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RESUMEN

Objetivo: Determinar las concentraciones de sCD40L en pacientes con SAFP, y su asociacién con el nimero
de trombosis.
Pacientes y métodos: Se incluy6 a pacientes con SAFP y controles sanos de la misma edad y sexo. Para su
analisis, los pacientes con SAFP se dividieron en 2 grupos: a) pacientes con 1 trombosis, y b) pacientes
> 1 trombosis. Se determinaron las concentraciones de sCD40L por método de ELISA en cada uno de ellos.
Resultados: Las concentraciones de sCD40L fueron significativamente mayores en los pacientes con SAFP
en comparacién con el grupo control: 9,72 + 11,23 ng/ml vs. 4,69 + 40,04 ng/ml (p = 0,04). No hubo
asociacion entre las concentraciones séricas de sCD40L y el nimero de trombosis (9,81 £+ 9,67 ng/ml en
pacientes con una trombosis vs. 9,6 + 12,75 ng/ml en > 1 trombosis) (p = 0,13) En mujeres con embarazo
y aborto del primer trimestre (13 pacientes), las concentraciones de sCD40L fueron mayores que en aque-
llas pacientes sin antecedente de aborto (26 pacientes), pero sin una diferencia estadistica significativa
(12,11 £ 16,46 ng/ml vs. 8,80 + 8,61 ng/ml; p=0,33). No se encontr6 correlacién entre las concentraciones
de sCD40L y el nimero total de trombosis.
Conclusiones: Los pacientes con SAFP tienen concentraciones mayores de sCD40L en comparacién con
sujetos sanos, sin que esto se asocie a un mayor nimero de trombosis. Entre las pacientes con SAFP, existe
una tendencia a mayores concentraciones de sCD40L en aquellas con embarazo e historia de aborto. Al ser
la plaqueta la principal fuente celular de sCD40L, es posible que esta via desempefie un papel patogénico
en la enfermedad.
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Increased concentrations of soluble CD40 ligand platelet in patients with
primary antiphospholipidic syndrome

ABSTRACT

Objective: To determine the concentrations of sCD40L in patients with PAPS, and establish its association
with the number of thrombosis.

Patients and methods: We included patients with PAPS and healthy controls of the same age and sex. For
analysis, patients with PAPS were divided into 2 groups: 1) patients with 1 thrombosis, and 2) patients
with >1 thrombosis. Soluble CD40L concentrations were determined by ELISA method.

Results: sCD40L concentrations were significantly higher in patients with PAPS compared with the con-
trols (9.72 ng &+ 11.23 ng/ml vs. 4.69 £ 4.04 ng/ml) (P=.04) There was no association between serum
levels of sCD40L and the number of thrombosis (1 thrombosis: 9.81 4+ 9.87 ng/ml vs 9.63 + 12.75 ng/ml in
> 1thrombosis (P=.13). In women with pregnancy and abortions, (13 patients) concentrations of sCD40L
were higher than in those patients without a history of abortion (26 patients) but without statically sig-
nificant difference (12.11 + 16.46 ng/ml vs. 8.80 & 8.61 ng/ml) (P=.33). There was no correlation between
levels of sCD40L and the total number of thrombosis.
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Conclusions: Patients with PAPS have higher concentrations of sCD40L compared with healthy subjects,
although this is not associated with a greater number of thrombosis. Among patients with PAPS, there is
a tendency to higher concentrations of sCD40L in women with pregnancy and history of abortion. Since
the platelet is the main cellular source of sCD40L, is possible that this pathway plays a pathogenic role in

patients with PAPS.

© 2012 Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El sindrome antifosfolipidico primario (SAFP), inicialmente des-
crito en 1986 por Hughes, Harris y Gharavi!, es una enfermedad
autoinmunitaria en la cual se producen anticuerpos contra una
variedad de fosfolipidos y proteinas de unién a fosfolipidos. La
caracteristica cardinal de este sindrome la constituyen las compli-
caciones trombéticas. Multiples mecanismos han sido propuestos
para explicar la participacion de los anticuerpos antifosfolipidi-
cos en la patogénesis de la entidad, entre ellos: induccién de la
expresion de factor tisular por las células endoteliales, inhibicién de
proteinas anticoagulantes, activaciéon del complemento, asi como
incremento en la activacién plaquetaria=.

