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Resumen

La vitamina D posee propiedades inmunomoduladoras por lo que se ha postulado
su papel en multiples enfermedades autoinmunes, incluido el sindrome antifosfolipido
(SAF).

Objetivos: a) Determinar los niveles de vitamina D circulante en pacientes con
anticuerpos antifosfolipidos positivos y compararlos con los de controles sanos. b)
Determinar la asociacidn de los niveles de vitamina D en relacion a las manifestaciones
clinicas de la enfermedad. c) Determinar la asociacion de los niveles de vitamina D con
el perfil y evolucidn de los autoanticuerpos en estos pacientes.

Material y métodos: Estudio retrospectivo de una cohorte de 165 pacientes con
anticuerpos antifosfolipidos positivos. Los pacientes fueron clasificados en 2 grupos:
SAF primario (n=101), anticuerpos antifosfolipidos (aPL) positivos sin cumplir el criterio
clinico de SAF (n=64) y fueron comparados con un grupo de controles sanos (n=326)
pareados por edad, sexo, y fecha de extraccidon de la vitamina D (en relacién a la
estacion del afio).

Resultados: De forma global no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre los tres grupos de estudio. Sin embargo, los pacientes con
autoanticuerpos positivos presentaron una mayor frecuencia de niveles
extremadamente bajos (<10ng/ml) de vitamina D respecto a los controles (13,1% y
10,9% versus 4,9%, respectivamente; p=0.002). Desde el punto de vista clinico, sdlo la
trombosis arterial fue mds frecuente en pacientes con niveles de vitamina D por
debajo de 30ng/ml (92,9% versus 73,8%; p=0,03). No hemos hallado diferencias
significativas en cuanto al tipo de autoanticuerpo (aCL, af2Gpl y AL) ni con la
evolucién seroldgica. Sin embargo, los niveles de vitamina D por debajo de 30ng/ml si
que se asociaron con la carga de autoanticuerpos (p=0,049).

Conclusiones: Al igual que en otras enfermedades autoinmunes, los niveles de
vitamina D pueden jugar un papel relevante en la patogenia y clinica del sindrome
antifosfolipido, independiente de la presencia de autoanticuerpos. Los suplementos de
vitamina D pueden ser una opcion de tratamiento sencilla y barata de esta
enfermedad aunque esto debe demostrarse en estudios prospectivos correctamente
disefados.

Palabras clave: sindrome antifosfolipido, anticuerpos antifosfolipido, vitamina D,
trombosis arterial, carga de autoanticuerpos.



Abstract

Due to the immunomodulatory properties of vitamin D, this vitamin has been
implicated in the pathogenesis of several autoimmune disorders including
antiphospholipid syndrome (APS).

Objectives: a) To determine the levels of circulating vitamin D in patients with
positive antiphospholipid antibodies (aPL) and to compare with healthy controls. b) To
identify the association of vitamin D levels with the clinical manifestations of the
disease. c) To determine the association of vitamin D levels with the aPL profile.

Material and methods: Retrospective study of a cohort of 165 patients with
positive antiphospholipid antibodies. Patients were classified in 2 groups: primary APS
(n=101), positive aPL without clinical criteria for APS (n=64), and compared with
healthy controls (n=326) matched for age, sex and date of vitamin D analysis.

Results: Overall we did not find relevant differences within the 3 study groups.
However, patients with positive aPL had more frequently very low levels of vitamin D
(<10ng/ml) compared with the healthy controls (13,1% and 10,9% versus 4,9%,
respectively; p=0.002). From a clinical point of view, only arterial thrombosis was
associated with low levels of vitamin D (92,9% versus 73,8%; p=0,03). Vitamin D levels
below 30ng/ml were associated with the aPL load (p=0,049).

Conclusions: As happened in other autoimmune disorders, circulating vitamin D
levels might play a relevant role in the pathogenesis and clinical manifestations of APS.
Vitamin D supplementation might be a simple and cheap treatment option of APS,
although this hypothesis should be proved in well design clinical trials.

Key words: antiphospholipid syndrome, antiphospholipid antibodies, vitamin D,
arterial thrombosis, autoantibody load.



Introduccion

La vitamina D es conocida por sus efectos en la homeostasis del metabolismo
fosfocalcico y salud 6sea'’. Recientemente, se ha puesto el interés en sus efectos
sobre el sistema inmune y su posible implicacion en la susceptibilidad a padecer ciertas
enfermedades infecciosas y autoinmunes™. Esta vitamina ha demostrado tener
implicacion, segln varios estudios, en enfermedades tales como la diabetes mellitus
(DM)?, esclerosis mdltiple (EM)* lupus eritematoso sistémico (LES)>, artritis
reumatoide (AR)*’, tiroiditis de Hasimoto® y enfermedad de Chron (EC)°.

La vitamina D es una vitamina liposoluble de origen esteroideo de la que son
conocidas dos tipos, D, vegetal y D3 animal, que obtiene el ser humano a través de la
radiacion solar'®, los alimentos como el pescado azul o los productos lacteos

enriquecidos y de los suplementos.

Su precursor es el 7-dehidrocolesterol (7-DHC), presente en todas las capas de la
piel, y por una reaccion mediada por la radiacion UVB de fotélisis se trasforma en
previtamina D (precolecalciferol) la cual, también en la piel, se transforma de forma no
enzimdtica en vitamina D (colecalciferol). Ya sea la D, o D;de la dieta o de la piel, se
une a su proteina transportadora (DBP) hasta que en el parénquima hepatico el
CYP27A1 y CYP2R1 la convierten en 25-hidroxivitamina-D3 (250HD o calcidiol) y
posteriormente en el rifién se transforma, por la accion de la enzima mitocondrial
250HD-1a-hidroxilasa (CYP27B1), en su metabolito activo 1,25-dihidroxivitamina-D3

(1,250H,-D). La CYP27B1 se expresa también en hueso,

placenta, prostata,

macréfagos, células T, células dendriticas y células cancerosas y esta regulada por el
fosforo y calcio séricos, el factor de crecimiento de fibroblastos-23 (FGF-23) y la
paratormona (PTH) '°. Véase la Figura 1.
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inmune produce que estas células no produzcan, como consecuencia, interleukinas
como IL-1B, TNFa®, IL—616y IL-10". Por lo que este hallazgo sobre la implicacion de
esta vitamina en la produccion de interleukinas podria, ser, a su vez, un factor para la
predisposicion a enfermedades autoinmunes™®.

El nivel de 250HD o calcidiol es el metabolito mas estable y abundante en el
organismo por lo que es el mejor indicador de los depdsitos de vitamina D en el
mismo™. La edad y una insuficiente exposicion solar asocian un descenso en la
produccién cutdnea de vitamina y un aumento de la PTH, lo cual nos explica por qué la
hay una mayor incidencia de infecciones durante el invierno y que algunas
enfermedades inflamatorias se agrupen en ciertas edades***.

Haciendo referencia a enfermedades autoinmunes mas concretas, se ha visto en
que pacientes con LES existe un déficit de vitamina D°. En un reciente estudio se ha
demostrado una mejora en la actividad del LES, ademds de una disminucién de los
marcadores inflamatorios en pacientes que habian recibido vitamina D, en
comparacion con los que habian tomado placebo, ademas de su tratamiento
habitual®®. Por otro lado, en la artritis reumatoide (AR), esta vitamina demuestra una
vez mas sus posibles efectos inmunomoduladores en los resultados de un estudio
longitudinal en mujeres con en las que, tras incrementar sus niveles de vitamina D, se
vislumbré un descenso significativo en su riesgo de padecer AR®. Otro estudio
longitudinal de la cohorte del Nurse’s Heath Study (NHSI y NHSII) con 22 afos de
seguimiento obtuvo resultados discordantes respecto a lo dicho hasta ahora afirmando
que el incremento de los niveles basales de vitamina D no parece proteger frene al
desarrollo de LES o AR*. Sin embargo, un Gltimo dato de este estudio, ha reflejado que
existe decremento de los niveles de vitamina D 4 afios antes del desarrollo del AR*.
Por todo esto, es evidente que aun son necesarios estudios a mayor escala con
cohortes mas representativas de la poblacién general.

El sindrome antifosfolipidico (SAF) serd el objeto de nuestro estudio puesto que no
existen datos sélidos sobre si niveles dptimos de vitamina D aportan beneficio frente a
los eventos clinicos que definen esta enfermedad considerada dentro de los trastornos
autoinmunes. Segun un estudio con una cohorte Europea, la hipovitaminosis D tiene
asociacién con la trombosis y fueron capaces de demostrar, in vitro, que la vitamina D
podia inhibir el factor tisular (FT) expresado en monocitos estimulado por los
anticuerpos anti B2GP1 extraidos de pacientes con SAF™. EI SAF viene definido por la
presencia de anticuerpos antifosfolipido (aPL) y manifestaciones clinicas
caracteristicas. La presencia de estos anticuerpos en la poblacién general es
relativamente frecuente (5% aproximadamente)24'25'26.

