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SUMMARY

Auntoantibodies divected to ff, glycoprotein 1
(aff GPI) are frequently found in patients with
antiphospholipid antibodies (aPL). They are more strongly
associated with clinical manifestations of the
antiphospholipid syndrome than aPL. It bas been shown
that f§,GPI and C4b binding protein (C4bBP) share
certain homolagy. In a previous study we bave shovwn that
anticardiolipin antibodies were associated with a plasma
decrease of C40BP. The aim of the present study was to
evaluate in 131 patients with aPPL whether the decrease in
C4bBP is related to the presence of aff GPI. Lower C40BP
levels (mean + SD) in the group of patients baving afl GPI
(n=57) were observed when compared with the normal
aronp (n=44), (74.3% = 28.1 vs 94.6% * 20.9, p<0.005).
This difference was more significant considering the IoG

INTRODUCCION

Los anticuerpos antifostolipidos (aFL) son una
familia muy heterogénea de anticuerpos y se detectan
por ensayos de coagulacién como anticoagulante lipico
(AL) y por ensayos inmunolégicos como anticuerpos
anticardiolipina (aCL) ""“'.Sin embargo, en estos tiltimos
afios se demostré que los aFL presentan especificidad
por ciertas proteinas que unen fosfolipidos y en
particular por la f, gheoproteina I (§,GPI) ¥ la
protrombina de origen humano **. La asociacion de
los aFL con trombosis, pérdidas fetales v/o trombo-
citopenia define al sindrome antifosfolipidico (SAF) ™.
Recientemente se presentaron evidencias de que la
presencia de anticuerpos dirigidos especificamente
contra la £,GPI (af,GPI) es un mejor marcador del
riesgo de eventos clinicos relacionados al SAF que la
presencia de aFL. Esto ha sido demostrado
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isotype. The gronp of patients with positive aff GPI-IgG
(n=41) had lower values of C46BP (70.1% * 26.8) than
both the normal growup (p<0.005) and the group of paticnts
with negative aff GPI-IgG (n=90, 86.0% * 30.5%,
p<0.05). C4bBP deficiency (level <70%) was also mare
fiequent in the group aff GPI-IgG (+) (63.4%) than in
the group aff GPI-IG (-) (34.4%, p<0.005). Moreover;
patients with aPL and previous venovs thrombosis (n=32)
showed lower C4bBP values (75.1% + 27.9) compared with
the normal group (p<0.05). At this time, the mechanisms
vesponsible for the C4bBP decrease are not known. Our
findings on the close relationship between abnormalities
in the C4bBP/protein 8 system and the presence of aff GPI
could explain the major thrombotic visk in patients having
these antonntibodies.

particularmente para la trombosis venosa y las
complicaciones obstétricas ™.

Durante la tltima década se han publicado varios
estudios que evaluaron el posible efecto patogénico de
los aFL sobre las plaquetas, células endoteliales y las
proteinas del sistema de coagulacion ' Sin embargo,
las anomalias detectadas deberian ser reevaluadas
teniendo en cuenta el nuevo concepto de la verdadera
especifidad de estos anticuerpos. Una de las hipétesis
fisiopatogénicas mis atractivas es la relacionada a la
interferencia de los aFL en el sistema antitrombético
de la proteina C. Hay varios estudios que demostraron
la inhibicién de la inactivacién del factor Va por la
proteina C activada (APC) cuando estin presentes los
aFL " En un estudio que publicamos recientemente
encontramos que este efecto estaba relacionado
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preferentemente con los af,GPT . Otra de las
alteraciones encontradas en estos pacientes fueron las
deficiencias adquiridas de la proteina S y también de la
proteina de unién a C4b (C4bBP) preferentemente en
aquellos con aCL #9. Es conocido que la C4bBP y la
S, GPl pertenecena la superfamilia de las proteinas que
controlan ¢l sistema del complemento, las cuales
comparten cierta homologia estructural por la presencia
de dominios sushi ®", Por lo tanto, se decidié evaluar si
habfa relacién entre la presencia de aff,GPI y los niveles
plasmdticos de C4bBP en pacientes con aFL.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Se estudiaron 131 pacientes con aFL (78 mujeres ¥
53 hombres) v la media de edad era de 45 afios (rango
de 5 a 79 afios). La actividad de AL se detectd en 44
(33,6%) pacientes, aCL en 26 (19,8%) ¥ 61 (46,6%)
presentaban simultineamente AL v aCL. Setenta
pacientes tenian diagndstico de SAF y de ellos 14 eran
pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES).
Ademis habia 16 pacientes con LES sin SAF y 45
conformaban el grupo de miscelineas (asintomiticos,
neoplasias, enfermedades cardiacas, etc.). La historia de
trombosis venosas estaba presente en 32 pacientes, la
de trombosis arterial en 26 y 21 mujeres habian
presentado complicaciones obstérricas (aborros o
pérdidas fetales recurrentes). El grupo control estaba
constituido por 44 voluntarios sanos con una media de
edad de 40 anos.