La activacién plaquetaria a través de la via CD40/CD40L ha sido
descrita como un actor fundamental en fenémenos inflamatorios,
entre ellos la ateroesclerosis. La aterosclerosis es considerada hoy
en dia una condicién inflamatoria asociada con el SAFP%-8. E1 CD40
es una glucoproteina de membrana que pertenece a la familia de
receptores del factor de necrosis tumoral y se expresa en numerosos
tipos celulares, incluyendo las plaquetas, las células endoteliales y
los macréfagos® 10, Tras la activacion celular desencadenada por la
interaccion CD40-CD40L, se libera una fraccién soluble del ligando a
la circulacién (sCD40L). Las plaquetas son, con diferencia, las mayo-
res productoras de dicha forma soluble del ligando CD401°,

La interaccién CD40/CD40L produce cambios inflamatorios fun-
damentales en la progresion de la placa aterosclerética, tales como
expresion de moléculas de adhesién celular sobre células endote-
liales y incremento de respuesta Th1 sobre sitios de aterosclerosis,
asi como la produccién de citocinas inflamatorias, tales como
interleucina-1 e interferén gamma INF-y!1-14, La evidencia cli-
nica actual demuestra una fuerte asociacién entre la presencia de
fenémenos trombéticos y el incremento en las concentraciones de
sCD40L1>16 La incidencia de eventos vasculares cerebrales y coro-
narios, asi como la tasa de reestenosis en pacientes sometidos a
angioplastia, se incrementan de forma directamente proporcional
a las concentraciones de sCD40L17.

El papel de la activacién plaquetaria via CD40/CD40L en SAF
aun se desconoce. Algunos estudios han encontrado incremento en
las concentraciones de sCD40L en pacientes con SAF secundario8.
Pocos trabajos han sido realizado en pacientes con SAFPy sus resul-
tados no son concluyentes'819, El objetivo del presente estudio
fue determinar las concentraciones séricas medias de sCD40L en
pacientes con SAFP y su asociacién con el nimero de fenémenos
trombéticos.

Pacientes y métodos

Se realiz6 un estudio transversal y descriptivo en un centro
médico de tercer nivel de atencién. Se incluy6 a pacientes con SAFP
con diagndstico establecido de acuerdo con los criterios revisados
del 200629, con edad igual o mayor de 18 afios, y con al menos un
episodio de trombosis documentado. Se excluyé a pacientes con
antecedente de cardiopatia coronaria o con trombosis no relacio-
nada con el SAF, y pacientes diabéticos, con antecedente de cirugia
mayor o fenémeno trombético documentado en los 3 meses pre-
vios a la realizacion del estudio. Se incluyé a 22 controles sanos con
caracteristicas demograficas similares al resto de los pacientes.

Para su analisis los sujetos fueron divididos en 3 grupos: el pri-
mero (grupo control) estuvo formado por personal de salud sano del
mismo centro hospitalario con caracteristicas demograficas simi-
lares al resto de los grupos de estudio. El segundo grupo se integré
con pacientes con SAFP y una trombosis documentada hasta el
momento de su inclusidn en el estudio; el grupo 3 se conformé
con pacientes con SAFP y con 2 o mdas trombosis documentadas al
momento de la inclusién. En los pacientes con SAFP, se recolect
informacién sobre fecha de inicio de la enfermedad, el nimero de
complicaciones trombéticas, los eventos arteriales o venosos, los
titulos de anticuerpos antifosfolipidicos al inicio de la enferme-
dad y al momento del estudio y la presencia de manifestaciones
no trombéticas concomitantes, asi como comorbilidades. Todos los
pacientes firmaron una carta de consentimiento informado y el
estudio fue aprobado por el comité local de ética e investigacién
en salud.

