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1 INTRODUCAO



1.1 Sindrome Antifosfolipidica e Anticorpos Anticardiolipina

A sindrome antifosfolipidica (SAF) caracteriza-se por eventos tromboembdlicos
arteriais e venosos associados a anticorpos anticardiolipina (aCL), anticoagulante ldpico
ou anticorpos anti-beta2-glicoproteina I. A SAF € uma doenga auto-imune descrita na
década de 80, priméria ou associada ao ldpus eritematoso sistémico (LES) ', cujo
diagnéstico € baseado em um conjunto de critérios clinicos e laboratoriais recentemente
revisados 2. Um dos critérios clinicos diagnésticos atuais desta entidade é a ocorréncia
de nascimento prematuro de neonato morfologicamente normal devido a eclampsia, pré-

eclampsia grave ou insuficiéncia placentdria (2).

Os anticorpos antifosfolipides (AAF) compreendem um grupo heterogéneo e
complexo de autoanticorpos cujos alvos sdo os fosfolipides (cardiolipina,
fosfatidilserina, fosfatidilinositol) da cascata da coagulacdo e de membranas celulares,
principalmente as de plaquetas e células endoteliais A cardiolipina é um fosfolipideo
de carga negativa que estd presente com pouca expressdo na membrana celular, mas que
se encontra preferencialmente na membrana interna mitocondrial *. Por ser facilmente
obtida do coragdo bovino, a cardiolipina foi padronizada como fosfolipideo em ensaios

(1: 1. 3,5,6
de fase sélida .

Apesar de o ensaio imunoenzimdtico ELISA para detec¢do de anticorpos aCL
IgG e IgM ter sido padronizado desde o primeiro simpdsio sobre AAF em 1987, os
ensaios laboratoriais para detec¢do desses anticorpos nas publicagdes nem sempre
seguem tal protocolo . Frente a essa variabilidade — e impossibilidade de comparacio,
portanto, dos resultados entre os estudos — desenvolveu-se recomendacdes para

uniformizacdo dos métodos de testagem e de expressdo dos resultados. Atualmente, a



investigacdo de anticorpos aCL deve ser feita através de ELISA e os valores devem ser
expressos em unidades GPL ou MPL > 7% Nao se recomenda expressar os resultados
em média e desvio padrdo, pois os valores de anticorpos aCL seguem uma distribuicdo
assimétrica, e ndo Gausseana. Assim, testes ndo-paramétricos sdo os apropriados para a

definicdo dos valores de referéncia 910,

Acredita-se que os fendmenos vaso oclusivos na SAF sejam provenientes da
inducdo de trombose pelos aCL/AAF. O mecanismo exato pelo qual os aCL/AAF
estimulam a trombogénese, no entanto, ndo é completamente conhecido. Atualmente,
se aceita que a proteina plasmadtica de ligacdo fosfolipidica beta2-glicoproteina I seja o
principal alvo antigénico para os aCL/AAF, desempenhando papel central na

fisiopatogenia desta doenca '

Apesar de haver consenso sobre o potencial
patogénico dos aCL/AAF, é sabido que esses anticorpos surgem em hiper estimulacio
imunolégica no contexto de infecgdes e neoplasias Be podem estar presentes em
individuos normais, sendo descritos em baixas freqiiéncias e titulagdo, incluindo

gestantes e idosos 1618,



1.2 Definicoes de Pré-Eclampsia

Pré-eclampsia (PE) € uma sindrome de hipertensdo e proteindria que inicia apds
as primeiras 20 semanas de gestacdo. Especificamente, considera-se diagnostico de PE
para a gestante previamente normotensa que apresentar pressdo arterial sistolica (PAS)
igual ou acima de 140 mmHg e/ou pressdo arterial diastélica (PAD) igual ou acima de
90 mmHg ap6s 20 semanas de idade gestacional, acompanhada de proteintria de, no
minimo, 300 mg em coleta de urina de 24 horas 19,20

A classificacdo de PE entre as patologias hipertensivas da gestacdo, no entanto,
ndo é homogénea. Diversos grupos de especialistas publicaram consensos para, entre
outros objetivos, estabelecer a nomenclatura e a diferenciacao entre hipertensao cronica,
hipertensdo gestacional, pré-eclampsia/eclampsia e pré-eclampsia sobreposta em

hipertensio cronica 2%,

As classificagdes propostas pelos grupos Canadian
Hypertensive Society (CHS) 2! National High Blood Pressure Education Program
Working Group (NHBPEPWG) '°, Organizacio Mundial da Saide (OMS) **,
Australasian Society for the Study of Hypertension (ASSH) 22 International Society for
the Study of Hypertension (ISSH) * e American College of Obstetrics and
Gynecologists (ACOG) *° estdo descritas na tabela 1, que foi reproduzida de Comparsi e
colaboradores .

Como ndo had padronizagdo universalmente aceita na definicio das doencgas
hipertensivas gestacionais, observam-se publicacdes onde os autores ndo utilizam
nenhuma das propostas descritas acima para defini¢do da sindrome hipertensiva de
interesse. Dessa forma, conceitos outros de PE - que provavelmente refletem as

convicgdes pessoais dos autores - sdo amplamente usados nas publicacdes cientificas e

incluem variados pontos de corte para a pressdo arterial sistdlica, diastdlica e para a

10



quantificagdo da proteindria. A divergéncia conceitual e classificatéria sobre as
sindromes gestacionais hipertensivas e, em especial, sobre a definicdo de PE, implica

em diferencas nas populacdes em estudo dos artigos cientificos > .

A PE € um dos principais motivos de morbimortalidade materna e fetal e sua
prevaléncia é estimada em aproximadamente 8% de todas as gestacdes. Nos Estados
Unidos, € a causa mortis materna em 16,1% de todos os 6bitos na gestacdo, enquanto,
na América Latina, é responsdvel por 25,7% dos casos 7 Sendo uma patologia
frequente e grave, esfor¢cos tém sido feitos para identificar testes laboratoriais ou de
imagem que sirvam como rastreamento para PE. Duas recentes revisdes sistemadticas
com metandlise encontraram pouca evidéncia de testes adequados para predicdo de PE
2.2 Os estudos identificados demonstraram testes de baixa sensibilidade e, aqueles
testes que atingiram sensibilidade acima de 90% - dosagem de alfafetoproteina,
fibronectina, indice de massa corporal e ecografia Doppler de artérias uterinas -

apresentavam problemas metodolégicos e avaliagdes pobres de qualidade *.

11



1.3 Anticorpos Anticardiolipina e Pré Eclampsia

Fatores de risco cldssicos para PE — nuliparidade, resisténcia a insulina, histéria
prévia de PE, histéria familiar de PE, hiperhomocistenemia, diabetes pré-gestacional,
hipertensdo cronica, obesidade, extremos de idade reprodutiva, gestacdo muiltipla,
infecgdes maternas, anomalias congénitas e cromossdmicas, mola hidatiforme, doengas
renais, trombofilias e doengas reumatoldgicas auto-imunes, como ldpus eritematoso
sistémico e sindrome antifosfolipidica — sdo conhecidos, aceitos e descritos 3931 Novos
fatores de risco, agora relacionados a paternidade e inseminagdo artificial também tém

sido identificados *>*,

O papel dos anticorpos aCL como fatores de risco para PE, de modo isolado e
fora do contexto de doenca autoimune é alvo de diversas pesquisas nas ultimas duas
décadas. Estudos clinicos — com delineamentos caso-controle ou coortes prospectivos,
em sua maioria — foram publicados a fim de investigar essa relacio >>>*. Essas
pesquisas, no entanto, mostram resultados controversos, ora a favor, ora contra a

associacdo entre aCL e PE.

Uma revisdo sistemdtica publicada sobre testes de rastreamento para PE na
populacdo geral incluiu a pesquisa de anticorpos aCL > Tal estudo buscou publicacdes
com delineamentos de coorte ou transversais que analisassem qualquer teste (ndo
especificamente os anticorpos aCL), laboratorial ou de imagem, realizado durante a
gravidez com o objetivo de predizer PE. Concluiu-se que ndo havia nenhum teste
disponivel até 2004 cuja capacidade de predicdo de PE fosse adequada, sendo
necessdrio o desenvolvimento de estudos longitudinais especificos. Outra revisdo
sistemdtica, desta vez delineada para buscar associacdo entre diversas varidveis

maternas (idade, nimero de gestacdes, historia familiar, doengas cronicas, indice de

12



massa corporal, entre outras) e PE incluiu a busca de anticorpos aCL e anticoagulante
ldpico. Cinco estudos foram analisados, demonstrando-se risco relativo de 9.72 (IC 4.34

56 .
. Todavia,

— 21.75) na metandlise de dois estudos com delineamento de coorte
considerando que as revisdes ndo foram organizadas de modo especifico para estudo
dos anticorpos aCL, ndo hd mencdo sobre o ponto de corte para positividade dos
anticorpos aCL, bem como o método laboratorial usado para sua deteccdo na inclusdo

dos artigos. Dessa forma, a real associa¢do entre as variaveis aCL e PE permanece

indefinida.

13



1.4 Revisao Sistematica e Metanalise

Revisao sistemadtica (RS) € um tipo de estudo onde os sujeitos da pesquisa sdo os
estudos primdrios. Considera-se estudo primdrio os ensaios clinicos randomizados,
estudos de coorte, caso-controle e transversais. A RS, juntamente com as pesquisas de
andlise econdmica (custo-minimizacdo, custo-efetividade, custo-beneficio e custo-

utilidade) caracteriza-se por ser um estudo secunddrio, um “estudo de estudos” 37,

De acordo com Egger e Smith, as revisdes sistemdticas devem ser entendidas
como estudos observacionais da evidéncia %, cuja metodologia deve ser
minuciosamente documentada, seguindo um protocolo de identifica¢do dos estudos que
seja sistemadtico e reprodutivel com o objetivo de minimizar vieses ¥ ARS é um tipo
de pesquisa delineada para responder a uma pergunta claramente formulada. Utilizando
métodos explicitos e rigorosos, a RS busca identificar, selecionar, avaliar criticamente,
coletar e analisar dados de estudos primdrios relevantes ®. O desenvolvimento da RS
envolve a estruturacdo de um projeto de pesquisa, com definicio da questdo de
pesquisa, elaboracdo de critérios de elegibilidade dos estudos, defini¢do da estratégia de
busca dos artigos nas bases de dados (que deve ser a mais ampla possivel, para evitar
que estudos sejam perdidos), selecdo dos estudos de acordo com os critérios de
elegibilidade, avaliacio da qualidade dos artigos selecionados, extracdo dos dados,

andlise e interpretacdo dos resultados 3760,

As revisdes sistematicas sdo relevantes porque conseguem sumarizar um grande
volume de dados provenientes de estudos individuais. Servem como instrumentos para
transformar informacdo em conhecimento >’ e permitem extrapolar achados de estudos
independentes, avaliar a consisténcia entre os estudos e explicar as possiveis

. A . . A . 61 . . .
inconsisténcias e divergéncias = . Quando desenvolvidas, compreendidas e utilizadas de

14



modo adequado, as revisdes sistemdticas configuram um importante alicerce para a
pratica da medicina baseada em evidéncias, organizacdo de diretrizes para a prética
clinica e formulacdo de politicas de satide. Além de poder identificar o status corrente
do conhecimento sobre um tema especifico, a RS tem o poder de sinalizar o que ainda

ndo se conhece e apontar caminhos necessarios para responder a questdo de pesquisa.