Las muestras de sangre para la determinacion de AL
fucron obtenidas por puncidn venosa y recogidas en
tubos plisticos conteniendo citrato de sodio 0,11M en
una relacién de 9 partes de sangre y 1 parte de
anticoagulante. El plasma pobre en plaquetas (PPP) fue
obtenido por doble centrifugacion a 2,500g durante 10
minutos y ensayado dentro de las dos horas de extraido.
Para la preparacién de los sueros las muestras fueron
recolectadas en tubos de vidrio y luego de una
incubacién de 4 horas a 37°C se ceminfugaron durante
10 minutos. Los sueros fueron alicuotados ¥
almacenados a -80°C hasta el momento de su uso.

Actividad de anticoagulante lipico

Se evalué en plasma usando tres ensayos de
coagulacién para el screening: tiempo de tromboplastina
parcial activado (APTT) con los reactivos Actin FSL
(Dade International Inc., Miami, FL, USA) v PTT-LA
(Diagnostica Stago, Asniéres, France); tiempo del
veneno de vibora Russell diluido (dRVVT) usando
cefalina de cerebro de conejo v veneno de vibora de
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA y tiempo de
protrombina con tromboplastina diluida usando
tromboplastina tisular recombinante (Innovin, Dade
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International) diluida 1:500 en solucion de Cl,Ca 25
mM. Estos ensayos fueron realizados en el PPP del
paciente, del normal y en las mezclas 1:1 y 4:1
(paciente:normal). La presencia del AL se confirmé
mediante la prueba de neutralizacién con plaquetas en
los ensavos de APTT vy dRVVT y ademis con el ensayo
de inhibicién de la tromboplastina tisular utilizando la
tromboplastina recombinante diluida y sin diluir. Se
consider6 la presencia del AL cuando al menos una de
las pruebas de screeming y de confirmacién fueron
positivas de acuerdo a los criterios que se establecieron
previamente =5,

ELISA paraaCL
Los aCL de ambos isotipos (IgG e IgM) fueron
determinados con el ELISA de referencia ™. En el ensayo

se utilizé la curva de calibracién preparada con los
estindares internacionales (Louisville APL Diagnostics,
Louisville, KY, USA) y con nuestros sueros controles.
Los resultados se expresaron en unidades estindares para
IgG (uGPL) o IgM (uMPL). Valores menores de 10
unidades fueron considerados resultados negativos,
entre 10 y 20 positivo débil, entre 20 y 80 positivo
moderado y mayores de 80 unidades positivo fuerte.

ELISA para af GPI

El ensayo fue realizado como se deseribié prwmmente
para ambos i isotipos de inmunoglobulinas ™%, Se
utilizaron placas de poliestireno (Nunc-Immunoplate
Maxisorp, Kamstrup, Roskilde, Denmark) irradiadas con
rayos de electrén a una dosis de 100 kGy, £,GPI humana
purificada (Diagnostica Stago) v soluciones basadas en
albiimina bovina (Sigma). En cada muestra de suero se
determiné ademis la unién no especifica (en pocillos sin
antigeno) para obtener la actividad real de unién a la
£.GPL. El punto de corte del ELISA, expresado en
densidad Gptica (DO), para cada isotipo fue calculado
por el mérodo de los percenulos y se establecié en e
percentilo 99. Ellos fueron 0,055 (IgG) y 0,050 (IgM).
Los niveles de los anticuerpos fueron carcgurludcs en
grados de positividad de acuerdo al siguiente esquema:
positivo débil (DO: 0,055 a 0,150 para el isotipo IgG y
0,050 a 0,150 para el isotipo IgM), positivo moderado
(DO:0,150 20,300 paraambos isotipos) y positivo fuerte

