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RESUMEN

El sindrome por anticuerpos antifosfolipidos (SAAF) es una entidad conocida desde 1980,
se trata de una enfermedad autoinmune multisistémica que se caracteriza por trombosis
y pérdidas obstétricas asociados a la deteccidn de anticuerpos antifosfolipidos tales como
el anticoagulante lupico, los anticuerpos anticardiolipinas y los anticuerpos anti-
B2glicoproteina-1. La evidencia temprana de la participacion del complemento en el
desorden trombatico llamado SAAF vino de estudios en los cuales animales deficientes
en complemento estaban protegidos de complicaciones trombdticas cuando se les
infundian anticuerpos antifosfolipidos. El rol exacto de las anormalidades del
complemento en SAAF no se ha establecido. En este estudio piloto biomédico realizamos
mediciones de fraccidon soluble del complejo de ataque de membrana (sMAC, SC5b9)
utilizando el método de ELISA en 10 pacientes con diagndstico de SAAF (segun los
criterios de Sydney) y los comparamos con 10 controles sanos. El valor promedio de
concentracion del SC5b9 activado fue de 7.37 pug/mL (SD= 2.67 g/mL) en los individuos
con SAAF mientras que en el grupo de controles el promedio de la concentracion del
SC5b9 fue de 3.60 g/mL (SD= 146 pg/mL, p<.001). Por lo tanto, concluimos que en los
pacientes con SAAF Ilos niveles solubles de SC5b9 activado se encuentran

significativamente mas elevados que en controles.

Palabras clave: SAAF, Complemento, Trombosis, MAC, Autoinmunidad.



ABSTRACT

The antiphospholipid syndrome (APS) is a condition known since 1980, it is an
autoimmune multisystemic disease characterized by thrombosis and obstetric losses
associated with the detection of antiphospholipid antibodies such as lupus anticoagulant,
anticardiolipin antibodies, and anti-B2-glycoprotein-1 antibodies. Early evidence of
complement involvement in the thrombotic disorder called APS came from studies in
which complement-deficient animals were protected from thrombotic complications when
infused with antiphospholipid antibodies. The exact role of complement abnormalities in
APS has not been established. In this biomedical pilot study, we measured the soluble
fraction of the membrane attack complex (sMAC, SC5b9) using the ELISA method in 10
patients diagnosed with APS (according to the Sydney criteria) and compared them with
10 healthy controls. The average concentration value of activated SC5b9 was 7.37 pg/mL
(SD= 2.67 g/mL) in individuals with APS, while in the control group, the average
concentration of SC5b9 was 3.60 g/mL (SD= 146 ug/mL, p<.001). Therefore, we
concluded that in patients with APS, soluble levels of activated SC5b9 are significantly

higher than in controls.

Keywords: APS, Complemen system, Thrombosis, Autoimmune disease, MAC
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1. ANTECEDENTE
1.1 SINDROME POR ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS

En diversas enfermedades actualmente ya bien conocidas y descritas, desde el sindrome
hemolitico urémico atipico (SHUa), la hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN), la
enfermedad por aglutininas frias (1) y, recientemente, el sindrome por anticuerpos

antifosfolipidos (SAAF), el sistema del complemento ha cobrado importancia (2).

El SAAF se describié por primera vez en 1983 en una articulo publicado en la revista
Lancet en la que el grupo de Graham Hughes del Hospital Hammersmith en el cual
describieron la presencia de anticuerpos anticardiolipinas (ACL) en pacientes que
presentaban lupus eritematoso sistémico (LES) y eventos trombéticos (3). Hoy es una
entidad clinica separada de otras patologias autoinmunes y continua despertando interés
entre los clinicos e investigadores. Es una enfermedad autoinmune multisistémica
caracterizada por trombosis y/o eventos obstétricos negativos asociados a la presencia
de anticuerpos antifosfolipidos (AFL) tales como el anticoagulante lupico (AL), los
anticuerpos ACL y anticuerpos anti-b2 glicoproteina-1 (anti-b2GP1) (4). Los anticuerpos
AFL constituyen un grupo heterogéneo de autoanticuerpos dirigidos contra fosfolipidos
de la membrana celular, asi como a las proteinas que se unen a éstos. El blanco
antigénico mas reconocido es la anti-b2GP1, una proteina plasmatica que se une a
fosfolipidos anidnicos y que junto con la protrombina comprenden >90% de la actividad
de union de anticuerpo en pacientes con SAAF (5). La clasificacion preliminar del SAAF
de 1999 se postulé después de una reunion de expertos en Sapporo, Japon y luego
actualizada en otra reunion internacional en Sydney, Australia en 2006; tanto en la
clasificacion preliminar como en la revisada, se dividieron los parametros diagndsticos en
criterio clinicos y de laboratorio (Seccién Tablas y Figuras, Tabla 1), siendo necesarios
para el diagndstico la presencia de uno de cada uno, con la recomendacién de estratificar
a los pacientes de acuerdo a la presencia o ausencia de factores heredados o adquiridos
para trombosis arterial 0 venosa. Estos factores de riesgo incluyen edad >55 en hombres
y >65 en mujeres, presencia de factores de riesgo cardiovascular clasicos, trombofilia

hereditaria, uso de hormonales, sindrome nefrético, cancer, inmovilizacién o cirugia (6,7).
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1.1.2 FORMAS CLINICAS DEL SAAF