Ap6s a conclusdo da RS, deve ser realizada uma metandlise, quando apropriado.
A metandlise € a aplicacio de um método estatistico para combinar os resultados dos

estudos primérios.

15



1.5 Metanalise de Estudos Epidemiologicos

Por exceléncia, metanélises sdo utilizadas para sumarizar o efeito de tratamentos
oriundos de ensaios clinicos randomizados. No entanto, também ¢ possivel utilizar a
técnica da RS e metandlise para sumarizar evidéncia sobre testes diagndsticos, testes de
rastreamento, prognéstico e etiologia de doengas, custo-efetividade 0 Revisdes
sistemdticas de ensaios clinicos nivel 1, coortes prospectivas nivel 1 e coortes de fase
clinica inicial nivel 1 s@o os estudos de maior grau de evidéncia cientifica, ou seja,

evidéncia nivel 1A ®.

A andlise de dados de estudos observacionais tem seu papel, por exemplo, na
resposta a questdes de pesquisa envolvendo investigacdo de causalidade, etiologia ou
associacdes entre varidvel e desfecho. Em situacdes em que a magnitude de risco em
estudos primarios é pequena ou quando os resultados de estudos individuais sdo
discordantes, a metandlise de estudos observacionais pode trazer uma resposta precisa

o< 63 1. . ~ .
sobre uma associagdo °, além de explicitar as razdes para as diferencas nos resultados
dos estudos primdrios. No entanto, as peculiaridades da metandlise de estudos ndo

experimentais devem ser consideradas, em especial no que concerne o erro sistematico.

E importante diferenciar metandlises de ensaios clinicos de metandlises de
estudos observacionais. Como os experimentos sdo protegidos pela randomizacdo, o
potencial de viés metodoldgico se torna infinitamente menor em comparacdo aos
estudos de caso-controle, coortes ou transversais. A metandlise de ensaios clinicos
baseia-se na suposicio de que cada trial contenha uma estimativa livre de viés do efeito
de um determinado tratamento. Os estudos observacionais, por outro lado, produzem
estimativas de associacdo que podem se desviar da realidade devido a presenca de

- 63 L .
fatores confundidores e de erros ~°. Nesses casos, mesmo apds o ajuste para fatores de

16



confusdo ter sido realizado na anélise dos dados, ainda existe a possibilidade de haver
confundimento residual . Além disso, os estudos observacionais sdo suscetiveis a viés
de selecdo e de informacdo e que muitas vezes sdo importante fonte de heterogeneidade
entre os estudos ®. Dessa forma, recomenda-se que a simples combinagdo estatistica
dos resultados individuais ndo seja o componente proeminente na metanélise de estudos
observacionais. Deve-se procurar na RS as diferencas e similaridades entre os
resultados, as populagdes estudadas e os cendrios clinicos dos estudos primarios. Na
existéncia de heterogeneidade entre os estudos, se deve tentar identificar as principais
fontes, contribuindo assim para o delineamento de proximos estudos 63 As metandlises
de estudos observacionais jd produziram importantes evidéncias para a tomada de
decisdo em politicas puiblicas de saudde, principalmente para exposi¢des onde a
realizacdo de estudos randomizados seria extremamente dificil, como no caso da

~ 65
amamentacao .

17



Definicao de Metanalise, Testes Estatisticos e Interpretacao

O agrupamento de resultados em uma metandlise ndo é adequado como tarefa
final para todas as revisdes sistemadticas,se os estudos selecionados ao final da RS forem
extremamente heterogéneos no que diz respeito aos participantes do estudo, grupo-

o - : ~ 57
controle, definicao do desfecho e exposi¢do ou intervengdo .

Para a realizacdo da metandlise, é necessdrio, inicialmente, obter medidas
individuas dos estudos primérios. Para cada um € necessario, no caso de estudos
observacionais, obter a medida de associagdo (odds ratio ou risco relativo) e o erro
padrio dessa medida. Para desfechos clinicos dicotomicos (como € o caso do
desenvolvimento ou ndo de PE na presenca dos anticorpos aCL), € necessario obter o
nimero de eventos e o tamanho da amostra de cada grupo. Os pesos sdo calculados para
refletir a quantidade de informacdo que cada estudo contém. Na pratica, o peso € o
inverso da varidncia, que se correlaciona com o tamanho da amostra 6

Conseqiientemente, os estudos com maior tamanho da amostra terdo maior peso na

obtencdo da estimativa combinada.

O resultado final da metandlise serd uma média ponderada dos valores das
medidas de associacdo de cada estudo. Seguindo o exemplo da revisdo sistemética
proposta nesta dissertacdo, obtém-se as estatisticas sumadrias (odds ratio, erro padrio) e
os pesos de cada estudo através da combinagdo das varidveis abaixo em férmulas

L. . 66
matematicas bem estabelecidas .

1. Numero de pacientes com aCL positivas e PE

2. Numero de pacientes sem aCL positivas e PE

18



3. Numero de pacientes com aCL positivas e sem PE
4. Numero de pacientes sem aCL positivas e sem PE
5. Numero total de cada grupo de pacientes (aCl positivas, aCL negativas, com PE,

sem PE).

Ap6s a obtengdo das estatisticas sumadrias de cada estudo, aplica-se um método
estatistico para combinar os resultados individuais. Existem varios métodos para a
obtencdo da estimava combinada (Método do Inverso da Variancia, Métodos de
Mantel-Haenszel, Método de Odds Ratio de Peto, Modelo de Efeito Randdmico de
DerSimonian e Laird, Método Bayesiano) °°. Essas técnicas estatisticas podem ser

classificadas resumidamente em dois modelos — efeito fixo e efeito randdmico —

(¢

sendo a diferenga central a maneira como a variabilidade entre os estudos
abordada. O modelo de efeito fixo considera que a variabilidade entre os estudos é
exclusivamente devida ao acaso, ou seja, existe um “efeito verdadeiro” e os estudos
se distribuem aleatoriamente ao redor deste efeito O modelo de efeito randdmico
assume que ha fontes adicionais de variabilidade além do acaso, considerando a
varidincia de cada estudo primdrio. Neste caso ndo existe um ‘“Unico efeito

verdadeiro”, mas n efeitos verdadeiros 58, 66

. Diferengas substanciais na metandlise -
calculada através de modelos de efeitos fixo € randOmico - somente serdao vistas se

: eS8
houver grande heterogeneidade entre os estudos primdrios ™.

As estatisticas suméarias bem como a metandlise e o grafico completo podem ser

geradas através de programas estatisticos como STATA e RevMan.
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1.6 Interpretacao do Grafico da Metanalise

A combinacdo das medidas de efeito individuais dos estudos primarios é
representada graficamente através do grafico da floresta, ou forest plot. Neste gréfico, as
linhas horizontais representam os intervalos de confianga de cada estudo primadrio. Se a
linha horizontal ultrapassar a linha vertical central do gréfico, isto significa que ndo ha

. L. . ~ s~ . ~. 57,5
dlferenga estatistica na intervenc¢ao ou associlagao avaliada no estudo em questao ~ 9.

O ponto central de cada linha horizontal representa o odds ratio (OR) do estudo.
Se o ponto central estiver a esquerda da linha central do grafico, significa que o efeito
medido € de protecdo. Se estiver a direita da linha central do gréfico, significa que o
efeito é de aumento de risco. O tamanho do ponto central indica o peso relativo de cada

estudo no resultado final °>”*>°,

O losango localizado na parte inferior do grafico indica o resultado final da
combinagdo dos efeitos dos estudos, ou seja, representa a metandlise. O ponto central do

losango representa o OR e seu tamanho representa o intervalo de confianca (IC) 3759,

20



1.7 Heterogeneidade e Metarregressao

O resultado da medida de efeito observado em cada estudo primdrio é uma
estimativa do efeito verdadeiro mensurada com certo grau de imprecisdo. A
heterogeneidade estatistica engloba o conceito de que o efeito verdadeiro de uma
intervengdo ou associacdo ndo € idéntico entre os estudos. A heterogeneidade clinica e
metodolégica entre os estudos incluidos na metandlise necessariamente leva a
heterogeneidade estatistica ®’. Para o amplo entendimento do resultado da metandlise, é

essencial analisar a presenga de heterogeneidade entre os estudos 68

De acordo com Higgins % revisdes sistemdticas de estudos sobre um mesmo
tema irdo fatalmente unir informacgdes que contém elementos de diversidade, pois os
estudos primdrios poderdo diferir no desenho, condugdo, -caracteristicas dos
participantes, intervencdes, exposicdes e desfechos avaliados. Tal diversidade §é
comumente referida como heterogeneidade metodolégica, podendo ocasionar diferencas
nos resultados dos estudos. Estatisticamente, detecta-se heterogeneidade quando a
variagdo entre os resultados dos estudos primdrios encontra-se acima da variagdo
explicada pelo acaso ®. Considerando-se a imensa possibilidade de cendrios em que os
estudos sdo planejados e executados (heterogeneidade clinica e metodoldgica), a
presenca de heterogeneidade estatistica é esperada nas metanlises "°.

Um teste para heterogeneidade testa a hipétese nula de que todos os estudos
estdo avaliando o mesmo efeito, ou seja, que existe homogeneidade. Dois métodos para
investigacdo de heterogeneidade sdo comumente usados nas metandlise: o teste Q (teste

X?*de Cochran) "' e o teste %,

O teste Q identifica a presenca de heterogeneidade estatisticamente significante

ou sua auséncia através do valor de P. Possui pouco poder para detectar
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heterogeneidade verdadeira quando hd poucos estudos na metandlise. Apresenta, ainda,
poder excessivo quando hd uma grande quantidade de estudos com tamanho amostral
expressivo na metandlise, detectando frequentemente heterogeneidade - claramente sem

significado - nessa situagao 68.69,

O teste I°, desenvolvido por Higgins e colaboradores % tem a habilidade de
medir a consisténcia entre os estudos incluidos na metandlise, avaliando em que
extensdo a heterogeneidade afeta a conclusdo da metandlise. O teste F descreve um
valor percentual da variag@o entre os estudos que ocorre devido a heterogeneidade e ndo
em razdo do acaso. Valores de 0% indicam auséncia de heterogeneidade. Valores acima
de zero indicam valores crescentes de heterogeneidade. A interpretacdo de, por
exemplo, um teste I = 55% em uma metanlise é a de que 55% da variabilidade entre os
estudos primdrios ocorre devido a heterogeneidade e ndo ao acaso. Os autores do teste
consideram valores de 25% como baixa heterogeneidade, 50% como moderada
heterogeneidade e 75% como alta heterogeneidade. O teste I° pode ser usado para
andlise de subgrupos, para investigacio de causas de heterogeneidade e para

comparag¢do entre metandlises diferentes.

