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Resumen

Los anticuerpos (Ac) antifosfolipidicos componen una familia de
auto Ac involucrada en eventos tromboticos que participarian de la
actividad antifosfolipidica (AAF). La probabilidad de aborto en una
paciente con estos Ac es del 91%. Se ha sugerido la existencia de un
nuevo cofactor: la anexinaV, altamente expresada en el sinciciotrofo-
blasto placentario, originando Ac que podrian estar implicados en las
pérdidas fetales recurrentes. Nuestro objetivo fue analizar la asocia-
cion entre los Ac anti-anexina V y otros indicadores de AAF [anticar-
diolipina (ACA), anti-B2 glicoproteina 1 (a-B2GP1) o anticoagulante
lipico (AL)] en mujeres con enfermedades autoinmunes y repetidas
pérdidas fetales. Se incluyeron 25 mujeres abortadoras recurrentes
con lupus eritematoso sistémico y/o sindrome antifosfolipidico (A)
y un grupo control de 33 mujeres con las patologias mencionadas
anteriormente, no abortadoras (NA). Se determinaron los niveles de
anti-anexina V, ACA y de a-B2GP1 por ELISA. El AL se evidenci6 con
pruebas de screening y confirmatorias. El 96% del grupo A presenté
AAF positiva y el 4% niveles elevados de Ac a-anexina V. El grupo
NA mostrd AAF en el 70% de los casos y niveles elevados de Ac
a-anexina V en un 3%. Se puede concluir que no existe asociacion
entre Ac anti-anexina V y los indicadores de AAF.
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Summary

Anti phospholipid antibodies (Ab) comprise a family of auto Ab in-
volved in thrombotic events that would participate in antiphosphopid
activity (APA). The probability of abortion in patients carrying these
Ab is of 91%. The existence of a new cofactor has been suggested:
annexin V, highly expressed in the placental syncytiotrophoblast,
thus originating Ab likely involved in the recurrent fetal losses. Our
aim was to analyze the association between the anti-annexin V Ab
and markers of APA [anticardiolipin (ACA), anti-B2 glycoprotein 1
(a-B2GP1) or lupus anticoagulant (LA)] in women with autoimmune
diseases and recurrent miscarriage. Twenty-five women with recur-
rent abortion with systemic lupus eritematosus and/or antiphospho-
pidic syndrome (A) and a control group of 33 women with the above
mentioned diseases but with no abortions (NA) were included. Levels
of anti-annexin V, ACA and a-B2GP1 were assesed by ELISA. LA was
evidenced by screening and confirmatory tests. AAF was possitive
in 96% of group A and anti-annexin V Ab was elevated in 4% of the
same group. NA group showed AAF in 70% of the cases and high
levels of anti-annexin V Ab in 3% of them. We conclude that no as-
sociation exists between anti-annexin V Ab and markers of AAF.

Key words: recurrent miscarriage, anti-annexin V, autoantibodies,
antiphospholipid syndrome, systemic lupus erythematosus.
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INTRODUCCION

Los anticuerpos (Ac) antifosfolipidicos son un grupo he-
terogéneo de Ac que pueden aparecer asociados a diversas
enfermedades autoinmunes, enfermedades infecciosas,
cdncer y a algunas drogas inductoras de lupus. La pro-
babilidad de aborto en una paciente con estos Ac sin
tratamiento es del 91%!. Aquellos embarazos que no resul-
tan en aborto, tienen més riesgo de preeclampsia, bajo peso
del recién nacido, distrés fetal y prematuridad?. Todas estas
complicaciones obstétricas se cree estan debidas a episodios
trombéticos de los vasos placentarios’.

El sindrome antifosfolipidico (SAF) es una enfermedad
autoinmune caracterizada por trombosis arterial o venosa,
o abortos recurrentes, asociados a la presencia persisten-
te de Ac anticardiolipina (ACA) o anticoagulante ldpico
(AL)*". Puede ser primario o asociado a otra enfermedad
autoinmune, frecuentemente al lupus eritematoso sistémico
(LES). Para el diagndstico de SAF se requiere la presencia en
titulo moderado o alto de ACA o de AL sumado al evento
clinico de la trombosis vascular o la complicacién del emba-
razo, considerdindose SAF definido cuando estdn presentes
al menos uno de los criterios clinicos y uno de laboratorio
(en 2 0 mas ocasiones, con al menos un intervalo de 6 sema-
nas)’. Los Ac involucrados en el SAF estin dirigidos contra
los fosfolipidos o contra un complejo fosfolipido-proteina
cofactor. Los cofactores més conocidos son la p2 glicopro-
teina 1 (32GP1) y la protrombina, pero existen otros entre
los que se destacarian la proteina C, proteina S y la anexina
V, estos tltimos menos estudiados. Podria hablarse enton-
ces de una familia de auto Ac involucrada en los eventos
trombdéticos que participarian de la actividad antifosfolipi-
dica (AAF).