1.1.2.1 SAAF PRIMARIO.

En un inicio se creia que el SAAF se asociaba forzosamente a alguna patologia
autoinmune, sin embargo, en 1989 se postulo el término SAAF primario y desde entonces
se reconoce como una entidad aparte (8). Se describieron nueve pacientes jévenes con
al menos dos criterios asociados a la presencia de anticuerpos AFL a titulos altos pero
que no cumplian criterios para enfermedad autoinmune. A diferencia del LES y otras
enfermedades autoinmunes, el SAAF no se considera una enfermedad inflamatoria. Un
estudio paneuropeo el cual incluyé 1,000 pacientes, concluy6 que la mayoria (51%) se
trataba de un SAAF primario y que solo el 36.2% se asociaba a LES (9). Los criterios de
SAAF primario mas incluyen trombosis venosa o arterial, abortos (>2), y la presencia del
anticoagulante lupico o anticuerpos ACL positivos y corroborados con 12 semanas de
diferencia (6). Generalmente, se acepta que para hablar de SAAF primario se deben
cumplir todos los criterios y haber descartado alguna enfermedad autoinmune (10). El
SAAF primario parece un espectro clinico, en términos de sus caracteristicas y la
presencia de otras enfermedades autoinmunes. Las caracteristicas clinicas y serolégicas
del SAAF primario son similares al secundario, aunque son mas facilmente reconocidas
en presencia de otro trastorno inflamatorio o autoinmune. Mas aun, los pacientes con
SAAF primario pueden llegar a desarrollar LES. Es importante identificar el SAAF primario
ya que puede ser la causa o factor condicionante de alteraciones vasculares en muchos

pacientes, lo que puede hacerlo una entidad mas importante que el secundario (10).
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A diferencia de los pacientes con SAAF primario que no tienen alguna otra enfermedad
autoinmune, el SAAF secundario se diagnostica en pacientes en quienes los criterios de

SAAF se cumplen en presencia de otra condicién, mas comunmente LES (11).

1.1.3 MARCADORES SEROLOGICOS POSITIVOS PARA SAAF SIN CRITERIOS
CLINICOS (TRIPLE POSITIVO).

Los anticuerpos AFL pueden aparecer en diferentes circunstancias: portadores
asintomaticos, anticuerpos positivos sin manifestaciones o SAAF catastréfico (12); han
sido detectados mas frecuentemente en pacientes que no presentan las caracteristicas
clasicas de SAAF. De hecho, se pueden presentar en pacientes con manifestaciones
fuera de criterio (trombocitopenia, anemia hemolitica, livedo reticularis) o en mujeres en
protocolo de infertilidad. Se pueden descubrir previo a un procedimiento quirurgico con el
tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) prolongado. ;Se encuentran estos
pacientes en riesgo de trombosis y morbilidad obstétrica? Seguramente si, debido a que
se conoce el rol patogénico de estos anticuerpos en la trombosis. Sin embargo, diversos
estudios observacionales reportan una baja incidencia de trombosis en los portadores de
anticuerpos AFL la cual va desde 0 a 3.8% anual, dependiendo del estudio. Esta
discrepancia aparente puede explicarse porque la relacion entre AAF y trombosis no es
del “todo o nada” (13). Los AAF circulantes se deben considerar factores de riesgo
trombodtico ademas de otras variables que modulan la expresion clinica final; entre estos
factores los mas importantes son: el perfil de anticuerpos, la coexistencia de otros
factores de riesgo trombatico y la presencia de una enfermedad autoinmune subyacente,
principalmente LES (14). De acuerdo con el consenso realizado en el 13 Congreso
Internacional sobre AAF, un perfil de alto riesgo se puede definir como positividad a AL o
“triple positividad” (AL + AAC + anti-b2GPl) o la positividad aislada de anticuerpos ACL a
titulos altos. Un estudio italiano prospectivo y multicéntrico encontrd que la ocurrencia de

un primer evento trombaético en un paciente con alto perfil de riesgo es considerable y es



e Mas frecuente en pacientes de género masculino y ante la presencia de otros

factores de riesgo trombaticos (15)

1.1.4 EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO.

El complemento comprende mas de 50 proteinas solubles unidas a la membrana celular
que funcionan para asegurar la inmunidad antimicrobiana, remocién eficiente de
complejos inmunes y regeneracion tisular. La activacion del complemento se inicia por
tres vias distintas: la via clasica, la alternativa y la de la lectina, las cuales convergen para
disparar el depdsito covalente de proteinas del complemento en la superficie del blanco

y destruirlo mediante lisis o fagocitosis.
1.1.4.1 EL COMPLEMENTO Y LA COAGULACION

Una revision del desarrollo evolucionario de las cascadas (coagulacién y complemento)
indica que los elementos centrales, como la protedlisis de los componentes
(complemento y fibrinbgeno) son procesos ancestrales y ligados. También cobra
relevancia el hecho de que ambas cascadas utilicen proteasas de serina e inhibidores y
su disefo de proteinas es compartido. Estas interacciones influencian la coagulacion y la
trombofilia bajo circunstancias tanto fisiolégicas como patolégicas y contribuyen a la
observacion consistente de que los estados inflamatorios se asocian comunmente con

trombosis-

Se sabe desde hace tiempo que el complejo de ataque de membrana (MAC) lesiona e
irrumpe en el endotelio, lo que provoca la produccidn de microvesiculas que exponen

fosfatidilserina y provee un nido para el ensamblaje directo de la protrombinasa.

Debido a que el factor tisular (FT) es el principal iniciador fisiolégico de la coagulacién, la
induccion de su expresion en células endoteliales y su liberacidn en monocitos son de
vital importancia en la hemostasia. EI FT normalmente se expresa fuera de los vasos, sin
contacto externo con la sangre, pero se puede expresar en endotelio 0 monocitos en

respuesta a citocinas inflamatorias y endotoxinas. El aumento sustancial de la expresion

4
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del FT en el contexto de la inflamacién corresponde exactamente con la triada de
Virchow. Hace mas de 2 décadas, se describié que C5 a una concentracion de 10 mmol/L
puede incrementar la expresion del FT hasta 5 veces, que C5 aumenta la expresion del

mRNA del FT y que dicho aumento se puede inhibir por la metilprednisolona.

