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Recibido el 21 de junio de
2012, aceptado el 9 de
octubre de 2012.

Correspondencia a:

Dr. Miguel Gutiérrez
Departamento de
Inmunologia Clinica y
Reumatologia

Pontificia Universidad
Catdlica de Chile.
Marcoleta 350, Santiago,

strategies. New therapeutic alternatives inhibit at different levels, the cascade of Chile.

events leading to the pro-thrombotic state characteristic of the antiphospholipid
syndrome. We conducted a literature review of these new treatments, focusing on the

Teléfono: 23543078
E-mail: gutierre@med.
puc.cl

pathophysiological bases that support them and their possible clinical applications.

(Rev Med Chile 2013; 141: 1041-1048).

Key words: Antiphospholipid syndrome; Hydroxychloroquine, Hydroxymethyl-
glutaryl-CoA Reductase Inhibitors; Therapies, investigational.

enfermedad autoinmune caracterizada por
trombosis (venosa y/o arterial), y/o pérdidas
fetales recurrentes, asociada con la presencia de
anticuerpos antifosfolipidos (aPL). La prevalencia
de la enfermedad es desconocida, esto debido en
parte a multiples cambios en los criterios diagnds-
ticos. En lupus eritematoso sistémico (LES), 30 a
40% de los pacientes presentan aPL, y un tercio
de estos (10 a 15% de los pacientes con LES en
general) tienen manifestaciones clinicas de SAF".
Los aPL son autoanticuerpos dirigidos contra
epitopes en proteinas plasmadticas, que se generan
por la unién de estas proteinas a fosfolipidos. Los
tres aPL mds importantes son el anticoagulante
lapico, los anticuerpos anti-cardiolipina, y los
anticuerpos anti-B2 glicoproteina I (B2GPI)*. La
B2GPI es un inhibidor natural de la coagulacién
y de la agregacion plaquetaria. Al unirse a fosfoli-
pidos con carga negativa inhibe la activacién por
contacto de la cascada de la coagulacion, y también
la conversién de protrombina a trombina. Es el
principal blanco de los aPL’.
La enfermedad se puede clasificar como SAF
primario, o secundario cuando se asocia a otras

El sindrome antifosfolipido (SAF) es una

enfermedades autoinmunes, principalmente LES.
EISAF primario es la causa mds comun de trombo-
filia adquirida y da cuenta de: 10 a 15% de todos los
episodios de trombosis venosa profunda (TVP),
con o sin embolia pulmonar; de un tercio de los
nuevos accidentes cerebrovasculares en pacientes
menores de 50 afos; y de 10 a 15% de las mujeres
con pérdidas fetales recurrentes. La prevalencia
estimada de TVP asociada a SAF primario es 0,3
a 1% de la poblacion general®.

Actualmente, no existe tratamiento curativo
para el SAF, pero el estado protrombdético pro-
vocado por los aPL ha motivado que el pilar del
tratamiento sea la anticoagulacion y los antiagre-
gantes plaquetarios. A pesar de que los pacientes
lleven bien su tratamiento la recurrencia de
eventos trombdticos y la presencia de complica-
ciones obstétricas y hemorrdgicas no son raras’. El
desarrollo de terapias mds efectivas y con menos
complicaciones es una necesidad actual para este
sindrome.

La comprensién de la fisiopatologia de la en-
fermedad ha progresado mucho desde la década
1990-99 gracias a modelos animales (inmuni-
zacién de ratones con aPL) y el conocimiento
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obtenido de la interaccién entre aPL y distintos
componentes de la coagulaciéon y del endotelio®.
Ademais se ha demostrado que la inflamacién es
fundamental en el desarrollo de la enfermedad.
Se ha propuesto el siguiente mecanismo de
trombosis mediada por aPL (Figura 1): la mem-
brana celular estd compuesta por fosfolipidos fos-
fatidilcolina neutros, y fosfolipidos fosfatidilserina
con carga negativa que migran a la capa externa
durante la activacién o apoptosis de plaquetas y
células endoteliales. La B2GPI dimérica normal-
mente se une a fosfatidilserina por receptores
como anexina A2 o receptores tipo Toll (TLR),
inhibiendo la activacion de la cascada de la coa-
gulacién de células endoteliales. Los aPL se unen
a B2GPI, interfiriendo con su funcién y activando
el sistema de complemento (C’), induciendo la
expresion de C5a que a su vez induce la expresion
de moléculas de adhesién (ICAM-1), de citoquinas
(IL-1,1L-6,IL-8)y de factor tisular (FT). También
se activan monocitos, polimorfonucleares (PMN)
y plaquetas, lo que resulta en la liberacién de

