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RESUMO

O termo de Sindrome Antifosfolipidico, introduzido por Harris em 1987, designa uma entidade
clinica caracterizada pela presenga de anticorpos anticardiolipina e/ou anticoagulante lupico, associ-
ados a fendmenos de trombose. Progressos recentes revelam que os antigénios que induzem os anti-
corpos sdo complexos de fosfolipidos e proteinas, tornando-se evidente a presenga de um cofactor
proteico para a formagdo e ac¢@o dos Anticorpos antifosfolipidos (APL). Neste trabalho faz-se uma
revisdo dos conceitos actuais sobre a natureza e especificidade dos APL, apresentando-se a sua des-
cri¢do de acordo com a parte proteica implicada. A sua acg8o € condicionada pelas fungdes especifi-
cas das proteinas associadas aos fosfolipidos como a Beta2-Glioproteina 1, a Protrombina, as Protei-
nas ¢ e s, Anexina V e associagdo do t-PA e plasminogénio. O isotipo dos APL ¢é tambem
heterogénio. Detectaram-se APL pertencentes as classes IgG, IgM e IgA, podendo também coexistir
no mesmo doente e ndo sendo possivel associar uma classe especifica a uma evolugio clinica parti-
cular. Estes aspectos justificam a variabilidade clinica encontrada neste sindrome e também a varia-
bilidade dos testes laboratoriais. Para o diagnostico laboratorial, foram desenvolvidos sistemas de
micro ELISA que permitem a identificagdo de imunoglobulinas dirigidas contra os fosfolipidos em
fase hexagonal. Esta metodologia € sensivel e especifica para a detecgdo de APL. Finalmente, sinte-
tiza-se a expressdo clinica mais comum, salientando-se os aspectos fundamentais do diagnostico cli-
nico-laboratorial do Sindrome de Imunizagio Antifosfolipidica.

SUMMARY
Antiphospholipid syndrome and thrombosis.

The designation of Antiphospholipid Syndrome was first applied by Harris in 1987, to a clinical
status characterized by the detection of anticardiolipin and/or lupus anticoagulant with clinical
thromboembolic manifestations. Recent advances in its study has shown that the inducing antigen is
really a complex of phospholipid and protein. Therefore, it became clear that there is a need for a
protein cofactor to the formation and action of antiphospholipid antibodies (APL). The authors present
a detailed revision of the nature and specificity of APL, described as its proteic counterpart. Their
action is surely conditioned by the specific protein involved with phospholipids, as it may be with
Beta2-Glycoprotein 1, Prothrombin, Protein ¢ and s, Anexin V and the association of plasminogen and
t-PA. The isotype of immunoglobulins is also very heterogenous, since it was detected as IgG as well
as IgA and IgM immunoglobulins. Furthermore, they can coexist in the same patient and with no clear
relationship with thromboembolic manifestations. These aspects demonstrate well the greater
variability that is found in these patients in relation to clinical and laboratory manifestations of the
disease. For laboratory diagnosis, micro ELISA systems were developed, allowing the identification of
antiphospholipid immunoglobulins with relative specificity and accuracy. Finally, the most frequent
clinical expression is described, emphasising the pitfalls of clinical and laboratory diagnosis of the
antiphospholipid syndrome.

INTRODUCAO

O termo de Sindrome Antifosfolipidico foi primeira-
mente introduzido por Harris et al. em 1987' para desig-
nar uma entidade clinica caracterizada pela presenga de
anticorpos anticardiolipina e/ou anticoagulante lipico,
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associados a fendmenos de trombose. Reconhece-se hoje
que esta entidade corresponde a um conjunto mais exten-
so de situagdes patologicas, tendo por base a imunizagdo
antifosfolipidica?.

Estes anticorpos antifosfolipidos (APL) sdo auto-anti-
corpos® que podem ser detectados no plasma pelo pro-
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longamento dos testes da coagulagdo dependentes de fos-
folipidos (anticoagulante lipico) (AL) ou por métodos
imunolégicos de fase sélida (anticardilipina, VDRL,
etc.). Contudo, nem todos os doentes apresentam o mes-
mo tipo de anticorpo, sendo evidente que estes anticor-
pos que se ligam aos fosfolipidos constituem de facto um
conjunto heterogénio de imunoglobulinas*. Os métodos
imunolégicos de fase solida, usando fosfolipidos ani6ni-
cos imobilizados, na maioria cardiolipina ou fosfatidilse-
rina, ou ainda fosfatidilserina em fase hexagonal (hexa-
gonal II, camada simples), permitem detectar estes
anticorpos. Por outro lado, comprovou-se que a estrutura
lamelar dupla dos fosfolipidos (fosfatidiletanolamina)
néo é reconhecida®®.