Hace mas de una década, se documentd que se puede activar el complemento en
ausencia de C3 y en 2010 se midieron C3a y C5a para informar que multiples factores
de coagulacién son capaces de actuar como C3 convertasa in vitro. Luego se evidencio
que una parte del factor Xll, llamado FXII-f puede escindir C1. Un receptor de superficie
para C1q, también se une al FXIl y puede servir para localizar las 2 proteinas para la
activacion del complemento. La calicreina producida en la fase de contacto de la
hemostasia escinde directamente al factor B, C3 y C5. La activacion del complemento en
la fase de contacto de la hemostasia (FXlla, calicreina) se ha observado en superficies
artificiales como catéteres médicos las cuales provocan activacion del complemento,

generacion de C3a y C5a y reacciones anafilactoides clinicamente relevantes.

El factor de von Willebrand (FVW) es un actor primordial en la hemostasia y se ha
demostrado también su participacion en la regulacion del complemento. El factor H se
co-localiza con el FVW en los cuerpos de Weibel-Palade. Se ha demostrado que el factor
H se une a los dominios A1y A2 del FvW. Por otra parte, los multimeros del FvW pueden
servir de soporte para el ensamblaje de la via alternativa del complemento; esto ultimo
sugiere la posibilidad que la activacion del complemento pueda acompafiar a condiciones
como la purpura trombocitopénica trombética (PTT) y el SHU, en los cuales los
multimeros de alto peso molecular del FVYW tienen un papel central. Si esto es
clinicamente relevante, la inhibicion del complemento por esteroides puede ser un
mecanismo para explicar por qué los corticoesteroides son utiles en algunos desérdenes
trombdéticos. Similar al FvW, la trombomodulina (TM) aumenta la inactivacién del factor |
de C3b. La importancia fisiolégica de la TM como regulador a la baja del complemento
se sugirio al observar que aproximadamente 5% de los pacientes con SHUa tenian una
mutacion en el gen de la TM que reduce su capacidad de inactivar C3b. En este caso, la

proteccion de la TM contra el exceso de activacion del complemento puede ser mas
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relevante en ciertas regiones endoteliales especificas donde el dafio es primordial,

como en los rinones (16).

1.1.4.2 SAAF Y LAACTIVACION DEL COMPLEMENTO

La evidencia temprana de la participacion del complemento en el SAAF vino de estudios
en los cuales, animales deficientes en complemento estaban protegidos de
complicaciones trombéticas cuando se les infundian anticuerpos AFL. Luego de inocular
lipopolisacarido en ratones, posteriormente se les administraron anticuerpos AFL 1gG e
IgG de control. Los animales que recibieron anticuerpos AFL desarrollaron trombosis
mesentérica y los controles no. La trombosis también fue mas leve en animales con
deficiencia del complemento. También se ha observado que anticuerpos AFL que no fijan
complemento no inducen trombosis. El rol exacto de las anormalidades del complemento
en SAAF no se ha establecido claramente. Sin embargo, el interés se ha centrado
recientemente en la B2GP-1 ya que tiene una estructura similar al factor H y puede servir
para desdoblar C3, haciendo a ésta mas facil de inactivar por el factor I. Se han
encontrado anticuerpos dirigidos contra el factor H en aproximadamente 30% de los
pacientes con SAAF y esto se asocio con un riesgo alto de presentar tromboembolismo.
Aunque el mecanismo exacto por el cual los anticuerpos contra reguladores del
complemento puedan promover la trombosis se desconocen, puede ser que los
anticuerpos contra el factor H interfieren con la inhibicién de C3, resultando en un
incremento de la conversion de C5 en C5a y promoviendo la trombosis. Cualquiera que
sea la causa exacta de la desregulaciéon del complemento en SAAF, existe evidencia de
concentraciones elevadas de productos de activacion del complemento. Se han medido
una variedad de proteinas del complemento en 4 tipos de pacientes: 95 pacientes con
SAAF trombético, 52 con SAAF obstétrico, 39 pacientes con anticuerpos AFL aislados y
30 controles. El fragmento Bb se encontr6 10 veces mas elevado en pacientes
comparados con los controles (16). Hace casi 3 décadas, se demostraron niveles
elevados de C5b-9 en el suero de pacientes con AAF y evento vascular cerebral (EVC)
comparados con EVC de otro origen. También se ha demostrado hipocomplementemia.
Sin embargo, la relacion de eventos tromboticos asociados a SAAF con la serologia ha

sido inconsistente. Se ha descrito el caso de una paciente con SAAF primario que

6
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e desarrollo trombosis arterial y venosa, con recurrencias graves de las primeras a
pesar de la anticoagulacion; tras la administracion de eculizumab fue posible la
colocacién de un bypass femoro-popliteo sin que ocurriera una nueva trombosis. Se
observaron niveles elevados en plasma de CSa y C5b-9 al examen por
inmunohistoquimica de la arteria involucrada y depésitos de C1q, C4, C3 y C5b-9 en
asociacion con B2GPI e IgG en el vaso sanguineo, lo cual sugiere activacién de la via

clasica del complemento (17).