A fim de investigar as causas para a heterogeneidade quantificada com os testes
descritos acima, é possivel aplicar a técnica de metarregressdo, baseada em analise de
regressdo ponderada, onde se objetiva relacionar o tamanho do efeito encontrado na
metandlise a uma ou mais varidveis dos estudos primarios ©’. Este método permite
investigar o quanto uma variavel ou caracteristica particular de um estudo primario
influencia o resultado final da metandlise, como também, qual o percentual da

heterogeneidade que € devido a esta variavel.
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Os métodos estatisticos utilizados na metarregressdo levam em conta o peso de
cada estudo, a varidncia intraestudo, a varidncia entre estudos e a presenca de
heterogeneidade residual. Como a variancia entre os estudos é considerada na técnica
estatistica, utiliza-se andlise de efeito randdmico, mas a medida que a heterogeneidade é
reduzida, o componente da variancia entre os estudos € reduzido. Nos casos em que toda
a heterogeneidade ¢é explicada pelas covaridveis incluidas no modelo, este se transforma
em modelo fixo. A estatistica T° estima a varidncia entre os estudos. Recomenda-se que
o valor de ©* seja calculado através da estimativa de maxima likelihood restrita (REML
— vrestricted maximum likelihood estimate). O software STATA disponibiliza o

L. 21: =~ 72
programa estatistico para a andlise de metarregressao .

2

E importante ressaltar que a metarregressdo pode trazer conclusdes falso
positivas. Isso ocorre especialmente porque a metarregressao € uma andlise post hoc, ou
seja, feita apds a observacdo de padrdes nos resultados dos estudos primdrios. Também,
porque multiplas andlises podem ser realizadas (multiplas varidveis dos estudos podem
ser usadas) nos poucos estudos incluidos na metandlise ®’. Recomenda-se limitar o
nimero de varidveis utilizadas e, idealmente, estipular na concepc¢do da revisdo
sistemdtica e metandlise, quais caracteristicas dos estudos primdrios serdo testadas na

~ 67
metarregressao .
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1.8 Viés de Publicaciao

Sabe-se que uma propor¢ao substancial dos projetos de pesquisa ndo alcanca a
publicacdo em revistas indexadas 3 Infelizmente, a publicacdo ndo é um processo
randomico, sendo influenciada pela natureza e direcdo dos resultados ™ Estudos com
resultados positivos t€m maior probabilidade de ser publicados, de ser publicados
rapidamente, de ser publicados em inglés e de ser citados por outros autores '*. Portanto,
apresentam, também, maior probabilidade de ser encontrados na busca eletrdnica
durante a RS.

O viés de publicac@o na RS pode se tornar evidente através da associagdo entre o
tamanho do efeito e o tamanho de cada estudo primdrio, e pode ser examinado grifica e
estatisticamente.

O gréifico em funil, ou funnel plot, € a representacdo grifica do viés de
publicacdo. No funnel plot, o efeito do tratamento (ou da associagdo) - o odds ratio - de
cada estudo que compde a metandlise é representado no eixo horizontal, e o erro padrdo
do estudo, no eixo vertical . A escala logaritmica € utilizada para garantir que efeitos
de mesma magnitude, mas de dire¢des diferentes ( OR de 0.5 e 2, por exemplo) fiquem
eqiiidistantes de 17°. Os estudos com tamanhos amostrais pequenos ficam dispostos na
parte inferior do grafico, pois a precisdo em estimar uma medida de associacdo, ou o
efeito de um tratamento (erro padrdo), é proporcional ao nimero de participantes . Na
auséncia de viés, espera-se que os estudos primérios fiquem dispostos no grafico de
maneira simétrica, assemelhando-se a um funil invertido 7, Assim, deve haver estudos
demonstrando resultados positivos e negativos, de tamanhos pequenos e grandes, em

proporg¢ao similar.
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Apesar de a assimetria no funnel plot ser caracteristicamente associada ao viés
de publicagdo, é importante ressaltar que existem outras razdes para explicd-la.
Heterogeneidade, baixa qualidade de estudos pequenos, andlise inadequada, escolha
erronea da medida de associacdo, fraude e, ainda, o acaso, sdo fatores que podem
explicar a assimetria grdfica .

Existem métodos bem estabelecidos que traduzem, do ponto de vista estatistico,
a informacdo do funnel plot através da associagdo entre a medida de efeito e o tamanho
do estudo: o modelo de Begg e Mazumdar e o teste de Egger %0 primeiro consiste
em um teste de correlacio entre a estimativa de efeito e o erro padrdo. O teste de Egger
usa regressao logistica linear, baseando-se no desvio padrio e na precisdo dos estudos, e

parece ser mais sensivel do que o modelo de correlagdo 76.78

. Quando estatisticamente
significantes, os testes indicam a presenga de viés de publicacdo. Ambos os testes estdo

disponiveis no programa STATA.
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1.9 Objetivo
Revisar sistematicamente as evidéncias sobre a associacio entre anticorpos aCL

e pré-eclampsia.

1.10 Hipétese Operacional
Nao ha associacdo entre presenca de anticorpos aCL e pré-eclampsia

demonstravel através de revisdo sistematica e metanalise.

1.11 Hipoétese Conceitual
Ha associag@o entre presenca de anticorpos aCL pré-eclampsia demonstravel

através da revisdo sistematica e metanalise.
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Resumo

Objetivo: O presente estudo teve por objetivo revisar sistematicamente as
evidéncias da literatura acerca da associacdo entre anticorpos aCL e PE isolada.
Métodos: Os autores procederam busca computadorizada nos bancos de dados
PUBMED e LILACS até junho de 2009, busca por citagdes dos artigos
selecionados através da base de dados ISI Web of Science, revisao de livros-texto
especializados, revisdo da lista de referéncias dos artigos e contato com autores
especializados em sindrome antifosfolipidica. Foram incluidos estudos que
apresentassem delineamento caso-controle, coorte ou transversal controlado;
grupo-controle de gestantes sauddveis; casos e controles sem doenga autoimune
concomitante; dosagem de anticorpos aCL por ensaio imunoenzimatico com
ponto de corte>20 unidades para IgG e/ou IgM (niveis moderados ou altos);
desfecho pré-eclampsia sem restri¢do de definicdo e gravidade; dados suficientes
para célculo de risco relativo ou odds ratio (OR). Resultados: Foram
identificados 68528 publicagdes e 64 artigos foram selecionados para a andlise
final. Doze estudos foram incluidos na metandlise. O pooled OR para a
associacdo entre anticorpos aCL e PE foi de 2,86 (IC95% 1,37-5,98). Houve
forte associac@o entre anticorpos aCL e PE grave (pooled OR 11,15 1C95%
2,66-46,75) com evidéncia de moderada heterogeneidade (I2 70,2%). O funnel
plot identificou um discreto viés de publicag¢@o, com a falta de estudos negativos
com tamanho amostral pequeno; no entanto o teste de Egger foi ndo significante
(P = 0,359). Entre estudos com tamanho amostral inferior a 200 pacientes, o
pooled OR foi 1,99 (IC 95% 0,58-6,82). Entre estudos com 201 ou mais
pacientes, o pooled OR foi 3,86 (IC95% 1,36-10,93). A metarregressao
identificou as varidveis delineamento e tamanho do estudo como associadas a
heterogeneidade; a proporcdo da varidncia entre os estudos explicada por essas
variaveis foi de 59,83% e 38,83%, respectivamente. Entre as coortes, houve
associacdo mais significativa entre anticorpos aCL e PE (pooled OR 10,18
IC95% 2,42-42,80), com baixa heterogeneidade (I2 39.9% e teste Q ndo
significativo), do que nos estudos de caso-controle (pooled OR 1,68 (IC95%
0,92-3,08), também com baixa heterogeneidade (I2 44% e teste Q ndo
significativo). Conclusao: os dados desta revisdo sistematica com metandlise
indicam que niveis moderados ou altos de anticorpos aCL se associam com a
ocorréncia de PE isolada.

Palavras chave: anticorpos anticardiolipina, pré-eclampsia, metanélise
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INTRODUCAO

A sindrome antifosfolipidica (SAF), descrita na década de 80 ! ¢ uma didtese
trombdtica tipica do adulto jovem. Caracteriza-se por eventos tromboembdlicos arteriais
e venosos associados a anticorpos antifosfolipides (AAF) “cldssicos”, nomeadamente
anticorpos anticardiolipina (aCL), anti-beta2-glicoproteina I e anticoagulante lipico A
pré-eclampsia (PE) compreende uma das morbidades gestacionais vistas na SAF 2. Os
fendmenos isquémicos observados na SAF, incluindo trombose placentdria, sdo
atribuidos a acdo dos AAF; os mecanismos intrinsecos que desencadeiam esta
trombofilia auto-imune ainda nao sdo claros, entretanto 3 4 Sabe-se que

aproximadamente 50% das gestantes com diagndstico de SAF desenvolvem PE ’,

Os AAF sdo um grupo heterogéneo e complexo de autoanticorpos. Os alvos sdo
fosfolipides (cardiolipina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol) ou cofatores fosfolipidicos
(beta2-glicoproteina I) da cascata da coagulacio e de membranas celulares,

® Embora o ensaio

principalmente as de plaquetas e células endoteliais
imunoenzimdtico para deteccio de anticorpos IgG e IgM aCL esteja padronizado desde
1987 7, nem todos os estudos obedecem estas orientagdes metodolégicas. No intuito de

se evitar heterogeneidade na detec¢do de autoanticorpos aCL, atualmente se recomenda

a expressdo dos resultados em unidades GPL ou MPL *'°.

A pré-eclampsia (PE) é uma das principais causas de morbimortalidade materno-
fetal, e sua prevaléncia aproximada é de 8% do total de gestagdes. Nos Estados Unidos,
¢é responsavel por 16,1% de todos os dbitos maternos, enquanto na América Latina é

responsavel por 25,7% dos casos . Sendo uma afec¢do freqiiente e grave, esforcos tém
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sido efetuados para identificar testes laboratoriais ou de imagem que sirvam como

rastreamento para PE.