Meétodos de laboratorio

De cada paciente se obtuvo una muestra de 5ml de sangre
en tubo seco. Se centrifugdé la muestra para separar el suero de
los componentes celulares. Se determinaron las concentraciones
séricas de sCD40L con el método de ELISA; se utiliz6 un kit comer-
cial y se siguieron las especificaciones del proveedor (Invitrogen
# KHS4001) y para su lectura se emple6 un equipo Biotek ELx. La
concentracién de sCD40L se expres6 en ng/ml.

Andlisis estadistico

Se realizaron un andlisis estadistico descriptivo para las
variables demograficas y una comparacién de medias de las con-
centraciones séricas de sCD40L en los diferentes grupos de estudio
mediante ANOVA. Por otra parte, los pacientes fueron agrupados en
quintiles segtin las concentraciones séricas de sCD40 y, posterior-
mente, se realiz6 nuevamente prueba de ANOVA de una via para
comparar la media de los episodios de trombosis entre cada uno de
los grupos.

Resultados

Entre abril del 2009 y enero del 2010, un total de 47 pacientes
con SAFPy 22 controles sanos fueron incluidos. De los pacientes con
SAFP, 23 sujetos presentaron un fenémeno de trombosis, en tanto
que 24 pacientes presentaron 2 o mas complicaciones trombéti-
cas (en promedio 3,2 trombosis por paciente). Las caracteristicas
demograficas de los 3 grupos fueron similares (tabla 1). En el caso
de las pacientes embarazadas, el porcentaje de pérdidas fetales fue
similar en los grupos con SAFP (30,4% vs. 20,8%) (tabla 1).

Enlos pacientes con SAFP, las manifestaciones no trombéticas se
presentaron con una frecuencia del 73,9% en aquellos con una sola
trombosis vs. el 54,1% de pacientes con 2 o mas trombosis (tabla 1).
En estos pacientes, la valvulopatia fue la manifestacién no tromb6-
tica que se observé con mayor frecuencia, siendo las insuficiencias
valvulares de diverso grado las mas prevalentes. Otras manifes-
taciones no trombéticas incluyeron la nefropatia por SAF, livedo
reticularis y tlceras cutineas, asi como trombocitopenia. La mayor
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Tabla 1
Caracteristicas demograficas de los pacientes
Variable SAFP < 1 trombosis SAFP > 1 trombosis Grupo control p
(n=23) (n=24) (n=22)
Sexo femenino (%) 19(82) 20(83) 17 (77) 0,85
Sexo masculino (%) 4(18) 4(17) 5(23) 0,85
Edad (media) 41,83 40,83 40,05 0,87
Indice de masa corporal 27,75 27,17 27,45 0,65
Abortos 0,78 0,37 - 0,19
Titulos de AcL IgG al momento del diagnéstico 50,25 34,38 - 0,43
Titulos de AcL IgM al momento del diagnéstico 44,5 15,17 - 0,82
Titulos de AcL IgG al momento del estudio 47,28 45,95 - 0,94
Titulos de AcL IgM al momento del estudio 29,44 17,54 - 0,38
Manifestaciones no tromboéticas (%) 17 (73,9) 13 (54,1) - 0,15
Tabla 2
Manifestaciones no trombéticas en los pacientes con SAFP 10,00
Manifestacion <1 trombosis (%) > 1 trombosis (%)
Nefropatia por SAF 5(21,7) 3(12,5) € 800
Trombocitopenia 2(8,6) 4(16,6) ?y
Valvulopatia 7(30,4) 8(33,3) e
Livedo/dlceras 6(26) 3(12,5) .2 6,00
Infartos intestinales 0 1(4,16) b
-
g 4,00 9,63
parte de los pacientes presentaron mas de una manifestacién no 2
trombética (tabla 2). 2,00
Las concentraciones séricas de sCD40L plaquetario fueron 0
mayores en los pacientes con SAFP en comparaciéon con los con-
troles (9,72 + 11,23 vs. 4,69 + 4,04; p = 0,04) (fig. 1). Sin embargo, 0.00 T tromoosis > 1 trombosis Control

no hubo diferencia entre los grupos con SAFP (9,81 ng/ml en pacien-
tes con < 1 trombosis vs. 9,63 en pacientes con > 1 trombosis; p =
0,13) (fig. 2).