Las anexinas son glicoproteinas que fueron reconocidas
por primera vez en 1990. Hasta ese momento habian sido
descriptos miembros individuales de esta familia, los cuales
se habifan caracterizado recibiendo diferentes denominacio-
nes y cuya expresion se daba tanto en el reino animal como
el vegetal. Las anexinas unen fosfolipidos de manera Ca**
dependiente® y su estructura se caracteriza por un dominio
“core” proteico a helicoidal y compacto, considerado un
moédulo de unién a membrana dependiente de Ca**. Estu-
dios de cristalizacién del “core” han revelado que poseen un
poro central hidrofilico que actuaria como un canal de Ca**.
Se les atribuye un amplio espectro de funciones bioldgicas,
entre las que se destacan su participacién en la agregacién y
fusién de membranas y en los procesos de endo y exocitosis,
la inhibicién de fosfolipasa A2, su papel anticoagulante',
capacidad de interaccién con las proteinas del citoesqueleto
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y papel enzimitico en el metabolismo del inositol fosfato. Es
tal la importancia de estas proteinas, que alteraciones en su
expresion o actividad se relacionan con enfermedades hu-
manas tales como leucemia promielocitica aguda o el SAF,
lo que les ha valido su inclusién y denominacién dentro de
una nueva figura patoldgica, las anexinopatias'. La anexina
V, cuyo peso molecular es de 35 KDY, formaria una cubier-
ta molecular protectora que aislarfa la superficie apical de
las vellosidades placentarias de las proteinas de la coagula-
cién circulantes. La actividad anticoagulante es una figura
comun de todas las anexinas fijadoras de Ca** y puede ser
explicada por su capacidad de secuestrar el Ca** de la matriz
fosfolipidica, sitio donde se produce la interaccién con las
proteinas coagulantes.

En modelos murinos se ha demostrado que la infusién
de Ac anti-anexina V produce infarto placentario y pérdida
del embarazo, indicando claramente que la anexina V es ne-
cesaria para el mantenimiento de la integridad placentaria®.
Actualmente existe cierta evidencia de que la propiedad
anticoagulante de la anexina V podria tener una importan-
cia bioldgica en las pérdidas fetales recurrentes asociadas al
SAF. Se ha sugerido que el desplazamiento de la anexina V
de la superficie celular por los Ac anti-anexina V, hallados
en el suero de pacientes con SAF, serfan responsables del
ambiente trombogénico y la consecuente pérdida fetal®. Sin
embargo, persisten algunas discrepancias con respecto a la
asociacién entre la presencia de estos Ac y el aborto recu-
rrente en mujeres con SAF.

OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la asociacién entre los Ac anti-anexina V y el
aborto recurrente en mujeres con enfermedades autoinmu-
nes.

Objetivos especificos

a) Determinar los niveles de Ac anti-anexina V en muje-
res abortadoras recurrentes con enfermedades autoinmunes.

b) Determinar los niveles de otros marcadores de AAF
(ACA, anti-B2GP1 y AL) en esta poblacién.

¢) Analizar la existencia de correlacién entre los anti-
anexina V y los marcadores de AAF en la poblacién en
estudio.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Se trabajé con 25 mujeres con LES y/o SAF abortadoras
recurrentes [(A) (nimero de abortos >2)], edad (promedio
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+ DE): 36 + 7 afios. Como grupo control se estudiaron 33
mujeres con las patologias mencionadas anteriormente, no
abortadoras, con al menos 2 embarazos previos normales y
sin antecedentes de complicaciones obstétricas (NA), edad
(promedio + DE): 34 + 10 afios. La inclusién de las pa-
cientes para el estudio se llevé a cabo previa evaluacién de
las mismas por médico reumatdlogo y sélo se incluyeron
aquellas que posefan un diagnéstico definido para SAF y/o
LES sin y con abortos recurrentes o complicaciones obs-
tétricas (preeclampsia, bajo peso del recién nacido, distrés
fetal y prematuridad). Las pacientes fueron clasificadas
para SAF segin criterios actualizados por el Consenso
Internacional del 2006% y para LES seguin la revision de
los criterios por el Colegio de Reumatologia Americano en
19977 El grupo de pacientes en estudio estuvo sometido a
distintos tratamientos entre los que se puede mencionar la
administracién de corticoides, antiagregantes plaquetarios
y anticoagulantes orales. Un 12% de las pacientes recibié
hidroxicloroquina.