El SAF es menos frecuente debido a que el diagnéstico requiere la presencia de al
menos un aPL (a titulos medios o altos detectados en al menos en dos ocasiones
consecutivas separadas por 12 semanas) pero ademas, al menos un evento clinico
trombadtico y/u obstétrico recogidos en los criterios Sindney 2006°°. Los anticuerpos
reconocidos para el diagnéstico del SAF son el anticoagulante ldpico (AL), los
anticuerpos de tipo IgM y/o IgG anticardiolipina (aCL) e IgM y/o IgG anti-B,-
glicoproteina-1 (aB2GP1). Sin embargo, seglun diversos estudios existen otros
anticuerpos que, parecen tener relacién con el SAF como pueden ser anticuerpos



antiprotrombina, antianexina V, complejo vimentina/cardiolipina etc. pero que aln se
desconoce su implicacidon real en este sindrome habiéndose estipulado que puedan
permitir un diagndstico mas precoz pero para lo cual aln son necesarios mas estudios
y métodos estandarizados para su determinacién 2278,

Los anticuerpos aPL han demostrado correlacion con las manifestaciones
trombdticas y obstétricas, siendo capaces incluso de predecir dichos eventos 22 |4
hipdtesis mas aceptada es la denominada “teoria del segundo golpe” segun la cual los
individuos susceptibles producen los aPL (probablemente debido a la exposicién a
diferentes infecciones o enfermedades reumaticas como el LES) que dafian el
endotelio y, tras un segundo golpe (tales como el tabaquismo, una inmovilizacién
prolongada, el embarazo, anticoncepcidon oral, terapias de sustitucién hormonal,
hipertensién o hipercolesterolemia), desarrollan el sindrome completo®?!. No esta
muy claro, sin embargo, si este mecanismo puede aplicarse sobre la patologia
obstétrica®. Se ha relacionado con la activacién del complemento pero permanece
incierto si dicha activacion es causa o consecuencia de la enfermedad?®.

Se sabe que la triple serologia positiva para los aPL a titulos medios/altos aumenta
el riesgo de eventos clinicos de esta enfermedad siendo mds relacionado con este
riesgo el AL>?%% Estd ampliamente aceptado que los anticuerpos interactian
preferentemente con la diana B2GPI unido a las células endoteliales, las plaquetas, los
monocitos y el trofoblasto, implicados todos ellos en la patogénesis del SAF,

El tratamiento de estos pacientes se basa en la anticoagulacion y/o antiagregacion
dependiendo de su serologia y clinica. Por otro lado, en asintomdticos con serologia
para aPL positiva parece que la reduccién de los factores de riesgo (tabaco,
hipertensidn, etc.) pueden prevenir eventos trombdticos, asi como el uso de aspirina
y/o hidroxicloroquina que puede ser protectora contra la trombosis en individuos aPL-
positivos asintométicos>".

Los aPL pueden fluctuar y pueden incluso negativizarse, lo cual se relaciona con
una menor frecuencia de procesos clinicos patoldgicos (especialmente si dicha
negativizacion es persistente)4’9.

A lo tenor de lo publicado, la relacidon entre los niveles de vitamina D y su
repercusidn en el SAF requiere mas estudios dados los recientes hallazgos sobre la
vitamina D y el sistema inmune, ademas del frecuente hallazgo de su déficit en estos
pacientes. Se debe investigar mas acerca de su posible uso como tratamiento
preventivo, ya que es un factor modificable y barato, y con ello mejorar el prondstico
de ciertas enfermedades tales como el SAF.



Objetivos

1. Determinar los niveles de vitamina D circulante en pacientes con anticuerpos
antifosfolipido en los grupos de estudio mas adelante especificados.

2. Determinar la influencia de los niveles de vitamina D en las manifestaciones
clinicas de la enfermedad.

3. Determinar la influencia de los niveles de vitamina D en el perfil de
autoanticuerpos.

Utilizaremos un grupo control sano para valorar los niveles de vitamina D en la
poblacién de estudio.

Pacientes y métodos

Se llevard a cabo un estudio de cohortes retrospectivo en el que se incluiran
pacientes atendidos en el Servicio de Reumatologia del Hospital Universitario Marqués
de Valdecilla (HUMV) de Santander (Cantabria, Espafia) y posteriormente seguidos en
el mismo centro y que hayan cumplido en algin momento el criterio serolégico para el
diagndstico de sindrome antifosfolipido (SAF) (esto es, de acuerdo con los criterios de
Sidney 2006 (ver “apéndice 1”)), anticardiolipina (aCL) 1gG y/6 IgM medidos mediante
enzimoinmunoensayo (ELISA) a titulos medios o altos para el laboratorio donde se
realiza el andlisis, anticuepos antiB2GP1 1gG y/o I1gM medidos mediante ELISA a titulos
medios o altos para el laboratorio donde se realiza el andlisis y/o actividad
anticoagulante lupico (AL), con confirmacion mediante la misma prueba transcurridas
al menos 12 semanas.

Los datos seran obtenidos de las historias clinicas de los pacientes incluidos en el
estudio, las cuales seran revisadas seguin un protocolo preestablecido y que seran
agrupados en los siguientes:

e Grupo 1: pacientes que cumplen los criterios de sindrome antifosfoloipido.

e Grupo 2: pacientes que tienen serologia aPL positiva al menos en dos
ocasiones a titulos medios o altos separados al menos por doce semanas sin
cumplir los criterios clinicos de la enfermedad.

e Grupo 3: controles sanos.

Los controles seran seleccionados segun la edad y sexo de los pacientes incluidos en
el estudio en una proporcién de 2:1, es decir, escogiendo por cada paciente dos
controles sanos.

Los datos de laboratorio (determinaciones de anticuerpos antifosfolipido (aPL))
seran extraidos de dos fuentes:

1. Anticuerpos anticardiolipina y anti-B,- glicoproteina 1:

Los datos de los anticuerpos aCL y aB2GP1 se obtendran de la base de datos del
Servicio de Inmunologia del HUMV, en la que se recogen todas las determinaciones
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gue se hayan realizado de los pacientes incluidos en el estudio. Se consideraran
titulos altos, medios o bajos los informados como tales por el Servicio de Inmunologia.

El laboratorio de Inmunologia del HUMV cuantifica la presencia de los siguientes
aPL e isotipos de aPL: aCL de clase IgG e IgM, aB2GP1 de clase I1gG e IgM, por tratarse
hasta el momento de los establecidos para el diagndstico de SAF>. Estos anticuerpos
se determinan mediante un ELISA comercial (Aesku Diagnostics, Wendelsheim,
Alemania) en fase sélida. En ambos se incuba el suero de los pacientes diluido a
1/100 en placas de fondo plano cubiertas por cardiolipina bovina + B2- glicoproteina
1 humana purificada, en el caso de los anticuerpos aCL, o cubiertas sélo con B2-
glicoproteina 1 humana purificada, en el caso de los anticuerpos aPf2GP1.
Posteriormente se detecta la presencia de aCL 6 anti-B2GPI mediante incubacion con
un anticuerpo policlonal conjugado con peroxidasa frente a IgG 6 IgM humanos. La
reaccion se revela mediante adicidn del sustrato de la peroxidasa (TMB, 3, 3', 5, 5'-
tetrametilbenzidina).

Los resultados se obtienen de forma cuantitativa y semicuantitativa. De este modo,
los aCL se cuantifican en GPL (IgG aCL) 6 MPL (IgM aCL) segun la curva patrén que se
construye en cada ensayo con 5 puntos de dilucion de los estandares de
Harris/Sapporo. En el caso de los anticuerpos aB2GP1, la cuantificacion se hace en
U/mL en referencia a una curva patrén, también con 5 puntos de dilucion (estas
unidades no estan estandarizadas).

Los resultados cuantitativos se transforman en semicuantitativos mediante la
siguiente escala:

e <10 GPL, MPL o U/mL: negativo.

e 10-20 GPL, MPL o U/mL: positivo bajo.

e 20-30 GPL, MPL o U/mL: positivo medio.
e >30 GPL, MPL o U/mL: positivo alto.

Esta semicuantificacion obedece a lo establecido en los consensos internacionales
y ratificado en la revisidon de criterios del SAFZ,

En todo ensayo se introduce un control negativo y un control positivo. Si el valor
obtenido se escapa del rango establecido, el ensayo se desecha.

Ademas, el laboratorio de Inmunologia del HUMV participa en los siguientes
controles de calidad externos: GECLID-SEI, UK-NQAS y Euroimmune Quality
Programme de manera satisfactoria.

2. Anticoagulante lupico:

Los datos del AL se extrajeron de los informes analiticos del Servicio de
Hematologia del HUMV adjuntos a las historias clinicas.

El laboratorio de Hematologia del HUMV realiza las pruebas de deteccién de
actividad AL de acuerdo con las guias actualizadas del Subcomitee on Lupus



Anticoagulant/Antiphospholipid Antibody (Scientific and Standarization Comitee of
the International Society on Thrombosis and Haemostasis)®.

