que la
daquells sense la mateixa, en especial duan no existeixen formes

proliferatives (26,40-42,44,451-453).

Altres manifestacions cliniques presents en els malalts
daquest estudi van ser serositis (31 %), wvasculitis i
fenomen de Raynaud (23 %) i afeccid del sistema nervids central
{migranya i epilepsial(lé %4). Les alteracions hematolégiques
trobades van ser leucopénia (31%), trombocitopénia (26%) i anémia

hemolitica (9%).



186

El LES ¢és una entitat que té com a tret més caracteristic la
formacio de nombrosos autoanticossos dirigits contra les propies
cel.lules de 1°organisme. Aquests autoanticossos tenen el seu
origen en la disregulacid del sistema immunitari, sobre el qual
actuen factors geneétics, hormonals 1 ambientals, que alteren les
seves dues vessants, la humoral 1 1la cel.lular (2,46). Alguns
d’aquests  autoanticossos produeixen directament una accid
citotoxica o citolitica sobre diferents cel.lules de 1l’organisme
(réaccid immunitaria de tipus 1II), mentre que d’altres formen en
el torrent circulatori' complexos antigen-antices gque, en ser
dipositats als diferents organs 1 teixits, produiran les lesions
inflamatories responsables de la majoria de 1les manifestacions
cliniques de 1la malaltia (reaccid immunitaria de ¢tipus III)

(37,38).

Dentre els diversos autoanticossos descrits al LES, els AAF
destaquen per 1'interés creixent que durant els dltims anys esta
prenent el seu estudi. Es caracteritzen per ser un grup heterogeni
dfautoanticossos adquirits de forma espontania, de tipus IgG, IgM
o IgA, que van dirigifs contra estructures fosfolipidiques de

cadrrega negativa de les membranes cel,lulars (9-14).

La seva deteccié ha vingut realitzant-se des de la deécada
dels cinquanta de forma indirecta mitjangant diverses técniques.
Les més classiques sén les proves coagulometriques, que detecten
anticossos dirigits contra la fraccié fosfolipidica del complex

protrombinasa i que reben el nom generic d AL (201,214,242-245).
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Un altre métode classic, pero també indirecte, per a la
” determinacid d°AAF consisteix en la deteccié d*una SLFP mitjangant
técniques reaginiques (VDRL, RPR) que posen de manifest la .
preséencia d‘anticossos dirigits contra una mescla de cardiolipina,

lecitina i colesterol (204,283-295).

Els ultims anys, pere, han estat introduides diverses
técniques immunologiques, com sén el RIA 1 1'ELISA, per a la
determinacid de forma directa dels AAF. Agquestes técniques han
permes el reconeixement de diversos tipus d‘aquests anticossos
{AAC, antifosfatidilserina, antifosfatidilinositol, anti-acid

fosfatidic, etc)(246-255).

De tots ells, els AAC han estat els gque han merescut un major
interés per part dels investigadors. Aixi, actualment es considera
que la deteccid d'aquests autoanticossos per 1la tecnica d*ELISA
aporta molts avantatges en el camp d'investigacid dels AAF, entre
els duals hi destagquen (23,24): 1) medicid directa de lantices
cépag de reaccionar amb un antigen especific, sense la
possibilitat d¢interferéncies per altres substancies, 2)
quantificacid dels seus nivells, 3) possibilitat de detectar els
diferents isotipus (IgG, IgM o IgR), 4) semblant sensibilitat que
el RIA, sense 1‘inconvenient dfutilitzar material radioactiu, 3)
cost economic menor, &) major rapidesa de realitzacié, amb
l1*avantatge addicional d*analitzar un gran nombre de casos
simultaniament i 7) utilitzacié de sérum i, per tant, possibilitat

d'estudiar malalts anticoagulats.
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No obstant aixo, encara no existeix unanimitat en'
1*estandarditzacid de 1a técnica, per la qual cosa cada laboratori
ha de desenvolupar una sistemdtica de realitzacid propia, assignar
als resultats unes unitats que cal comparar posteriorment amb uns
estandards internacionals i, finalment, determinar uns valors de

normalitat.

La sistematica de realitzacié desenvolupada per a portar a
terme el present estudi, basada en la descripcid original de
Loizou et al.(23), consisteix basicament en aplicar una técnica
d°*ELISA en fase solida wutilitzant cardiolipina com a antigen i
dos pisos d‘anticossos, 1'ultim dels quals conjugat amb 1 enzim
fosfatasa alcalina, que permeten detectar AAC dels isotipus IgG i
IgM. Entre les modificacions efectuades alb nostre laboratori cal
destacar la Qtilitzacié d4’1,5 ug de cardiolipina a cada pouet de
la placa d’ELISA, després de diluir-la en etanol a una
concentracid de 50 ug/ml. Amb aquesta gquantitat d’antigen han
estat obtinguts els millors resultats pel que respecta a la
capacitat de la tecnica per a distingir entre la presencia de

diverses fgquantitats d’anticossos.

El problema de l‘assignacié d*unitats als resultats obtinguts
amb la téénica d‘ELISA tampoc no estd encara definitivament
resolt. La majoria d*autors, peré, solucionen 1la giestid comptant
el numero de desviacions estandard que s‘aparta cada

resultat de 1la mitjana (249,260,387,404).
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Harris et al. (454), per la seva banda, han intentat assignar
als resultats unes unitats anomenades GPL i MPL. Una unitat GPL és
definida pels autors com l‘activifat d*unid a la cardioclipina d*1
ug/ml d*una preparacid d*AAC-IgG purificats procedents dfun sérum
estandard. Per 1la seva banda, umna unitat MPL és definida com
1factivitat d*unid a la cardiolipina d*l ug/ml d‘una preparaciéd
8“AAC-IgM purificats procedents d'un sérum estandard. La conversié
dels resultats en unitats GPL o MPL requereix 1‘aplicacid d'una

férmula logaritmica que complica la seva utilitzacid.