Las pacientes fueron derivadas de la Seccién Reu-
matologia y Enfermedades Autoinmunes Sistémicas del
Hospital J. B. Iturraspe de Santa Fe.

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farma-
céuticas de la Universidad Nacional de Rosario.

Parimetros bioquimicos

Se procedid a la obtencién de suero para las determina-
cién de ACA y anti-B2GP1 y plasma para la determinacién
de AL y para la de anti-anexina V. Para esta tltima deter-
minacion se prefirid la utilizacion de plasma a fin de evitar
la posible formacién de inmunocomplejos con la anexina
liberada por las células sanguineas durante el proceso de
coagulacién.

- Determinacion de ACA (IgM e IgG)

Los ACA se determinaron por un EIA “in house” uti-
lizando como antigeno de sensibilizacidn, cardiolipina de
origen corazén bovino (Sigma, St. Louis, USA). Los re-
sultados se expresaron en UMPL/ml y UGPL/ml para los
isotipos M y G, respectivamente. Los valores de referencia
obtenidos para nuestro laboratorio fueron: ACA IgM/IgG
titulo bajo: 10 a 40, moderado: 40 a 80, alto: >80. Para vali-
dar el criterio de laboratorio de SAF consideramos valores
de ACA en los rangos moderados y altos.

- Determinacién de Ac anti-[S22GP1 total
La deteccién de anti-P2GP1 total (IgG, IgM e IgA)
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se realizé con un ELISA cuantitativo ORG 521S Anti-
beta-2-Glycoprotein I Screen provisto por Orgentec
Diagnostika GmbH Mainz — Germany.

- Determinacion de Ac anti-anexina V (IgG e IgM)

La deteccién de los Ac anti-anexina V se realizé me-
diante un ELISA heterogéneo tipo “sandwich”, “in house”.
Para ello se sensibilizaron tiras de poliestireno con anexina
V de origen placentario humano (Sigma, St. Louis, USA)
y se incubaron toda la noche a 4°C. Después de lavar,
bloquear y agregar las muestras, calibradores, controles po-
sitivos y negativos, los Ac anti-anexina V fijados a la placa
se revelaron con un Ac anti-IgG/IgM humana-peroxidasa
y tetrametilbenzidina-H,O,. Las densidades pticas se de-
terminaron a 450 nm con filtro de referencia a 630 nm. La
cantidad de Ac presente en cada muestra se determiné en
base a la curva de calibracién obtenida graficando D.O. vs.
concentracién. Los resultados se expresaron en U/ml y el
intervalo de referencia para nuestro laboratorio fue de 0 a

6 U/ml.

- Deteccion de AL

Los estudios de AL se realizaron en pacientes sin tra-
tamiento con anticoagulantes orales ni heparina. Las
muestras fueron recolectadas en tubos pldsticos con citrato
de sodio como anticoagulante y posteriormente sometidas
a doble centrifugacién para la obtencién de plasma pobre
en plaquetas. En caso de no poder realizar la técnica en ese
momento se congelé a —70°C para su posterior utilizacién.
El protocolo de estudio de AL se realiz segtin normas de
la ISTH. Como pruebas de screening se utilizaron aPTT
Actin FSL (Siemens), PTT-LA (Stago), test de veneno de
vibora russell diluido dRVVT (Stago) y mezclas con plas-
ma normal para determinar correccién o no correccién de
las determinaciones alteradas. En caso de positividad en las
pruebas de screening se realizaron las pruebas confirmato-
rias usando reactivos con alta concentracién de fosfolipidos
como la prueba de neutralizacién con fosfolipidos hexago-
nales (Staclot-LA, Stago).

Anilisis estadistico

El anilisis estadistico fue realizado utilizando el test
basado en la variable Chi cuadrado o test exacto de Fis-
her o las estimaciones de las razones de odds (OR) y sus
intervalos de confianza del 95%, segun correspondiera. Se
considerd estadisticamente significativo cuando p <0,05.
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RESULTADOS

La distribucién de las pacientes segtin los valores obteni-
dos para Ac anti-anexina V vs. ACA, AL, anti-B2GP1 y
el indicador de AAF (la cual se considerd positiva cuando
estuvo presente al menos uno de los siguientes marcado-
res: ACA, AL, anti-B2GP1) se muestran en las Tablas 1, 2,
3, 4 respectivamente. Al analizar los resultados obtenidos
para Ac anti-anexina V y ACA, se encontrd una asocia-
cién levemente significativa entre ambos Ac (p = 0,08). Sin
embargo no se hallé una asociacién significativa entre Ac
anti-anexina Vy AL (p = 0,45), ni entre Ac anti-anexina V
y Ac anti-B2GP1 (p = 0,28). Tampoco se encontrd asocia-
cién significativa entre los Ac anti-anexina V e indicador de
AAF (p =0,34).