3. Vitamina Dy PTH:

El laboratorio de Bioquimica del HUMV cuantifica la vitamina D (D, , Ds), por
inmunoquimioluminiscencia competitiva automatizada (LIAISON®, DiaSorin, ltalia)
para medir el total de 250HD del suero (metabolito de evaluacidn de suficiencia de
Vitamina D) usando como marcador el isoluminol (DiaSorin). El suero del paciente
contiene una determinada concentracién de vitamina D, que se habra disociado de su
DBP (D binding protein), mas la libre (es decir, la 25-OH total engloba la libre y la
unida) y se unird al anticuerpo en la fase sdélida para, posteriormente, hacerlo
reaccionar con vitamina D marcada con el isoluminol (trazador) con quien compite. Al
final de la reaccién, se genera una sefial luminica visible cuantificable con el
fotomultiplicador que es inversamente proporcional a la concentracién de 250HD en
el suero en estudio.

La técnica para la determinacién de PTH es también un inmunoensayo que difiere
en que no se trata de un inmunoensayo competitivo. En este caso la PTH de la
muestra reacciona con 2 anticuerpos especificos, uno fijado a fase sélida y otro ligado
al trazador (isoluminol). En este caso, la luminiscencia es directamente proporcional
con la cantidad de PTH en el suero de estudio (se utiliza el Kit comercial YSIS (IDS)).

No existe un consenso definitivo sobre cudles son los valores de referencia de la
vitamina D aunque vamos a considerar niveles subdptimos a los menores de
30ng/ml. Se considerardn categorias dentro de los niveles subdptimos en funcién de
su gravedad de mayor a menor en: menor de 10ng/ml, entre 10,1 y 20ng/ml y
superior a 20,1 pero inferior a 30ng/ml, considerando la concentracion éptima
cuando sea superior a 30,1ng/ml. Concentraciones no recomendables
consideraremos las superiores a 60ng/m|35 aunque la intoxicacién por lo general no
se produce hasta valores superiores a 150ng/m|23. Todo ello seglin las
recomendaciones del Comité IOM (Institute of Medicine). Respecto a los niveles de
PTH, los valores de referencia estdan mas consensuados considerandose normales,
menos de 45 pg/ml para adultos.

El laboratorio de Bioquimica del HUMV somete sus datos sobre vitamina D y PTH a
controles de calidad externos: DEQAS para la vitamina D (Vitamin D External Quality
Assessment Scheme) y Unity Real Time® para PTH y calcio.

A partir de las fichas de recogida de datos, se confecciond una base de datos para
realizar el andlisis estadistico. Dicho andlisis se llevd a cabo utilizando el paquete
estadistico SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EEUU). En el andlisis descriptivo se
utilizaron frecuencias, porcentajes, medias, medianas, percentiles y, como medida de
dispersion, la desviacion tipica o estandar. En cuanto al andlisis inferencial, en el
andlisis univariante se aplicé el test de Chi cuadrado (x?) para comparar variables
cualitativas y la prueba de Kruskal-Wallis para variables de no distribucion normal. Se
considerd como estadisticamente significativo todo valor de p < 0,05.
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Confidencialidad de los datos

Los datos seran tratados garantizando la confidencialidad de los mismos. Los datos

publicados haran referencia a la globalidad de los sujetos participantes en el estudio,
en ningun caso se hardn publicos los datos de sujetos, de forma individual.
El promotor garantizard la confidencialidad de los datos de los sujetos y velara por que
se cumpla en todo momento con lo establecido por la Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre, de Proteccion de Datos de Cardcter Personal y con el Real Decreto
1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el reglamento de desarrollo de
dicha Ley.

Consentimiento informado

El estudio sera puramente observacional, sin ningun tipo de intervencion sobre los
pacientes, ni ningln andlisis adicional de sus muestras bioldgicas. Los analisis de datos
serdn agrupados, sin referencias individuales y versaran Unicamente sobre parametros
previamente estudiados por motivos asistenciales, en consecuencia, consideramos que,
de obtener la aprobacidn de este Comité, no es necesario el consentimiento informado
de los pacientes. (Ver “Apéndice I11”)

Hoja de recogida de datos

A partir de las historias clinicas y los datos de laboratorio, se completd una ficha de
recogida de datos (ver “Apéndice II”) para cada paciente.

De cara al estudio de la cohorte, se considerd tiempo 0 (Tg) el momento en que
cada paciente cumplié el criterio serolégico para el diagnéstico de SAF, es decir, la
segunda determinacion de los aPL con resultados positivos (con al menos 12 semanas
de separacion, tal y como se establece en los criterios de Sidney?®).

El tiempo de seguimiento se calculé para cada paciente como el tiempo
transcurrido entre Ty y la fecha en que se realizd la revisidn de la historia clinica.

Los pacientes fueron clasificados en cinco grupos de estudio:

e Grupo 1: pacientes que cumplen los criterios de sindrome antifosfoloipido.

e Grupo 2: pacientes que tienen serologia aPL positiva sin cumplir los criterios
clinicos de la enfermedad.

e Grupo 3: controles sanos.

A continuacidn se detalla la metodologia que se siguié para la consecucién de cada
uno de los apartados especificados en la hoja de recogida de datos.
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Se revisaron las mediciones de aPL realizadas en cada paciente con posterioridad
de Ty a fin de observar su relacidn con los niveles de vitamina D, y si estos cambios
eran significativamente diferentes entre uno u otro grupo de estudio.

No se tuvieron en cuenta aquéllas determinaciones de anticuerpos separadas por
menos de 12 semanas en los primeros 12 meses de seguimiento y por menos de 24
semanas a partir de los 12 meses de seguimiento, para lograr una mayor
homogeneidad.

De acuerdo con la evolucidn de la serologia de aPL, se clasificd a cada paciente en
tres grupos: aPL persistentemente negativos, aPL transitoriamente positivos y aPL
persistentemente positivos.

v/ Pacientes con aPL persistentemente negativos.

Pacientes en los que las 2 ultimas determinaciones de aPL estaban separadas
mas de 6 meses y cumplian los 3 siguientes criterios:

e aCL IgG e IgM mediante ELISA indetectables o a titulo bajo para nuestro
laboratorio.

e aB2GP1 IgG e IgM mediante ELISA indetectables o a titulo bajo para nuestro
laboratorio.

e Actividad AL indetectable mediante las pruebas estandarizadas
internacionalmente.

v' Pacientes con aPL transitoriamente positivos.

Pacientes que no cumplian los criterios de negativizacion persistente y en los que
menos de 2/3 de las determinaciones cumplian uno o mas de los siguientes criterios:

e aCl IgG e IgM mediante ELISA a titulos medios o altos para nuestro laboratorio.

e aB2GP1l IgG e IgM mediante ELISA a titulos medios o altos para nuestro
laboratorio.

e Presencia de actividad AL mediante las pruebas estandarizadas
internacionalmente.

v' Pacientes con aPL persistentemente positivos.

Pacientes que no cumplian los criterios de negativizacion persistente y en los que
2/3 6 mas de las determinaciones cumplian uno o mas de los siguientes criterios:

e aCl IgG e IgM mediante ELISA a titulos medios o altos para nuestro laboratorio.
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e aB2GP1 IgG e IgM mediante ELISA a titulos medios o altos para nuestro
laboratorio.

e Presencia de actividad AL mediante las pruebas estandarizadas
internacionalmente.

En estos pacientes se defini6 como tiempo de negativizacién el tiempo
transcurrido desde la fecha de la primera determinacién negativa (sin
determinaciones positivas posteriores) hasta la fecha de la ultima determinacion.

Se recogieron para cada paciente una serie de variables que se detallan a
continuacion. Dichas variables se pueden catalogar en dos grupos: antecedentes
personales (antes de Ty) y eventos durante el seguimiento.

1.  Antecedentes personales.

a. Edad al diagndstico de seropositividad de aPL (To, momento de inclusién en el
estudio).

b. Antecedentes familiares de eventos trombdticos (con diagndstico confirmado).
c. Antecedentes familiares de eventos obstétricos (con diagndstico confirmado).

d. Factores de riesgo cardiovascular (FRCV), cada uno como variable dicotdmica,
es decir, “presencia o ausencia”.

I. Tabaquismo: habito tabaquico en algiin momento o nunca.

II. Diabetes mellitus: segln los criterios diagndsticos de la American Diabetes
Association (2015)%.

[ll. Hipertensidn arterial (HTA): segun los criterios del Eighth Joint National
Comitee (2014)*’, o toma de farmacos antihipertensivos.

IV. Dislipemia: colesterol total > 200 mg/d y/é LDL-colesterol > 160 mg/dL y/é
triglicéridos > 150 mg/dL en sangre, o toma de farmacos hipolipemiantes.

e. Toma de farmacos de forma regular (durante mas de 1 mes) en algiin momento
con anterioridad a Ty, cada uno como variable dicotémica (los farmacos
seleccionados se eligieron por ser tratamientos habituales en el SAF y/o en el
LES y que por tanto modifican la incidencia y la gravedad de las manifestaciones
propias de estas patologias):

I. Anticoagulantes orales (ACO). IV. Glucocorticoides.
Il. Antiagregantes plaquetarios. V. Antipalludicos.
lll. Heparina. VI. Inmunosupresores (no

especificado).