A classificagdo da doenca hipertensiva da gestacdo ndo é matéria de aceitacdo
uniforme. Diversas tentativas de consensos visando estabelecer a diferenciacdo entre
hipertensdo cronica, hipertensdo gestacional, PE/eclampsia e PE sobreposta a
hipertensdo cronica foram publicadas 1217 Estes dados foram recentemente agrupados

por Comparsi et al 18,

Nas ultimas duas décadas, o papel dos autoanticorpos aCL como fatores de risco
para PE isolada foi averiguado em diversos estudos, principalmente coortes e de caso-

938 Uma eventual associacdo entre positividade para anticorpos aCL e

controle
ocorréncia de PE isolada permanece controversa. O presente estudo teve por objetivo

revisar sistematicamente as evidéncias sobre a associacdo entre anticorpos aCL e PE

1solada.
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MATERIAL E METODOS

Estratégias de Busca

As seguintes estratégias de busca de artigos foram utilizadas na revisdo
sistemdtica da literatura: busca computadorizada nos banco de dados PUBMED e
LILACS, busca por citacdes dos artigos selecionados na base de dados ISI Web of
Science, revisdo de livros-texto especializados, revisdo da lista de referéncias dos
artigos, contato com autores e especialistas em SAF (anexol). Detalhes de cada
estratégia de busca serdo explicitados a seguir e no fluxograma de busca de artigos

(anexo 2).

A busca de artigos foi realizada nas bases de dados PUBMED e LILACS, para
artigos publicados até junho de 2009, utilizando os seguintes unitermos (1)
antiphospholipid syndrome, (2) Hughes’ syndrome, (3) anticardiolipin antibodies, (4)

antiphospholipid antibodies, (5) anti-cardiolipin, (6) preeclampsia, (7) pre-eclampsia.

Inicialmente, os resumos foram revisados pela primeira autora (do Prado, AD) e
selecionados para leitura do texto completo se preenchessem os seguintes critérios:
delineamento de coorte, caso-controle ou transversal controlado; grupo-controle com
gestantes sauddveis; casos e controles sem diagndstico de doenca autoimune sist€émica
concomitante; dosagem de anticorpos aCL IgG e/ou IgM através do método ELISA
com ponto de corte > 20 unidades GPL ou MPL ?. desfecho PE sem restricdo de
definicdo ou estratificacio de gravidade. Informagdes acerca de defini¢do e de
classificagdo da gravidade de PE foram coletadas de cada artigo, quando presentes.
Caso a leitura do resumo néo fornecesse dados suficientes para a aplicagcdo dos critérios

acima, a referéncia era selecionada para leitura do texto completo. Os motivos de ndo-
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selecdo dos artigos, além do preenchimento dos critérios de inclusdo, foram: temas nao-
relacionados ao bindmio anticorpos aCL-PE; artigos de revisdes narrativas ou diretrizes;
relatos de caso ou séries de casos; experimentos em pesquisa basica. Apds o término da
busca de todos os unitermos nas bases de dados, procedeu-se a pesquisa de citacdes na
base de dados ISI Web of Knowledge para todos os artigos identificados inicialmente,
inclusive os artigos de revisdes e diretrizes. Finalmente, quarenta autoridades na 4rea de
SAF foram contatados via email e solicitados a informar sobre estudos relevantes nao-

publicados e em andamento (anexo 1).

A seguir, o texto completo das publicagdes selecionadas ao final da busca foi
revisado de maneira independente por duas autoras (do Prado AD e Piovesan DM), e
incluidos na metandlise se continuassem a preencher os critérios descritos previamente.
Divergéncias foram resolvidas em consenso e discussdo com terceiro e quarto autores
(Horta BL e Staub HL). Os autores dos artigos foram contatados por email para

esclarecimentos no caso de falta de informagdes.

Extraciao dos Dados

A extracdo dos dados dos artigos foi feita através de um protocolo previamente
definido por trés autores (do Prado AD, Staub HL e Horta BL). Os dados extraidos de
cada estudo foram: revista, nome do primeiro autor, ano de publicacdo, nivel de
qualidade, tipo de delineamento, definicio de PE utilizada, gravidade de PE dos
pacientes e controles, momento de dosagem dos anticorpos aCL em relacdo ao
diagnéstico de PE, niimero de pacientes com diagndstico de PE, nimero de pacientes
sem diagnostico de PE, niimero de pacientes com anticorpos aCL positivos € com PE,

nimero de pacientes sem anticorpos aCL e com PE, nimero de pacientes com
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anticorpos aCL e sem PE, nimero de pacientes sem anticorpos aCL e sem PE, odds
ratio (OR) ou risco relativo e intervalo de confianca 95% (IC95%). Os autores dos
estudos incluidos na metandlise foram contatados por email no caso de auséncia ou
impossibilidade de obtencdo de alguma das informacdes acima a partir dos dados
informados na publicag@o.

Os dados dos artigos incluidos na metandlise foram extraidos de maneira
independente por duas autoras (do Prado AD e Piovesan DM), criando-se um banco de
dados. O banco de dados foi revisado pela primeira autora (do Prado AD).

Discrepancias foram resolvidas pelo terceiro autor (Horta BL).

A avaliacdo da qualidade dos artigos foi realizada pelas autoras do Prado AD e
Piovesan DM através da aplicacdo de critérios definidos a priori a partir da
modificacdo dos critérios de Downs and Black % (anexo 3). Foram utilizados 16 dos 26
itens originais; os 10 itens que ndo foram utilizados referiam-se exclusivamente a
metodologia de ensaios clinicos randomizados, e ndo eram aplicaveis aos estudos
observacionais. O escore de qualidade obtido em cada estudo equivale & soma da

pontuacdo de cada item que compde o instrumento. Divergéncias na avaliagdo foram

resolvidas pelo terceiro autor (Horta BL).

Analise dos Dados

A andlise dos dados foi feita no programa STATA 11.0 (Stata Corp, College

Station Tex).

A estimativa de efeito conjunta (pooled effect estimate) foi o odds ratio (pooled

OR) para a associagdo entre anticorpos aCL e PE. A interpretacdo dos valores de OR se
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fundamentou na escala de Hopkins, onde um OR de 1-15 foi considerado trivial; entre

1,5-3,5 como discreto; entre 3,5-9 como moderado; e acima de 9 como elevado 0

O teste Q foi utilizado para avaliar a heterogeneidade entre os estudos primarios
¢ um valor de P < 0.05 foi usado para definir a existéncia de heterogeneidade. Na
existéncia de heterogeneidade, se utilizou o modelo de efeito randomico de

DerSimonian e Laird ** para cilculo do pooled OR e IC 95%.

A avaliag@o do viés de publicacdo foi feita através do funnel plot e do teste de
Egger #_ Ainda, foi realizada a estratificacdo da andlise de acordo com o tamanho do
estudo (estudos com ndmero total de pacientes até 200 e estudos com nimero total de
pacientes acima de 201) a fim de avaliar o possivel impacto de viés de publicacdo na

estimativa conjunta de efeito (pooled OR).

A andlise de metarregressdo (comando METAREG no programa STATA) foi
utilizada para avaliar a associacdo entre o pooled OR e as varidveis individuais dos
estudos primdrios, como também para avaliar a contribui¢do de diferentes aspectos dos
estudos para a heterogeneidade . As varidveis individuais dos estudos primaérios
incluidas na metarregressdao foram: delineamento, qualidade e tamanho do estudo. Nédo
foi possivel utilizar a varidvel definicdo de PE, pois alguns estudos utilizavam mais de

uma definicio e outros ndo informavam a definicao utilizada.
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RESULTADOS

Ap6s a leitura do texto completo de 57 artigos identificados na base de dados
PUBMED e de sete artigos na base de dados LILACS, 12 estudos foram incluidos na
metandlise 2% > 2% 2% 3638 549 "Boram excluidos 52 artigos. Quarenta e cinco foram

excluidos 19, 21, 23, 25-28, 30, 32, 33, 50-83

pelos seguintes motivos: impossibilidade de célculo
da medida de associacdo (10 estudos); desfecho outro que ndo pré-eclampsia (nove
estudos); valores de anticorpos aCL com ponto de corte inferior a 20 unidades ou
dosado através de método outro que nido ELISA (30 estudos); auséncia de grupo-
controle gestacdo saudavel (nove estudos); e delineamento outro que ndo caso-controle,
coorte ou transversal controlado (trés estudos). Alguns artigos apresentaram mais de um
motivo para exclusdo e, por isso, a soma € superior a 45. Cinco artigos demonstraram
resultados nulos, ou seja, auséncia de aCL positivas (acima de 20 GPL ou MPL) nos
grupos com e sem PE 3134358485 portanto, ndo foram incluidos na metandlise. Dois

: ~ 1 86, 87
artigos ndo foram encontrados para andlise do texto completo ~ > "".

As caracteristicas dos estudos incluidos na metandlise estao descritas na tabela 1.
Observa-se que oito estudos sdo de delineamento caso-controle e quatro sdo coortes. O
tamanho da amostra variou de 50 (Bowen, 2002 46) a 1210 pacientes (Harris, 1991 47).

O menor escore de qualidade foi 10 (Bowen, 2002 46) e o maior foi 17 (Mello, 2005 3 8).

Os valores para pressdo arterial e proteintria na definicdo de PE, bem como a
classificacdo da gravidade da PE extraidos dos estudos primdrios estdo sumarizados na
tabela 2. A diretriz do Colégio Americano de Obstetricia e Ginecologia de 2002 2 foi a

mais utilizada para definir PE, sendo citada em seis estudos.
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O grifico 1 apresenta os resultados dos estudos com os seus intervalos de
confianca. E possivel observar que houve heterogeneidade entre os estudos. Nove
estudos demonstraram que a presenga de anticorpos aCL aumentava a chance de
desenvolvimento de PE. Quatro estudos relataram associacdes estatisticamente
significativas e cinco, estatisticamente nao-significativas. Trés estudos documentaram
um pequeno e ndo-significativo efeito protetor dos anticorpos aCL. O pooled OR,
usando o modelo de efeito randdémico de DerSimonian e Laird **, para a associacio

entre anticorpos aCL e PE entre todos os estudos foi de 2,86 (IC 95% 1,37-5,98).

Os estudos de Mello 38, Lee ** e Yasuda ? estratificaram os casos de PE em leve
e grave e forneceram dados para cédlculo da medida de associacdo entre anticorpos aCL
e PE para ambas as gravidades. As publicacdes de Branch * ¢ Kupferminc ** inclufram

29, 36, 37, 45-47, 49 - .
9, 36,37, ** incluiram casos de PE de

apenas casos de PE grave. Os demais estudos
qualquer gravidade (leve ou grave) ou a gravidade ndo foi informada no texto. Entre os
estudos que avaliaram apenas casos de PE leve, ndo se identificou associa¢io entre
anticorpos aCL e PE (grafico 2). Por outro lado, entre os estudos que avaliaram apenas

casos de PE grave, demonstrou-se forte associacio entre anticorpos aCL e PE (grifico

3).