{DO: > 8,300 para ambos isotipos).

Dosaje de C4bBP
Fue realizado por el mérodo inmunolégico que utiliza

iculas de litex cubiertas con anticuerpos anti-
C4bBP unidos en forma covalente (Liatest C4bBE
Dugnosuca Stago). Los resultados se expresaron en
porcentaje respecto a un pool de 20 plasmas normales. Este
ensayo inmunolégico fue comparado previamente con el
método de electrommunodifusion (rocket) de Laurell ©
y se obtuvo una excelente correlacién entre ambas récnicas.
El rango de referencia normal es de 70 a 140%.
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Anilisis estadistico

Los resultados se expresaron en valores medios =
desviacion estandar (DE) o valores medios v sus intervalos
de confianza de 95%. La distribucién de los datos mostro
ser normal y por lo tanto se utilizaron mérodos
paramétricos. Para los anilisis grupales se realizé el
ANOVA y para las comparaciones posteriores se utilizé
¢l procedimiento t de Bonterroni con un ajuste en el nivel
de significacion. Los datos de proporciones fueron
comparados mediante la prueba de chi cuadrado con la
correccion de Yate. La significacién fue considerada
cuando la probabilidad (p) era menor de 0,05.

RESULTADOS

En la Tabla I se muestran los resultados de los niveles
plasmiticos de C4bBP en los 131 pacientes con aFL
agrupados de acuerdo a la presencia de AL y/0 aCL. En
el andlisis grupal, incluyendo el grupo normal, se obtuvo
una diferencia significativa (p<0,01) v el andlisis
posterior de comparacion multiple demostré que la
unica diferencia significativa era dada por los niveles
disminuidos de C4bBP en el grupo de 61 pacientes con
la presencia simuluinea de aCL y AL respecto del grupo
normal. Cuando los niveles de C4bBP (media £DE)
en los pacientes con aCL (n=87; 79,0% = 31,1) fueron
comparados con aquellos sin aCL (n=44; 85,2% = 28,3)
v los controles normales (n=44; 94,6% = 20,9) se
observé una diferencia significativa sélo entre el grupo
aCL(+) versus el grupo normal (p<0,02).
Tabla I. Niveles de la proteina de unién a C4b (C4bBP)
en los diferentes grupos de pacientes con anticuerpos
antifosfolipidos agrupados segiin el tipo de anticuerpo.

C4bBP (%) ?

Grupo n  Media (DE) ANOVA Comparaciinmiltiple
Normal 44 94,6(209)
aCL(+)AL(-) 26 833(327)
aCL(+)AL(+) 61 77,6(307) <0,01 (vs. Normal)
aCL(-)AL(+) 44 852(283)

<0.01
aCL(+)af,GPI(+) 55 73,6 (283) <0001 (ve. Normal)
aCL(+)af GPI(-) 32 88,2(339)

<0,501

aCL: anticuerpos anticardiolipina (IgG v/o 1gM), AL:
anticoagulante lipico,

aff GPI: anticuerpos anti-ff, Glicoproteina I (IgG v/o
IgM)

Considerando estos datos de los niveles mis bajos de
C4bBP en los pacientes con aCL se decidié evaluar si
existian diferencias dentro de este grupo teniendo en
cuenta la presencia de af GPIL. Los valores medios de
C4bBP inmunolégico se presentan en la Tabla I v el
anahsis estadistico mostré que los resultados mas bajos
se observan en los pacientes con reactividad simultinea
en los ELISAs de aCL y a8 ,GPI (p<0,001 vs normal).