“Amb la finalitat d'assignar als resultats obtinguts unes
unitats de calcul senzill, al present estudi aquests s‘expressen
com a index d'unid (IU), mostrant 1la relacid entre la densitat
optica (DO) del sérum problema i la del grup control sa. La unitat
{1 U.) equival aixi a una DO del seérum problema igual a la DO del

grup control sa.

Com a control de qualitat de 1la técnica es va wutilitzar un
grup de sérums de referéncia amb quantitats conegudes dAAC.
Aquests sérums, preparats a 1’"Arthritis Research Laboratory"” de
1’Hospital St. Thomas de Londres i cedits pel Dr. E.N. Harris, han
estat acceptats com a referéncies estindards internacionals (fig.
6). Els assaigs realitzats al nostre laboratori van ser
considerats com a correctes d‘acord amb els sérums de
referéncia, donades les seves regressiohs linials, coeficients de

determinacid i variacions inter-assaigs (454).
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Finalment, el tercer problema quant a lfestandarditzacid de
la tecnica rau en la determinacié dels valors de normalitat.
L'estudi fet en aquest treball demostra que la poblacié sana
presenta una distribucié no normal dels titols d*AAC, amb
diferéncies segons 1*isotipus (fig. 7). Aquesta distribucié
passava a ser de caracteristiques normals en convertir els IU en

els seus logaritmes (distribucid log-normal).

Aquesta especial distribucid mostra com existeixen individus
sans amb titols reiativament alts d*AAC i obliga a computar com a
valors patolegics només els titols més elevats dels AAC, per tal
devitar el maxim nombre de falsos positius. En aquest sentit, han
estat considerats com a positius en el present estudi només els
titols el logaritme de 1°IU dels quals assolia una probabilitat
superior al 98 % de no pertadnyer a un grup normal. Segons aquesta
premisa, els titols positius eren aquells superiors a 2,8 U. en el
cas dels AAC-IgG i a 4,07 U. en el cas dels AAC-IgM (tabla 7).
Aixo equival a 3,76 DE i 3,89 DE; respectivament (tabla 8).
Aquests resultats sdn de particular interés, donat que diversos
estudis publicats préviament consideren positius titols
equivalents només a 2 o 3 DE (249,260,387,404). s probable,
doncs, que en aquests estudis s’inclogui un nombre prou elevat de

falsos positius.
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La incidéncia dels ARC en els malalts diagnosticats de LES
varia entreel &6 % i el 70 %, segons les séries publicades
(241,249,251,259,260,387,401,403,404). Aquestes grans diferéncies
poden ser degudes a fluctuacions en relacid amb 1tactivitat
clinica, la terapéutica administrada o bé la procedéncia dels
malalts (401). No obstant aixo, el més probable és que tradueixi
1*amplia wvariabilitat de 1les técniques utilitzades i la manca
d*estandarditzacid en la seva realitzacié 1 en 1la determinacié
dels valors de normalitat (454-456). La incidéncia trobada en el
present estudi (36 %) ¢es similar a 1'objectivada pels altres
autors que wutilitzen la +técnica d'ELISA amb una metodologia

semblant a la utilitzada agui.

Si bé és en el LES on han estat millor estudiats, els AAC
també poden aparéixer en un titol elevat en alires patologies de
tipus autoimmune, en ocasions com a forma de manifestacid inicial,

en infeccions i neoplasies (257-261,458)(tabla 2).

Aixe ha estat també objectivat en el present estudi, on s‘ha
detectat una incidéncia del 8 % a 1l'esclerosi sistémica
progressiva, del 3 % a la dermatomiositis-polimiositis, del 33 %
a ltartritis reumatoide, del B % a l1%arteritis de Horton, del 44
% a la cirrosi biliar primaria 1 del 9 % a 1la purpura
trombocitopénica idiopatica. Resulta interessant destacar que en
aquestes malalties, excepte en 1’artritis reumatoide i la cirrosi
biliar primaria, la incidéncia bha estat inférior a lobjectivada

en el LES, atorgant un cop més a aquesta entitat la maxima
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~representativitat dintre de les malalties sistémiques
immunologiques. L’alta incidéncia d’AAC a 1’artritis reumatoide i
a la cirrosi biliar primaria podria ser deguda a una possible
reaccid creuada dels AAC amb el factor reumatoide i els anticossos

antimitocondrials, com ha estat observat per alguns autors (437).

Un fet que recentment ha cridat l*atencid de molts
investigadors és la deteccid d'ARC i altres AAF en malalts gue
presenten fenomens trombotics, ocasionalment associats a altres
manifestacions cliniques o biolégiques d‘autoimmunitat, sense
reunir criteris diagnestics suficients de cap malaltia sistemica
immunologica coneguda. Aquest és el cas, per exemple, de malalts
joves amb trombosis venoses, infarts de miocardi o accidents
vasculars cerebrals, sense factors de risc, i de dones amb
avortaments i morts  fetals de repeticid per trombosis
placentaries i/o fetals d°etiologia no aclarida, en els guals
s‘objectiva la preséncia d*AARC com a alteracidé immunologica

destacable.

Aguest fet, comentat per primera vegada per Soulier i Boffa
1%any 1980 (357) i que actualment estd sent també objecte d’estudi
fora d’aquesta Tesi pel nostre grup d’investigacid (459), ha
motivat la definicié per diversos autors de 1‘anomenada sindrome
similar al lupus ("lupus-like") (38B) o, com també se la denomina
actualment, sindrome antifosfolipid primaria (459). En aquesta

sindrome estarien inclosos aquells malalts amb manifestacions
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cliniques associades als ARF perd sense criteris diagnestics de

cap altra entitat.

Durant alguns anys es va considerar que els AAF (1'AL i la
SLFP) eren només un marcador més del LES. Fing i tot, a la SLFP se
1i va atorgar per part de 1°ARA el valor de criteri diagnéstic
(149). Aixo era degut a que els primers estudis sobre 1°'AL es van
fer en malalts que presentaven fenomens hemorragics (201) perod ben
aviat es va comprovar que aquests eren molt poc fregiuents en el

LES i gque 1°AL no s‘associava habitualment als mateixos.