13



f. Eventos trombodticos previos que cumplieran el criterio clinico para el
diagnodstico de SAFZG, es decir, uno o mas episodios de trombosis venosa,
arterial o de pequefio vaso en cualquier drgano o tejido, confirmado de forma
inequivoca mediante pruebas de imagen o analisis histopatolégico de una
muestra tomada mediante biopsia (la trombosis venosa superficial no satisface
el criterio).

g. Eventos obstétricos previos, cumplieran o no el criterio clinico para el
diagndstico de SAF?, pero con diagndstico confirmado (en caso de presencia,
se especificd si se trataba de alguno de los eventos que forman parte del
criterio obstétrico de SAF o de otro tipo de eventos).

|. Eventos obstétricos que forman parte de los criterios de Sidney (en caso de
presencia, se especificd si se trataba de alguno de los 2 siguientes):

a) Eventos obstétricos adversos que cumplen los criterios de Sidney (en
caso de los antecedentes personales, se consideré como “presencia” la
existencia de cualquiera de los eventos siguientes):

e 3 6 mas pérdidas gestacionales (PG) espontaneas antes de la semana
10 de gestacidn, tras haberse excluido anomalias cromosdmicas de los
progenitores y anomalias anatémicas u hormonales de la madre.

e PG espontaneas después de la semana 10 de gestacidon con morfologia
normal en ecografia prenatal o en la exploracién posnatal inmediata.

e Parto pretérmino antes de la semana 34 de gestacién por
preeclampsia grave, eclampsia o insuficiencia placentaria.

b) 1 6 2 PG antes de la semana 10 de gestacion, tras haberse excluido
anomalias cromosdémicas de los progenitores y anomalias anatdmicas u
hormonales de la madre (para satisfacer el criterio clinico de diagndstico
de SAF son necesarios 3 6 mas de estos eventos; este item forma parte de
dicho criterio pero no lo cumple, por lo que se analiza de forma
independiente).

Il. Eventos obstétricos que no forman parte de los criterios de Sidney (en el
caso de los antecedentes personales, se consideré como “presencia” la
existencia de cualquiera de los siguientes eventos):

c) Sindrome HELLP (hemolytic anemia, elevated liver enzymes, low platelet
count).

d) Preeclampsia leve o moderada.

e) Preeclampsia grave o eclampsia y parto posterior a la semana 34 de
gestacion.
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f) Desprendimiento de placenta previamente normoinserta (DPPNI) vy
parto posterior a la semana 34 de gestacion.

g) Parto pretérmino (previo a la semana 37 de gestacion) por causas
distintas de preeclampsia grave, eclampsia o insuficiencia placentaria.

h) HTA gestacional.
i)Diabetes gestacional.
j)Muerte neonatal precoz (en la primera semana de vida).
k) Crecimiento intrautero restringido (CIR).
[)Oligohidramnios.
2. Eventos durante el seguimiento.
a. Numero de nuevas gestaciones durante el seguimiento.

b. Eventos trombéticos que cumplieran el criterio clinico para el diagndstico de
SAF durante el seguimiento: en caso de presencia, se especificd si fueron
arteriales o venosos, y el nimero de cada tipo.

c. Eventos obstétricos durante el seguimiento, cumplieran o no el criterio clinico
para el diagndstico de SAF (en caso de presencia, se especificd si se trataba de
alguno de los eventos que forman parte del criterio obstétrico de SAF o de otro
tipo de eventos).

I. Eventos obstétricos que forman parte de los criterios de Sidney (en caso de
presencia, se especificd si se trataba de alguno de los dos siguientes):

a) Eventos obstétricos que cumplen los criterios de Sidney (en el caso del
seguimiento, se especificd si se trataba de alguno de los 3 eventos
referidos en el apartado “Antecedentes personales”).

b) 1 6 2 PG antes de la semana 10 de gestacién, con las mismas
caracteristicas referidas en el apartado “Antecedentes personales”.

Il. Eventos obstétricos que no forman parte de los criterios de Sidney (en el
caso de los eventos durante el seguimiento, se especificd si se trataba de
alguno de los eventos referidos en el apartado “Antecedentes personales”).

d. Otros eventos clinicos no obstétricos relacionados con el SAF que no forman
parte de los criterios de Sidney (en caso de presencia, se especificé a cudl o
cuales de los siguientes grupos pertenecia, asi como su numero):

I. Neuroldgicos: déficit cognitivo o lesiones caracteristicas de la sustancia
blanca en RMN.
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II. Hematoldgicos: purpura trombdtica trombocitopénica, sindrome hemolitico-
urémico, episodios de sangrado espontaneo en ausencia de tratamiento
anticoagulante o trombopenia con recuento inferior a 100.000
plaquetas/mm?°.

[ll. Pulmonares: hemorragia alveolar en ausencia de tratamiento anticoagulante,
hipertension pulmonar, alveolitis fibrosante o sindrome de distress
respiratorio del adulto (SDRA).

IV. Cardiovasculares: valvulopatia (engrosamiento valvular, endocarditis de
Libman-Sacks, disfuncion valvular) o angina estable.

V. Cutdneos: livedo reticularis, gangrena digital, fendmeno de Raynaud,
hemorragias en astilla, trombosis venosa superficial, Ulceras postflebiticas,
necrosis cutanea, purpura, pseudovasculitis, anetoderma o vasculopatia
livedoide (atrophie blanche).

VI. Renales: proteinuria asintomdtica, sindrome nefrético, insuficiencia renal
aguda (IRA) o insuficiencia renal crénica (IRC).

VIl. Gastrointestinales: hemorragia digestiva (alta o baja) en ausencia de
tratamiento anticoagulante, perforaciéon esofagica, uUlcus gastrico gigante,
Ulcus duodenal atipico, enfermedad veno-oclusiva hepatica (EVOH),
hipertensidn portal o cirrosis hepatica.

VIIl. Oculares: amaurosis fugax.
IX. Suprarrenales: infarto hemorragico bilateral.
X. Osteoarticulares: artritis u osteonecrosis.

e. SAF catastroéfico, definido como nuevos eventos trombodticos en 3 6 mas
drganos o tejidos en un periodo de tiempo igual o inferior a una semana, en
presencia de aPL positivos, con confirmacién de la presencia de microtrombos
por biopsia de al menos un érgano o tejido y habiéndose excluido otras causas
del cuadro.

f. Exitus: en caso de presencia, se especificé la causa.

g. Instauracion de tratamiento especifico para SAF y/o LES de forma continuada
durante el seguimiento (cada uno como variable dicotomica):
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l. ACO.

Il. Antiagregantes plaquetarios.
[ll. Heparina.

IV. Antipaludicos.

V. Inmunoglobulina humana.
VI. Plasmaféresis.

3. Determinaciones de vitamina D y PTH:

a) Vitamina D: la primera determinacion realizada durante el seguimiento.

b) PTH: La primera determinacion realizada durante el seguimiento junto con la
vitamina D.
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Resultados

Se revisaron las historias clinicas de un total de 498 pacientes de los cuales 165
tenian una determinacién de vitamina D y cumplian los criterios de inclusién. Como
grupo control se incluyeron 326 controles sanos de acuerdo a los criterios detallados
en el apartado “pacientes y métodos”.

Tal y como se ha descrito en el apartado “pacientes y métodos” los grupos de
estudio fueron:

e Grupo 1: pacientes que cumplen los criterios de sindrome antifosfolipido.

e Grupo 2: pacientes que tienen serologia aPL positiva sin cumplir los criterios
clinicos de la enfermedad.

e Grupo 3: controles sanos.

El periodo de tiempo en el que han sido seguidos los pacientes abarca desde
septiembre de 1992 a mayo de 2016. Se siguid a los pacientes durante una media de
131,19450,79 meses (rango: 3,2-260,1).

Las principales caracteristicas de la poblacién de estudio se resumen a continuacién
en la Tabla 1. Como se puede observar los pacientes con SAF presentaron una mayor
frecuencia en todos los factores de riesgo cardiovascular, aunque Unicamente la
dislipemia alcanzé la significacidon estadistica (p=0,010). Aproximadamente, una quinta
parte de los pacientes incluidos en el estudio (SAF un 21,8% y serologia positiva un
23,4%) presentaban LES asociado. En cuanto a las manifestaciones clinicas, el 54,5% de
los pacientes con SAF presentaron trombosis, el 51,5% eventos obstétricos y el 4,2%
ambos tipos de manifestaciones.

Tabla 1: Edad, sexo, factores de riesgo cardiovascular y clinica por grupos expresados en porcentajes

SAF* SEROLOGIA** | CONTROLES | p
(n=101) (n=64) (n=326)
53,75 + 53,40 + 53,43
EDAD (Media + SD*** ’ ’ ’ -
(Media ' 15,007 16,281 10,465
SEXO (Mujeres) 79,2 68,8 74,2 -
TABACO 40,6 31,7 - -
HIPERTENSION ARTERIAL 37,6 25,4 - -
DISLIPEMIA 34,7 15,9 - 0,01
DIABETES MELLITUS 6,9 3,2 - -
LES ASOCIADO**** 21,8 23,4 - -
Trombosis 54,5 0 - -
CLINICA | Obstétrico 51,5 0 - -
Ambos 4,2 0 - -

*SAF: sindrome antifosfolipido.**Serologia: pacientes con aPL positivos que no
cumplen los criterios de enfermedad.***SD: desviacién estandar.****LES: lupus
eritematoso sistémico.
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Como se muestra en la Figura 2, las determinaciones de vitamina D en los pacientes
“caso” y los “controles” se distribuyeron en un 54,7% extraidas durante la estacion
soleada (abril-septiembre) y un 45,3% extraidas durante la estacidon oscura (octubre-
marzo) no encontrandose diferencias significativas (p=0,714).