1.1.5 CONTROVERSIA EN ANTICOAGULACION EN EL CONTEXTO DE LOS
ANTICUERPOS AFL.

Se ha demostrado que los pacientes triple positivos (3AAF) tiene un riesgo alto para
ambas formas de trombosis y de presentar recurrencia a pesar de estar bajo tratamiento
anticoagulante, sin embargo, saber si esta situacion debiera recibir un manejo diferente,
aun no se ha establecido. A raiz de los publicado por el estudio TRAPS la literatura
internacional se ha pronunciado en contra de la anticoagulacion con anticoagulantes
orales directos (DOACSs) para la prevencion secundaria de la trombosis en todos los
pacientes con SAAF. Sin embargo, no existe evidencia en pacientes que presentan 1 o 2
anticuerpos y se pudiera tratar de una interpretacion sesgada de los datos. Para confundir
mas la situacion, actualmente la tromboprofilaxis no estad recomendada en pacientes
asintomaticos, que presentan anticuerpos AFL positivos ya que no existe evidencia
convincente del beneficio (18). El riesgo anual reportado de trombosis en pacientes
positivos a algun anticuerpo y asintomaticos varia de 0 a 3-8%, pero para los 3AAF
asciende hasta 3-5% (15).

Recientemente se publicé un estudio retrospectivo de 3 afos, donde se analizaron 6500
pacientes con serologia positiva, unicos positivos o triples positivos y se encontré que
entre estos 2 grupos no existe diferencia en el niumero de eventos clinicos, el tipo, la
localizacion de la trombosis, la recurrencia y recaida de la enfermedad por lo que no se

puede concluir un mayor riesgo en pacientes triple positivos. También se observaron
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diferencias en el manejo terapéutico, siendo los 3AAF mas anticoagulados que el

grupo control (19).

1.1.6 MEDIDA DE ACTIVACION DEL COMPLEMENTO

La activacion del complemento activa mas fracciones de polipéptidos funcionales de
varias especies moleculares que cualquier otra via inmunolégica o hematologica. La
actividad enzimatica de las proteasas de serina del complemento es responsable de la
produccion de al menos una docena de fragmentos activados. EI MAC soluble (sMAC)
€s una excepcion; se genera por la activacion de las vias del complemento y su formacién
en la fase fluida comienza con la ruptura de C5 por las C5 convertasas a C5a y C5b, la
adicién de C6, C7, C8, C9 a C5b forma la estructura clasica MAC, la cual se asocia a
proteinas regulatorias como clusterina y vitronectina, para formar el complejo soluble
sMAC el cual no se puede unir a la bicapa lipidica. También es sabido que la activacion
de la hemostasia y el sistema fibrinolitico puede contribuir a la generacién del sMAC. En
la literatura se menciona un ensayo realizado por ELISA el cual mide niveles séricos y
plasmaticos de sMAC, siendo la media entre 121 y 175 ng/ml en donadores sanos. El
sMAC se ha medido en plasma y suero en diferentes escenarios clinicos, como
enfermedades autoinmunes, trasplante, trauma y deficiencias de complemento y se ha
observado un aumento de los niveles relacionados con la actividad de la enfermedad,
aunque no se ha establecido una regla general debido a la variabilidad de los ensayos y
a las diferencias basales. En conclusion, la activacion terminal de la via del complemento
genera MAC vy diferentes isoformas de sMAC y, aunque se les han atribuido multiples

roles inmunoldgicos, se sabe poco acerca de estos y de sus intermediarios.(20)

1.1.7 CUADRO COMPARATIVO Y/O ANALIS[S CRITICO DE LOS ANTECEDENTES
DIRECTOS DE LA INVESTIGACION (SECCION TABLAS Y FIGURAS, TABLA 2))
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Se encuentra el sistema del complemento alterado en los pacientes con SAAF?

3. HIPOTESIS

Los pacientes con SAAF presentan alteraciones en la activacion del complemento.

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

- Establecer si existe activacion del complemente en pacientes con SAAF.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Medir la actividad del complemento en mujeres con el diagndstico de SAAF.
- Medir la actividad del complemento en participantes mujeres sin SAAF
aparentemente sanas.

- Comparar los valores obtenidos entre los grupos

5. JUSTIFICACION

La poblacibn mexicana en general, mas aun la que habita en la parte norte del pais,
presenta caracteristicas diferentes a la poblacion global, debido al mestizaje y la cercania
con los paises desarrollados del norte del hemisferio. Se sabe que las enfermedades
autoinmunes son mas prevalentes y que el curso clinico difiere en algunos aspectos con
respecto del resto del pais (este apartado tampoco es cierto hoy dia). Ademas, a la fecha
no contamos con un estudio que describa el SAAF y, menos aun, su asociacion con el
complemento. Aparte de lo antes sefialado, el fracaso de la anticoagulacion en algunos
pacientes nos estimula a buscar nuevas vias de inflamacién/trombosis que puedan

explicar mejor el fendbmeno y puedan ser susceptibles de intervencion.

9
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 TIPO DE ESTUDIO

Biomédico, experimental, ensayo de laboratorio. Observacional, proyectivo, comparativo.

6.2 POBLACION DE ESTUDIO

Grupo 1: Mujeres con diagnéstico de SAAF que reciben tratamiento con anticoagulantes
Grupo 2: mujeres sin criterios de SAAF y que no reciben tratamiento con anticoagulantes.
6.2.1 DESCRIPCION DE LA POBLACION

o Lapoblacion de estudio comprende a mujeres mayores de 18 afios, con
diagnodstico de SAAF.

o Periodo del estudio: Las muestras fueron recolectadas del 10 de mayo
al 28 de julio del 2023.

6.2.2. CRITERIOS DE INCLUSION:

- Mujeres.

- Edad igual o mayor de 18 afios.