No obstant, recentment, diversos investigadors han trobat una
associacié entre la seva preséncia 1 1'existéncia de fenémens
trombotics, avortaments de repeticid i trombocitopenia, entre
daltres manifestacions clinico-biologiques (9-14). Tot aixe ha
revifat 1finterés per 1°'estudi dfaquests autoanticossos i les
" seves associacions amb manifestacions clinico-biolégiques del LES,
amb altres marcadors immunolégics i, tanmateix, les relacions
mutues entre ells (AL, SLFP, AARC).

4

La presencia dels AAC ha estat descrita associada
fonamentalment a l1'existéncia de fenomens trombotics, tant
arterials com venosos, que poden afectar a qualsevol territori,

com els vasos de les extremitats, coronaris, cerebrals,
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intraabdominals o placentaris, responsables aquests ultims dels
avortaments 1 de les morts fetals de repeticid que presenten
moltes malaltes amb LES (9-14). Alguns autors, pers, dubten

d*aquesta associacid (460),

Al nostre estudi, si que ha estat trobada una associacid
estadisticament significativa entre 1la presencia d'AAC i
l*existencia de fenomens tromboétics (fig. B). Aguesta associacid
ha estat 1lligada concretament a la preséncia d'AAC-Ig6 (fig. 9).
Tanmateix, cal fer també esment del lligam al titol d*AAC-IgG que
ha estat trobat en aquest estudi. Aixi, tot plegat, els malalts
amb una major incidéncia de trombosis han estat aquells amb un

titol més alt d*AAC-Ig6 (fig. 10).

Les discrepancies trobades per alguns autors respecte a
lassociacit dels AAC amb fenomens trombotics poden ser degudes,
per una part, a la técnica utilitzada per a la deteccié dels AAC,
pero també, als criteris d*inclusid en els estudis dels fenomens
trombotics. Aixi, cal destacar que en el present treball només han
estat inclosos els fenomens trombétics presents en el moment de la
determinacid dels AAC. Han estat exloses, per tant, les trombosis
antigques. Aixé ha estat realitzat d‘aquesta manera tenint en
compte que, des qué els malalts havien presentat aquestes
manifestacions cliniques trombotiques fins el moment de la
determinacid dels AAC, poden haver variat substancialment els
titols d*AAC, de forma espontania o com a conseqiencia de la

terapéutica administrada.
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Es de destacar l‘abséncia d‘associacié estadisticament
significativa trobada en aguest estudi entre la preséncia d*AAC i
l'existencia d‘avorfaments o morts fetals de repeticié (fig. 11).
La majoria dtautors, pere, consideren que existeix una relacid
entre aguests anticossos i els avortaments i les morts fetals de
repeticid en les malaltes amb LES (3B84,387). Les discrepancies
trobades en aquest treball poden ser precisament degudes al fet
que cap de les malaltes estudiades va presentar 1°avortament o la
mort fetal durant el temps de la seva realitzacid i, per tant, 1la
determinacid del titol d*AAC no coincideix temporalment amb
1*avortament o la mort fetal. Aquests resultats remarquen la
importancia d'analitzar les associacions entre els AAC 1 les
manifestacions cliniques presents 1 no antigues, donat que els

titols d*AAC poden variar al llarg del temps.

La presénéia d*AAC ha estat també descrita per molts autors
associada a 1l°‘existéncia de trombocitopénia (249,363,387). Al
present estudi ha estat trobada també aquesta associacidé de forma
estadisticament significativa. Concretament, 1‘associacid ha estat
lligada a la presencia també d°*AAC-IgG i al seu titol (fig. 12,13

i 14).

Alguns autors han trobat una associacid entre els AAC i
manifestacions cliniques d‘afecciéd del sistema nervids central
(11). Les manifestacions més fregientment comunicades han estat la
mielopatia transversa similar a 1‘esclerosi miltiple ("esclerosi

lupoidal”), migranya i corea (390). També han eétat descrits casos
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aillats d‘associacié amb epilepsia, sindrome de Guillain-Barré i

neuritis optica (367).

Durant el temps que va durar 1la recollida de dades per al
present estudi, només es van objectivar manifestacions cliniques
lleus d*afeccid del sistema nervids central, com sén la migranya i
1'epilepsia (tabla 22). No es va trobar associacidé de forma
significativa entre la preseéncia d*aquestes manifestacions
cliniques i 1'existéncia d*un titol elevat d°AAC (fig. 15). S6n
necessaris, perd, estudis amb més casos de manifestacions
neurolségiques per a confirmar l'existéncia o no d*associacid entre

els AAC i aquestes manifestacions cliniques.

Si bé en un numero reduit de casos, ha estat descrita la
preséncia d'AAC en malalts amb diverses altres manifestacions
clinico-biolegiques (11). En el present treball han estat
analifzades les possibles associacions dfaquests autoanticossos
amb l°existéncia de nefropatia lupica, artritis, afeccid cutania,
serositis, vasculitis i fenomen de Raynaud. No es va trobar
associacié significativa entre 1°%aparicid de cap d‘aquestes

manifestacions i l°existencia de titols positius d*AAC (tabla 23).

Un fet trobat per alguns autors és 1*associacid dels AAC amb
anémia hemolitica autoimmune amb prova de Coombs positiva (354).
Al present treball també ha estat trobada aquesta associacié i de

forma estadisticament significativa. Tanmateix, resulta molt
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interessant el fet que 1‘associacid va lligada a la preséncia i al

titol dAAC-IgM (fig. 16 i 17).