60

50 +—

40 +—

30 - Estacion soleada

20 +— B Estacion oscura

% de pacientes

10 +—

0

SAF* SEROLOGIA** CONTROL
Figura 2: Estacion del afio en que se realizaron las determinaciones
representada por grupos.
*SAF: sindrome antifosfolipido.
**Serologia: pacientes con aPL positivos que no cumplen los criterios
de enfermedad.

Por otro lado, se clasificaron los niveles de vitamina D en dos categorias segun si
existe o no hipovitaminosis D como se detalla en el apartado “pacientes y métodos”.
Segun ella un 73,5% del total de pacientes presentaron niveles de vitamina D por
debajo de 30 ng/mly un 26,5% del total presentaron niveles normales. Véase la Figura
3 para visualizar las diferencias entre los grupos. No se han encontrado diferencias
significativas entre grupos (p=0,209) puesto que el grupo control presenta un
porcentaje de hipovitaminosis similar con respecto a los pacientes.

1. Objetivo primero: Determinar el nivel de vitamina D circulante en pacientes con
anticuerpos antifosfolipido.

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas (p=1,397) al dividir
los 3 grupos de estudio tal y como se describe en la Figura 3, aunque se puede
observar como el percentil 75 de los pacientes con SAF se sitia por debajo de 30ng/ml
en contraposicién a los pacientes con serologia positiva sin clinica y los controles sanos
gue se situa por encima.
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Figura 3: distribucidn del nivel de vitamina D clasificado por grupos.
*SAF: sindrome antifosfolipido. **Serologia: pacientes con aPL positivosque
no cumplen los criterios de enfermedad.

Como se ha comentado anteriormente, uno de los hallazgos del presente estudio
es la elevada proporcion de pacientes con niveles de vitamina D por debajo de
30ng/ml, exactamente un 73,5% del total (Figura 4), a pesar de no encontrar
diferencias significativas (p=0,209).
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40 - m >30ng/ml

% de pacientes

20 A

SAF* SEROLOGIA** CONTROL
Figura 4: porcentaje pacientes con hipovitaminosis D
representado por grupos.
*SAF: sindrome antifoslipido. **Serologia: pacientes con aPL
positivos que no cumplen los criterios de enfermedad.

Sin embargo, al analizar si existen diferencias entre los tres grupos y las 4
categorias de vitamina D ya descritas el apartado “pacientes y métodos” si se han
encontrado diferencias estadisticamente significativas (p=0,002) mostrando una
mayor tendencia a niveles extremadamente bajos de vitamina D en el grupo de SAF y
en el grupo de pacientes con serologia positiva (Tabla 2 y Figura 5).
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SAF* SEROLOGIA** | CONTROL
<10ng/ml 13,1 10,9 4,9
10,1-20ng/ml 30,3 28,1 43,7
20,1-30ng/ml 37,4 31,2 23,1
>30ng/ml 19,2 29,7 28,3

% de pacientes

Tabla 2: porcentaje de pacientes segun categorias por grupos.

*SAF: sindrome antifosfolipido.**Serologia: pacientes con aPL positivos que no cumplen los

criterios de enfermedad.

SAF*

SEROLOGIA**

m <10ng/ml
M 10,1-20ng/ml
20,1-30ng/ml

m >30ng/ml

CONTROL

Figura 5: porcentaje de pacientes segun categorias clasificado por grupos.
*SAF: sindrome antifofolipido. **Serologia: pacientes con aPL positivos que
no cumplen los criterios de enfermedad.

2. Objetivo sequndo: Determinar la influencia de los niveles de vitamina D en las
manifestaciones clinicas de la enfermedad.

A la hora de clasificar en mayor o menor de 30ng/ml no se han encontrado

diferencias entre los grupos respecto a la trombosis (p=0,244) ni respecto a la clinica

obstétrica con (p=0,366).

En cuanto al analisis en 4 categorias no se han hallado diferencias estadisticamente

significativas, a su vez, ni en la trombosis (p=0,458) ni la clinica obstétrica (p=0,352).

Por otro lado, como se muestra en la Tabla 3, respecto al tipo de trombosis (venoso,

arterial o ambos), al analizar las diferencias segun se situaban por debajo o por encima

de 30ng/ml, no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas (p=0,110).

TIPO DE TROMBOSIS
NO ARTERIAL | VENOSA | AMBOS TIPOS DE TROMBOSIS
(n=122) | (n=28) (n=12) (n=2)
<30ng/ml 73,8 92,9 66,7 50
>30ng/ml 26,2 7,1 33,3 50

Tabla 3: porcentaje de tipo de trombosis seguin categorias de vitamina D.
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Sin embargo, y puesto que el tamafio muestral de pacientes con trombosis venosa y
con ambos tipos de trombosis es reducido, se ha analizado la significacién estadistica
entre la presencia de trombosis arterial y la ausencia de manifestaciones trombdticas
hallandose diferencias estadisticamente significativas (p=0,03).

En cuanto a la clinica obstétrica (Tabla 4), segun si los pacientes se situaban por
debajo o por encima de 30ng/ml, no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas (p=0,366).

EVENTOS OBSTETRICOS
No Si
<30ng/ml 74,3 80,8
>30ng/ml 25,7 19,2

Tabla 4: porcentaje de eventos obstétricos segun categoria de vitamina D.

Por ultimo, se ha analizado la relacidn entre la vitamina D segun si tuvieron niveles
mayores o menores de 30ng/ml con la presencia de clinica trombética y obstétrica
combinada no encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p=0,552).

3. Objetivo tercero: Determinar la influencia de los niveles de vitamina D en el
perfil de autoanticuerpos.

Se realizaron una media de 6,98+3,917 determinaciones de aPL por cada paciente
incluido en el estudio (rango: 1-20).

Se compararon los niveles de vitamina D clasificados en dos categorias, segun si
fueron mayores o menores de 30ng/ml, con el tipo concreto de anticuerpo no
hallandose diferencias significativas en ninguno de los 3 tipos de autoanticuerpos: aCL
(p=0,447), aB2Gp1 (p=0,063) y AL (p=0,139). A la hora de clasificar la vitamina en las
cuatro categorias descritas en el apartado “pacientes y métodos” y analizando su
relacion con los distintos anticuerpos tampoco se han encontrado diferencias en el
caso de aCL (p=0,754), de aB2GP1 (p=0,243) ni el caso de AL (p=0,432).

Por otro lado, se han comparado las diferencias en la carga de autoanticuerpos en
relacion con un nivel de vitamina D superior o inferior a 30 ng/ml, encontrandose
diferencias significativas (p=0,049), como se recoge en la Tabla 5y en la Figura 6.

<30ng/ml >30ng/mll
Un autoanticuerpo positivo 64,8 35,2
Dos autoanticuerpos positivos 80,88 19,11
Los tres autoanticuerpos positivos 83,72 16,3

Tabla 5: porcentaje de positividad de autoanticuerpos segtin si presentaron o no

hipovitaminosis D.
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Figura 6: porcentaje de positividad cuando los niveles de
250HD fueron <30ng/ml segun carga de autoanticuerpos.

Respecto al andlisis entre la carga de autoanticuerpos y la vitamina D en las cuatro
categorias descritas en el apartado “pacientes y métodos” comparado por grupos no
se han encontrado diferencias ni en el caso del SAF (p=0,478) ni en el de los pacientes
con serologia positiva sin cumplir criterios clinicos de enfermedad (p=0,419).

Finalmente, se han comparado, por grupos, la evolucién de anticuerpos con el nivel
de vitamina D segun se han definido en el apartado “pacientes y métodos”: aPL
persistentemente negativos, transitoriamente positivos y persistentemente positivos.

Tal y como de describe en la Tabla 6, un 46,1% los aPL son persistentemente
negativos, 9,1% los aPL muestran positividad transitoria y un 44,8% se mantienen
persistentemente positivos. No se hallan diferencias significativas entre la evolucién y
los diferentes grupos (p=0,349):

SAF* SEROLOGIA** Total
(n=101) (n=64) (n=165)

aPL pgrswtentemente 495 40,6 46,1
negativos (n=76)
aPL.t'ran5|tor|amente 6,9 12,5 9,1
positivos (n=15)
aPL_p.erS|stentemente 436 46,9 44,8
positivos (n=74)

Tabla 6: porcentaje de pacientes segtin la evolucion de aPL.
*SAF: sindrome antifosfolipido.
**Serologia: pacientes con aPL positivos que no cumplen los criterios de enfermedad.

A continuacion, se analiza la posible relacién entre dicha evolucién de anticuerpos
en funcién delnivel de vitamina D sobre el total de pacientes, sin diferenciar por
grupos de estudio (Figura 7), no hallandose diferencias estadisticamente
significativas (p=0,822).

23



60,007

40,00 J—

Valor de vit D

: T

0,00 T T I
persistentemente transitoriamente persistentemente
negativos positivos positivos

Evolucion de los aPL
Figura 7: valor de vitamina D segun la evolucion de los anticuerpos.