O grafico 4 apresenta o funnel plot para todos os estudos e é possivel observar
distribuicdo levemente assimétrica, dada a baixa quantidade de estudos pequenos com
resultados negativos para a associacdo avaliada. Graficamente, essa assimetria aponta
para um discreto viés de publicacdo, onde estudos de tamanho amostral pequeno com
achados negativos para a associagdo entre anticorpos aCL e PE provavelmente ndo
tenham sido publicados. No entanto, o teste de Egger foi ndo-significativo (P = 0,359)
na identificac@o estatistica de viés de publicacdo. Conforme demonstrado na tabela 3,

observa-se que, ao analisar o subgrupo de estudos com tamanho amostral pequeno (200
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pacientes ou menos), ndo houve associacdo estatisticamente significativa (OR 1,99
IC95% 0,58-6,82). Entre os estudos de tamanho amostral maior (201 ou mais
pacientes), houve importante associacdo entre anticorpos aCL e PE e o valor do OR foi

maior em relacdo aos estudos pequenos (OR 3,86 IC95% 1,32-10,93).

A tabela 4 apresenta os resultados da andlise de metarregressdo. As varidveis
metodoldgicas delineamento, qualidade e tamanho do estudo foram avaliadas como
possiveis caracteristicas relacionadas com a heterogeneidade entre os estudos. A
estimativa de variidncia entre os estudos (12) diminui de 1,295 (todos os estudos) para
0,520 quando a varidvel delineamento foi incluida no modelo, ou seja, 59,8% da
heterogeneidade entre os estudos € decorrente de diferencas nos delineamentos
utilizados. A varidvel qualidade, por outro lado, ndo se mostrou importante em explicar

a heterogeneidade. A varidvel tamanho do estudo reduziu a estimativa de variancia entre

os estudos (1°) para 0,792, provavelmente explicando 38,83% da heterogeneidade.

A tabela 5 mostra a metandlise para o subgrupo de oito estudos com
delineamento caso-controle. Quatro estudos evidenciaram associagdo positiva, porém
ndo estatisticamente significativa; dois estudos mostraram associacio estatisticamente
significativa e dois estudos evidenciaram associacio protetora, mas nio significativa. O
pooled OR e IC 95% neste subgrupo mostrou associag¢do entre anticorpos aCL e PE
mais fraca e ndo estatisticamente significativa em relacdo as coortes. Observou-se,
ainda, heterogeneidade, embora neste subgrupo seja considerada baixa e sem

significancia pelo teste Q.

A tabela 6 mostra a metanalise para o subgrupo de quatro estudos com
delineamento coorte. Um estudo evidenciou discreta associacdo protetora e ndo

significativa. Trés estudos evidenciaram associag¢@o positiva, mas somente dois foram

43



estatisticamente significativos. Observou-se associagdo mais relevante de anticorpos
aCL e PE em relagdo aos estudos de caso-controle. Houve heterogeneidade baixa pelo

teste I?, sendo ndo significativo no teste Q.
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DISCUSSAO

Esta revisdo sistemdtica incluiu um grande nimero de entradas nas bases de
dados no seu inicio (68528 resumos), foi finalizada com apenas 64 artigos para andlise
do texto completo e com um nimero ainda menor — 12 estudos — na metandlise. A
pequena quantidade final de estudos, também observada em metandlise sobre o tema
anticorpos aCL e risco de abortamentos 8¢ provavelmente explicada pelas poucas
décadas de conhecimento sobre SAF e os AAF, bem como a menor prevaléncia de SAF
em relagdo a outras afeccdes autoimunes. Nota-se que metandlises de estudos
observacionais que versam sobre outros temas envolvem nimero maior de estudos
finais. Tal foi visto, como exemplo, na metandlise sobre prevaléncia do déficit de

aten¢do e hiperatividade, que incluiu 102 estudos primdrios 8

Percebemos que houve um nimero substancial de estudos nulos, ou seja, com
auséncia de anticorpos aCL em gestantes com PE e em gestantes sauddveis ' % 3> 848
e que, por esse motivo, nao foram incluidos na metanélise. Estes estudos envolveram
pequeno tamanho amostral, variando de 20 a 52 pacientes por grupo. O achado é

provavelmente decorrente das baixas incidéncias de pré-eclampsia e de anticorpos aCL

nas populacdes envolvidas nesses estudos .

Apesar das recomendagdes internacionais para dosagem de anticorpos aCL por
ELISA e veiculagio de resultados em unidades GPL ou MPL * ' % este foi o motivo
mais frequente de exclusdo dos artigos. A grande variabilidade nas técnicas de dosagem
dos autoanticorpos aCL, nas unidades de que expressam resultados e no ponto de corte
para teste positivo impediu a inclusdo de 30 estudos na metandlise. Somente estudos

que reportassem niveis no minimo moderados de anticorpos aCL foram considerados
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em nossa andlise. Assim, foi possivel evitar que estudos com niveis baixos desses
autoanticorpos, sabidamente frequentes e sem significado clinico 2. fossem incluidos na

metanalise.

A avaliacio da qualidade dos estudos € um passo essencial na revisdo
sistemdtica. No entanto, ndo h4d consenso sobre qual o instrumento de melhor
aplicabilidade, além de ndo haver métodos de avaliacdo especificos para estudos
observacionais °'. Também ndo hd consenso se a avaliagdo de qualidade deve ser
baseada no valor do escore total para cada estudo, ou se os escores obtidos em cada item
devem ser considerados °'. No presente estudo, essa avaliacdo foi efetuada através de
um instrumento nao-validado, criado pelos autores a partir dos critérios de Downs and

Black * para atender as necessidades especificas desta revisdo.

A grande variabilidade nas definicdes de PE usadas nos estudos primarios reflete
a falta de padronizacdo da classificacdo e dos critérios diagndsticos dos distirbios
hipertensivos da gravidez. Como j4 constatado por outros autores '8 0 uso de definicoes
distintas de PE torna possivel que diferentes grupos de pesquisa estejam avaliando

. . ~ < . . 2
pacientes com mamfestagoes distintas desta sindrome o .

Nao haé na literatura outra revisao sistemdtica exclusiva sobre o tema anticorpos
aCL e PE. Uma revisdo sistemadtica sobre testes de rastreamento para PE na populacdo
geral incluiu a pesquisa de anticorpos aCL ** e concluiu que ndo havia testes adequados
até 2004, sendo necessdrio o desenvolvimento de estudos longitudinais. Outra revisdo
sistematica avaliou diversas varidveis maternas de risco para o deflagramento de PE,
incluindo a pesquisa de anticorpos aCL e do anticoagulante ldpico °*. Foram
selecionados cinco estudos e a metanalise de duas coortes revelou risco relativo de 9,73

(IC95% 4,34-21,75) para anticorpos aCL. Todavia, tais revisdes ndo foram organizadas
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de modo especifico para estes autoanticorpos. Portanto, ndo hd mengao sobre o ponto de
corte para positividade dos anticorpos, bem como sobre métodos laboratoriais utilizados
na sua detecg@o nos estudos primdrios, aspectos estes essenciais na interpretacdo do

teste 2.

Esta revisdo sistemdtica e metandlise de estudos observacionais documentou
associacdo entre presenga de anticorpos aCL e PE em mulheres sem doencas
autoimunes. O pooled OR indicou que a presenca de anticorpos aCL aumentou a
chance de PE em 2,86 (IC 95% 1.37-5.98) vezes. Entre os estudos que avaliaram apenas
o risco de PE leve, ndo se observou essa associagdo, apontando para a existéncia de uma

relacdo de dose-resposta e refor¢ando a possibilidade de que esta associag@o seja causal.

No que diz respeito ao viés de publicacdo, o funnel plot mostrou que os estudos
com pequeno tamanho amostral e resultado negativo tiveram menor probabilidade de
ser publicados. O dado sugere um discreto viés de publicagdo. Por outro lado, o teste de
Egger ndo foi estatisticamente significativo, indicando que a possibilidade de existéncia
deste viés € baixa. Além disso, ao se estratificar a andlise pelo tamanho dos estudos,
nota-se que o pooled OR se mantém estatisticamente significativo para estudos com
mais de 201 pacientes. Como entre os estudos com maior tamanho amostral — menos
suscetiveis ao viés de publicacio — a associacdo entre anticorpos aCL e PE foi mantida,
no caso de haver esse viés, ele ndo pode ser considerado como responsavel pela
associacdo (pooled OR) observada nesta metandlise. A ausé€ncia de associagdo vista
entre os estudos com 200 pacientes ou menos aponta para a necessidade de grandes

tamanhos amostrais ao se pesquisar o tema.

A andlise de metarregressdao mostrou que o delineamento € responsavel por uma

parcela importante da heterogeneidade entre os estudos. A razdao de odds (RO)
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combinada foi significativamente maior entre os estudos de coorte (RO 10,18 IC 95%
2,42; 42,80) do que entre os estudos de caso-controle. Esta diferenca pode ser
decorrente da menor suscetibilidade dos estudos de coorte para viés de informacao, que
tende a subestimar as medidas de efeito. O ponto negativo dos delineamentos de coorte
€ a necessidade de manter o acompanhamento de maior nimero de gestantes por
determinado periodo de tempo, até o surgimento do desfecho em estudo. Tendo em
vista a baixa incidéncia de anticorpos aCL em niveis moderados ou altos na populacdo
geral, a avaliacdo desta associacdo em uma coorte de gestantes necessitaria de um
grande tamanho amostral. Isto poderia ser contornado, se fossem estudadas populacdes
com maior risco de desenvolver PE, especialmente forma grave, como por exemplo,
pacientes com histéria de PE, obesidade, gestacdo gemelar, e outros fatores de risco

.. . , . . . . 95.96
tradicionais para sindromes hlpertenswas gestacionais 7 .