En la Figura 1 se muestra que el 96% del grupo A pre-
senté AAF positiva (ACA positivo: 72%; AL positivo: 44%
y anti-P2GP1 positivo: 32%) y el 4% niveles elevados de
Ac anti-anexina V (titulo obtenido 18 U/ml). El grupo NA

mostré AAF en el 70% de los casos (ACA positivo: 70%;
AL positivo: 12% y anti-B2GP1 positivo: 3%) y niveles ele-
vados de Ac anti-anexina V en un 3% (titulo obtenido 16
U/ml). No se encontrd asociacién significativa entre grupo
y Ac anti-anexina V (p = 0,68) ni entre grupo y ACA (p
= 0,84). Por el contrario, hubo asociaciones significativas
entre cada grupo y AL, anti-B2GP1 e indicador de AAF
(p = 0,006, p = 0,003, p = 0,01, respectivamente). Mediante
la estimacién de las razones de odds con un intervalo de
confianza del 95%, se encontré6 que la chance de pertenecer
al grupo A es 6,7 veces mayor con AL positivo y 17,5 veces
mayor con anti-B2GP1 positivo.

DISCUSION

La pérdida del embarazo es uno de los hallazgos mds fre-
cuentes del SAF, el cual se caracteriza por la presencia de
ACA y de AL. El examen histolégico de las placentas de
embarazadas con SAF muestra a menudo el infarto y la

Ac anti-anexina V | ACA negativo | ACA positivo Total Ac anti-anexina V | AL negativo | AL positivo Total
Negativo 15 41 56 Negativo 42 14 56
Positivo 2 0 2 Positivo 1 1 2
Total 17 41 58 Total 43 15 58

Ac: anticuerpos. / ACA: anticuerpos anticardiolipina.

Ac: anticuerpos. / AL: anticoagulante Itpico.

Tabla 1. Distribucion de las pacientes segtin resultados de Ac
a-anexina vV y ACA.

Tabla 3. Distribucion de las pacientes segtin resultados de Ac
a-anexina Vy AL.

Ac anti-anexina V | Ac anti-32GP1 | Ac anti-32GP1 | Total
negativo positivo

Negativo 48 8 56

Positivo 1 1 2

Total 49 9 58

Ac: anticuerpos. / anti-B2GP1: anti-B 2 glicoproteina 1.

Tabla 2. Distribucion de las pacientes segun resultados de Ac
a-anexina V y Ac anti-B2GP1.
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Ac anti-anexina V | AAF negativa | AAF positiva | Total
Negativo 10 46 56
Positivo 1 1 2
Total 11 47 58

Ac: anticuerpos. / AAF: actividad antifosfolipidica.

Tabla 4. Distribucion de las pacientes seguin resultados de Ac
a-anexina V e indicador de AAF.
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trombosis de la vasculatura uteroplacentaria. Sin embar-
g0, algunas mujeres con persistencia de niveles elevados de
ACA y de AL e historia de trombosis, no tienen complica-
ciones fetales y, en muchos casos, abortos recurrentes sin
causa reconocida ocurren en mujeres sin ACA o AL. Se
cree que otros autoanticuerpos, entre los cuales se encuen-
tran los anti-anexina V, podrian estar involucrados en fallos
reproductivos??. El mecanismo de la pérdida fetal relacio-
nado a la presencia de Ac antifosfolipidicos es, hasta ahora,
poco comprendido, si bien la trombosis placentaria puede
causar infarto y eventualmente muerte fetal?»**. Se ha su-
gerido que los Ac antifosfolipidicos, ademds de regular la
coagulacién, inducen inflamacién placentaria y dafio direc-
to sobre el trofoblasto durante la formacién del sincicio?>?.