La figura 1A muestra los intervalos de confianza de
95% para las medias del grupo normal ¥ los grupos de
pacientes con aFL que presentaron resultados negativos
o positivos en el ensayo de af GPI (IgG y/o IgM). El
ANOVA mostré diferencias signiticativas (p<0,002) v
el andlisis posterior de comparacidn miluple demostro
niveles mds bajos en los pacientes af ,GPI(+)
comparados con el grupo normal (p<0,005). Cuando
se consideré el 1sotupo de inmunoglobulina, no se
encontraron diferencias en los niveles de C4bBP al
evaluar el isotipo IgM en comparacion con los normales
{datos no mostrados). Por el contrario, cuando los
pacientes se agruparon de acuerdo a la presencia o
ausencia de af GPI de isotipo 1gG, el ANOVA mostré
una significacién mayor (p<0,0001) que la mencionada
anteriormente sin discriminacion del isotipo de
inmunoglobulina. Ademds se observé que los niveles
de C4bBP eran significativamente menores en el grupo
aff GPI-1gG(+), ya sea comparado con el grupo normal
(p<0.005) o con el de los pacientes aff,GPI-IgG(-)
(p=<0,05) (Figura 1B).

En la Tabla II se observan las frecuencias de valores

de C4bBP por debajo del limite inferior del rango de

Tabla II. Prevalencia de pacientes con niveles de
la proteina de unién a C4b (C4bBP) por debajo del
limite inferior del rango de referencia

<70%
Grupo n n %
Normal 44 2 4,5
af, GPI(+) 57 31 5447
a8 GPI(-) 74 2% 35,1
3 GPl-IgG(+) 4 2 63 4%
2.GPI-1gG/-) 9 3 344

4 GPI: anticuerpos anti-ff, Glicaproreina T (IgG y/o IgM),
4 GPI-1gG: anticuerpos anti-f, Glicoproteina [ (IgG). Test
del chi cuadrado con correccidn de Yare: “p<0,05 [aff GPI(+)
vs. af,GPI(-)], ** p<0,005 [aff,GPI-IgG(+) vs. aff GPI-
[8G(-)]
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Figura 1: Niveles inmunoligicos de la proteina de union C4b (C4bBP) presentados como valores medios y sus corvespondientes
mtervalos de confianza de 95% en el grupo de control normal y en los grupos de pacientes con o sin anticuerpos anti-fl, Glicoproteina
1 (aft GPI) de isotipos IgG y/o IgM (A) o en los grupos de pacientes con resultados positivos o negativos en el E LISA de afi, GPI

de isotipo IgG (B).

referencia. Aproximadamente el 50% de los pacientes con
3 GPI de cualquier isotipo tenian niveles menores de 70%
y la prevalencia fue aiin mayor al considerar solamente a
los pacientes con estos anticuerpos de isotipo IgG (63,4%).

El grade de disminucién de los niveles plasmiricos
de C4bBP no mostrd relacién con el ritulo de
anticuerpos de isotipo IgG y esto puede ser explicado,
en parte, por el hecho de que la mayoria de los pacientes
tenian titulos moderados o altos, el 82.9% de aquellos
con aff,GPI y el 80,3% de los pacientes con aCL.

En lo que respecta a las complicaciones clinicas se
encontrd que los pacientes con historia de trombosis
venosa (n=>32) presentaban niveles sigmficativamente
disminndos de C4bBP (media + DE: 75,1% * 27,9)
comparados con el grupo normal (p<0,05). Por el
contrario, aquellos que no habian sufrido eventos
trombéticos venosos previos (n=99) presentaban
niveles de esta proteina (83,0% + 30,8) similares a los
con tr{}'ex norma IES_

No se hallé ninguna asociacién entre los niveles
antigénicos disminuidos de C4bBP v la presencia de
otras complicaciones clinicas asociadas al SAF (daros
ey lll{:-slr:adus}.

