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2.5. SINDROMUL ANTIFOSFOLIPIDIC SERONEGATIV

Sindromul antifosfolipidic (SAFL) se caracterizeaza prin tromboza
arteriala si/sau venoasa difuzd, pierderea recurentd a sarcinii si anticorpi
antifosfolipidici persistent pozitivi [1]. Ultimele criterii de clasificare
pentru diagnosticul SAFL sunt criteriile Sapporo, revizuite in 2006,
care invocd prezenta a cel putin unei manifestari clinice si a unui criteriu
pozitiv de laborator [1]. Aplicarea in practica medicala a criteriilor
Sapporo au relevat o serie de controverse, deoarece acestea s-au
autentificat doar la un grup omogen de pacienti cu SAFL in detrimentul
altui grup, denumit SAFL seronegativ (SAFL-SN).

Termenul de sindrom antifosfolipidic seronegativ (SAFL-SN) a fost
introdus pentru prima data in anul 2003 de catre Hughes si Khamashta
pentru a descrie pacientii cu manifestari clinice extrem de sugestive
pentru SAFL, dar cu anticorpi antifosfolipidici persistent negativi
pentru lupus anticoagulant (LA), anti-cardiolipind (aCL) si anti-p2
glicoproteina 1 (anti-B2GPI) [2]. Asemenea SAFL clasic, SAFL-SN
poate urma o evolutie acceleratd, generdnd leziuni in mai multor
organe si devenind o afectiune medicala care poate pune viata in pericol
- boala cunoscuti sub denumirea de SAFL catastrofic [3.4].

Astfel, a fost propus termenul de SAFL-SN pentru pacientii cu semne
clinice sugestive pentru SAFL, dar persistent negativi pentru detectarea
anticorpilor utilizati de rutina, precum aCL, af 2-GPI si LA.

Diagnostic pozitiv

Caracteristicile clinice ale SAFL-SN par a fi similare cu SAFL clasic,
iar cea mai convingitoare explicatie pentru existenta unor astfel de
pacienti ..seronegativi” poate fi aceea ca gama actuald de teste
accesibile este insuficienta. Deoarece pacientii testati negativ in mod
persistent pentru SAFL nu pot fi confirmati cu SAFL conform
criteriilor, dar care au caracteristici clinice foarte sugestive, mai multe
studii la acest subiect s-au concentrat pe anticorpii cu potential
alternativ pentru diagnosticarea de laborator a acestui sindrom.

Multiplele dovezi sustin o relatie certad intre manifestérile clinice ale
SAFL si anticorpii impotriva unei fosfolipide zwitterionice, denumiti si
anticorpi anti-fosfatidiletanolamina - antibodies to
phosphatidylethanolamine (aPE) [5]. Este cunoscut. cd PE actioneaza
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ca un anticoagulant, imbunatatind activitatea proteinei C activa in
reactiile de coagulare a sangelui. Alternativ, Tsuda si colab. au constatat
ca efectul anticoagulant al PE se realizeaza prin inhibarea sistemului
factorului Xa — protrombina (PT) [6].

S-a mai raportat cad aPE sunt semnificativ asociati cu evenimente
clinice majore, precum pierderea fetala si/sau tromboza si ca sunt
prezenti in principal in absenta criteriilor de laborator ale SAFL. O serie
de articole au relatat despre semnificatia clinici a aPE, 1n multe cazuri
acestia fiind unicii indicatori la pacientii cu simptome sugestive de
SAFL.

In ceea ce priveste complicatiile obstetricale, intr-un studiu de caz-
control ce a incadrat 1554 de femei, despre care nu se stia ca au boli
autoimune anterioare, s-a constatat ci IgM - aPE este mult mai
frecventa la femeile cu avort spontan inexplicabil comparativ cu grupul
de femei sanatoase.

Au fost publicate articole care au studiat relatia dintre aPE si
tromboza, o altd caracteristica clinici cheie a SAFL. Astfel intr-un
raport despre anti-PE acesta a fost singurul anticorp antifosfolipidic
detectat la 6 din 34 de pacienti cu tromboze si anticorpi LA negativi [7].
Ulterior dr. Hirmerova a estimat criterii si non-criterii de aPL la 140 de
pacienti cu tromboza venoasi si 136 de martori, in incercarea de a defini
profilul aPL la pacientii trombotici. Dintre diferitele criterii non-
criteriale testate, doar IgM-aPE a fost semnificativ mai relevantd la
pacientii cu tromboza venoasi decat la martori (14,3%: p =0,035). De
consemnat ca IgM-aPE a fost prezenta in majoritatea cazurilor fira
criterii aFL [8].