- Diagnostico de SAAF en terapia anticoagulante (grupo problema) o
pacientes sin criterios serologicos positivos para SAAF, sin presencia de
criterios clinicos para el mismo y sin terapia anticoagulante (grupo control)

6.2.3 EXCLUSION

- Pacientes con diagnéstico de trombofilia primaria, cancer activo, embarazo o
puerperio, deficiencias genéticas o0 adquiridas del complemento o
enfermedades que alteran las vias de activacion del complemento

- Pacientes bajo tratamiento con hormonales y/o glucocorticoides

10



 CIENCIAS BIDMEDIGAS - Pacientes con tabaquismo activo
- Paciente con pruebas seroldgicas negativas para SAAF
- Pacientes con dimero D por encima del valor maximo del laboratorio de

referencia.

o Anticoagulacion: tratamiento con algun farmaco que actie directamente en
las proteinas de la coagulacion impidiendo su funcionamiento adecuado.
Incluye heparinas, antagonistas de la vitamina K e inhibidores directos de
los factores Xa o de la trombina.

o Activacion del complemento: aumento significativo de la media respecto a
la poblacion sin SAAF de SC5b9.

6.3 TAMANO DE LA MUESTRA

Se trata de un estudio en 2 fases, la primera fue una prueba de validacién. La n se calculd
en base a la férmula de Viechtbauer. Posteriormente, se realizé un estudio piloto. Se
utilizoé la ecuacion de Viechtbauer para el calculo de tamano de muestras en estudios

piloto, arrojando un numero de 6 para cada grupo (21).

7. DEFINICION DE VARIABLES (SECCION TABLAS Y FIGURAS, TABLA 3)

8. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
8.1 OBTENCION DE LA MUESTRAS
Se tomaron muestras de sangre venosa periférica a 10 pacientes y 10 controles en tubo
al vacio con tapon rojo. Después de 30 min las muestras fueron centrifugadas a 1,600 g
por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente el suero fue alicuotado y congelado

a -60°C hasta el momento de la cuantificacién de SC5b9.

11



' CIENCIAS BIODMEDICAS 8.2 CUANT'FICAC'ON DE SCSBQ

Se utilizé el kit comercial Human SC5b9 (soluble terminal complement complex) (Novus
Biologicals, NBP2-66708, Colorado, USA), disefiado para hacer las cuantificaciones
mediante técnica de ELISA en placa de 96 posos. Brevemente, a cada poso se agregaron
100 uL de muestra o solucion estandar (incluida en el kit) y se incubaron por 90 min a
37°C. El liquido se retird y se agregaron 100 ul de anticuerpo biotinilado anti-C5b4 y se
incub6 por 1 h a 37 °C. Posterior a la incubacion, el sobrenadante fue retirado por
aspiracion y cada poso fue lavado con 350 uL de solucion de lavado (proveido con el kit).
Después del ultimo lavado, en cada poso se incubaron 100 uL de solucién de anticuerpo
conjugado con peroxidasa de rabano y se hizo una incubacién por 30 min a 37 °C. El
liquido fue aspirado y lavado 5 veces con el 350 ul de la solucién de lavado. Se agregaron
90 uL del reactivo con sustrato y se incubaron las muestras por 15 min a 37 °C. Se
agregaron 50 uL de solucién de paro e inmediatamente se ley6 la absorbancia a 450 nm.

Se hizo el calculo de los resultados mediante utilizando la curva de calibracion (Fig. 1).

9. ANALISIS DE DATOS

Analisis univariado, por medio T de student para diferencia de medias, de 2 colas con
error alfa de 5% utilizando IBM SPSS statistics version 29

10. CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo a la Declaracion de Helsinki en materia de confidencialidad, en este protocolo
se tomaron toda clase de precauciones para resguardar la intimidad de la persona que
participo en la investigacion y la confidencialidad de su informacién personal, respetando

siempre lo principios de autonomia, justicia, benevolencia y no maleficencia (21).

Ademas, existia el riesgo para el paciente de presentar hematoma en sitié de puncion de

toma de sangre venosa en la investigacion de acuerdo al Reglamento de la Ley General

12
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de Salud en Materia de Investigacion para la Salud por lo que no se realizé en

poblacion vulnerable como menores de edad, embarazadas o grupos subordinados.

El beneficio hacia los pacientes y la sociedad radicé en poder establecer estrategias
terapéuticas para evitar la morbimortalidad asociada al SAAF. En el balance
riesgo/beneficio, la balanza se incliné claramente al beneficio ya que el riesgo para el
paciente, en caso de presentarlo, fue minimo y sin secuelas funcionales o dafo que

pusiera en riesgo la vida.

13



' CIENCIAS BIODMEDICAS 11 . RESU LTADOS
11.1 EL GRUPO DE PARTICIPANTES SIN DIAGNOSTICO DE SAAF FUE
COMPARABLE CON EL GRUPO DE PARTICIPANTES CON SAAF.

El valor estadistico de U fue de 0.273, al cual le corresponde un valor de p < 0.05 y que

hace a nuestros 2 grupos comparables (Tabla 4).

Incluimos en el estudio un total de veinte participantes mujeres, divididas en dos grupos:
sin SAAF u otra patologia aparente (n=10) y mujeres con SAAF (n=10); la variable
demografica incluida en la recoleccion de datos fue la edad de las participantes. El rango
de edad fue 18-65 anos; el promedio de edad en el grupo control fue 34.7 afios (SD=11,6)
mientras que el de las mujeres con SAAF fue 41.5 afios (SD=15) (Tabla 4) (seccién Tablas
y Figuras). La edad promedio de ambos grupos no fue significativamente diferente lo cual
permite descartar posibles diferencias en la concentracion plasmatica del complemento

debidas a diferencias demograficas entre los grupos.