Considerando o pequeno nimero de estudos finais desta revisdo, bem como o
pequeno tamanho amostral e restrito nimero de pacientes aCL-positivos nos estudos
primérios, os dados aqui relatados devem ser interpretados com cautela. Ainda, a
contextualizac@o dos resultados desta revisdo se atrela as limitagdes das metandlises de

estudos observacionais.
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CONCLUSAO

Esta revisdo sistemdatica com metanélise de estudos observacionais demonstrou
associacdo entre presenca de niveis moderados ou altos de anticorpos aCL e PE em
gestantes sem doencgas autoimunes. Essa associacdo pareceu ser mais robusta quando
consideramos particularmente os estudos de coorte, tanto na magnitude da medida de
associa¢do, quanto na menor heterogeneidade da metandlise. Nao houve evidéncia

estatistica de presenca de viés de publicacdo neste estudo.
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2.1.1 Anexo 1 - Lista de autores e especialistas em sindrome
antifosfolipidica contactados por email:

S. Krilis

S. Miyakis

Michael Lochshin

T. Atsumi

Ware Branch

Robin L. Brey
Ricard Cervera
R.H.W.M. Derksen
Philip G. de Groot

T. Koike

Pierluigi L. Meroni
G. Reber

Yehuda Shoenfeld
A. Tincani

Michelle Petri

Paul Fortin

Carl Laskin

P.G. Vlachoyiannopoulos
Marie-Claire Boffa
Jane Salmon
Benjamin Brenner
Joab Chapman
Philippe de Moerloose
Doruk Erkan
Thomas Exner
Ricardo R. Forastiero
Monica Galli

E. Nigel Harris
Thomas Lecompte
Steven R. Levine

Gabriella Moroni
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Silvia Pierangeli
Jacob H. Rand
Joyce Rauch
Veronique Regnault
Robert A. S. Roubey

Marielle Sanmarco
Yaniv Sherer
Maria Tektonidou

Pierre Youinou
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2.1.2 Anexo 2 - Fluxograma da busca de estudos

Passo 1: Abstracts revisados por 1
autor (do Prado AD) e selecionados
pelos seguintes critérios:
delineamento coorte, caso-controle ou
transversal; grupo controle gestagéo
saudavel; dosagem aCL por ELISA
com ponto de corte = 20; desfecho pré
eclampsia sem restricéo de gravidade
ou definicdo; dados suficientes para
célculo da medida de associagao.

Unitermos: 1 antiphospholipid
syndrome; 2 Hughes’ syndrome; 3
anticardiolipin antibodies; 4
antiphospholipid antibodies; 5 anti-
cardiolipin; 6 preeclampsia; 7 pre-
eclampsia

Apbds cruzamentos entre todos
os unitermos PUBMED: total
de 76 selecionados para
leitura do texto completo

*Motivos de exclusdo (todos os
unitermos PUBMED e LILACS):
critérios descritos no Passo 1 e os
seguintes: estudos sobre temas néo
relacionados a associagdo entre pré-
eclampsia e anticorpos
anticardiolipina, revisdes ou diretrizes,
relatos ou série de  casos,
experimentos em pesquisa béasica.

Passo 2: 57 estudos PUBMED e 7
estudos LILACS com texto completo
revisados por 2 autores (do Prado e
Piovesan DM). Incluidos na metandlise
de acordo com os critérios descritos no
Passo 1. Divergéncias resolvidas ap6s
consenso entre os dois autores e
discussao com terceiro e quarto autores
(Horta BL e Staub HL).

Passo 3: Extragdo dos dados dos
estudos incluidos na metandlise por
dois autores (do Prado AD e Piovesan
DM).

Passo 4: Avaliagdo da qualidade dos
estudos (autores do Prado AD e
Piovesan DM) que foram incluidos na
metandlise através dos critérios de
Downs and Black modificados.
Divergéncias na avaliagdo resolvidas
por terceiro autor (Horta BL).

Excluidos: 21 estudos (temas
NR), 5 estudos (revisdes) e 1
- publicagéo dupla
Unitermo Abstracts Abs}ract} o Seleclol?ados
PBNED || e | Bewior | e
1 6223 616 6828 11 ﬂ
2 1948 0 1947 1
3 4196 216 4360 52 Apds cruzamentos entre todos
4 6313 517 6798 32 os unitermos LILACS: total de
3 621 44 661 4 7 selecionados para leitura do
6 22385 1601 23946 40 texto completo
7 20285 1129 21387 27 ﬂ
53 PUBMED 07 LILACS
) Selecionados para
Unitermo | Absraes | g s | litua texto
margo completo
! 261 261 0 Busca de Citacdes ISI Web of
2 13 13 0 Knowledge (nos artigos
selecionados PUBMED e nos
3 112 108 4 estudos excluidos por serem de
4 229 226 3 Revisdo ou Diretrizes):
5 0 0 0 29 estudos encontrados ( de
6 1000 993 7 1282 artigos; 1200 temas néo
relacionados; 50 revisdes;
7 819 812 7 relatos de caso)
Ap6s cruzamento com os 53
Total de abstracts (PUBMED outubro 2008 + atualizagéo previamente selecionados,
junho 2009 + LILACS) = 68528 abstracts surgiram 3 estudos novos
Contato com experts: 1

—

Total de selecionad
para a metanalise:
estudos

os
12

novo

g

para leitura texto completo

Total: 57 PUBMED 07 LILACS

~ I

52 estudos excluidos**:

10 - dados insuficientes para célculo da
medida de associagao

9 - desfecho nédo era PE

30 - valores de aCL com ponto de corte < 20
unidades e/ou dosagem néo foi feita por ELISA
9 - auséncia de grupo controle de gestantes
saudaveis

3 - delineamento do estudo ndo era caso-
controle, coorte ou transversal controlado

2 - artigos nao encontrados para andlise do
texto completo

5 — estudos nulos (auséncia de aCL positivas
nos casos e controles)

**Alguns estudos apresentavam mais de um
motivo para excluséo.




Anexo 3 - Critérios Modificados de Downs and Black

A pontuagdo méxima possivel € 17 pontos em 16 itens. As perguntas criadas por Downs
and Black utilizadas para avaliacido da qualidade dos estudos nesta metandlise foram as

seguintes:

1. Os objetivos do estudo estdo claramente descritos?

Sim=1 Nao=0

2. Os defechos principais a serem medidos sdo claramente descritos em Material e
Métodos? Se os desfechos principais forem mencionados pela primeira vez em

Resultados, a resposta deve ser ndo.

Sim=1 Nao=0

3. As caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo estdo claramente descritas? Em
estudos de coorte e ensaios clinicos, critérios de inclusdo/exclusdo devem ser
informados. Em estudos de caso-controle, a definicdo de casos e a fonte dos controles

devem ser informados.

Sim =1 Nao=0

5. A distribui¢do dos principais fatores confundidores em cada grupo de sujeitos estd
claramente descrita? Uma lista dos principais confundidores € fornecida.

Sim=1 Parcialmente = 1 Nao=0

6. Os principais achados do estudo estdo claramente descritos? Dados de desfecho
(numeradores e denominadores) para os principais achados devem ser fornecidos para
que o leitor possa conferir os principais resultados e conclusoes.

Sim=1 Nao=0
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7. O estudo fornece estimativas de variabilidade randomica dos dados para os resultados
dos desfechos principais? Em dados de distribuicdo ndo normal a variacdo interquartil
dos resultados deve ser relatada. Em dados de distribuicdo normal o erro padrdo, o
desvio padrdo ou o intervalo de confianca devem ser reportados. Se a distribuicdo dos
dados ndo é descrita, deve-se assumir que a estimativa usada foi apropriada e a

pergunta deve ser respondida como sim.

Sim=1 Nao=0

9. As caracteristicas dos pacientes que perderam o acompanhamento foram descritas? A
resposta deve ser sim quando ndo hd perdas ou quando as perdas foram tdo pequenas
que sua inclusdo ndo afetaria o resultado final. A resposta deve ser ndo se o estudo ndo

reporta o niimero de pacientes que perderam acompanhamento.

Sim =1 Nao=0

10. Os valores reais de probabilidade foram reportados para os resultados principais
(por exemplo, 0,035 ao invés de p < 0,05), a ndo ser quando os valores de probabilidade

sdo inferiores a 0,001?

Sim =1 Nao=0

11. Os sujeitos da pesquisa eram representativos de toda a populagdo de onde foram
recrutados? O estudo deve identificar a populacdo de origem dos pacientes e descrever
como foram selecionados. Pacientes serdo representativos se: consistirem toda a
populacdo fonte, procederem de amostra ndo selecionada de pacientes consecutivos, ou
de amostragem por sorteio. Amostragem por sorteio so é possivel quando existe uma

lista de todos os membros da populacdo relevante para o estudo. Quando um estudo
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ndo reporta a propor¢cdo da populacdo fonte da qual os pacientes provém, a questdo

deve ser respondida como incapaz de determinar.

Sim=1 Nao=0 Incapaz de determinar = 0

16. Caso algum dos resultados do estudo tenha sido baseado em “data dredging”, houve
descricao clara no texto desta situacdo? Qualquer andlise que ndo tenha sido planejada
no projeto do estudo deve ser claramente indicada. Se nenhuma andlise de subgrupo

retrospectiva ndo planejada foi reportada, entdo responda sim.

Sim =1 Nao=0 Incapaz de determinar = 0

17. Em ensaios clinicos e coortes, a andlise foi ajustada para diferentes tempos de
seguimento ou, em estudos de caso-controle, o periodo de intervencdo e desfecho foi o
mesmo para casos e controles? Quando o seguimento foi o mesmo para todos os
sujeitos do estudo, a resposta deve ser sim. Se diferencas no tempo de seguimento
foram ajustadas por, por exemplo, andlise de sobrevida, a resposta deve ser sim.
Estudos onde as diferencas no tempo de acompanhamento foram ignoradas, a resposta

deve ser ndo.

Sim =1 Nao=0 Incapaz de determinar = 0

18. Os testes estatisticos usados foram apropriados? As técnicas estatisticas utilizadas
devem ser apropriadas para os dados. Por exemplo, métodos ndo-paramétricos devem
ser usados para amostras pequenas. Quando pouca andlise estatistica foi feita, mas ndo
hd evidéncia de viés, a questdo deve ser respondida sim. Se a distribuicdo dos dados
(normal ou ndo) ndo foi descrita, assume-se que as técnicas estatisticas foram

apropriadas e a resposta deve ser sim.

Sim =1 Nao=0 Incapaz de determinar = 0
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20. As medidas dos principais desfechos t€m acuricia (s@o vdlidas e confidveis)? Para
estudos onde as medidas dos desfechos sdo claramente descritas, a resposta deve ser
sim. Para estudos que se referem a outro trabalho ou que demonstram que as medidas
dos desfechos sdo acuradas, a resposta deve ser sim.

Sim =1 Nao=0 Incapaz de determinar = 0

21. Os pacientes de diferentes grupos de interveng@o (em ensaios clinicos e coortes) ou
os casos e controles (em estudos de caso-controle) foram recrutados a partir da mesma
populacdo? Por exemplo, pacientes para todos os grupos de comparacdo devem ser
selecionados do mesmo hospital. A questdo deve ser respondida como incapaz de
determinar em coortes e caso-controle onde ndo hd informagcdo sobre a fonte dos

pacientes incluidos no estudo.