Para evaluar la correlacién entre las concentraciones séricas de
sCD40L y el nimero de trombosis en pacientes con SAFP, las con-
centraciones séricas del sCD40L se distribuyeron en percentiles y
se compard la cantidad de complicaciones trombéticas en cada uno
de ellos. Sin embargo, no se logr6 establecer una asociacién entre
las concentraciones de sCD40L y el nimero de trombosis.

De las pacientes con SAFP, 13 tuvieron antecedente de uno o
mas abortos en el primer trimestre de la gestaciéon (media de 2,1
por paciente).

Al comparar el sCD40L entre el grupo de mujeres con com-
plicaciones en el embarazo y el resto de las mujeres, se observd
una tendencia a presentar mayores concentraciones de sCD40L
en aquellas con complicaciones obstétricas; sin embargo, no se
logré establecer una diferencia significativa (12,1 + 16,46 ng/ml vs.
8,81 + 8,61 ng/ml; p = 0,33) (fig. 3).
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Figura 1. Concentraciones séricas de sCD40L plaquetario en pacientes con sindrome
antifosfolipidico y sujetos sanos.

Episodios de trombosis

Figura 2. Concentraciones séricas de sCD40L plaquetario en pacientes con SAFP de
acuerdo con el niimero de trombosis.

Discusion

En el presente estudio documentamos que los pacientes con
SAFP tienen mayores concentraciones de sCD40L en comparacién
con controles sanos. Sin embargo, no se logré establecer una aso-
ciacién con niimero o tipo de trombosis, ni con manifestaciones no
trombdticas de la enfermedad.

Mudltiples mecanismos han sido evocados para explicar el
desarrollo de complicaciones trombdticas en pacientes con SAF,
y la activacién plaquetaria constituye uno de ellos. Como ya se ha
mencionado, la via del CD40/CD40L ha sido descrita recientemente
como un mecanismo patogénico en el fenémeno de aterosclerosis
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Figura 3. Concentraciones séricas de sCD40L plaquetario en pacientes con sindrome
antifosfolipidico obstétrico.
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y su influencia en los eventos vasculares coronarios y cerebrales
esta mas que comprobada!>-17,

Nuestro trabajo se fundamenté en la determinacién de la
sCD40L, cuya produccién se lleva a cabo en su mayor parte a
nivel plaquetario, y en determinar si las concentraciones de este
ligando se asociaron a un mayor nimero de trombosis. Estudios
previos han encontrado concentraciones incrementadas de sCD40L
en pacientes con SAF secundario en comparacién con SAFP o con-
troles sanos!®. Nuestro estudio se orienté a pacientes con SAFP,
puesto que se conoce el riesgo cardiovascular «per se» que con-
lleva la coexistencia de otra enfermedad como lupus eritematoso
sistémico. Ademas, es el primer estudio que busca establecer una
correlacién entre las concentraciones de sCD40L y el niimero de
trombosis en estos pacientes. De manera general, nuestro estudio
demostré que las concentraciones del sCD40L son significativa-
mente mayores en sujetos con SAFP vs. controles sanos, pero no
se estableci6 asociacion con la cantidad de fenémenos trombéti-
cos. Las razones de esta conclusién pueden ser varias: en primer
lugar, cuando en un paciente se establece el diagnéstico de SAFP, se
le inicia tratamiento anticoagulante de inmediato. Buena parte de
nuestros pacientes son diagnosticados después del primer episodio
de trombosis, de tal manera que desde el momento del diagnés-
tico se encuentra en tratamiento anticoagulante, lo que contribuye
a la no recurrencia de complicaciones trombdticas. Por otro lado,
es bien conocido que en el SAF los mecanismos patogénicos son
numerosos y frecuentemente coexisten, por lo que es posible que
mecanismos distintos de la activacion plaquetaria via CD40/CD40L
son los que predominan y los que favorecen directamente la trom-
bosis. Finalmente, es probable que las concentraciones de sCD40L
se encuentren incrementadas en este grupo de pacientes por la
aterosclerosis acelerada que frecuentemente se observa en ellos.
De hecho, una alta prevalencia de sindrome metabélico ha sido
reportada en nuestra poblacién de pacientes con SAFP!9. Se han
descrito numerosos mecanismos para explicar la elevada frecuen-
cia de aterosclerosis acelerada en los pacientes con SAF, entre los
que destacan: aumento del estrés oxidativo29, presencia de autoan-
ticuerpos dirigidos contra particulas LDL oxidadas?!, aumento de
la captacién de LDL dentro de macréfagos inducida por anticuerpos
anti B2GP??, etc. Es posible que en estos pacientes la activacién pla-
quetaria a través de la via CD40/CD40L sea un mecanismo adicional
que contribuya a la aterosclerosis acelerada, y si bien es cierto que
su activacién no explica la presencia de trombosis de una manera
directa, es posible que si lo haga de manera indirecta a través de
mecanismos que favorecen la progresion de lesiones ateroscleréti-
cas, como son activaciéon endotelial y incremento en la expresiéon de
moléculas de adhesién celular, asi como de citocinas inflamatorias
y trombogénicas. Al respecto, Gresele et al.23 encontraron mayores
concentraciones de sCD40L en pacientes con SAFP y factores aso-
ciados de riesgo cardiovascular en comparacién con pacientes sin
ellos.