mediadores proinflamatorios, y generaciéon de un
estado protromboético. Ademds, actualmente se
sabe que p38 mitogen activated protein kinase (p38
MAPK) (proteina fundamental para la respuesta
celular al estrés) y el factor nuclear kB (NFkB)
(factor de transcripcion fundamental en procesos
de activacion, proliferacion, etc.) tienen un rol
importante en la cascada de sefiales intracelulares
que llevan ala activacion y adhesion de plaquetas,
al aumento de expresién de FT y a la liberacién
de citoquinas’.

Gracias al reconocimiento de estos compo-
nentes del mecanismo de trombosis en el SAF se
han podido elaborar diferentes estrategias para
inhibir el efecto de aPL a distintos niveles de
accién. Discutiremos el avance de estos estudios
y su potencial aplicacién clinica. Para esto reali-
zamos una revision selectiva de las publicaciones
indizadas en PubMed, sin cardcter de revisiéon
sistemdtica ni metaanalisis. Se incluyeron trabajos
relacionados con la fisiopatologia y el tratamiento
del SAF publicados en la base de datos Medline.
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Figura 1. Mecanismos de trombosis mediada por aPL y etapas (niUmeros) en las que el efecto de aPL puede ser inhibido.
1) Anticoagulacién; 2) Antiagregacion plaquetaria; 3) Aumento de clearence de aPL; 4) Inhibicion de células B; 5) Inhibicién
de la activacién de complemento inducida por aPL; 6) Inhibicién de activacién de célula endotelial y/o sobrerregulacion de FT
inducida por aPL.Abreviaciones: aPL, anticuerpos antifosfolipido; B2GPI, B2-glicoproteina —I; CK, citoquinas; FT, factor tisular;
MA, moléculas de adhesion; MN, mononuclear; NFkB, factor nuclear kB; p38MAPK, p38 kinasa activada por mitégeno; PMN,

polimorfonuclear; PLT, plaquetas.
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Estatinas

Estudios sugieren que las estatinas pueden
afectar la proliferacién y migracién del musculo
liso, la activacién de monocitos, la sintesis de ci-
toquinas y la expresiéon de FT®.

Primero Meroni y cols. demostraron que las
estatinas inhiben la activacién endotelial mediada
por aPL, al observar una disminucién dosis depen-
diente mediada por fluvastatina de la adhesion de
monocitos a células endoteliales de vena umbilical
humana (HUVEC) incubadas con LPS, IL-1B,
TNFa e IgG antiB2GPI. Fluvastatina también re-
dujo la expresion de selectina E y de moléculas de
adhesion intercelular 1 (ICAM-1). El mevalonato
suprimio el efecto de la fluvastatina, lo que sugiere
que el efecto estd mediado por la inhibicién de la
enzima hidroximetilglutaril coenzima A reductasa
(HMG-CoA). Fluvastatina también inhibié la
unién de NF-«kB al ADN y la expresién de mRNA
de IL-6 luego de una estimulacién de células HU-
VEC con TNFa o IgG antiB2GPI?.

Luego Ferrara y cols. demostraron in vivo los
efectos de la fluvastatina. Ratas CD-1 fueron trata-
das con IgG de pacientes con SAF, con o sin fluvas-
tatina. No hubo diferencias de los niveles de aCL
pero fluvastatina disminuy6 en forma significativa
el tamafio de los trombos, la adhesion de leucocitos
al endotelio ylos niveles de SICAM-1°. Fluvastatina
también inhibe el aumento de expresién de FT
provocado por aPL en células endoteliales™.