Un resultat a destacar del present treball és 1la troballa
dtassociacid sighificativa entre la preséncia d*‘AARC de 1°isotipus
IgM 1 1‘existéncia de neutropénia. De forma semblant a les
associacions anteriorment descrites, també existia una correlacid
amb el titol d‘anticossos detectat (fig. 18 1 19). No es va
trobar, en canvi, associacid amb 1°existéncia de limfopénia, la
qual és una altra manifestacidé biologica molt fregiient en els
malalts amb LES 1 que és considerada per 1°ARA com a un dels
criteris diagnostics (149). No obstant, actualment és acceptat que
el mecanisme fonamental pel qual es produeix la limfopénia és

degut a 1’accid dels anticossos limfocitotoxics.

tn fet Aampliament debatut és 1%associacid dels AAC amb
l1*activitat clinica del LES (13,15-18,461). Isenberg et al. (16)
van observar gue existia una correlacid entre els nivells d*AAC i
l*activitat clinica 1 bioldgica d*agquesta malaltia. En el present
estudi, ha  estat trobada una associacid estadisticament
significativa entre 1la preséncia d*un titol positiu d'AAC i
1'existéncia dfactivitat clinica del LES (fiqg. 20 i 21).
Concretament, els AAC-IgG obtenen una sensibilitat en la deteccid
dfactivitat del 40 %, una especificitat del 87 %, un valor de
prediccié positiva ael 67 % i de predicciod negativa del 6B % i una

eficadcia del 68 %.
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Aquests resultats atorgarien als AAC-IgG la caracteristica de
ser uns relativament bons marcadors dtactivitat del LES, en
comparacid amb els altres marcadors classics dactivitat. Aixi, en
un estudi fet per Font et al. (462) amb un grup de 150 malalts
lapics, molts dels quals han estat inclosos en la present série,
es va comprovar que els Ac Anti-ADNn tenien una sensibilitat en la
deteccid dactivitat del 50 %, una especificitat del 70 % i una
eficadcia del 60 %. Per la seva banda, el descens del CHS50 tenia
una sensibilitat del 3B %, uné especificitat del B4 % i una
eficacia del 66 %. Finalment, els CIC tenien una sensibilitat del
39 %4, una especificitat del 78 % una eficacia del 64 % (tabla

28).

Malgrat aquesta associacidé dels AAC amb la‘existéncia
dfactivitat clinica del LES, es comprova al present estudi que
aixo és degut a que sdén marcadors de trombocitopénia i danémia
hemolitica. En canvi, els AAC no s6n capacos de detectar
l1'existéncia dfactivitat clinica diferent a aquestes dues
manifestacions clinigues. Per aquest motiu, es pot concloure gue
els AAC no s‘haurien de fer servir com a marcadors generals

dfactivitat clinica del LES.

Un altre aspecte que mereix la maxima atencid per part dels

investigadors és la relacid entre els AAC, 1°AL i 1la SLFP. La
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majoria dels autors comproven 1°‘existéncia d'una mitua relacid
entre aquests AAF, si bé poden trobar-se de forma independent i
alguns malalts presenten positivitat de només un o dos dfells
(463-465). Agquests resultats sén semblants als trobats al present

estudi.

Degut a aixo, actualment es considera que els AAC, 1AL i 1la
SLFP sd6n anticossos amb especificitats antigeénigues diferents
dintre de 1les estructures fosfolipidiques, tant en 1la seva
composicié com en la carrega eléctrica (463-4465). Aquestes
diferéncies semblen reflectir-se també a nivell de 1la seva
evolucid i resﬁosta a la terapéutica. Aixi, han estat comprovades
per diversos autors pscil.lacions independents dels AAC i de 1°AL
al llarg del temps, de forma espontania o amb tractament, com
per exemple, la normalitzacid de 1AL mentre romanen positius els

AAC.

Fent referéncia a l'associacid dels AAC i 1AL cal també
destacar la importancia gque pot tenir 1la forma de determinar la
preséncia d'un AL. Aixi, han estat descrites miltiples teécniques
de deteccio de 1°AL, 1la majoria de 1les quals sdn proves
coagulometriques dependents de fosfolipids (276-281). Aquestes
técniques es basen en el fet que 1AL  inhibeix "in vitro"
ltactivacid de la protrombina per la seva accié sobre el component
fosfolipidic del complex protrombinasa de la coagulacid. Les mes

utilitzades sén el TTP, TTPA, TP, TITTD, TVERD, TR, TC i TCE.
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Un fet a remarcar #s que existeix una considerable
variabilitat en els resultats obtinguts amb aquestes técniques pel
que fa a la seva sensibilitat en detectar AL (20-22,278). Aquesta
variabilitat és deguda a molts factors, pero els més importants
son: 1) les preparacions comercials de fosfolipids wvarien
considerablement en el seu contingut, quantitativament i
qualitativament, 2) la persiéténcia en el plasma de plaguetes {amb
fosfolipids a les seves membranes) en numero variable malgrat que
es centrifuga previament, 3) la inexisténcia d‘una total
estandarditzacié en la realitzacié de les técniques i en la
definicid dels resultats, i1 4) 1la possible influéncia en els
resultats de 1°activitat de 1la malaltia i de» la terapeutica
administrada al malalt {201,279-281). Per a  augmentar
1’especificitat en la deteccid d’AL han d’utilitzar-se també
altres técniques, com son la incubacié amb plasma normal (242,243)

i la neutralitzacid amb plaquetes (20).

En el present estudi, el TTPA mostra una sensibilitat en la
deteccid d*AL molt baixa, mentre que sdén el TITTD i el TVERD les
técniques amb una major sensibilitat (fig. 22). La manca de
sensibilitat del TTPA sembla estar en relacid amb diferencies en
el contingut total de fosfolipids, | especialment de
fosfatidilserina, que sembla tenir un paper important en
1*especificitat de 1AL (280,466). Alguns autors tendeixen a

obviar aquest problema amb la utilitzacid del TTPA diluit (467).
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Agquests resultats indiguen que, en nombroses ocasions, soén
necessaries varies proves per a identificar la preséncia d‘un AL.
A 1tigual que altres autors, segons els resultats del present
treball el TVERD constitueix una de les més dGatils (20,4468,469). A
meés a més, no s*altera per l'existéncia d’anticossos enfront dels
factors VIII, IX o XI (468B) i la seva realitzacidé . és senzilla i

altament reproductible.