Alguns destes anticorpos exibem uma actividade anti-
coagulante in vitro, nos testes da coagulagdo dependentes
de fosfolipidos, sendo designados por anticoagulantes de
tipo lupus, porquanto foram inicialmente descritos no
Lupus Eritematoso Sistémico.

E conhecido que o potencial catalitico dos fosfolipidos
aniénicos na coagulagio se deve fundamentalmente a sua
capacidade para reunir os factores dependentes da vitamina
K em complexos. Serd pois compreensivel que os anticor-
pos que inviabilizam a utilizag8io desta superficie fosfolipi-
dica actuem como anticoagulantes. Permaneceu contudo
por explicar a fisiopatologia dos processos de trombose que
caracterizam a evolugdo clinica destes doentes.

Natureza dos Antigénios e dos Anticorpos

Os progressos mais recentes neste dominio ficaram a
dever-se a descoberta de que os antigénios contra os
quais os APL sdo dirigidos, néo sdo fosfolipidos isola-
dos, mas sim complexos de fosfolipidos e proteinas asso-
ciadas aos fosfolipidos’. Em 1990 foi descrito que a
detecgiio de APL, por método ELISA, exigia a presenga
de um cofactor, a Beta2-Glicoproteina 1 (Apolipoprotei-
na H)8. A detecgiio de AL exigia também a presenca de
outro cofactor, a Protrombina®. Alguns dos doentes com
AL poderiam portanto ter anticorpos contra complexos
Fosfolipidos/beta2-Glicoproteina 1, ou contra comple-
xos de fosfolipidos/protrombina. Em alguns casos pode-
riam existir ambos estes anticorpos. Mais tarde, foram
também detectados anticorpos contra complexos de Fos-
folipidos/Proteina ¢ e Fosfolipidos/Proteinas!. Outras
evidéncias apontam para a necessidade de outros cofac-
tores como a Fosfolipase A2, a Trombomodulina € a
Anexina V, para a ligagdo aos fosfolipidos'!. A Anexina
V (ou anticoagulante proteico placentario I ou ainda anti-
coagulante alfa-vascular) é uma proteina de fixagio de
calcio e de fosfolipidos com alta afinidade para a fosfati-
dilserina e responséavel por uma actividade anticoagulan-
te potente!2. A Anexina V fixa-se & membrana plaqueta-
ria ap6s vesiculagdo e exposigdo de fosfatidilserina,
durante a activagdo plaquetaria. Foi até utilizada em cito-
fluorometria para monitorizar a exposi¢éo plaquetaria de
fosfatidilserina durante a activagdo, podendo correlacio-
nar-se com a secregio de GMP-140. O ataque das pla-
quetas pelos componentes C5b-C9 do complemento tam-
bém produz exposigdo de fosfatidilserina, como pode
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suceder nos processos inflamatérios agudos, provocando
também fixacdo da Anexina V. Assim, esta proteina seria
um anticoagulante fisioldgico, neutralizando as superfici-
es pro-coagulantes geradas no decurso de activagdes
celulares multiplas (células endoteliais, plaquetas e
monocitos) e impedindo a formagido de complexos
amplificadores da coagulagdo’>.

Tomou-se portanto evidente que a presenga de um cofac-
tor proteico para a formagio e acgdo dos APL ¢ fundamen-
tal. A classificagdo destes APL podera entdo ser feita de
acordo com a parte proteica implicada, o que justificaria
também a sua ac¢io, condicionada pela fungdo especifica
da proteina associada aos fosfolipidos (Quadro 1).

Assim, os APL pederiam ser dirigidos contra antigénios
complexos, compostos por fosfolipidos anidnicos ou fosfo-
lipidos em fase hexagonal e dirigidos contra proteinas plas-
maticas com capacidade de fixagio de fosfolipidos como a
Beta2-Glioproteina 1, a Protrombina, as Proteinas c e s,
Anexina V e associagdo do t-PA e plasminogénio
(Ouadro 1). A explicagio dada a este fendémeno biolégico
veio das experimentagdes feitas no animal'4, que sugerem
por exemplo que a cardiolipina sofre uma modificacdo de
conformagiio quando interage com a Beta2-glicoproteina 1
e que a estrutura resultante apresenta o epitopo imunogénico
que induz a produgfo de anticorpos anticardiolipina. Seriam
pois as diferentes associagdes de fosfolipidos e proteina que
apresentariam os epitopos reconhecidos pelos APL.