Un estudio reciente midid, en el suero de
93 pacientes con SAF y 60 controles, los niveles
del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), FT, TNFa, SICAM-1, sE-selectina, PCR,
sVCAM-1. Ademads en 9 pacientes con SAF se
midié lo mismo el dia de inicio de fluvastatina y
a los 30 dias de uso (40 mg al dia). TNFa, FT y
VEGF estaban elevados en los pacientes con SAF,
y fluvastatina redujo significativamente estos
marcadores en la mayoria de los pacientes que
fueron tratados''.

De manera similar un estudio con 42 pacientes
con SAF y 35 sujetos sanos tratados con fluvas-
tatina 20 mg al dia por 1 mes mostr6 reduccién
significativa de la expresién de FT y VEGF en
monocitos, lo que se relacioné con la disminucién
de la fosforilacién de p38 MAPK y de la unién de
NF«B al DNA'. Estos resultados sugieren que el
uso de estatinas como terapia adyuvante podria
ser util en pacientes con SAF, pero faltan estudios
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de calidad que evaltden si su uso disminuye los
eventos trombdticos en estos pacientes.

Rituximab

Se ha propuesto que las células B estdn invo-
lucradas en las manifestaciones clinicas del SAE.
Estas son necesarias para el inicio de enfermedades
relacionadas a autoanticuerpos, como productoras
de autoanticuerpos, moduladoras de senales y
presentadoras de autoantigenos'*.

Kahn y cols. demostraron que al bloquear el
factor de supervivencia de células B (BAFF) en un
modelo animal, mediante inmunoglobulinas que
bloquean su receptor, se puede prevenir algunas
manifestaciones de la enfermedad, retardar el ini-
cio de la enfermedad y prolongar la sobrevida. En
los ratones tratados, los bazos eran mds pequenos,
con menos células B y T, activadas y de memoria.
No previno el desarrollo de anticuerpos anti-
cardiolipina, y s6lo produjo retraso modesto de
trombocitopenia, pero si hubo significativamente
menos nefritis e infartos miocdrdicos'*. Este estu-
dio apoyd la creencia que las células B juegan un
rol importante en la patogénesis de la enfermedad.

Existen casos aislados reportados de uso
exitoso de rituximab, principalmente en SAF ca-
tastrofico'. En el estudio RITAPS se trataron con
rituximab 20 pacientes con manifestaciones resis-
tentes a anticoagulacion. A fines de 2012 se esperan
resultados. El outcome primario es seguridad'.

Todavia no existe suficiente evidencia para
recomendar rituximab en SAF, pero pronto
podriamos tener resultados que nos permitirdn
sustentar una recomendacion.

Hidroxicloroquina (HCQ)

La HCQ fue utilizada en las décadas 1970-79
y 1980-89 como profilaxis de trombosis venosa
profunda en postoperatorio de cirugias ortopédi-
cas por su capacidad para disminuir la viscosidad
sanguinea y la agregacion plaquetaria'”'®. Se repor-
taron resultados negativos, principalmente en ci-
rugia de cadera, y finalmente se dejé de utilizar™*.
En la década 1990-99 renace el interés por HCQ,
con la publicacién de un estudio, en un modelo
animal de SAF, donde la HCQ redujo el tamano
del trombo. Este efecto fue dosis dependiente?.
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En el ano 2002 se publicé un estudio donde se
evalud un grupo de pacientes con SAF (con even-
tos trombéticos) y pacientes con LES portadores
asintomdticos de aPL. Mediante un analisis de
regresion logistica se demostré que silos pacientes
tomaban HCQ o aspirina disminuia la probabili-
dad de presentar un evento trombédtico®.

Rand y cols. demostraron en el 2008, mediante
elipsometria y microscopia de fuerza atémica
(AFM), que la HCQ inhibia directamente la for-
macién de complejos inmunes IgGaPL-B2GPI
en la bicapa de fosfolipidos y disminuia signifi-
cativamente los niveles de aPL, en forma dosis
dependiente®.