DISCUSION

Laverdadera especificidad de los aFFL ha sido un tema
de gran desarrollo en los Gltimos afios v es ahora
aceptado que la mayoria de los aFL de pacientes con
SAF estin principalmente dirigidos contra las proteinas
HA.GPI v protrombina humana complejadas in vivo a
tosfolipidos V. La £,GPI es el principal antigeno
reconocido por los aCL de pacientes con SAF o con

enfermedades autoinmunes ****, En el dominio V de la
molécula estd el sitio de unién a fosfolipidos aniénicos
v fue recientemente demostrado que este dominio
es requerido en la exposicion del epitope criptico
reconocido por los aCL ®%. Sin embargo, este ilumo
estudio demostrd que el epitope no estd en el dominio
V sino probablemente en el dominio IV de la molécula.

La #,GPI estd compuesta de cinco dominios con un
patrén conservado de residuos cisteina, prolina y
triptofano. Estos dominios sushi, denominados “shore
consensus repeats” (SCR), son caracteristicos de la
superfamilia de las proteinas que controlan el sistema
del complemento ?". Dentro de esta familia se encuentra
la C4bBP que existe en plasma en tres isoformas con
diterente composicion de subunidades #*. La principal
isoforma es aquella formada por siete unidades ot y una
unidad £ (e f), aunque pueden existir otras isoformas
(o,f, ¥ o.f.). Cada unidad o contiene 8 SCR y posee el
sitio de unién a C4b. La subunidad ¢ presenta 3 SCR y
el sitio de unién a proteina S. Por lo tanto, la C4bBP es
un importante regulador no solo del sistema del
complemento sino que también participa en el sistema
antitrombético de la proteina C al inhibir la actividad
cofactor de la proteina S libre como consecuencia de la
unién de la misma a su cadena ff *. Datos recientes
indican que la proteina § tiene ademids propiedades
anticoagulantes en una forma independiente de la APC.
Enrre ellas se encuentran la inhibicién de la activacidn
de factor X y de protrombina, y se demostré que estas
funciones son llevadas a cabo mis eficientemente por el
complejo proteina S-C4bBP que por la proteina § libre
' Todos estos estudios sugieren que la C4bBP podria
tener algﬁn rol en los mecanismos fi.\iiupamgénlmx que
conducen a los eventos trombéticos.
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Una de las complicaciones clinicas mas fre-
cuentemente observadas en el SAF es la rombosis v la
recurrencia de las mismas estd relacionada con la
presencia de titulos alios de aCL de isotipo IgG
Considerando que estos autvanticuerpos son
generalmente aff,GPl y en base a nuestra observacién
previa de la asociacion de |a presencia de aClL con niveles
disminuidos de C4bRP Y, deardimos evaluar la relacion
entre esios autoanticuerpos v la concentracién
antigénica de C4bBE Los datos indicaron que la
disminucion mds importante de esta proteina se
observaba en pacientes con af,GPI de isotipo IgG.
Ademas los pacientes con historia de rrombosis venosa
presentaron miveles disminuidos de la C4hBP en
comparacion con el grupo normal. Esto podria estar
relacionado con la mayor frecuencia de af GPI-TgG en
los individues con trombosis venosa v aFL %", En un
estudio reciente se encontrd una marcada reduccion en
la C4bBP en 200 mujeres con precclampsia %, pero en
ese estudio no se evalud la presencia de aFL.