11.2 EXISTIC’) UNA RELACION PROPORCIONAL ENTRE LA ABSORBANCIA DE LOS
ESTANDARES Y LA CONCENTRACION DE SC5B9.

La cuantificacion de SC5b9 en el kit comercial (Material y métodos) se analizé mediante
regresion lineal incluyendo los valores de absorbancia correspondientes (Figura 1)
(seccion Tablas y Figuras); el valor de correlacidén 0.89 nos permitié concluir qué existia
una relacion directamente proporcional entre la absorbancia de los estandares y su
concentracion de SC5b9 y que esta curva podia ser utilizada para calcular las

concentraciones de SC5b9 de las muestras problema.

11.3 LA QONCENTRACIQN DE SC5B9 EN SUERO DE VARIAS MUESTRAS
EXCEDIO EL VALOR MAXIMO DE LA CURVA ESTANDAR.

14



e Realizamos un ensayo piloto con doce muestras seleccionadas al azar para

corroborar la aplicabilidad de la curva de calibracion y tener informacion preliminar sobre
las concentraciones de SC5b9 soluble, sobre todo en los casos, ya que los valores
publicados al respecto son escasos, variados y no concluyentes. Los valores de SC5b9
obtenidos utilizando la curva de calibracion se muestran en la Tabla 5 (seccion Tablas y
Figuras). Se observa que algunos controles presentan valores mas elevados de SC5b9
activado, lo cual no es lo esperado para pacientes que no presentan padecimientos de
tipo trombdtico; por lo tanto, consideramos que era necesario excluir a las participantes
control del protocolo que mostraran valores elevados de dimero D. Este criterio fue
incluido adicionalmente para incluir participantes al protocolo para la determinacion
definitiva de SC5b9 soluble.

11.4 LA CONCENTRACION DE SC5B9 EN LA MA\{ORI’A DE LOS INDIVIDUOS
CONTROL FUE MENOR QUE LA CONCENTRACION DE SC5B9 DE LOS
INDIVIDUOS CON SAAF.

Una vez establecido el criterio de inclusion adicional para controles de valor de dimero D
dentro de limites normales (<0.5 ug/mL), realizamos la determinacion de SC5b9 soluble
tanto en pacientes con SAAF y controles. En la Tabla 6 (seccion Tablas y Figuras) se
muestra el promedio de dos determinaciones realizadas por duplicado, el rango de
concentracion de SC5b9 para los controles fue 960.8-4892.8 ng/mL mientras que en las
participantes con SAAF la concentracion mas baja obtenida fue de 4,912.2 ng/mL
(p<0.05). Esto apoya la hipétesis de que en pacientes con SAAF el SC5b9 se encontré
constitutiva y significativamente activado. La Figura 2 (seccion Tablas y Figuras) muestra
la representacion grafica de los datos obtenidos, la mediana para los casos fue 6,412.0
ng/mL mientras que el dato homdlogo para los controles es de 4,089 ng/mL (p<0.05).
Como se menciono anteriormente, la mayoria de los valores de SC5b9 para los controles
estuvieron por debajo del valor minimo de los casos (4,912.2 ng/mL); los datos de los
controles mostraron poca dispersiéon, en cambio los valores de SC5b9 para los casos

tuvieron una dispersion hacia los valores mas altos.
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11.5 LA CONCENTRACION SERICA PROMEDIO DE SC5B9 DE LOS PACIENTES
CON SAAF FUE MAYOR RESPECTO AL GRUPO CONTROL (TABLA 7).

Se realizdé un andlisis t de student para evaluar la diferencia entre controles e individuos
con SAAF en relacién al promedio de las concentraciones de SC5b9 activado (seccion
Tablas y Figuras, Tabla 7). El valor promedio de concentracion del SC5b9 activado fue de
7.37 pg/mL (SD= 2.67 g/mL) en los individuos con SAAF mientras que en el grupo de
controles el promedio de la concentracion del SC5b9 fue de 3.60 g/mL (SD= 146 pug/mL)
(p<.001).

16



' CIENCIAS BIOMEDICAS 12. TABLAS Y FIGU RAS
Tabla 1. Clasificacion de criterios para el SAAF (revisada 2006)

Criterios Seroldgicos

- Anticoagulante lUpico
- Anticuerpos anticardiolipinas (IgG y/o IgM)

- Anticuerpos anti-B2-glicoproteina-1 (IgG y/o IgM)

Criterios clinicos

- Uno o mas episodios clinicos de trombosis arterial, venosa o de
pequefos vasos

- Morbilidad gestacional con una o mas muertes fetales inexplicadas de
fetos > 10 semanas morfoldgicamente normales o uno o mas
nacimientos prematuros de neonatos normales en la semana 34 de
gestacion o antes de la gestacion o tres o mas abortos espontaneos
consecutivos inexplicados antes de la semana 10 de gestacién

El SAAF esta presente cuando al menos un criterio clinico y un criterio de laboratorio se
cumplen (7). IgG= Inmunoglobulina G, IgM= Inmunoglobulina M

17
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v CIENCIAS BIOMEDICAS Tabla 3. Definicion de Variables

Variable Nombre Definicion Tipo Indicador
Independiente | Diagndstico | Diagnostico de Dicotdmica |No =0
SAAF SAAF de acuerdo Si=1

con los criterios
de Sidney (7)

Dependiente | SC5b9 Concentracién Continua 0-10.0
sérica del pg/mL
Complejo terminal
de complemento
soluble
determinada por
técnica de ELISA

Demografica | Edad Medicion del Continua Anos
tiempo que una
persona ha vivido
desde su
nacimiento

Variables incluidas en el estudio. SAAF= Sindrome por anticuerpos antifosfolipidos,
SC5b9= Complejo terminal de complemento soluble, ELISA= Ensayo por enzima unida
por inmunoabsorcion (por siglas en inglés)
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Tabla 4. Caracteristicas demogréaficas y clinicas de los casos y controles.