La anexina V es la anexina mds abundante entre los
mamiferos y se encuentra intracelularmente en vesiculas y
en las membranas plasmiticas, y estd altamente expresada
en la superficie apical del sinciotrofoblasto y en las células
endoteliales humanas®?. También se encuentra en pe-
quefias cantidades en sangre, liquido amniético y plasma
seminal?*?. Las propiedades anticoagulantes de la anexi-
na V estin ligadas a su capacidad para unir fosfolipidos,
especialmente fosfatidilserina. La anexina V extracelular
reconoce la fosfatidilserina de la membrana externa y se
une a ella. Este complejo forma una placa protectora que
previene una excesiva reaccién de coagulacién fosfolipido
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Figura 1. Distribucion de anticuerpos anti-anexina V
y demds indicadores de actividad antifosfolipidica en
pacientes abortadoras y no abortadoras con enfermedades
autoinmunes. Se realizd la determinacion de anticuerpos anti-
anexina V y de otros indicadores de actividad antifosfolipidica
(anticuerpos anticardiolipina, anti-B2 glicoproteina 1y anticoa-
gulante lupico) en los dos grupos de pacientes estudiados. No se
encontrd asociacion significativa entre grupo y Ac anti-anexina V
(p >0,05) ni entre grupo y ACA (p >0,05). Por el contrario, hubo
asociaciones significativas entre cada grupo y AL, anti-B2GP1 e
indicador de AAF (p <0,05).
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En el presente trabajo se estudiaron los niveles plas-
maéticos de Ac anti-anexina V y de otros marcadores de
AAF (ACA, AL y anti-B2GP1) en mujeres con LES con
antecedentes de abortos recurrentes (niimero de abortos
>2) y en un grupo control constituido por mujeres con la
patologia mencionada anteriormente, multiparas y sin an-
tecedentes de complicaciones obstétricas, para investigar
la posible correlacién entre ambos pardmetros. Se encon-
tr6 que, en la muestra analizada, no existe asociacién entre
Ac anti-anexina V y los indicadores de AAF en mujeres
abortadoras recurrentes con lupus eritematoso sistémico.
Ademis se determind que el AL y los Ac anti-B2GP1 serian
mejores caracterizadores del grupo sefialado previamente.
Nuestros resultados son concordantes con los obtenidos
por Rezk y col.®! quienes, al investigar el posible papel de
los Ac anti-anexina V en la induccién de las pérdidas feta-
les recurrentes, no pudieron confirmar que estos Ac sean
de utilidad para predecir el aborto recurrente en mujeres
sanas. Ademas, Aljjotas-Reig y col.? encontraron que la
presencia de Ac anti-anexina V no deberia ser considerado
un factor de riesgo para el aborto recurrente y la muerte
fetal inexplicable. De la misma manera Bizzaro y col.
estudiaron una gran cohorte de mujeres embarazadas y
concluyeron que los Ac anti-anexina V medidos en muje-
res sanas no tienen valor predictivo sobre la posibilidad de
aborto involuntario y no son utiles para evaluar el riesgo al
comienzo del embarazo.

Recientemente, Galli y col.* demostraron que los Ac
anti-anexina V IgG pero no IgM, podrian estar relaciona-
dos con el aborto. Si bien las concentraciones de anexina V
estan disminuidas en las placentas aisladas de mujeres con
pérdidas del embarazo asociado a la presencia de Ac anti-
fosfolipidicos®***y los Ac anti-anexina V podrian interferir
con la funcién del sinciciotrofoblasto”, nuestros resultados
no son los esperados de acuerdo a la fisiologia de la anexina
V y la fisiopatologia de los Ac anti-anexina V.

Independientemente de que los Ac anti-anexina V pu-
dieran cumplir algtin papel en la fisiopatologia del aborto,
las discordancias observadas respecto a su funcién en la bi-
bliografia internacional podria atribuirse también a la falta
de técnicas de deteccidén de Ac anti-anexina V debidamente
estandarizadas.

Si bien hubiéramos esperado que los Ac anti-anexina
V tuvieran un papel similar a los anti-B2GP1°%%%* incluso
en pacientes con AL y ACA negativos, nuestros resultados
son desalentadores en este sentido. Sin embargo, si bien son
conocidas las propiedades anticoagulantes de la anexina V
es importante remarcar que, inesperadamente, una linea de
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ratones transgénicos deficientes en la misma no presenta-

ron pérdidas fetales*.

CONCLUSIONES

EISAF y el LES son patologias crénicas autoinmunes vin-
culadas con relativa frecuencia a la pérdida del embarazo.
Dado que los mecanismos que conducen a la trombosis
vascular o pérdidas fetales son hasta ahora pricticamente
desconocidos, el estudio del papel de los Ac anti-anexina
V nos permitiria definir una subpoblacién de alto riesgo
de aborto, promoviendo la implementacién de conductas
terapéuticas diferenciales de caricter preventivo y contro-
les més estrictos. Se necesitan realizar estudios posteriores
con técnicas de laboratorio mas estandarizadas para esta-
blecer la funcién exacta que cumplen los Ac anti-anexina
V durante el embarazo y especialmente su relacién con las
pérdidas fetales recurrentes tanto en el aborto temprano
como tardio.
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