Vartas hipdtesis podrian ser sugenidas para explicar
la relacién ente los niveles reducidos de C4bEP y Ia
presencia de af GPL Recientemente se presentaron
datos de vna interrelacién entre los sistemas de
coagulacion y del complemento donde la £ GP1 seria la
proteina de conexidn almterfenren el complejo C4 bBP-
proteina S " Los af GPI podrian estabilizar la unién
de la #,GPL a la C4bBP o a la proteina § e inducir un
aumento en la depuracitn de estas proteinas. Esta teoria
explicaria la reduccién de C4bBP y de la proteina S
(datos no publicados) en pacientes aCL/aff,GPL, pero
no coincidiria con la observacidén previa de miveles
normales de £,GPI en pacientes con anticuerpos contra
esta proteina ™, La existencia de anticuerpos especificos
contra ¢l complejo C4bBP/proreina §, diferentes de los
a f£,GPI, en los pacientes con SAF no pudo ser
demostrada en nuestro laboratorio (datos no
publicados). El epitope de laﬁzGP[ reconocido por los
a f,GPI no ha sido idenuificado claramente v
considerando la homologia estructural entre |:1ﬁ_,,(§ Ply
la C4bBP podria ser factible que estos anticuerpos
presenten reaccidn cruzada con ambas proteinas v sélo
se favorezca el aumento del clearance de la C4bBP por
TCNEr un PCH{J‘ Iﬂﬂ]{:CUiﬂr ﬁjii}z vieres llla}'t}!’ L]l.l'f.' ﬂ'!. d.'ﬂ' I.a.
£,GPL Otra hipétesis diferente involucrarfa un
fendmeno de regulacién a nivel de la sineesis de la C4bBI!
Se ha demosrrado que en pacientes con SAF existen
modificaciones en los niveles de citoquinas y se
encontraron concentraciones muyv elevadas del factor de
necrosis tumoral (TNF) %, En el estudio de Crado
CGarcia y col ¥ se evalud la modulacién de la expresion
de los genes que codifican para las subunidades o v f de
la C4bBP por diferentes citoquinas v se encontrd que el
TNF solo o en combinacién con interleuquinas inhibia
la expresién de ambas subunidades de la C4bBP en
ensavos i vitro, Esto podria conducir a una disminucién
de la concentracién anugénica de la proteina en los

pa-:i-:: ntes con SAF

En conclusién, nuestros daros sobre los niveles
disminuidos de C4bBP en pacicntrs con aﬁ_,GI’I
refuerzan el concepto de la relacion fisiologica existente
entre ambas proteinas. Teniendo en cuenta los nuevos
aspectos funcionales de la C4bBED? es pnsiiﬂc especular
sobre la existencia de algin rol de la misma en la
fisiopatologia del SAF.

RESUMEN

Laos anticuerpos divigidos contra la (8, glicoproteina T

(a5 GPI) son reconocidos como tno de los mds frecuentes

AutoANTICHEYDOS PYESENTES €N PACIENEES cON ANTICUETPOS
antifosfoltpidos (aFL). Los af,GPl son constderados un
mejor maveador de las complicaciones clinicas del sindyome

antifisfoltpido gue la presencia de aFL. Dado que la £GP
¥ la proveima de union a Cdl (C40BP) presentan cievta
homolagia estructural y en base a la disminucion de C4bBP
asociadn o la presencia de anticuerpos anticavdioliping
encontraddi en un estudio previo, se evalud en 131 pacientes

con wFL st lit dismsnseciion de C#b BP estaba asocinda a los
aff,GPL Los niveles antigénicos (media + DE) de C4bBP
fiteron menores en el grupo de pactentes con a f,GPI
(n=>57) comparados con el grupo novrmal (n=44) (74,3%

+ 28,1 vi. 94,6% = 20,9; p<0,005). Las diferencias

fueeron avin mds significativas al considerar al isotipo [§G:
el grupo a ﬁ_,ﬁPI—.’:g(‘H +) (n=41) tuve valoves mds
reductdos de C46 5P (70,1% + 26,8) quee el grupo novnal
(p=<0,005} y que el grupe af GPI-IgG(-) (n=90; 86,0%

+ 30,5; p=<0.05), La deficiencia de CHGP (niveles <

70%) fiee mids frecuente en el grupo a . GP-IgG(+)
(63,4%) quee en el afl GPI-IgG(-) (34,4%; p<0,005). Se

encontri ademds que los pacientes con aFL ¢ historia de
tromebasis venosa (n=232) presentaban niveles de C4bET
menores (75,1% = 27,9) comparados con el grigpo novmal
(p<0,05). El mecanismo de disminucion de C4b6 6P no ha

sido asin aclavado. El ballazgo de la alteracion del sistema
Cdb iFproteima S, principalmente en pacientes con afl GPI

podria explicar, al menos en parte, el mayor riesgo
trimmbitico de aguellos pacientes con estos antoanticuerios.
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