Quadro 1

Proteina Associada Acgiio dos APL Induzidos

Beta2-Glicoproteina 1 Prolongamento dos testes coagulagdo

Protrombina Prolongamento dos testes coagulagdo
Proteina ¢ Trombose arterial ou venosa
Proteina s Trombose arterial ou venosa
Anexina V Trombocitopénia, Trombose

t-PA/ (?) Hipofibrindlise

TxA2/PGI2 (?) Hiperactividade plaquetaria

Finalmente, para explicar a ocorréncia de APL in vivo,
tem sido proposto que estruturas fosfolipidicas em mono-
camada ou camada simples podem formar-se in vivo
devido a perda da organizagdo normal das membranas
celulares e induzir anticorpos antifosfolipidicos associa-
dos a doenga auto-imune!>-'6, Tais perturbagdes podem
suceder por excessiva destruigdo ou lesdo plaquetaria,
incluindo a activagdo das plaquetas, activagdo monocita-
ria ou mesmo das células endoteliais.

O isotipo dos APL é também heterogénio. Foram detecta-
dos APL pertencentes as classes IgG, IgM e IgA!". Varias
classes de imunoglobulinas podem também coexistir no
mesmo doente, ndo sendo possivel associar uma classe
especifica a uma evolug#o clinica particular.

Fisiopatologia dos Processos Trombaéticos

Durante o processo de hemostase formam-se varios
complexos enzimaticos, que podem ser interpretados
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como sistemas de amplificagdo das reacgdes da coagula-
¢do. Em qualquer destes compexos entram proteinas
dependentes da vitamina K, cuja capacidade de fixagdo
as superficies anidnicas é bem conhecida.

A actividade enzimatica dos factores isolados € escassa e
insuficiente para provocar o desenvolvimento da formagio
de fibrina. Reunidos numa superficie anidnica apropriada, a
eficicia e velocidade das reac¢bes aumentam consideravel-
mente, proporcionando 0 mecanismo necessario para a con-
tinuidade do circuito da coagulagio'®,

Na realidade a base comum a todos estes amplificadores é
a presenga de uma membrana celular activada a superficie
da qual enzimas, cofactores e substratos se combinam para
formar os catalizadores activos (Figura 1).

t _[An

APL

PLJ _
FX |

Fl v T

APLJ

Prot ¢
Prot s

PL

lla

Superficie Endotelial

Fig. 1 — Esquema diagramatico dos complexos moleculares pro-
coagulantes e antitromboéticos. Fisiopatologia da ac¢do dos APL.

Em cada um deles, uma protease da serina combina-se
com um cofactor associado & membrana para formar o
enzima catalitico activo. O mesmo se passa com a forma-
¢lo de complexos inibidores da coagulagdo, nomeada-
mente na activagdo da Proteina ¢ e na inactivagdo dos
Factores Va e VIlla pela Proteina c activada.

Fisiologicamente, esta superficie fosfolipidica anionica
pode ser fornecida pela membrana plaquetaria, mas tam-
bém pode ser apresentada em alguns casos pelas células
endoteliais, monocitos ou fragmentos vesiculados de
membranas celulares'®,

Os APL podem portanto interferir com qualquer destes
processos dependentes de fosfolipidos. Consoante o epi-
topo que lhes deu origem, assim se obtera uma diferente
especificidade de acgdo. Este aspecto justifica a variabili-
dade encontrada neste sindroma e também a variabilida-
de dos achados clinico-laboratoriais.

Os doentes que ndo apresentam APL de especificidade
dirigida aos complexos de acgo antitrombdtica, podem ter
um AL em circulagdo e serem menos propensos a
trombose!®. Estes doentes teriam APL de especificidade
dirigida a complexos com acgiio pro-coagulante. E possivel
que nestes casos s6 se venham a desenvolver processos
tromboticos quando os APL de especificidade anti-Pc/Tm,
anti-APc/Ps, anti-PGI2/TxA2 ou anti-tPA/Plmg aparecem.
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Métodos de Diagnéstico Laboratorial

Os anticoagulantes de tipo Lupus (LA) foram durante
algum tempo uma perturbagdo apenas laboratorial, sem
qualquer significado clinico, ja que estes doentes ndo
apresentavam hemorragias, apesar do prolongamento do
APTT. Actualmente sucede um pouco o inverso, tendo
as varias casas comerciais proposto varios reagentes,
com sensibilidade acrescida para o LA. Por outro lado,
desde que se soube que a maioria destes doentes apresen-
tam também anticorpos anticardiolipina (ACA), esta
determinag@o passou também a fazer parte da investiga-
¢do laboratorial destes doentes. Actualmente, estes dois
testes revelam cerca de 60% de concordincia. Nos outros
40% pode estar presente qualquer deles isoladamente.
Contudo, a presen¢a de ambos os anticorpos nido parece
aumentar o risco de trombose?.