Un hallazgo que se debe destacar fue la presencia de mayo-
res concentraciones de sCD40L en aquellas pacientes con SAFP y
abortos en comparacién con pacientes sin morbilidad obstétrica. Es
probable que no se alcanzara la significacién estadistica debido al
reducido nimero de pacientes. Este hallazgo es interesante debido
a que la trombosis placentaria no es un hallazgo constante en
mujeres con SAF y morbilidad obstétrica. Para explicar las pérdi-
das gestacionales también se han descrito otros mecanismos, como
la activacién de la via clasica del complemento o la resistencia
a proteinas como anexinaZ. Nuestros resultados sugieren que la
activacién plaquetaria y, especificamente, aquella desencadenada
por la activacién de la via CD40/CD40L pudiera tener algtn papel
patogénico en abortos inducidos por SAF.

Nuestra investigaciéon tiene algunas limitaciones. En primer
lugar, el nimero reducido de pacientes incluidos, lo cual puede
explicar que varios de nuestros resultados no alcanzaran una

diferencia estadisticamente significativa. En segundo lugar, al
ser un estudio transversal, se realizé la medicién del sCD40L
al momento de ingreso al estudio. Por lo tanto, es posible que
la asociacién entre las concentraciones del ligando y la presen-
cia trombosis se encuentre subestimada, dado que la temporalidad
entre el primer y el dltimo fenémeno trombético es altamente
variable en nuestros pacientes. Esto justifica la realizacién de un
estudio prospectivo con determinacién longitudinal del sCD40L de
acuerdo con el tiempo de presentacién de las complicaciones trom-
béticas. Por otra parte, solo fue incluido un niimero pequefio de
mujeres con pérdidas fetales, lo que hace dificil establecer conclu-
siones sobre el impacto de las concentraciones de sCD40L en este
subgrupo de pacientes. Finalmente, cabe destacar la elevada fre-
cuencia de manifestaciones no trombéticas que se encuentran en
nuestra cohorte de pacientes con SAFP. El SAF microangiopatico es
unaentidad de descripciénrecientey que se refiere ala presencia de
manifestaciones no relacionadas con trombosis de grandes vasos.
En este tipo de manifestaciones, la microangiopatia, la microtrom-
bosis y la disfuncién endotelial son el comiin denominador®>. Dado
su reciente descripcién, los mecanismos patogénicos no han sido
completamente caracterizados. Sin embargo, el tamaiio de la mues-
tra no nos permite establecer, por el momento, alguna conclusién al
respecto, pero cabria cuestionarse si la activacion plaquetaria, sea
por esta via, o por otra conocida, desempefia un papel importante
en este tipo de manifestaciones.
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