Un inconvenient, pero, comid a totes aquestes proves de
deteccid de 1AL és la seva alteracid davant 1'existéncia d‘una
terapéutica anticoagulant. Aquest fet podria solventar-se en un
futur amb la utilitzacid de técniques d*ELISA per a la deteccid de
1'AL (470). Aquestes técniques, que es troben actualment en fase
d'experimentacid, podrien permetre 1la wutilitzacid de sérum per
comptes del plasma que es requereix per a la realitzacid de les

proves coagulométriques.

Un aspecte també estudiat al present +treball és la relacid
entre els AAC 1 altres marcadors immunolégics, com sdn els
anticossos anti-ADN nadiu, els anti-ENA i els factors del
complement. Alguns autors, com lsenberg et al. (16), han observat
una correlacid significativa entre els titols d*AAC i1 d*anticossos
énti—ADN nadiu. Aixd els hi suggereix 1°'existéncia d‘una

reactivitat creuada dels AAC amb certs determinants antigénics de



202

naturalesa fosfolipidica de 1°ADN. Segons aquests supssits, un
subgrup dfanticossos anti-ADN s‘uniria als grups fosfodiéster de
l1a cadena de 1°'ADN i, per tant, serien també un altre grup d*AAF
(13,471-473). Al present estudi s’ha confirmat aquesta correlacid
estadistica entre els AAC i els anticossos anti-ADN nadiu, si bé
alguns malalts amb titols elevats d’AAC tenien un titol baix

d’anticossos anti~ADN nadiu i1 viceversa.

S6n interessants en aquest sentit les troballes de Rauch et
al. (474,473) amb hibridomes d’AAF. Aquests autors observen que
alguns d’aquests anticossos tenen activitat només com a AL, mentre
que d’altres actuen també com a anticossos anti-ADN, factor
reumatoide, anticossos anticitoesquelet i/o anticossos
antiplaguetaris. E1 grau d’interrelacid entre aguests subgrups i
els epitops responsables d’aquestes multiples reactivitats resta

per ser determinat.

Pel que respecta a la possible associacit entre els ARAC i els
anticossos anti-ENA o0 els factors del complement, aquesta no ha.
estat objectivada al present estudi, si bé alguns autors han

observat una correlacidé entre els ARC i el descens de C, (476).

Una altra qiestié encara per resoldre és la relacio gue

existeix entre els AAC i les manifestacions clinico-biolégiques
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associades estadisticament amb la seva preséncia. No es troba
suficientment aclarit si els AAC, o els altres AAF, sdn els
responsables, directament o indirecta, d*aquestes manifestacions on
son solament un epifenomen © marcadors biolégics sense

participacid etiopatogénica en elles.

A favor de 1la primera possibilitat estan les observacions
experimentéls de Carreras et al. (334), els quals van objectivar
que aquests anticossos produeixen una inhibicid de la sintesi i
1*alliberament de prostaciclina per les cel.lules endotelials, la
qual conduiria a 1‘aparicié de fenomens trombétics. Recentment,
pero, diveréos autors (477,478) coincideixen en afirmar que els
AAC no només no inhibeixen 1*alliberament de la prostaciclina siné

que estimulen la seva sintesi en cultius de ceél.lules endotelials.

Més suggestives sén les observacions de Comp et al. (322) els
quals consideren que .els AAC provocarien 1la inhibicid de la
trombomodulina. Aquesta ¢és una glicoproteina de 1°endoteli
vascular que conté un component fosfolipidic. La unid de la
trombomodulina amb trombina activa 1la proteina C, la qual té un
marcat efecte antitrombotic o fibrinolitic. Aquesta acciéd
antitrombotica 1la realitza mitjangant tres mecanismes: la
inhibicid de l‘alliberament de 1%inhibidor de l1‘activador tissular
del plasminogen, la inactivacis del factor V i, finalment, la
inactivacié del factor VIIl. La inhibicid de la trombomodulina per
1faccid dels AAC conduiria a la inhibicid de la fibrinolisi i a la

potencial formacid de trombosis (317-326).
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Una altra hipetesi atractiva que implicaria de forma
indirecta els AAC en la etiopatogénia de les +trombosis podria ser
que els malalts amb AAC desenvolupessin anticossos antiidiotipus
{anti-AAC). Aguests anticossos podrien imitar la imatge interna de
1*autoantigen i tenir una estructura similar a la dels fosfolipids

procoagulants (316).

Els AAC també podrien unir-se a les cél.lules hematiques i
neuronals i produir les manifestacions hematologiques i
neurolegiques que han estat descrites associades a 1la seva
preséncia. ARixi, la unid a les plaguetes produiria 1la
trombocitopénia, la unid a les hematies 1‘anémia hemolitica, la
unidé als neutrofils la neutropenia i la unid a les neurones la

mielopatia transversa.

Tot i 1 existencia d‘aquestes suggestives hipotesis, un
problema ingquietant a 1‘hora dassignar un paper etiopatogénic als
AAC és el fet que molts malalts amb un titol elevat d*AAC romanen
assimptomatics mentre que altres presenten un tipus de
manifestacions i uns altres unes manifestacions diferents.
Sembla, per tant, altament vprobable gque han dexistir altres
factors, encara desconeguts a hores d‘ara, que participin, potser
associats amb els AAC o amb altres AAF, en la etiopatogénia

dtaquestes manifestacions clinico-biolégiques.

Fent referéncia a aquest problemdtic aspecte, resulten

interessants alguns dels resultats del present estudi. Aixi, la
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preséncia de fenémens trombotics 1 trombocitopénia ha estat
trobada associada a 1°existéncia d*AAC de 1°*isotipus IgG. Per 1la
seva banda, 1la preséncia d‘anémia hemolitica i neutropénia s‘ha
trobat lligada als AAC de 1‘isotipus IgM. També, en tots aquests
casos, la ‘preséncia de manifestacions cliniques ha guardat una
correlacid amb el titol d*aquests anticossos. Rixi, els titols més
- elevats d*AAC eren els que tenien un valor de prediccié positiva
més alt daparicid de manifestacions cliniques. Podria, per tant,
bostular-se que 1*aparicid de 1les diverses manifestacions
cliniques dependria de 1'isotipus d°AAC present i del titel
d*aguests. Aguests resultats coincideixen amb els recentment
comunicats per Alarcén-Segovia (476) i, d’acord amb aquest autor,
es podria considerar que la preséncia de trombosis 1 de
trombocitopénia dependria d’un titol alt d’AAC-Ig6 i la d’anémia

~hemolitica i neutropénia d’un titol elevat d’AAC-IgM.