Sim =1 Nao=0 Incapaz de determinar = 0

22. Os pacientes de diferentes grupos de interveng@o (em ensaios clinicos e coortes) ou
0s casos e controles (em estudos de caso-controle) foram recrutados no mesmo periodo
de tempo? Para estudos que ndo descrevem o periodo de tempo em que os pacientes

foram recrutados, a resposta deve ser incapaz de determinar.

Sim=1 Nao=0 Incapaz de determinar = 0

25. Houve ajuste adequado para fatores de confusdo na andlise da qual os principais
achados foram retirados? Esta pergunta deve ser respondida ndo para ensaios clinicos
se: as conclusdes prinicipais do estudo foram baseadas em andlise de tratamento ao
invés de intencdo de tratar; a distribuicdo dos confundidores conhecidos nos diferentes
grupos de tratamento ndo foi descrita; ou a distribuicdo de confundidores conhecidos
diferiu entre os grupos de tratamento, mas ndo foi levado em consideracdo na andlise.

Em estudos ndo randomizados, se o efeito dos principais confundidores ndo foi
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investigado ou fatores de confusdo foram demonstrados mas ndo houve ajuste na

andlise final, a resposta deve ser ndo.

Sim =1 Nao=0 Incapaz de determinar = 0
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2.2 TABELAS
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2.2.1 Tabela 1 - Caracteristicas dos estudos primarios

Ano/Autor Pais Qualidade* Delineamento™ N total***
1996 Allen EUA 14 2 200
2005 Mello' Italia 17 2 804
2005 Mello' Italia 17 2 812
1989 Branch EUA 13 2 143
1991 Harris EUA 11 3 1210
2009 Facchinetti Italia 16 2 172
1997 Faden Italia 14 3 484
2000 Kupferminc Israel 16 2 189
2003 Lee? EUA 15 2 234
2003 Lee? EUA 15 2 209
1995 Yasuda® Japdo 13 3 795
1995 Yasuda® Japdo 13 3 789
1995 Yasuda® Japdo 13 3 903
2001 Dreyfus Franga 13 2 540
1993 Pattison N Zelandia 16 3 941
2002 Bowen Africa do Sul 10 2 50

*Avaliagao de qualidade pelos critérios modificados de Downs and Black. Pontuagdo maxima

de 17 pontos

** Delineamento de caso controle = 2. Delineamento de coorte = 3

***N total = nimero total de pacientes no estudo, incluindo casos e controles

1, 2 = artigos citados na tabela duas vezes pois ha divisdo do grupo de pacientes em PE leve

e PE grave

3 = artigo citado na tabela trés vezes pois o grupo de pacientes foi dividido em PE leve, PE grave
e PE total (leve + grave).



2.2.2

Tabela 2 - Pressdo arterial, valores de proteindria e
classificacdo de gravidade utilizados nas defini¢cdoes de PE dos
estudos primarios

Ano/Autor Definicoes de PE
1996, Allen Pressdo arterial140/90 mmHg ou aumento pressdo arterial sitélica>30
mmHg e/ou presséo arterial diastélica acima de 15 mmHg; proteindria
2100 mg/24h.
N&o define gravidade
2005, Mello ACOG*

1989, Branch

1991, Harris

1997, Faden

2000, Kupferminc

2003, Lee

2001, Dreyfus

1995, Yasuda

1993, Pattison

2002, Bowen

2009, Facchinetti

PE leve: pressao arterial = 140/90 até 160/110; proteindria em dipstick +1
a ++2 ou em urina de 24h 300 a 5000 mg/24h

PE grave: pressao arterial> 160/110; proteinGria em dipstick +3 a +4 ou
em urina de 24h > 5000 mg/24h

PE grave: pressao arterial diastélica = 110; proteindria 22 ++ **

Nao informa definigao
Nao define gravidade

NHBEPWG***
Nao define gravidade

ACOG 1996™***
PE grave:presséao arterial = 160/110; proteinuria > 5g/24h

ACOG*

PE leve: presséo arterial = 140/90 até 160/110; proteindria em dipstick +1
a ++2 ou em urina de 24h 300 a 5000 mg/24h

PE grave: pressao arterial > 160/110; proteinlria em dipstick +3 a +4 ou
em urina de 24h > 5000 mg/24h

ACOG*
Nao define gravidade

ISSH **++*
Hipertensdo grave em PE: pressdo diastélica 2 120 mmHg em 1 ocasido
ou 110 mmHg em 2 ocasidées com 4h de intervalo

Proteinuria grave em PE: proteindria = 3g/24h

ACOG*
Nao define gravidade

ACOG*
Nao define gravidade

ACOG*
Nao define gravidade

*ACOG — American Colle
** Williams Obstetrics —

ge of Obstetricians and Gynecologists '

*** NHBEPWG — National High Blood Pressure Education Program Working Group ™
**** ACOG 1996 — 1996 American College of Obstetricians and Gynecologists %
****+%|SSH — International Society for the Study of Hypertension '
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2.2.3 Tabela 3 - Metanalise em subgrupo de estudos de acordo com o
tamanho amostral

Estudos com 200 ou Odds Ratio Intervalo de Confianga 95% Peso (%)
menos pacientes
Allen 2,348 0,785 —7,026 26,73
Branch 41,301 2,301 — 741,411 11,82
Facchinetti 0,654 0,170 - 2,517 24,12
Kupferminc 10,285 0,486 — 217,512 10,98
Bowen 0,609 0,196 — 1,891 26,35
Pooled Odds Ratio* 1,996 0,584 — 6,826 100,00
Estudo com 201 ou mais Odds Ratio Intervalo de Confianga 95% Peso (%)
pacientes
Mello 1,876 1,233 - 2,854 23,47
Harris 0,867 0,050 — 14,973 8,64
Faden 11,815 0,551 — 253,411 7,84
Lee 1,029 0,196 — 5,396 15,09
Yasuda 16,100 5,969 — 43,426 19,98
Dreyfus 2,705 0,599 - 12,216 16,14
Pattinson 30,300 1,851 — 496,069 8,85
Pooled Odds Ratio** 3,860 1,362 — 10,938 100,00

* Método de efeito randdmico de DerSimonian e Laird; Heterogeneidade X?= 11,61 (d.f. =4) P=0,020
I (variag@o atribuida a heterogeneidade) = 65,6%; Estimativa da variancia entre estudos = 1,1598
**Método de efeito randomico de DerSimonian e Laird; Heterogeneidade X% = 21,89 df.=6) p

0,001; 2 (variag@o atribuida a heterogeneidade) = 72,6%; Estimativa da varidncia entre estudos 7
1,1571
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2.2.4 Tabela 4 - Metarregressiao para as variaveis delineamento,

qualidade e tamanho do estudo

Variaveis I Adj R*
Todos os estudos 1,295 -
Delineamento 0,520 59,83%
Qualidade 1,441 -11,23%
Tamanho do estudo 0,792 38,83%

1°~ estimativa da variancia entre os estudos

Adj R? = proporcdo da variancia entre os estudos explicada pela variavel

2.2.5 Tabela 5 - Metandlise do subgrupo de estudos com
delineamento caso-controle

Estudo Odds Ratio IC 95% Peso
Allen 2,348 0,785 — 7,026 15,86
Mello 1,876 1,233 - 2,854 28,65
Branch 41,301 2,301 - 741,411 3,86
Facchinetti 0,654 0,170 - 2,517 12,52
Kupferminc 10,285 0,486 - 217,512 3,50
Lee 1,029 0,196 - 5,396 9,49
Dreyfus 2,705 0,599 -12,216 10,81
Bowen 0,609 0,196 - 1,891 15,32
Pooled OR* 1,686 0,922 3,082 100,00

* Método de efeito randomico de DerSimonian e Laird
Heterogeneidade X%=12,50 df.=7) P=0,085

I (variag@o atribuida a heterogeneidade) = 44%
Estimativa da variancia entre estudos 1° = 0, 285
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2.2.6 Tabela 6 - Metandlise do subgrupo de estudos com
delineamento coorte
Estudo Odds Ratio IC 95% Peso
Harris 0,867 0,050 - 14,973 17,97
Faden 11,815 0,551 - 253,411 16,16
Yasuda 16,100 5969 43,426 47,42
Pattison 30,300 1,851 - 496,069 18,45
Pooled OR* 10,182 2,422 - 42,807 100,00

* Método de efeito randomico de DerSimonian e Laird
Heterogeneidade X*=4,99 (d.f.=3) P=0,173

I? (variag@o atribuida a heterogeneidade) = 39,9%
Estimativa da variancia entre estudos 7° = 0,876
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2.3.1 Grafico 1- Todos os estudos: qualquer gravidade de PE

%
Weight

11.46
14.62
4.58
4.67
10.15
4.20
4.23
8.65
12.01
9.35
4.79
11.27
100.00

autor ano OR (95% Cl)
i
Allen 1996 T—8— 2.35(0.78, 7.03)
|
Mello 2005 - 1.88 (1.23, 2.85)
1
Branch 1989 : 41.30 (2.30, 741.41)
1
Harris 1991 i 0.87 (0.05, 14.97)
Facchinetti 2009 —— 0.65 (0.17, 2.52)
Faden 1997 : 11.81 (0.55, 253.41)
Kupferminc 2000 : 10.28 (0.49, 217.51)
]
Lee 2003 —_— 1.03 (0.20, 5.40)
|
Yasuda 1995 P —— 16.10 (5.97, 43.43)
]
Dreyfus 2001 —— 2.70 (0.60, 12.22)
1
Pattison 1993 i 30.30 (1.85, 496.07)
Bowen 2002 —— 0.61 (0.20, 1.89)
Overall (I-squared = 68.7%, p = 0.000) <> 2.86 (1.37, 5.98)
]
1
NOTE: Weights are from random effects analysis |
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2.3.2 Grafico 2 - Estudos com PE leve

%

autor  ano OR (95% Cl) Weight

Mello 2005 — & 0.61 (0.30, 1.23) 45.38

Lee 2003 0.92 (0.06, 14.85) 20.37

Yasuda 1995 5.75 (1.21, 27.25) 34.25

Overall (I-squared = 70.8%, p = 0.033) <:> 1.43 (0.28,7.33) 100.00

NOTE: Weights are from random effects analysis

\
.0367 1 27.2

2.3.3 Grafico 3 - Estudos com PE grave

%

autor ano OR (95% Cl) Weight
Mello 2005 —— 3.83 (2.12, 6.92) 30.65

Kupferminc 2000

I
Branch 1989 : 41.30 (2.30, 741.41)  13.98
: 10.28 (0.49, 217.51)  13.11

Lee 2003 S P 3.05 (0.34, 27.68) 18.31

Yasuda 1995 —_— 57.50 (12.92, 255.85) 23.94

Overall (I-squared = 70.2%, p = 0.009) <> 11.15 (2.66, 46.75)  100.00

NOTE: Weights are from random effects analysisl
I

T T
.00135 1 741
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2.3.4 Grafico 4 - Funnel Plot para todos os estudos
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Abstract