Al analizar, por otro lado, la evolucién de los autoanticuerpos en funcién del nivel
de vitamina D segun el grupo (Figura 8), tampoco se han encontrado diferencias
significativas (p=0,254).
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SAF* SEROLOGIA**
Figura 8: porcentaje de pacientes segun su evolucion comparado
con el valor de la vitamina D.
*SAF: sindrome antifosfolipido. **Serologia: pacientes con aPL
positivos que no cumplen los criterios de enfermedad.

En la Tabla 7 y en la Figura 9 se han comparado, la evolucién de los anticuerpos en
las cuatro categorias de la vitamina D no hallandose diferencias significativas
(p=0,591). De igual forma que al clasificar segun un nivel plasmatico superior o
inferior a 30 ng/ml (p=0,65).
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<10ng/ml | 10,1-20ng/ml Sgr?;;nl >30,1ng/ml
aPL persistentemente 10,7 36 28 26,63
negativos
aPL transitoriamente 14,3 21,45 42,9 28,6
positivos
aPL persistentemente 13,5 25,7 40,5 20,3
positivos

Tabla 7: evolucion de los pacientes segun las categorias de vitamina D.
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Figura 9: porcentaje de pacientes por por debajo de

30ng/ml segun la evolucién.
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Discusion

La influencia de la vitamina D en la modulacién, tanto en predisposicién como en
gravedad, de enfermedades crénicas ha sido objeto de interés llegdndose a relacionar
con enfermedades de tipo autoinmune como son el lupus eritematoso sistémico’ o la
artritis reumatoide®’ entre otras. Son conocidos los factores ambientales que actuan
sobre esta vitamina como son el color de la piel, la edad, el sexo, la alimentacién o la
exposiciéon solar®®. No obstante, los mecanismos a través de los cuales actua la
vitamina D sobre la inmunidad son todavia poco conocidos™*.

En el presente estudio se analiza de forma retrospectiva por un lado, la relacion
entre los niveles de vitamina D y los anticuerpos antifosfolipido comparando con un
grupo de controles sanos, y clasificando a los pacientes en dos grandes grupos
(pacientes con SAF definido y pacientes con serologia positiva sin reunir criterios
clinicos de enfermedad), por otro lado, su relaciéon con la clinica tanto trombdtica
como obstétrica, y finalmente, con la evolucion serolégica en los pacientes.

Hasta el momento, existen escasos estudios publicados a este respecto. A modo
de resumen se describen brevemente los hallazgos de los mismos en la Tabla 8. Hay
que destacar, que tres de los cuatro trabajos presentados en la Tabla 8 han sido
realizados por los mismos autores e incluyen en su gran mayoria al mismo grupo de
pacientes aunque aborden objetivos diferentes. En los cuatro estudios se demuestra
una mayor hipovitaminosis D, definida como <30ng/ml (a excepcion de Agmon-Levin et
al*® que la definen como<15ng/ml) en los pacientes con SAF en comparacién con los
controles sanos, destacando, que en los dos ultimos estudios representados en la
tabla®® * los pacientes muestran niveles menores en verano. En el estudio de Andreoli
et allg, como dato adicional, se halla una mayor tendencia a niveles extremadamente
bajos (<10ng/ml). Los estudios realizados por Piantoni et al’® y Agmon-Levin et al®
encuentran niveles menores de vitamina D en pacientes con clinica trombdtica pura en
comparacion con aquellos con clinica obstétrica.

A pesar de no encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los tres
grupos de estudio respecto a los niveles de vitamina D, si fue estadisticamente
significativo el hecho de hallar niveles extremadamente bajos en los pacientes con SAF
y serologia positiva. En nuestro estudio, por otro lado, los pacientes con trombosis
arterial presentaron unos niveles de vitamina D significativamente menores que la
poblacién sin trombosis. Finalmente, hemos hallado significacion estadistica en la
relacion entre la hipovitaminosis D y la carga de autoanticuerpos detectando una
mayor carga cuanto menor fuera el nivel de vitamina D.

No hay diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la edad y al sexo.
Los grupos de pacientes han sido comparados con un grupo de controles sanos
formado por individuos procedentes de la misma zona geografica y con la misma
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proporciéon de mujeres y hombres. En cuanto a la edad, los controles fueron
seleccionados de acuerdo a la media de edad de los pacientes siendo 53,75 y 53,40
aflos para el grupo de pacientes con SAF y el grupo con serologia positiva
respectivamente. Tampoco hay diferencias en cuanto a la época de extraccién de la
muestra. A diferencia del resto de estudios publicados hasta la fecha, el presente
trabajo también incluye a aquellos individuos con autoanticuerpos circulantes en
ausencia de enfermedad como se define en los criterios de clasificacién de la
enfermedad®.

De forma global, no encontramos diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de vitamina D ya que la prevalencia de hipovitaminosis D es muy elevada tanto
en los grupos de pacientes como en el grupo control. Esto es debido a que en Ia
poblacidon espaiola adulta la prevalencia de hipovitaminosis D (<30ng/ml) es elevada®.
En contraposicidon a estos datos, si hallamos diferencias significativas en el caso de
niveles de vitamina D extremadamente bajos (<10ng/ml) en consonancia con el
.

estudio de Andreoli et a Podria plantearse como causa de este hallazgo la

interferencia de la suplementacién oral afiadida al tratamiento de muchos de estos

pacientes, si bien el estudio de Piantoni et al*®

no pudo demostrar incremento de los
niveles de vitamina D hasta niveles dptimos tras la suplementacién, probablemente
por falta de tamafio muestral y por la baja dosis administrada. Por otro lado, como ya
ha sido comentado en este mismo parrafo, la gran prevalencia de hipovitaminosis D en
la poblacién general afiade una mayor dificultad a la hora de detectar las diferencias

entre pacientes y controles.

En lo que respecta a la clinica, cabe destacar en nuestro andlisis la asociacién
estadisticamente significativa entre la hipovitaminosis D y la trombosis arterial
coincidiendo con los estudios citados en la Tabla 8**. Volviendo a la Tabla 1 del
apartado “resultados”, debe tomarse en consideracién la posibilidad de que exista una
relacién causal con los factores de riesgo cardiovascular mas prevalentes en la
poblacién con SAF en comparaciéon con los pacientes con serologia positiva. No
obstante, el estudio de Agmon-Levin et al*® demostré in vitro una mayor inhibicién del
factor tisular (FT) estimulado por aB2Gp1 en presencia de la vitamina D, lo cual podria
ser otra posible razén de este hallazgo. En el caso de la clinica obstétrica en su
conjunto, no hemos encontrado diferencias significativas con la hipovitaminosis D. En
un reciente estudio publicado®" sobre la eficacia de la heparina de bajo peso molecular
se ha demostrado un menor riesgo trombético al contrario que en el caso de la
preeclampsia en cuya incidencia resulta no efectiva; esto fue debido, segln sus
hallazgos, a que en ausencia de vitamina D, la heparina estimula la liberacién del factor
antiangiogénico del trofoblasto llamado sFlt-1 implicado en su patogenesis. Esto puede
tener implicacién terapéutica ya que la combinacién del tratamiento heparinizante con
vitamina D en la gestantes podria mejorar no solo su riesgo trombdtico sino también
el de sufrir preeclampsia.
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El dltimo de los objetivos de este estudio fue demostrar una relacién entre la
hipovitaminosis y los anticuerpos antifosfoplipido. Este es un aspecto no abordado
hasta el momento pudiendo convertirse en un punto de sumo interés debido a la
posible implicacion clinica y/o prondstica. Nuestro estudio no ha podido demostrar
esta asociacién en cuanto al tipo de anticuerpo se refiere (aCL, af2gpl o AL). No
obstante, en el caso del af2Gp1 roza la significacidon estadistica (p=0,063), de lo cual se
puede deducir que con un mayor tamafo muestral podrian hallarse diferencias
estadisticamente significativas, en cuyo caso apoyaria la hipétesis de Andreoli et al™®,
ya mencionada anteriormente, y su relacién con el FT, conocido agente trombogénico.
Si dicha significacidon se demostrara, podria convertirse en un factor potencialmente
modificable con un sencillo y poco téxico tratamiento, como es la suplementacién con

vitamina D.

Si se ha podido evidenciar una asociacién con la carga de autoanticuerpos,
concluyendo que a menor nivel de vitamina D, mayor carga, lo cual, posee un punto de
gran interés ya que hasta el momento ningun estudio habia planteado esta hipétesis a
pesar de haberse demostrado que a mayor carga, mayores posibilidades de desarrollar
SAF¥9%>2934 5e ha hallado una relacién entre niveles séricos inferiores a 30ng/ml y un
porcentaje mayor de pacientes con dos o tres autoanticuerpos positivos (80,88 % y
83,72% respectivamente) frente a aquellos que sélo presentan positividad en uno de

los autoanticuerpos (64,8%), que tienden hacia niveles mayores de vitamina D.