Recientemente, se publicé un nuevo efecto de
HCQ, sobre anexina A5 (AnxA5). AnxA5 es una
potente proteina anticoagulante que se cristaliza
sobre la bicapa de fosfolipidos bloqueando su
disponibilidad para reacciones de coagulacion.
La unién de AnxAS5 a la bicapa se altera por aPL,
favoreciendo la aparicion de trombosis y abortos.
HCQ revirti6 el efecto de los aPL, aumentando
la actividad anticoagulante de AnxA5 en plasma
de pacientes con SAF*. En el afio 2011 se publicé
evidencia de este mismo efecto en el sincitiotro-
foblasto, donde la HCQ redujo la unién de aPL
al sincitiotrofoblasto y restaur6 la expresién de
AnxA5®.

En el dambito clinico sélo existe evidencia de
calidad moderada de efecto benéfico de HCQ so-
bre trombosis en pacientes con LES, resultados no
necesariamente aplicables a pacientes con SAF*.

A pesar de esto, y dado la evidencia del efecto
de HCQ sobre los procesos trombogénicos, y
su buen perfil de seguridad, parece razonable
recomendar su uso para prevenir trombosis en
pacientes con SAE.

Inhibicién de la sobrerregulacion de factor
tisular (FT)

En 1997 se public6 uno de los primeros estu-
dios en pacientes sobre el rol del FT en SAF. En pa-
cientes con SAF, con y sin trombosis y en controles
sin SAF, con y sin trombosis, se midi6 la expresién
de FT en monocitos. Esta fue mayor en el grupo
con SAF y trombosis. Esto se relacionaba con la
presencia de anticuerpos IgG anticardiolipina?”.

Dado que los monocitos sintetizan FT y con-
tienen varios componentes del sistema renina
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angiotensina se investigd un posible efecto de
inhibidores de enzima convertidora de angioten-
sina (IECAs) sobre la expresion de FT. Cultivaron
monocitos de pacientes sanos con endotoxina en
presencia de diferentes IECAs. Captopril redujo la
expresion de FT en la membrana en 60% aproxi-
madamente luego del estimulo con endotoxina.
Otros IECAs y losartan tuvieron el mismo efecto.
El aumento de niveles de mRNA de FT, mediado
por endotoxinas, fue inhibido por captopril, junto
con la translocacién de NF-kB al nicleo y su unién
a la regiéon promotora del gen de FT?.

Para investigar el efecto en SAF de dilazep y
dipiridamol, ambos antiagregantes plaquetarios,
cultivos primarios de monocitos fueron estimu-
lados con LPS, IgG SAF, e IgG de paciente sanos,
y se observ6 un aumento de actividad de FT y de
la expresion de mRNA de FT en los 2 primeros
casos. Esto fue inhibido por dilazep y dipiridamol,
de forma dosis dependiente. No tienen efecto sobre
el aumento de niveles de mRNA de FT, a diferencia
de captopril, por lo que el bloqueo de la expresién
de FT es post transcripcional™®.

Para poder entregar una recomendacién mejor
sustentada sobre el uso de estos agentes en pacien-
tes con SAF se requieren estudios in vivo.

Inhibicién de complemento

La activacién de complemento parece ser
requisito integral para la activacién de elementos
celulares blancos de aPL. Esto fue demostrado por
un estudio de Fischettiy cols., quienes purificaron
IgG aPL de pacientes con SAF, e inyectaron LPS
intraperitoneal a ratas, 3 h antes de tratarlas con
las IgG purificadas. Esto indujo la formacién de
trombos, lo que no sucedié si las IgG purificadas
eran depletadas de anti-B2GPI. Cuando se repitié
el experimento en ratas deficientes en C6 no se
formaron trombos. Al inhibir la funcién de C5
también se inhibié la trombosis, por lo tanto, se
concluyd que la presencia de C5 y C6 es necesaria
para la formacion de trombos luego de la estimu-
lacién con IgG aPL*. Ademds, se demostr6 que
la activaciéon de C3 también es necesaria para la
trombofilia mediada por aPL al comparar el efecto
de IgG de SAF en ratas wild type (WT) y en ratas
deficientes de C3 y C5, las que formaron trombos
de menor tamafo.