. Todos los Todos los p<0.05
Caracteristicas
casos controles
Edad
(N=10) (N=10)
. Sig. Asint. (2-
Media 41.5 (+/- 15) 34.7 (+/- 11.6)
colas) 0.273
Rango 18-65 23-57
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rEraEee  1abla 5. Valores de absorbancia y SC5b9 (piloto)

ABS SC5b9 (ug/mL)
Controles SAAF Controles SAAF
0.14 1.55 2.43 0.08
0.52 1.51 2.37 0.71
1.92 2.47 3.97 3.05
1.41 1.00 1.52 2.20
1.18 1.20 1,85 1.81
- 1.69 2.66 -

- 1.90 3.00 -

Valores de absorbancia y SC5b9 en participantes con
SAAF y controles obtenidos en el ensayo piloto.
SAAF= Sindrome antifosfolipido, ABS= absorbancia,

SC5b9= Complejo terminal de complemento soluble.
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Tabla 6. Concentracion de SC5b9 (ug/mL)

' CIENCIAS BIODMEDICAS

SAAF Control
(n=10) (n=10)

4.91 4.70
5.00 9.61
6.54 4.37
12.91 4.80
7.79 4.89
5.01 3.83
8.86 3.28
10.49 4.14
6.28 1.01
5.94 4.04

Concentracion de SC5b9 en
suero de pacientes con SAAF y
controles, determinada mediante
ELISA. Abreviaturas como en
Tabla 5.
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EEEEm 1 abla 7. Prueba estadistica

SC5b9
p
(ng/mL)
SAAF 7.37 2.67 <0.001
Controles 3.6 1.46 <0.001

Prueba t de student para grupo con SAAF y control.
Abreviaturas como en tabla 5.
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Figura 1. Regresion lineal de la curva de calibracion para SC5b9

1.75
Rz2=0
14 y = 0.0006x + 0.0932
R2 = 0.8921
°
1.05
0.7
0.35
L SC5b9 ng/mL
0 &
0 500 1000 1500 2000 2500

Regresion lineal de la curva de calibracidn elaborada con los datos de la determinacion de
SC5b9 en estédndares de concentraciones conocidas incluidas en el kit, (Seccién Materiales y
Métodos, Tabla 4))
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FEwaEee  Figura 2. Valores séricos de SC5b9 en grupo con SAAF y grupo control
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Box plot de los valores séricos de SC5b9 en grupo con SAAF y grupo control. SC5b9=
Complejo terminal de complemento soluble, por siglas en inglés, SAAF= Sindrome por

anticuerpos antifosfolipidos.
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T GIENCIAS BIOMEDICAS Figura 3. Hipodtesis de la activacién de la via clasica del complemento y segundo hit
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' CIENCIAS BIODMEDICAS 1 3 . DISC USIO N

El SAAF se conoce desde 1980, la presencia de trombosis vascular es caracteristica,
tanto en su forma primaria como secundaria. Es sabido por parte de los clinicos que
tratamos esta patologia, que los eventos trombdticos y catastroficos se siguen
presentado aun en pacientes con una adecuada anticoagulacion, utilizando como
criterios para la misma el INR o el dimero D, lo cual nos lleva a plantear vias paralelas

que puedan estar activadas y puedan ser objeto de blancos terapéuticos.

La activacion del complemento comprende el MAC es decir, las proteinas séricas solubles
C5b hasta C9 polimerizadas y ha sido estudiada en varias enfermedades, sin embargo
no se ha llegado a un consenso sobre el punto de corte de la concentracion normal debido

a que la bibliografia ademas de ser escasa, reporta niveles inconsistentes (1).

Actualmente, la medicion de las proteinas solubles del complemento, y especialmente el
MAC esta limitado a centros de investigacion, también se sabe que medir los productos
de activacion del complemento o las proteinas por individual no tienen un valor predictivo
en SAAF.

Recientemente Chaturvedi et al, (2020) demostraron mediante el ensayo de Ham
modificado (mHAM), una activaciéon de complemento en 6.8% de los pacientes con LES,
35.6% de pacientes con SAAF y 85.7% de pacientes con SAAF catastréfico en poblacion
caucasica, con dichos resultados plantearon un modelo en el cual los anticuerpos AFL

dirigen la activacion del complemento y disparan trombosis.
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e En este protocolo se realizd un ensayo biomédico con el objetivo de determinar

mediante la técnica de ELISA si la activacion del complemento es mayor en pacientes
con SAAF en relacidon con controles sanos, secundariamente se busco estandarizar la

metodologia ya que esta determinacion no se realiza de manera rutinaria.

En la escasa literatura sobre el tema, no se tiene conocimiento sobre si la edad influye
en el nivel de activaciéon del complemento; en este estudio, la edad de los casos fue
ligeramente mayor que la de los controles, sin embargo, la prueba estadistica mostr6 que

el promedio no muestra diferencia.