Reconocemos las limitaciones del presente estudio y la necesidad de, sobre estos
datos, realizar analisis mas exhaustivos de todos los aspectos planteados por su
posible implicacidn clinico-terapéutica. Debemos destacar que se trata de un estudio
retrospectivo en el que Unicamente hemos podido extraer los datos que se recogieron
en las historias clinicas de los pacientes, pudiendo obviar algunos aspectos que
pudieran resultar utiles para el andlisis. En el analisis no hemos tenido en cuenta
factores de riesgo cardiovascular como la obesidad lo cual, podria ser un factor
modificador ya que segin Klack y Carvalho® estos pacientes presentan niveles
mayores de vitamina D. Por otro lado, no hemos recogido la prevalencia de los
factores de riesgo cardiovascular de los controles por lo que no hemos podido
comparar y demostrar diferencias respecto a los pacientes. En cuanto a la edad,
nuestra poblacion de estudio se encontraba por encima de los 50 afios, a diferencia de
los estudios mostrados en la Tabla 8, lo cual, podria tener relacidn con los resultados
obtenidos debido a la mayor probabilidad intrinseca de estos pacientes de presentar
clinica trombética y también niveles mas bajos de vitamina D. En el caso de la clinica
obstétrica no hemos hallado diferencias estadisticamente significativas aunque no se
realizado un estudio detallado de cada tipo de evento en relacién con la
hipovitaminosis D lo cual, como ya se ha mencionado, podria resultar interesante
puesto que si podria tener implicacion en el caso de la preeclampsia*’. A diferencia de
los estudios ya mencionados en la Tabla 8, en nuestro estudio no hemos excluido a los
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pacientes con LES asociado, lo cual puede tener relacién directa con el nivel de
vitamina D puesto que estos pacientes reciben recomendaciones sobre proteccién
solar y corticoterapia, entre otros tratamientos que a su vez no hemos tenido en
consideracion, en contraste con los pacientes con SAF y/o serologia puros cuyos
habitos son los de la poblacién general y cuyo tratamiento se basa en la
anticoagulacion. En un andlisis futuro se deberan tener en cuenta todos estos aspectos.

Finalmente, como ventajas de nuestro estudio, cabe destacar el elevado nimero
de sujetos incluidos en el estudio, y en concreto de controles, que al contrario que en
los estudios ya citados hemos podido parear seglin edad, sexo y fecha de
determinaciéon de vitamina D. Por otro lado, hemos podido incluir pacientes con largo
periodo de seguimiento permitiendo visualizar diferentes momentos evolutivos de la
enfermedad desde que se detectan los autoanticuerpos. Una ventaja que ya ha sido
comentada anteriormente y que aportamos como novedad, es el hecho de haber
incluido como casos a los pacientes sin manifestaciones clinicas pero con serologia
positiva y haber realizado el anilisis de la relacion entre la hipovitaminosis D y los tipos
de autoanticuerpos, la carga y la evolucion como distincién primordial respecto al

19,38,39.40 |5 cual, puede permitir generar nuevas vias de

resto de estudios publicados
abordaje de estos pacientes dado que hemos demostrado una relacidon entre la

hipovitaminosis D y una mayor carga de autoanticuerpos.
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Tabla 8.- Resumen de los hallazgos publicados sobre la relacion entre la vitamina D y el sindrome antifosfolipido.

manifestaciones clinicas y la
evolucidn de autoanticuerpos.

ciudad de donde proceden, Sao Paulo.
-Exclusion: pacientes mayores de 60 afios.

Estudio Diseio y objetivos Poblacion de estudio Resultados

Klack K, et al Evaluar la prevalencia de | - 46 pacientes con SAF. - El 70% presentaron niveles por debajo de 30ng/ml.
JF.JointBoneSpine | hipovitaminosis D en el SAF | - Extraccion de sueros en la misma estacion del | - Mayores niveles en pacientes con obesidad.

(2010)"° primario y su relacion con las | afio, en concreto cuando mayor nivel hayen la | - No se hallaron diferencias ni en la evolucion ni en la clinica.

Agmon-Levin et
al, Annals of
Rheumatic
Diseases (2011)*

- Evaluar la relacién entre los
niveles de vitamina D y la clinica
trombdtica mediada por aPL* en
modelos “in vitro”.

- Demostrar la posible funcién de la
vitamina D en la inhibicién del
factor tisular (FT) mediado por aPL

- 179 pacientes con SAF** procedentes de
Europa.

- 141 controles sanos.

- Consideraron niveles bajo de vitamina D a
valores por debajo de 15ng/ml.

- 49,5% vs. 30% de hipovitaminosis D en SAF y controles
respectivamente (p<0,001).

- Mas eventos trombdticos con deficiencia de vitamina
D(<15ng/ml) vs. sin deficiencia (58%vs. 42%; p<0,05).

- La vitamina D inhibe el FT estimulado por ap2Gpl “in vitro”,
por lo tanto, “in vivo” la hipovitaminosis permitiria el aumento
del FT.

Piantoni S et al,
Reumatismo
(2012)*

- Evaluar la prevalencia de
hipovitaminosis D en el SAF
primario y su relacién con las
manifestaciones clinicas

trombdticas y obstétricas.

- Observar los efectos de Ia
suplementacion oral con vitamina
D.

- 115 pacientes con SAF.

- 128 controles sanos.

- A 16 pacientes se les dio suplementacidn oral.
- Exclusién: asociacion con LES***,

- 17% vs. 5% de hipovitaminosis D (<30ng/ml) entre SAF vs.
controles.

- Durante el verano, los niveles fueron inferiores en SAF en
comparacion con los controles (medianas de 28 vs. 40,1 ng/ml;
p<0,01.

- SAF trombdticos tenian menores niveles que los obstétricos
(mediana 20,8 vs. 33,2 ng/ml;p<0,01).

- La suplementaciéon no fue efectiva para elevar los niveles por
encima de 30ng/ml.

Andreoli L et al,
Lupus (2012)*®

Evaluar el nivel de vitamina D segun
la estacion del afio en SAF primario.

- 115 pacientes con SAF.
- 128 controles sanos.
- Exclusidn: asociacion con LES.

- Los pacientes con SAF mostraron mayor hipovitaminosis
durante el verano (p<0,01) y durante el otofio-invierno (p=0,03).
- Los pacientes con SAF mostraron niveles <10ng/ml en mayor
porcentaje que los controles (17% vs. 5%; p<0,01).

- Los controles mostraron mayor porcentaje de niveles >30ng/ml
(36% vs. 23%; p=0,04).

*aPL: anticuerpos antifosfolipidos. **SAF: sindrome antifosfolipido. ***LES: lupus eritematoso sistémico.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klack%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20627653

Conclusiones

e La prevalencia de hipovitaminosis D (<30ng/ml) en la poblacién de estudio es
muy elevada, no habiéndose encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre los pacientes con anticuerpos antifosfolipido positivos y el
grupo control sano.

e Tanto el grupo con SAF como el grupo con serologia positiva muestran una

mayor prevalencia de niveles extremadamente bajos (<10ng/ml) de vitamina D

en comparacién con el grupo control.

e Se confirma la posible asociacidn entre la clinica trombdtica arterial y la
hipovitaminosis D (<30ng/ml).

e Existe una relacion entre los niveles de vitamina D circulante y la carga de
autoanticuerpos siendo mayor cuanto menor es el nivel de vitamina D.

Para el futuro préximo:

e Realizar un subanalisis en el que se tenga en cuenta la diferenciacidn o
exclusién del estudio a los pacientes que presentan LES asociado puesto que
éstos llevan a cabo las recomendaciones sobre proteccién solar ademas de
tratamientos que pueden influir en la absorcién de la vitamina D.

e No pudimos hallar diferencias significativas en cuanto a la relacion con la

hipovitaminosis D y la clinica obstétrica a pesar de no diferenciar en el andlisis

su posible asociacidn con los tipos concretos de eventos obstétricos que
conforman los criterios del sindrome. Es necesario realizar este analisis para
extraer conclusiones a este respecto.

e Son necesarios estudios mas amplios y detallados que diferencien los analisis
por estaciones para minimizar al maximo los factores modificadores del nivel
de vitamina D.

e Finalmente, son necesarios estudios sobre la hipdtesis que postula que la
suplementacion con vitamina D (en la dosis adecuada) podria mejorar los
aspectos ya mencionados en la discusién del presente estudio.
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Apéndice | - Criterios diagndsticos del sindrome antifosfolipido®®

Para el diagndstico de SAF se requieren al menos un criterio clinico y uno de
laboratorio.

Criterios clinicos

e Trombosis vascular: uno o mas episodios de trombosis arterial, venosa o de
pequefio vaso en cualquier érgano o tejido del organismo, confirmado por pruebas
de imagen apropiadas y/o analisis histopatoldgico.

e Morbilidad durante el embarazo:

— Uno o mas abortos de al menos 10 semanas de gestacién, con morfologia
normal del feto documentada mediante ultrasonografia o examen directo del
feto.

— Uno o mas partos prematuros de un neonato morfolégicamente normal antes
de la semana 34 de gestacién debido a: a) eclampsia o pre-eclampsia severa o b)
insuficiencia placentaria.

— Tres o mas abortos espontdneos consecutivos antes de la semana 10 de
gestacion, habiendo descartado anomalias anatdmicas u hormonales de la
madre y anomalias cromosdmicas tanto maternas como paternas.