Tanmateix, ﬁo s’ha d’oblidar que en la patogenia d’aquestes
manifestacions cliniques també ha estat descrita 1la participacid
en ocasions d’altres agents. Aixi, en la produccié de trombosis en
el LES poden coexistir altres factors com sén vasculitis (479),
CID (225), endocarditis de Libman-Sacks (480), CIC, sindrome
nefréotica (481) i déficit d’antitrombina I1II (482), a més a més
dels factors coneguts de risc aterogen thiperlipemia,
hiperglicémia, tabaquisme, hipertensid arterial...) (483,484) i
d’estasi vends. En 1la patogénia dels avortaments i les morts
fetals també poden participar factors com els anticossos anti-Ro

(361) o els limfocitotoxics i 1les causes ovulars o maternes
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habituals {anomalies cromosomiques, infeccions...)(488).
Finalment, en 1’etiopatogénia de la trombocitopénia en el LES ha
estat descrita també 1’accié d’anticossos antiplaguetaris (217) i
antihistones (476). Per tant, els AAF podrien estar directament
relacionats amb aquestes manifestacions cliniques en determinats

casos, mentre que altres vegades serien un factor de risc més.

Un altre aspecte a destacar és el que fa referéncia a la
terapeéutica que cal administrar als malalts amb AAC. Diversos
autors (242,259,266,331,333,381,382) han observat una disminucid
dels AAC amb corticoides i amb altres immunosupressors. No obstant
aixe, actualment es considera que no esta justificat el
tractament dels - malalts amb AAC pero sense manifestacions

cliniques.

En canvi, han estat obtinguts molt bons resultats en el
tractament de les dones embaragades amb antecedents d‘avortaments
i morts fetals de repeticid, mitjangant 1‘administracid de dosis
baixes de prednisona (20-30 mg/dia) i acid acetilsalicilic (50-100
mg/dia), les quals condueixen a embaragos a terme en el @0 % dels

casos (335,359,378,383).

En els malalts amb fensmens trombotics actius, o amb

1*antecedent d‘haver-hi patit, sembla indicat un esforg per a
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eliminar o, al menys, reduir els AAC. EIl prbblema rau en
determinar quin és el tractament més adient en aguests casos (9).
El paper dels antiagregants plaquetaris i dels anticoagulants en
la prevencidé i el tractament de les trombosis en malalts amb AAC
és incert (258,259,333,384-426). L experiéncia de diversos grups
d'investigacidé sembla indicar que alguns malalts continuen
presentant trombosis malgrat una adequada terapia anticoagulant.
L*addicid de corticoides, probablement a dosis moderades, sembla
indicada en aquests casos. Actualment es troba en curs un estudi
prospectiu multicéntric internacional (programa KAPS){427), en el
qual participa el nostre grup d‘investigacié, destinat a avaluar
diferents pautes terapéutiques en un nimero suficientment elevat

de malalts.

Com a consegieéncia dels estudis realitzats els ultims anys i
de 1°%important paper que ha estat atorgat en ells als AAC i als
altres AAF, com ha quedat manifest també en la present Tesi
Doctoral, diversos autors han considerat necessaria 1a descripcid
dfuna nova sindrome. Encara que el terme ha estat subjecte
d*algunes ileugeres modificacions en les reunions cientifiques que
sobre el tema han estat realitzades, actualment se l‘anomena

sindrome antifosfolipid (459).
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Aixi, han estat proposats diversos criteris diagnostics per a
la seva definicié. Harris et al. agrupen una série de
manifestacions cliniques que amb major frequéncia s‘associen a la
preséncia d°AAF (trombosis arterials i/op venoses, avortaments de
repeticid i trombocitopénia) juntament amb parametres de
laboratori (AAC i AL). Per al diagnéstic d‘agquesta sindrome es
requeriria com a minim un criteri clinic i un altre dtanalitic,
amb la condicid que els AAF siguin positius en més d*una ocasid,

separades per un intérval superior a vuit setmanes (487).

Recentment, Alarcdn-Segovia ha proposat uns altres criteris,
dividits en majors (perdua fetal recurrent, anémia hemolitica,
trombocitopénia, livedo reticularis i trombosié venoses 1i/0
arterials) i1 menors (migranya 1 corea). Per al diagnostic de la
sindrome antifosfolipid caldria assolir dos criteris majors, o bé
un de major i un altre de menor, tenir un titol positiu d*AAC i

presentar un any o més d'evolucio (476).

Aquesta sindrome antifosfolipid habitualment s‘associaria al
LES, com ha estat estudiat a la present Tesi Doctoral, pero també
podria associar~-se a altres malalties. En aquests casos, es
tractaria duna sindrome antifosfolipid secundaria. Quan el malalt
no reunis criteris diagnestics de cap altra malaltia es tractaria

d*una sindrome antifosfolipid primaria (459).

~ Ambdues propostes de criteris diagnéstics constitueixen un

notable esforg per a wunificar les definicions de la sindrome
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antifosfolipid. No obstant, han de ser clarificades encara més
guines sdn les manifestacions cliniques que realment s‘associen a
la presencia d*AAF i quines sdn les técniques més adequades per a

determinar aquests anticossos.