A primeira atitude no diagnoéstico laboratorial de APL
¢ pois o estudo do plasma do doente com um teste de ras-
treio, suficientemente sensivel?’. A maioria dos laboraté-
rios utiliza o APTT com reagente sensivel ao AL. Mes-
mo sendo negativo este resultado deve ser confirmado
por outro teste de screening, como o APTT com outro
reagente, 0 KCT ou dRVVT. Se estes sdo também nega-
tivos deve passar-se a determinagdo dos ACA por méto-
do imunolégico de fase sélida.?! (Quadro 2).

Se o primeiro teste € anormal, a investigagio prossegue
com a demonstragdo da existéncia de um inibidor. A
maioria fa-lo com testes de dilui¢do. Nestes testes deve
misturar-se 3/4 do plasma doente com 1/4 plasma normal
e repetir o APTT. Uma correcgéo significa défice de fac-
tores enquanto que a auséncia de correcgdo significa nor-
malmente a presenca de um inibidor (Quadro 2). Ocasio-
nalmente pode suceder um prolongamento paradoxal do
teste por efeito de um LA dependente do tempo, tendo
entdo o plasma normal um efeito de cofactor do LA,

Quadro 2 — Meios Diagndsticos para Anticoagulante Lipico

APTT

APTT, TCK, dRVVT
ACA

Estudos de mistura

APTT (Plasma doente + Normal)
Confirmar especificidade APL
APTT diluido, Inibigdo FT
Neutralizagdo plaquetaria
Liposomas de fosfatidilserina
ELISA - APL com FL fase
hexagonal

Uma vez demonstrada a presenga de inibidor é preciso
caracteriza-lo como dependente de fosfolipidos. Para isso
podem usar-se trés metodologias®®. A primeira consiste
em diminuir a quantidade de fosfolipido presente para
aumentar o efeito inibidor do LA. E o caso do APTT dilui-
do ou da inibigdo com tromboplastina tecidular. No segun-
do caso, faz-se 0 aumento dos fosfolipidos para neutralizar
o anticorpo presente. Sdo os casos da neutralizagdo com
extratos plaquetérios, com liposomas de fosfatidilserina,
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etc. Outra possibilidade ¢ utilizar fosfolipidos em fase
hexagonal adquiridos comercialmente para inibir a acti-
vidade do LA. Este ultimo teste ¢ talvez o mais especifi-
co e 0 mais sensivel para o diagnostico de LA.

Mais recentemente foram desenvolvidos sistemas de
micro ELISA que permitem a identificagdo de imunoglo-
bulinas dirigidas contra os fosfolipidos em fase hexago-
nal, adsorvido sobre suporte solido. Esta possibilidade ¢
também de igual forma sensivel e especifica para a detec-
¢do de APL.

Expressdo Clinica do Sindrome APL

Existe claramente uma estreita associagdo entre 0s
APL e complicagBes tromboembolicas. Estas ocorrem
tanto nos territorios venosos como arteriais e também
como enfarte placentario ou vasculopatia trombotica pla-
centarias durante a gravidez?*. A perda fetal, sobretudo
os abortos de repetigdo sdo frequentes. Outros casos, cur-
sam com trombocitopénias que podem ser graves. Assim,
a detecgdo de APL no plasma passou a considerar-se
como um marcador de elevado risco trombédtico.

Os conhecimentos mais recentes expostos anteriormen-
te permitem explicar que o risco trombético ndo seja
determinado pela interferéncia com um processo metabo-
lico especifico, mas sim que diferentes tipos de APL
induzidos por diferentes associagdes de fosfolipido/pro-
teina (Quadro 1) possam interferir com diferentes meca-
nismos antitromboéticos, todos eles levando entdo & trom-
bose. A presenga de subclasses de APLs também explica
a grande variabilidade na correlagio entre APL e trombo-
se porque os processos tromboticos e um teste positivo
para AL sfo provocados por diferentes anticorpos.

Cada doente com APL positivo terd portanto um con-
junto préprio de anticorpos contra associagdes especifi-
cas de fosfolipido/proteina, e este conjunto determina o
seu risco trombético particular?’. Assim, também se
compreende a grande variabilidade clinica de expressdo
do sindrome APL.

Os APL estdo presentes num elevado niimero de situa-
¢oes, como as infecgdes, inflamagdo, doenga auto-imune
e neoplasias®. Contudo actualmente considera-se que os
APL devem ser vistos como uma situagdo clinica pro-
pensa a trombose, na qual, uma segunda entidade patolo6-
gica como as infecgSes, traumatismos, cirurgia ou a gra-
videz provocaria a trombose.

De qualquer forma ndo é ainda possivel estabelecer
qual a percentagem de doentes com APL positivo que
vio desenvolver processos trombdticos?’. De igual modo
ndo existe também nenhum teste laboratorial que permita
identificar o conjunto de doentes mais propensos a trom-
bose. Talvez que num futuro préximo o aperfeigoamento
da especificidade do estudo biolégico venha a permitir
identificar estes grupos de risco acrescido.
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