Criterios de laboratorio (se deben obtener resultados positivos en suero o plasma, al menos en dos
ocasiones, con un tiempo minimo de 12 semanas entre las determinaciones).

e Anticoagulante lupico (AL), determinado de acuerdo con las recomendaciones de la
Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia (Subcomité cientifico de
anticoagulante lupico/anticuerpos antifosfolipido).

e Anticuerpos anticardiolipina (ACL) tipo 1gG y/o IgM medidos por ELISA, a titulos
medios o elevados (> 40 GPL o MPL, é > percentil 99).

e Anticuerpos anti B2-glicopreteina | tipo 1gG y/o IgM medidos por ELISA, a titulos >
percentil 99.
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Apéndice Il - Hoja de recogida de datos

A. Grupo de estudio: A (SAF 12) /B (serologia SAF) /C (LES y serologia SAF)/C.1. (LES y
SAF 22) /D (control)

B. Datos personales

Cédigo: Fecha de nacimiento:
Fecha de diagndstico de aPL (+): Edad al diagndstico aPL (+):
Fecha de diagndstico de SAF o LES:

Fecha de revision HC: Edad (revision HC):
Duracion del seguimiento (meses):

C. Serologia de aPL

1. Evolucidn de los titulos de aPL a lo largo del seguimiento:

aCL aB2GP1 AL (+/-)

IgM (MPL-

IgG (GPL-U) u)

IgG (GPL-U) | IgM (MPL-U)

T primera

To

To + ..
meses

To + ..
meses

To + ..
meses

TO + ..
meses

TO + ..
meses

TO + ..
meses

% positivos
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N

. Clasificacion del paciente (subrayar uno de los 3):
a. persistentemente negativo
b. Transitoriamente positivo

c. Persistentemente positivo

m

. Historia obstétrica (antes y durante el seguimiento)

Fecha de Meses respecto a

Eventos obstétricos
parto To

D. Antecedentes familiares
Eventos trombdticos confirmados en familiares de primer grado (si/no):
Eventos obstétricos confirmados en familiares de primer grado (si/no):
E. Antecedentes personales
1. FRCV (si/no):
Tabaquismo (si/no): Obesidad (si/no): DM (si/no):
HTA (si/no): Dislipemia (si/no):
2. Farmacos previos (si/no):
Heparina (si/no): ACO (si/no): Antiagregantes (si/no):
Glucocorticoides (si/no):  Antipaludicos (si/no): Inmunosupresores (si/no):
3. Eventos trombdticos confirmados (si/no):
Arteriales (n9): Venosos (n9):

4. Eventos obstétricos adversos confirmados (si/no):




Pérdidas gestacionales <10 semanas (n9):
Pérdidas gestacionales >10 semanas (n2):

Parto pretérmino <34 semanas por preeclampsia grave, eclampsia o insuficiencia
placentaria (n9):

1. Otros eventos que no cumplen los criterios de Sydney (si/no):

Sindrome HELLP (n2):

Preeclampsia grave y parto > 34 semanas (n9): DPPNI y parto > 34 semanas:
Parto pretérmino por otras causas (n9): HTA gestacional (n2):
Diabetes gestacional (n2): Muerte neonatal precoz (n9):
Preeclampsia leve o moderada (n9): Macrosomia (n2):
Oligohidramnios (n9): CIR (n9):

F. Factores de riesgo transitorios para trombosis durante el seguimiento (si/no)
ACHO (si/no): Nuevas gestaciones (n9):

G. Eventos relacionados con el SAF durante el seguimiento

1. Eventos obstétricos que cumplan los criterios de Sydney (si/no):
Pérdidas gestacionales <10 semanas (n9):
Pérdidas gestacionales >10 semanas (n2):

Parto pretérmino <34 semanas por preeclampsia grave, eclampsia o insuficiencia
placentaria (n9):

2. Eventos trombdticos que cumplan los criterios de Sydney (si/no):
a. Arteriales (n9):
ACVA arterial (excepto AIT) (n2): AIT (n9):
IAM (n2): Angina inestable (si/no):
Infarto renal o trombosis de a. renal (si/no): Trombosis mesentérica (si/no):
Trombosis arterial periférica (n9): Otra localizacion (n9):
b. Venosos (n9):

Trombosis en miembro inferior (n9): TEP (n9):
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Trombosis de v. renal (si/no):

Trombosis en miembro superior (n9):

ACVA venoso (n9):

Otra localizacién (n9):

Sindrome de Budd-Chiari (si/no):
Trombosis de venas retinianas (n29):

Trombosis de v. cavas (n2):

3. Otros eventos relacionados con el SAF que no forman parte de los criterios (si/no):

a. Neuroldgicos
Déficit cognitivo (si/no):
b. Hematoldgicos

PTT (si/no):

Hemorragias espontaneas (si/no):

c. Pulmonares
Hemorragia alveolar (si/no):
Alveolitis fibrosante (si/no):
d. Cardiovasculares
Valvulopatia (si/no):
e. Cutaneos

Livedo reticularis (si/no):

Raynaud o gangrena digital (si/no):

Trombosis venosa superficial (si/no):

Necrosis cutanea (si/no):
Pseudovasculitis (si/no):
Vasculopatia livedoide (si/no):

f. Renales
Proteinuria asintomatica (si/no):
IRA (si/no):

g. Gastrointestinales

Lesiones en RMN (si/no):

SHU (si/no):

Trombopenia < 100.000 (si/no):

Hipertensidn pulmonar (si/no):

SDRA (si/no):

Angina estable (si/no):

Livedo racemosa (si/no):
Hemorragias en astilla (si/no):
Ulceras postflebiticas (si/no):
Purpura (si/no):

Anetoderma (si/no):

Sindrome nefrético (si/no):

IRC (si/no):
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Hemorragia digestiva (si/no): Perforacion esofagica (si/no):
Ulcus gastrico gigante (si/no): Ulcus duodenal atipico (si/no):
Hipertension portal (si/no):
Cirrosis hepatica (si/no):

h. Oculares (amaurosis fugax, si/no):

i. Obstétricos

Sindrome HELLP (n2): CIR (n9):

Preeclampsia grave y parto > 34 semanas (n9): DPPNI y parto > 34 semanas:
Parto pretérmino por otras causas (n9): HTA gestacional (n2):
Diabetes gestacional (n2): Muerte neonatal precoz (n9):
Preeclampsia leve o moderada (n9): Macrosomia (n9):

Oligohidramnios (n9):
j. Suprarrenales
Infarto hemorragico bilateral (si/no):
k. Osteoarticulares
Artritis (si/no): Osteonecrosis (si/no):
4. SAF catastrofico (si/no):
5. Exitus (si/no):

Causa:

H. Tratamientos instaurados durante el seguimiento

Instauracion de tratamiento especifico durante el seguimiento (si/no):

Heparina (si/no): ACO (si/no): Antiagregantes (si/no):
Inmunoglobulina (si/no):  Plasmaféresis (si/no): Interleucina-3 (si/no):
Glucocorticoides (si/no):  Antipaludicos (si/no): Otros inmunosupr. (si/no):

En caso de haberse instaurado tratamiento especifico para el SAF (heparina, ACO y/o
antiagregantes) durante el seguimiento, completar a continuacion:
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Heparina

ACO

Antiagregantes

Fecha de
instauracion

Duracion (meses)

Retirada (si/no)

Fecha de retirada

I. Fecha de la 12 determinacion de Vitamina D: dd/mm/aaaa

J. Estacion del afio de la 12 determinacidn de vitamina D: (redondearla)

Estacidon soleada (Abril-Septiembre) / Estacion oscura (Octubre-Marzo)

K. Valores de vitamina D, PTH y calcio al diagnéstico:

FECHA

12 determinacion

Vitamina D
ng/ml

PTH pg/ml
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Fundacion Instituto de Investigacion Marqués de Valdecilla (IDIVAL) - C.1LF.: G39788773

Apéndice Ill - Autorizacion del Comité de Investigacion Clinica de
Cantabria

COMITE ETICO DE INVESTIGACION
CLINICA DE CANTABRIA
IDIVAL

T. CONCEPCION SOLANAS GUERRERO, Secretario/a del COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DE CANTABRIA

CERTIFICA
Que este Comité ha evaluado la propuesta del Investigador Principal del estudio:

TITULO: Vitamina D y sindrome antifosfolipido
TIPO DE ESTUDIO: Proyecto de Investigacion (Cédigo interno: 2016.022)

y considera que:

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en
relacion con los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos vy
molestias previsibles para el sujeto, teniendo en cuenta los beneficios
esperados.

- Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

- La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones vy
medios disponibles, tal y como ha sido informado, son apropiados para
llevar a cabo el estudio.

Este CEIC, emite un informe FAVORABLE para que dicho Estudio sea realizado en el
HOSPITAL UNIVERSITARIO MARQUES DE VALDECILLA, actuando como
investigador principal el Dr./Dra. VICTOR MANUEL Martinez Taboada

Como queda reflejado en el Acta: 6/2016.
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T. CONCEPCION SOLANAS GUERRERO
Secretario/a del CEIC

Edificio IDIVAL, 32 Planta e Avenida Cardenal Herrera Oria s/n @ 39011 SANTANDER (Cantabria)
Tifno: 942 315 515 e Fax: 942 315 517 ¢ www.idival.org e e-mails: eclinicos3@idival.org y eclinicos4@idival.org