Din rezultatele studiilor raportate rezidd ca aPE sunt promitatori
pentru diagnosticul pacientilor seronegativi cu SAFL, desi este necesara
o ELISA standardizata si valida pentru detectare.

Panoul de antifosfolipide explorat pentru identificarea precoce a
SAFL-SN a fost extins prin cercetarea anticorpilor impotriva acidului
fosfatidic (PA): fosfatidilserind (PS) si fosfatidilinozitol (PI), care se
incadreaza in categoria fosfolipidelor anionice. Acestea se gasesc, in
proportii variabile, pe membranele interioare si exterioare ale aproape
fiecarei celule. Cu toate acestea, incadrarea acestui grup de anticorpi in
diagnosticul SAFL este inca controversata [9]. Pe baza dovezilor
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actuale, al 13-lea Congres international privind anticorpii
antifosfolipidici nu a recomandat testarea aPA, aPS si aPI, deoarece
acesti anticorpi pareau sia se suprapunad cu marcherii diagnostici
acceptati in SAFL. Totusi, a fost incurajatd dezvoltarea unei metode
standardizate pentru testarea aPS, care s-a dovedit a fi cea mai
promitatoare dintre celelalte fosfolipide anionice, in special la femeile
cu anamnestic de avort spontan [9].

Anticorpii 1IgG si IgM anti-f2GPI au fost suplimentati la criteriile
Sapporo modificate [1,10]. In populatia eterogena de aPLs, B2GPI este
considerata a fi cel mai important antigen din SAFL [11]. Anticorpii
anti-B2GPI cuprind, de asemenea, o familie diversa de anticorpi care
recunosc epitopi diferiti pe B2GPL. in ultimul deceniu, datele acumulate
au aratat ca domeniul I, din cele cinci domenii omoloage ale B2GPI,
este epitopul primar pentru aPLs. Reactivitatea la domeniul I, in
special glicina40-arginina43, a fost prezentata pentru prima data de
Iverson si colab. [12].

B2GPI este o glicoproteina sintetizata in principal de hepatocite, dar
este prezentd in concentratii mari In plasma. ARNm P2GPI este
detectat si in astrocitele fetale, neuroni, limfocite, celule intestinale,
placentare si endoteliale. Prin citometrie in flux s-a constatat ca B2GPI
este exprimat pe suprafata celulara a monocitelor din sangele periferic
uman. Unele dintre functiile B2GPI sunt inhibarea protrombinazei si
tenazei si activarea factorului XII si XI, in rolul sau de reglator natural
anticoagulant.

In incercarea de a demonstra semnificatia clinica a anticorpilor anti-
domeniul I de f2GPI la pacientii cu SAFL, in studii s-a dovedit ca ei
ar fi asociati cu tromboza (predominant venoasda) mai mult decat
omologii lor vizati catre alte domenii ale f2GPI [13]. Cu toate acestea,
sunt necesare studii clinice prospective suplimentare si date in vivo
privind cauzalitatea anti-domeniului I in SAFL, impreuna cu un
protocol de consens standardizat pentru testul anti-domeniul I, inainte
ca acest anticorp sa poata fi adaugat la criteriile diagnostice certificate.

Anticorpi la complexul vimentind/cardiolipind

Vimentina este cel mai abundent filament intermediar de tip III al
sistemului citoscheletal. Vimentina a fost recent interceptata pe
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suprafata neutrofilelor apoptotice si pe celulele T macrofage activate,
pe trombocite, celulele endoteliale vasculare si altele.

In cautarea de noi tinte antigenice pentru diagnosticarea SAFL, o
abordare proteomica a identificat vimentina drept principala molecula
endoteliald recunoscuta de antifosfolipide. Aceastd descoperire a fost
urmatd de o cercetare in vitro, in care la subiecti cu anticardiolipina
negativa s-a constatat anti-vimentina pozitiva. Rezultatele au semnalat
prezenta persistenta a anticorpilor anti-vimentina/complex cardiolipina
IgG si IgM la majoritatea pacientilor cu SAFL si la o mare parte din
pacientii diagnosticati cu SAFL-SN [14].