Estos estudios demuestran el importante rol
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del complemento en el SAF y es un drea de inves-
tigacidn interesante para el desarrollo de terapias
futuras.

Antagonistas del TNF-o

Berman y cols. evaluaron el rol de TNFa en
complicaciones del embarazo provocadas por aPL
en un modelo animal de SAE. Mostraron que aPL
tienen como blanco la decidua y que causan un
rapido aumento de los niveles locales y sistémicos
de TNFa. Las ratas deficientes en TNFq, o en las
que se bloqued este factor, presentaron menos
pérdidas fetales. También observaron que en ratas
deficientes en C5 no aumentaron los niveles de
TNFa al tratarlas con aPL. Esto sugirié que TNFa
tiene rol patogénico en SAF*.

Blanky cols. vacunaron ADN codificante de
TNFa a ratas con SAF experimental inducido
por B2GPI. Esto result6 en la generacién de me-
moria inmunoldgica para el producto génico de la
vacuna, con aumento de anticuerpos anti TNFa
circulantes. La fraccién enriquecida de IgG de
anticuerpos antiTNFa de estos ratones fue biol-
gicamente activa, ya que previno la activacién de
células endoteliales por TNFal, de manera similar
aanti-TNFa comercial, medido por el porcentaje
de inhibicién de adhesién de monocitos. Ratas
inmunizadas con B2GPI, vacunadas con ADN
de TNFa en etapa temprana de la enfermedad,
mostraron disminucién de titulos de anticuer-
pos antiB2GPI circulantes. Esto se siguié de una
disminucién de las pérdidas fetales, aumento de
recuento de plaquetas y normalizacion de TTPK.
Cuando la exposicion a la vacuna fue tardfa el
efecto fue menor™.

No existen reportes de uso de terapia anti-TNF
en SAF si de casos de posible elevacién de aCL
por su uso. Se requiere de mayores estudios para
realizar una recomendacion.

Inhibidores de p38 MAPK y NF-xB

La quinasa p38 MAPK es clave en la via
intracelular de activacién de plaquetas, células
endoteliales y monocitos por aPL, y NF-kB es
parte de la cascada de transduccidn intracelular
que lleva al aumento de FT en el endotelio y
monocitos.

Rev Med Chile 2013; 141: 1041-1048

Vega-Ostertag demostrd que en plaquetas tra-
tadas con IgG aPLy dosis subactivantes de trombi-
na aumenta significativamente la fosforilacién de
p38 MAPK. Al utilizar un inhibidor especifico de
p38 MAPK se interfiere la agregacion plaquetaria
y la expresion de FT*>*.

Existen reportes de uso de inhibidores de p38
MAPK en otros modelos de enfermedad como
isquemia cerebral, shock séptico, artritis e isque-
mia miocdrdica, y actualmente se estdn estudiando
nuevos inhibidores®*.

Otros autores han demostrado que inhibir
la funcién de NF-«B interfiere con la trombosis
inducida por aPL**.

Al bloquear la cascada intracelular inducida
por aPL mediante inhibidores de NF-kB y de p38
MAPK se obtiene resultados antitrombéticos en
modelos animales, pero no existen datos de eficacia
y seguridad en humanos.

Bloqueo de receptores en células blanco

Al bloquear receptores de B2GPI o aPL en
células blanco se pararia la cascada que lleva a
trombosis.

Parece ser que anexina A2 es receptor de
B2GPI. Ma y cols. demostraron que los Ac anti
anexina A2 bloquean la unién de B2GPI a cé-
lulas endoteliales*'. TLR4 es el receptor de LPS,
que activa la fosforilacién de p38 MAPK y la
translocacion de NF-kB al nicleo. Mutaciones
en el gen codificante de TLR4 interfieren con la
respuesta a LPS. Pierangeli demostré que ratas
con esta mutacion tenfan trombos mas pequenos
y menos adhesién de leucocitos a CE. Ademds,
en pacientes con SAF la prevalencia de polimor-
fismos protectores (con mutacién de TLR) fue
menor que en controles*.