A aquest respecte, tenint en compte els resultats del present
i d*altres estudis, seria convenient incloure en aquesta sindrome,
de moment, només les seglients manifestacions clinico-biclégiques:
trombosis arterials i wvenoses {incloses els avortaments i les
morts fetals per trombosis dels vasos placentaris i/o fetals i la
livedo reticularis per trombosis o endarteropatia obliterant dels
vasos digitals), trombocitopénia, anémia hemolitica i,
probablement, neutropénia. Les manifestacions neurclogiques, i les
altres manifestacions ocasionalment descrites en malalts amb AAF,
¢s molt probable que reqguereixin encara més estudis per a ser
considerades com a associades, si més no de forma estadisticament

significativa, a la preséncia d‘aquests anticossos.

Tanmateix, mentre no es disposi d*una prova de laboratori més
especifica per a la deteccid de 1°anticés o del factor responsable
daquestes manifestacions, caldria practicar simultaniament la
determinacid dels AARC i de 1°AL, degut a que no sempre
coincideixen al mateix temps en un mateix individu, donat que es
tracta dfun grup heterogeni d'autoanticossos dirigits contra

epitops diferents.
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L'estudi dels AAC i dels altres AAF ha merescut i mereixera
en el futur molts treballs, car sén nombrosos els interrogants que
resten oberts (488-504). Al 1llarg dfaquesta Tesi Doctoral ha
estat possible analitzar alguns dels problemes que el seu estudi
comporta. No obstant, cal encara aprofundir en els diversos
aspectes gue aqui han estat comentats. Tot aixe redundara en
1*elaboracid d*uns protocols terapéutics adequats, amb la
finalitat dltima devitar les complicacions, en ocasions fatals,

que els malalts amb AAF poden presentar.
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VIIi. RESUM I CONCLUSIONS

El lupus eritematds sistémic (LES) és una entitat sistémica,
de limits mal definits i d’etiologia poc coneguda, que es
caracteritza per la formacid d’anticossos dirigits contra
nombrosos antigens cel.lulars, com a consegiéncia de la
disrequlacié del sistema immunitari, degut a la influéncia de

diversos factors.

Els trastorns immunologics que intervenen en l’etiopatogeénia
del LES sdn tan variats i complexos que fins el moment present no
ha estat possible determinar amb precisié quin és el fenomen
inicial que desencadena el procés, el qual culmina amb una
activacid policlional dels limfocits B i 1la formacid de nombrosos
autoanticossos, responsables de la majoria de les manifestacions

cliniques de la malaltia.

D’entre els diversos autoanticossos descrits al LES, els
anticossos antifosfolipids (AAF) destaguen per 1’interés creixent
que durant els ultims anys esta érenent el seu estudi. Sdn un grup
heterogeni d’autoanticossos adquirits de forma espontania, de
tipus Ig6, IgM o IgA, que es caracteritzen per anar dirigits
contra estructures Tfosfolipidiques de carrega negativa de les

membranes cel.lulars.

Recentment s’ha observat que els malalts amb LES i AAF

presenten una alta incidéncia de fenomens trombotics, avortaments
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i morts fetals de repeticid i trombocitopénia. Tanmateix, alguns
autors han observaf una correlacid significativa entre els nivells
deAF i 1’activitat clinica del LES, de formpa gque la seva
determinacid podria introduir un nou element per a millorar la
monitoritzacid del LES. “

La seva deteccio bha vingJ;’realifzanf—se ges de la decada
dels cinguanta de forma . indirecta mitjangant‘ diverses técniques.
Les més »cléssiques son les proves coaguloméfriques, que detecten
anticossos dirigits contra la fraccid fosfolipidéca del complex
protrombinasé, i qgue reben el nom genéric d’anticoagulant ludpic
(AL). Un altre métode classic, pera també indirecte, per a la
determinacid d’AAF consisteix en la detecciod :d’una serologia
luéticé falsament'poSitiva (SLFP) mitjangant técnigues reaginiques
(VDRL, RPR) que posen de  manifest 1la preséngia d’anticossos

dirigits contra una mescla de cardiolipina, lecitima i1 colesternl.

Els dltims anys, pero, han estat introquides diverses
tecniques immunolégiques, com el radioimmunoassaig (RIA) i
' lfenzimoimmunoaséaig’ (ELISA), per a ‘la determinacié de forma
~directa dels AAF. Aquestes ‘técniques han permeés gl reconeixement
’5qg divérsﬁs : stipds ’d’aquests anticossog (anticossos
‘w»Edaﬁfiﬁardiblipiha?éhc,antifosfatidiléerina;antifosfatidilinositol,

anti-acid fesfatidic, ete).

“. . De tbtébells; els AAC han estat els que han merescut un major

 ﬁinteré5 per partvdels'investigadors. Aixi,:actualment es considera
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que la deteccid d’aquests autoanticossos per la técnica d’ELISA
aporta molts avantatges en el camp d’investigacid dels AAF. No
obstant aixo, fins el moment actual no han estat efectuats estudis
prospectius en poblacions amplies de malalts afectes de LES
determinant els AAC mitjangant aquesta técnica i persisteixen
encara moltes incognites respecte a 1la seva metodologia de
realitzacid i valoracid dels resultats, aixi com sobre la seva
incidéncia i relacid amb les diverses manifestacions cliniques i

biolegiques del LES.

Amb la base de les observacions anteriors, els objectius de
la present Tesi Doctoral van ser els segients: D’una banda, posar
a punt 1 desenvolupar 1la técnica d’ELISA de deteccid dels AAC,
assignar als resultats unes unitats de calcul senzill i determinar
els valors de normalitat; en segon 1lloc, conéixer la incidéncia
dels AAC en el LES i la seva relacié amb la preséncia de fenomens
trombotics, aYprtaments de repeticid, trombocitopénia i altres
manifestacions cliniques i biologiques del LES, amb la finalitat
de comprovar si defineixen algun subgrup clinic; en tercer 1lloc,
valorar 1’interés dels AAC com a parametre d’activitat del LES; i,

finalment, comparar la preséncia d’AAC amb la de 1’AL i la SLFP.