La técnica para la determinacién de SC5b9 fue estandarizada segun las instrucciones del
kit comercia tal y como se explica en la seccion de Material y Métodos; la curva de

calibracion, mostré un coeficiente satisfactorio para este tipo de ensayo (r=0,89, Figura

1)

En el primer ensayo realizamos mediciones en 7 pacientes y 5 controles (Tabla 2) y se
observo que algunos controles presentaron concentraciones de SC5b9b en plasma
mayores que los controles, estudiando la posible coagulacion alterada en controles,
consideraramos agregar como criterio de inclusién concentracion de dimero D por debajo
de 500 mg/dl como parametro para incluir a las participantes. El dimero D, marcador de
activacion hemostatica, no se esperaba elevado en este grupo de pacientes con SAAF
ya que como se menciond anteriormente, todas las pacientes se encontraban con

tratamiento anticoagulante.

La determinacién de SC5b9 en el grupo con SAAF (n=10) mostré valores de mas del

doble con respecto al grupo control (n=10) y al comparar los promedios de cada grupo
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perrEeem  (7.37 vs 3.6) se concluyd que, en efecto, en el contexto local, la activacién del

complemento juega un papel importante en la fisiopatologia del SAAF. Nuestros datos
sugieren que los mecanismos fisiopatologicos en el SAAF no solo dependen de los
anticuerpos circulantes, ya que inclusive en controles sanos el complemento esta activo,
se debe tener un segundo hit para promover que la activacién del complemento progrese

mas alla de C3 y llegue hasta el MAC.

Respecto a las causas, la hipotesis es que en el SAAF encontramos anticuerpos
circulantes contra diversos fosfolipidos de la superficie celular, los cuales han sufrido
modificaciones como el fendmeno flip-flop, exponiendo zonas que normalmente deberian
de estar ocultas, ademas, el dafno a las superficies celulares secundario a estresores
biolégicos como el dafio tisular o infecciones, provocan la expresion de fosfolipidos
anionicos, esto puede llevar a activar tanto el sistema del complemento como el de
coagulacion. Lo anterior apoya la teoria del segundo hit. Debe de existir un mecanismo
por el cual los anticuerpos circulantes activen el complemento, suponemos que se trata
de la via clasica, sin embargo, para que progrese mas alla de C3 y C5 y alcance el MAC
se requiere de un segundo hit, lo cual explica por qué los controles tienen activado el

complemento, pero en los casos se encuentra mas alla del doble.

A continuacién, mostramos en la figura 3 un esquema hipotético.

Esto abre la puerta a muchas interrogantes que se deben analizar en un futuro, sobe todo
involucrando a los anticoagulantes o separando a los grupos, en un supuesto que la
anticoagulacion proteja contra la hiperactivacion del complemento, ademas del uso de
antiinflamatorios como la colchicina, lo cual seria interesante explorar como modificador

del curso de la enfermedad.

Dentro de las limitantes del estudio, consideramos no haber incluido a varones, ya que

es un area interesante, debido a que sabemos que los desenlaces son mas graves en

30



MEDICINA %\

' CIENCIAS BIODMEDICAS

estos, sin embargo, decidimos excluirlos para evitar incluir factores que pudieran

introducir sesgo en la concentracion de SC5b9.

En los planes futuros, consideramos ampliar el estudio tanto en numero de individuos,
centros participantes y variables incluidas. Asi mismo, se espera poder caracterizar a los
grupos con otros marcadores de inflamacion, coagulacién y complemento para poder
esbozar un modelo fisiopatoldgico que nos acerque a entender la encrucijada de dichos
sistemas en el escenario de los pacientes con SAAF. Ademas, la inhibicién del
complemento puede suponer una terapia util en aquellos pacientes con SAAF refractario

a terapias estandar.
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15. ANEXOS

15.1 FORMATO DE CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

¢

SEGURIDAD ¥ SOLIDARIDAD SOCIAL

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

Carta de consentimiento informado para

participacion en protocolos de investigacion

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si

aplica):
Lugar y fecha:

Numero de registro

institucional:

Justificacién y objetivo del

estudio:
Procedimientos:
Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que
recibira al participar en el

estudio:

Informacioén sobre resultados

y alternativas de tratamiento:

(adultos)

Relacion entre el sistema del complemento y el sindrome

por anticuerpos antifosfolipidos.

No aplica

Chihuahua, Chihuahua, mayo 2022

Conocer la relacion del complemento con el SAAF para

comprender la trombosis recidivante

Toma de muestra de sangre venosa

Dolor y hematoma (moretdn) en sitio de puncion.

Conocer mejor la enfermedad para planear estrategias

preventivas e incidir en la morbimortalidad

Se informara a los participantes sobre los resultados en

caso de que lo soliciten
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Participacion o retiro: Es libre de tomar su decisién en cuanto a participar en el

estudio, y podra retirarse del mismo en el momento que lo

desee sin que afecte la atencidn que recibe del Instituto.

Privacidad y confidencialidad: Sus datos seran codificados y protegidos de tal manera

que solo seran identificados por los investigadores del

estudio.

Declaracion de consentimiento:

Después de heber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:

[]
[]

[]

No acepto participar en el estudio.
Si acepto participar y que se tome la muestra solo para este estudio.

Si acepto participar y que se tome la muestra para este estudios y estudios futuros,

conservando su sangre hasta por 5  afos tras lo cual se destruira la misma.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigadora o Investigador Dr. Sergio Ignacio
Responsabile: Dra. Cecilia Ishida Moreno Urbina
Colaboradores: Técnico en Analisis Clinicos

Francisco Javier Guevara Godinez

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:

Comité Local de Etica de Investigacion en Salud del CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc

330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.

Teléfono (55) 56 27 69 00 extensidon 21230, correo electronico: comité.eticainv@imss.gob.mx
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Nombre y firma del participante Nombre y firma de quien obtiene el

consentimiento

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas

propias de cada protocolo de investigacion, sin omitir informacién relevante del estudio.

@ Clave: 2810-009-013
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