Un péptido sintético de 20 aminodacidos que
comparte similitudes con el dominio V de B2G-
PI, TIFI, mostr6 inhibir el estado protrombético
inducido por aPL en ratones, al competir con
B2GPI para unirse a la membrana fosfolipidica de
la célula blanco®. Distintos péptidos similares han
sido evaluados en modelos animales demostrando
disminucién del dano*.

Con estos datos, el bloquear la unién de aPL a
sus células blanco por competencia con péptidos
parece ser una atractiva forma de tratar el SAF, que
requiere mayor investigacion.
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Tabla 1. Resumen de tratamientos propuestos

Tratamiento Efecto observado
Estatinas

da por aPL
Rituximab Mejoria clinica

Hidroxicloroquina

Inhibicién de FT y de trombosis induci-

Inhibicion de formaciéon de complejos
inmunes, del aumento de la activa-

Estudios publicados

In vitro y modelos murinos. Estudios
piloto en pacientes

Reportes de casos en SAF y LES

In vitro y modelos murinos. Estudios
en pacientes con LES

cion plaquetaria y de la disrupcion de
anexina A5 mediada por aPL

Dilazep y dipiridamol Inhibiciéon de FT

IECA Inhibicion de sobrerregulacion de FT

Inhibidores de complemento

Disminucién de abortos, trombosis

In vitro
In vitro

In vitro y modelos murinos

y activacién de células endoteliales

mediado por aPL

Péptidos que imitan regiones de B2GPI
células blanco

Inhibidores de p38 MAPK y NF-«xB
expresion de FT

Antagonistas de TNFa

Bloquean la unién de B2GPl/aPL a

Interfieren agregacion plaquetaria y

Inhibe la activacion de células endote-

In vitro y modelos murinos

In vitro y modelos murinos

In vitro y modelos murinos

liales y disminucién de aPL

Glucocorticoides

Aunque el uso de glucocorticoides en el SAF es
antiguo, con resultados variables y alta frecuencia
de complicaciones, la controversia atin continta.
Recientemente se publicé el uso de prednisolona
en dosis baja en pacientes con SAF obstétrico re-
fractario. Dieciocho mujeres con diagndstico de
SAF y al menos un aborto previo a pesar del tra-
tamiento con aspirina y heparina, se trataron con
prednisolona 10 mgademds de aspirina y heparina
de bajo peso molecular. En los embarazos previos
de estas mujeres solo 4 de 97 (4%) resultaron en
recién nacidos vivos. De 23 embarazos suplemen-
tados con prednisolona, 9 mujeres tuvieron 14
recién nacidos vivos (61%), 8 sin complicaciones®.
Como es el inico estudio que ha mostrado resul-
tados positivos con esta asociacion de tratamiento,
se necesita mayor investigacion.

Conclusiones

La naturaleza multifactorial de la trombosis
en el sindrome antifosfolipido es una barrera
importante para el desarrollo de nuevas terapias.
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En los dltimos afos, la comprensién de los
mecanismos de trombosis mediada por aPL ha
establecido el importante rol de la inflamacion,
lo que puede hacer posible que en el futuro el
enfrentamiento antitrombdtico actual sea comple-
mentado por un tratamiento inmunomodulatorio.

Es probable que las estatinas, hidroxicloroqui-
na, Rituximab, [ECAs, e incluso drogas anti-TNF
sean parte del tratamiento estdndar de SAF en el
futuro y que continden las investigaciones en otras
dreas prometedoras como inhibidores de p38MA-
PK, de NF-kB, de complemento, y bloqueadores
de receptores en células blanco (Tabla 1).

Son necesarios ensayos clinicos bien disefiados
para validar la utilidad de estos agentes.
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