Detectarea anticorpilor antiprotrombinici (aPT) variaza foarte mult
de la un kit ELISA la altul. Protrombina este o glicoproteina plasmatici
transformata in trombind prin tromboplastina extrinseca in timpul celei
de-a doua etape a coagularii sangelui. aPT au fost recunoscuti pentru
prima data in 1995, dar din diferite studii, in principal retrospective, s-
au obtinut concluzii contradictorii privind semnificatia lor clinici. Cu
toate acestea, in ultimii ani, cel putin doua studii prospective au validat
rolul aPT in predictia riscului de tromboza la pacientii cu SAFL [15].

Anticorpii antiprotrombinici aPT, de asemenea, sunt capabili sa se
lege de complexul PT/PS, dand nastere unui nou grup de anticorpi
implicati in manifestarile clinice legate de SAFL. Bertolaccini et al. au
demonstrat asocierea pozitiva intre aPS/PT (izotip IgG si/ sau IgM) si
tromboza arteriala si/ sau venoasa. Mai mult, aPS /PT are sensibilitate
si specificitate mai mare decat aCL si, avand in vedere corelatia sa
solida cu LA, poate fi utilizat ca test de confirmare pentru SAFL [16].

Pe baza studiilor descrise aPT si aPS / PT se aratd a fi anticorpi
promitatori, care pot fi potential utilizati ca marcheri diagnostici de
confirmare si ca indicatori ai riscului de trombozi. Cu toate acestea.
trebuie intreprinse studii de colaborare suplimentare si eforturi mai
conjugate de standardizare pentru a include acesti anticorpi in criteriile
de diagnostic al SAFL.

In revizuirea anticorpilor implicati in SAFL-SN se regiseste si
anexina A5 si anticorpul anexinei A5 (aAnxAS5). Anexina A5 este o
proteind anticoagulanta care se gaseste in principal in trofoblaste si
endoteliocitele vasculare. Dupa legarea de fosfolipidele anionice.
aceasta oligomerizeaza pentru a forma un scut protector impotriva
enzimelor de coagulare. Pacientii cu timp de coagulare mai mic decat
cel de referinta sunt considerati rezistenti la anexina AS. Pentru a-si
verifica propriile concluzii, Rand a colectat date din cinci studii si a
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depistat ¢ 52% dintre pacientii cu SAFL conform criteriilor actuale de
consens au fost gasiti rezistenti la anexina A5, in comparatie cu 2-5%
din cei fara boala (control) si SAFL-SN.

In consecintd, grupul de lucru al celui de-al 13-lea Congres
international privind anticorpii antifosfolipidici a solicitat date clinice
suplimentare si a incurajat alte centre sa implementeze testul de
rezistentd la Anexina A5 inainte de a-l recomanda ca parte a panelului
standard de testare antifosfolipidica [9].

Dupd cum s-a mentionat anterior, diagnosticul SAFL necesita
prezenta a cel putin unui anticorp pozitiv - IgG sau IgM pentru aCL,
LA sau anticorpi anti-B2GPl. Numeroase studii au examinat rolul
izotipurilor IgA pentru testele mentionate anterior. Este bine cunoscut
faptul ca distributia izotipului aCL este relativ dependenta de etnie si
IgA aCL nu face exceptie. Prevalenta IgA aCL in LES a fost
demonstratd la afro-americani, afro-caraibieni si hispanici ca fiind de
16,21 si, respectiv, 14% [17].

De asemenea, un studiu a ardtat o relatie pozitiva intre nivelele
crescute de IgA aCL si trombocitopenia semnalata la pacientii cu LES
sau alte boli vasculare de colagen [96]. Avand in vedere aceste studii,
se recomanda verificarea testului IgA aCL in cazurile de suspiciune
clinica crescutd pentru SAFL cu 1gG si IgM aCL negative [9].

IgA anti-B2GPI a fost gasitd in diferite studii ca fiind un marcher
independent pentru dezvoltarea diferitelor manifestari ale bolii
aterosclerotice, cum ar fi infarctul miocardic acut si ischemia cerebrala
acuti. De asemenea, diferite studii au descris asocierea dintre expresia
exclusiva a anticorpului IgA anti-B2GPI si manifestarile clinice ale
SAFL. De exemplu, femeile cu avorturi spontane recurente
inexplicabile si moarte fetald au exprimat doar isotipul IgA de anticorp
anti-B2GPIL, LA fiind negativ [18].

Mehrani a prezentat, de asemenea, date care confirma asocierea dintre
anticorpii IgA anti-B2GPI si tromboza la pacientii cu LES. Mai mult,
Mehrani a demonstrat ci anticorpul IgA anti-B2GPI este mai implicat
in tromboza venoasa profunda decat izotipul IgM.