Per a portar a terme aguest estudi, han estat analitzats de
forma  prospectiva durant 2 anys (1986-87) 100 malalts
diagnosticats de LES en base als criteris de 1’ARA. Com a grups
control han estat utilitzats, d’una banda, 107 malalts amb

diverses altres patologies autoimmunes (esclerosil sistémica
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progressiva, dermatomiositis-polimiositis, artritis reumatoide,
arteritis de  Horton, cirrosi biliar - primadria i1 plrpura
trombocitopénica idiopatica) i, per altra part, 100 persones sanes

donants voluntaris de sang amb serologia luetica negativa.

L’obtencid de les dades es va portar a terme aplicant un
protocol <clinico-biolégic, realitzat per la mateixa persona. La
determinacié dels AAC va ser realitzada personalment segons la
té;nica d’ELISA en fase solida descrita originalment per Loizou et
al, amb diverses modificacions <destinades a optimitzar la
metodologia. La determinacid de 1 AL també va ser realitzada per
la mateixa persona aplicant diverses técniques coagulométriques
dependents de  fosfolipids (temps de protrombina, temps de
tromboplastina parcial activat, temps d’inhibicid de la
tromboplastina tissular diluida, temps de caoli 1 temps del veri
d’escurgd de Russell diluit) amb 1les confirmacions posteriors
mitjangant incubacions amb plasma normal i neutralitzacid amb
plaquetes. La serologia luética va ser determinada per la prova
reaginica d’aglutinacid en porta anomenada RPR. La resta de
parametres biolegics i immunolégics es va  determinar segons les

teécniques habituals estandarditzades a 1’Hospital Clinic.
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Dels resultats obtinguts en el present estudi es desprenen

les seglents conclusions:

1. Andlisi clinica de la série

1.1. La distribucid per sexes, edat d’inici de 1la malaltia,
manifestacions cliniques i incidéncia de nefropatia van ser

similars a les descrites a la literatura,

2. Estudi dels anticossos anticardiolipina

2.1. Estandarditzacid de 1a técnica d’ELISA

2.1.1. La teécnica d’ELISA en fase soélida que utilitza
cardiolipina com a antigen i dos pisos d’anticossos, 1’ultim dels
guals conjugat amb fosfatasa alcalina, permet detectar AAC dels

isotipus IgG i IgM de forma estandarditzada i reproductible.

2.1.2. Amb la introduccid d’alguna modificacid respecte a la
descripcid original de Loizou et al., com eés la utilitzacid de 1,5
ug de cardiolipina a cada pouet de la placa d’ELISA, s’ha obtingut
al nostre laboratori una millor capacitat de 1a tecnica per a

distingir entre la preséncia de diverses guantitats d’anticossos.
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2.1.3. La wutilitzacié de 1’index d’unié (IU) permet assignar
als resultats unes unitats de cdlcul senzill. La wunitat (1 U.)
equival a una densitat optica (DO) del sérum problema igual a 1la

DO del grup control sa.

2.1.4. Els valors dels ARAC a la poblacité sana segueixen una
distribucid log-normal, amb diferéncies segons 1’isotipus (IghG o

IgM).

2.1.5, Per a computar els valors patolégics és necessari
considerar només aquells superiors a 2,8 U. (3,76 DE) en el cas

dels AAC-IgG i a 4,07 U. (3,89 DE) en el dels AAC-IgM.

2.2. Imidéncia dels anticossos anticardiolipina

E.E;l. La incidéncia dels AAC al LES és relativament alta

(36 %4 a la nostra série).

2.2.2. La incidéncia a altres malalties sistémiques
immunologiques com 1’esclerosi sistémica progressiva, la
dermatomiositis-polimiositis, l’arteritis de Horton o la pirpura
trombocitopénica idiopatica és escassa. La incidéncia a 1’artritis
reumatoide i a la cirrosi biliar primaria és més elevada, el que
suggereix una possible reaccidé creuada amb el factor reumatoide i

els anticossos antimitocondrials.
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2.3. Associacié dels anticossos anticardiolipina amb

manifestacions cliniques i biologiques del LES

2.3.1. Els AAC presenten una associacié estadisticament
significativa amb la preséncia de fenomens trombétics. Els malalts
amb una major incidéncia de trombosis sén agquells amb un titol més

elevat d’AAC de 1’isotipus IgG.

£2.3.2. Cap malalta de 1la nostra série no va presentar un
avortament durant el periode d’estudi. Per altra part, no s’ha
observat associacid entre els AAC i 1’antecedent d’avortaments o

morts fetals recurrents.

2.3.3. Els AAC presenten també una associacid significativa
amb la presencia de trombocitopénia. Els malalts amb una major
incidencia d’aquesta alteracid sdn aquells amb un titol més elevat

d’AAC de 1’isotipus IgG.

2.3.4. Els AAC de 1’isotipus IgM presenten una associacid
significativa amb la preséncia d’anémia hemolitica autoimmune i
neutropenia. La major incidéncia d’aguestes alteracions és també

en aguells malalts amb un titol més elevat d’agquests anticossos.

2.3.9. Els AAC tenen una sensibilitat en 1la deteccid
d’activitat clinica del LES del 52 %, una especificitat del 75 %,
un valor de prediccié positiva del 58 %4 i de prediccid negativa

del 70 % i wuna eficacia del &6 %. No obstant, sén marcadors de
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trombocitopénia 1 d’anémia hemolitica, per 1la qual cosa no
s’haurien de fer servir com a wmarcadors generals d’activitat

clinica del LES.

6.3.6. La deteccid d’un titol positiu d’AAC s’associa de
forma estadisticament significativa amb la deteccié d’AL. No

obstant, alguns malalts presenten positivitat de només un d’ells.

6.3.7. La deteccid de SLFP és freqient en el LES i en moltes

ocasions s’associa a un titol positiu d’AAC.

6.3.7. El titol dels AAC presenta una correlacié
significativa amb el dels anticossos anti-ADNn, el gque suggereix
gue un subgrup d’aguests anticossos podria tenir activitat

antifosfolipidica.

6.3.8. No ha estat trobada en aquest estudi cap associacid
significativa entre els AAC 1 els anticossos anti-ENA o els

factors del complement.
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