Studiile recente publicate recomanda ca pacientii sa fie testati pentru
anticorpii IgA anti-B2GPI in prezenta simptomelor de LES si/sau
SAFL, mai ales atunci cand alte teste aPL sunt negative. Cu toate
acestea, pentru a fi inclus in criteriile de clasificare aprobate pentru
APS. sunt necesare mai multe studii.
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Tabelul 1. Recomandari privind SAFL fara criterii

Anticorpul fara

criterii

Anticorpi anti-PE

Anticorpi pentru
fosfolipide incarcate
negativ, altele decat

cardiolipina: PA, PS si
PI

Anticorpi anti-
domeniul I ai B2GP1

Anticorpi pentru
complexul
vimentin&/cardiolipina

Anti-PT: aPT-A si a
FS-PT

Testul de rezistenta la
anexina A5

Anticorpi anti-B2GPI
IgA aCL si IgA

Recomandari

Aveti nevoie de ELISA aPE standardizata, pe
langa studii clinice bine concepute, pentru a
confirma valoarea diagnostica a acestiu test.

Ramane a fi stabilit daca acesti anticorpi
recunosc pacienti suplimentari cu SAFL.

Sunt necesare studii clinice suplimentare
pentru a sustine si justifica modificarea
criteriilor Sapporo.

Anti-PS pare a fi cel mai promitator si
relevant in domeniul RPL.

Datele clinice sunt incurajatoare, cu toate
acestea, sunt necesare studii clinice prospective
suplimentare si date in vivo despre cauzalitatea
anti-domeniului [ &n SAFL.

Persistent pozitiv la aproape toti pacientii cu
APS si la un numar mare de pacienti SNAPS.
Prezenta lor se suprapune la pacientii cu LES si
AR, ceea ce face ca specificitatea lor ca marcher
de diagnostic sa fie in mare masura echivoca.

Teste specifice bune pentru confirmarea
SAFL, dar standardizarea trebuia inclusd in
criteriile de diagnostic.

Anti-PT-A + alte teste: marcher de risc bun
pentru trombozi. Asocierile lor clinice trebuie
confirmate prin studii colaborative.

Existd date promitatoare cu privire la
utilizarea lor ca marcher mecanic de diagnostic
pentru SAFL, dar se cer date suplimentare
inainte de includerea acestora in panourile de
testare aPL.

Testarea pentru IgA aCL si testul anti-B2GPI
este recomandatd in cazurile cu suspiciune
clinica ridicata pentru APS, cu anticorpi 1gG
negativi si [gM aCL.

Valoarea de diagnostic a pozitivitatii anti-
B2GPI izolate trebuie evaluata prin mai multe
teste APL disponibile la nivel comercial. pe o
populatie de pacienti mai mare si bine
caracterizata.
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in concluzie. SN-APS reprezintd un mozaic, unde se pot evidentia
anticorpi impotriva diferitor tinte antigenice. Studiile au raportat
implicarea mai multor alti antigeni, in afard de cei mentionati in
criteriile Sapporo, variind de la fosfolipide anionice pana la complexe
fosfolipide proteice si proteine plasmatice. In studii au fost evaluati cei
mai relevanti anticorpi care urmeaza in curand sa fie introdusi pe urmele
anticorpului anti-B2GP1 in criteriile Sapporo revizuite ca unul dintre
marcherii de diagnostic de laborator al SAFL, impreuna cu LA si aCL
(tabelul 1).

Cercetdrile actuale sunt orientate spre cresterea randamentului de
diagnostic in SAFL, in special la pacientii care prezinta manifestari
clinice, dar persistent negativi pentru marcherii de laborator acceptati,
si anume la anticorpii aCL, LA si a2GPL. In continud expansiune,
dovezile stiintifice au demonstrat o prevalenta tot mai mare a
anticorpilor fata de alti antigeni in SAFL clinic manifest. In aceastd
familie eterogena de anticorpi aPL cea mai perspicace se considera
anticorpii anti PE, proteinele plasmatice care leaga fosfolipidele (PT.
proteina C, proteina S, anexina V si domeniile B2GP1), complexele de
fosfolipide-proteine (complexul vimentind/cardiolipina) si
fosfolipidele anionice, altele decat cardiolipina (PS, PI si PA) [19]. Desi
aceste molecule pot permite detectarea precoce a SAFL, relevanta lor
clinica este inca discutabila si trebuie confirmatd prin eforturi
internationale pentru standardizarea instrumentelor de diagnostic si
aplicarea lor in studii longitudinale pe un numar mult mai mare de
pacienti.
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