Objective: This study was aimed at systematically reviewing the evidence of the
association of anticardiolipin (aCL) antibodies with preeclampsia (PE).
Methods: PUBMED and LILACS were perused up to June 2009, citations were
searched on ISI Web of Knowledge database, textbooks and reference lists were
reviewed, and experts were contacted. Articles were included if they were
cohorts, case-control or controlled cross-sectional studies; had healthy pregnant
women as the control group; cases and controls were free from autoimmune
diseases; ELISA immunoassay IgM and/or IgG aCL antibody testing cut-off >
20 units (moderate or high levels); endpoint PE without restriction on definition
or severity; and demonstrated enough data to calculate relative risk or odds ratio
(OR). Results: The search generated 68,528 entries. A total of 64 full-text
articles were reviewed and 12 studies were included in the metanalysis. Pooled
OR for association of aCL antibodies with PE was 2.86 (95%CI 1.37-5.98).
There was strong association between aCL antibodies and severe PE (pooled OR
11.15 95%CI 2.66-46.75) with moderate heterogeneity (I2 70.2%). Funnel plot
identified a possible discrete publication bias for negative small studies;
however, Egger’s test was not significant (P= 0.359). Pooled OR among studies
with sample size inferior to 200 patients was 1.99 (95%CI 0.58-6.82) Pooled OR
among studies with sample size equal or superior to 201 was 3.86 (95%CI 1.36-
10.93). Metaregression identified study design and study size as related to
heterogeneity; proportion of between-study variance explained by these
variables was respectively 59.83% e 38.83%. Association of aCL antibodies and
PE was more significant among cohorts (pooled OR 10.18 95%CI 2.42-42.80)
than case-control studies (pooled OR 1.68 (95%CI 0.92-3.08). Q test was not
significant and heterogeneity was low for both study designs (I* 39.9% for
cohorts and 44% for case-controls).Conclusion: Data from this systematic
review and metanalysis of observational studies indicates that moderate or high
levels of aCL antibodies are associated with PE.

Keywords: anticardiolipin antibodies, preeclampsia, metanalysis.
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INTRODUCTION

Antiphospholipid syndrome (APS) is a young adult’s thrombotic disorder first
described during the 1980 decade O (T characteristically defined by presence of
venous and arterial thromboembolic events associated with classic antiphospholipid
antibodies (APAs), named anticardiolipin (aCL), anti-beta2-glycoprotein I and lupic
anticoagulant 2 Preeclampsia (PE) is one of the gestational complications that can occur
on APS 2. APS thrombotic phenomena, including placental thrombosis, are attributed to
APAs action even though their exact pathological mechanism is only partially

understood **. The frequency of PE in pregnant women with APS is about 50% ’,

APAs are a heterogeneous and complex group of autoantibodies. Their targets
are the coagulation cascade and cell membranes phospholipids (cardiolipin,
phosphatildilserine, phosphatildilinositol), or phospholipid cofactors (beta2-
glycoprotein I), mainly the ones found on platelets and endothelial cells ¢ In spite of
IgG and IgM aCL antibody detection standardization since 1987 7 not all studies
respect these methodological instructions. In order to avoid variability on testing and
reporting, it is recommended to use ELISA immunoassay for aCL antibody detection, as

well as to report the results on GPL or MPL units 810,

Preeclampsia (PE) is one of the most important causes of maternal and fetal
mortality and morbidity, and its prevalence is approximately 8%. In the United States,
PE is the reason for maternal death in 16.1% of pregnancies, while in Latin America it

11

causes 25.7% of all maternal deaths . Since PE is a severe and frequent syndrome,

laboratory and imaging screening tests have always been important matters of research.
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Hypertensive gestational disease classification is not homogeneous among
experts. Many scientific societies published guidelines to establish differentiation
among chronic hypertension, gestational hypertension, preeclampsia/eclampsia and
superimposed preeclampsia on chronic hypertension '>'’. This data has been recently
summarized by Comparsi e col ',

ACL antibody role as a risk factor for PE in women with no evidence of
autoimmune diseases has been the focus of many studies during the last two decades,

mainly cohort and case-control studies '*~*

. However, association of positive aCL
antibodies with PE remains controversial. The objective of this work is to systematically

review current evidence about association of aCL antibodies with PE.
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MATERIALS AND METHODS

Data sources

The following five search strategies were used in the systematic review of
literature: PUBMED and LILACS databases computer search, ISI Web of Science
database citation search, specialized textbooks review, reference list review, contact
with authors and APS experts (attachment 1). Each search strategy is detailed below and

on search strategy flow chart (attachment 2).

The following keywords were used to search PUBMED and LILACS until June
2009: (1) antiphospholipid syndrome, (2) Hughes’ syndrome, (3) anticardiolipin
antibodies, (4) antiphospholipid antibodies, (5) anti-cardiolipin, (6) preeclampsia and

(7) pre-eclampsia.

Initially, abstracts were reviewed by the first author (do Prado AD) and selected
for further reading if they fulfilled the following criteria: cohort, case-control or
controlled cross-sectional studies; control group of healthy pregnant women; absence of
autoimune diseases in cases and controls; IgG and/or IgM aCL antibody ELISA cutoff >
20 GPL or MPL units 2; endpoint PE with no restriction of definition or stratification of
severity. Detailed data about PE definition and classification were collected from the
studies, when available. If a criterion was not met because of insufficient information,
the abstract was set aside for further evaluation and full-text analysis. Other reasons for
the exclusion of articles were: studies about issues not related to the association between
aCL antibodies and PE, narrative reviews or guidelines, case reports or case series, and
experimental research. After finalization of keyword database computer search, IST Web
of Knowledge citation search was performed on all PUBMED studies selected for full-
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text review, as well as PUBMED guidelines and reviews. Finally, forty APS scientific
authorities were contacted via email and asked about unpublished and ongoing studies
that could meet inclusion criteria. Full-text studies selected at the end of the search were
retrieved and independently reviewed by two of the authors (do Prado AD and Piovesan
DM). They were included in the metanalysis if they continued to meet criteria
previously described. Disagreements were resolved on consensus and discussion with a
third and fourth author (Horta BL and Staub HL). Authors were contacted via e-mail if

data were missing.
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Data extraction

A protocol for data extraction was defined and evaluated by three of the authors
(do Prado AD, Staub HL and Horta BL). The following information was extracted from
every paper: journal, first author’s name, year of publication, quality score, study
design, PE definition, PE severity, timing of aCL antibody levels in relation to diagnosis
of PE, number of patients with diagnosis of PE, number of patients without diagnosis of
PE, number of patients with positive aCL antibodies and PE, number of patients without
aCL antibodies and with diagnosis of PE, number of patients with positive aCL
antibodies and without diagnosis of PE, number of patients without aCL antibodies and
without PE, odds ratio (OR) or relative risk, and 95% confidence interval (95%CI).

Authors were contacted if important information was missing.

Data from selected studies were extracted independently by two of the authors (do
Prado AD and Piovesan DM) and a database was created. The database was reviewed
by the first author (do Prado AD). Disagreements were discussed with a third author

(Horta BL).

The authors do Prado AD and Piovesan DM performed quality assessment of the
studies included in the metanalysis. Quality assessment criteria were defined a priori
based on a modification of Downs and Black criteria * (attachment 3). Sixteen of the
twenty-six original questions were used; ten excluded items were only applicable to
randomized clinical trials. The total score of study quality was the sum of each

individual question score. Disagreements were discussed with a third author (Horta BL).
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Data analysis

Data analysis was performed with STATA 11.0 software (Stata Corp, College

Station, TX).

Pooled effect estimate was the pooled OR for association of aCL antibodies with
PE. OR values interpretation was based on Hopkins scale, where OR 1-1.5 is low, 1.5-

3.5 is discrete, 3.5-9 is moderate, and above 9 is high 40

The Q test was used to evaluate heterogeneity among the primary studies 1 and
a P value < 0.05 was used to define the presence of heterogeneity. Once heterogeneity
was confirmed, the DerSimonian and Laird random effect model ** was used to pool the

OR and 95% CI.

B were used to assess publication bias.

A funnel plot and Egger’s test
Furthermore, stratified analysis according to study size (studies with total number of

participants being 200 or less and 201 or more) was used to assess the impact of

publication bias on pooled OR.

Metaregression (METAREG command in STATA software) was used to
evaluate the association of pooled OR with individual primary study variables, as well
as to evaluate the contribution of each variable to heterogeneity ) Primary study
variables used in the metaregression model were: study design, study quality and study
size. It was not possible to add PE definition to the model, because some primary
studies utilized more than one PE definition, while others did not report a definition of

PE at all.
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RESULTS

After full text analysis of 57 PUBMED and 7 LILACS studies, 12 primary
studies were included in the metanalysis 20.22, 24,29, 3638, 4549 © A total of 52 studies were
excluded. Forty-five papers were excluded 19, 21,23, 25-28.30. 32.33. 3083 que 1o the following
reasons: not possible to calculate measure of effect (10 studies); outcome other than PE
(nine studies); aCL antibodies not tested by ELISA and/or aCL antibody cutoff lower
than 20 GPL or MPL units (30 studies); absence of a normal pregnancy control group
(nine studies); and study design other than cohort, case-control or controlled cross-
sectional (three studies). The total sum was more than 45 because some studies fulfilled
more than one exclusion criteria. Five papers had null results, in other words, they
showed no aCL antibodies above 20 GPL or MPL in pregnant women with and without

PE 3134 35.84.85 Therefore, these null studies were not included in the metanalysis. Two

full-text studies were not found for complete review > %'

Table 1 describes the characteristics of the studies. Eight studies were cohorts
and four were case-controls. Sample size varied from 50 (Bowen, 2002 46) to 1210
patients (Harris, 1991 47). The lowest quality score was 10 (Bowen, 2002 46) and the

highest was 17 (Mello, 2005 *%).

Table 2 presents the definitions of PE used in every study, as well as the criteria
used to define PE severity. The most frequently used guideline for PE classification was

the 2002 ACOG practice bulletin %, cited in six studies.

Figure 1 presents the OR and 95%CI of every study. There was heterogeneity
among the studies; nine studies demonstrated that aCL antibodies increased the chance

of PE development; four studies reported statistically significant associations, whereas
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five studies did not report statistically significant associations. Three studies
documented a small and not significant protective effect of aCL antibodies. The
heterogeneity among studies was significant (P= 68.7%), and therefore, the
DerSimonian and Laird random effect model ** was used to pool the effect estimates

(pooled OR 2.86, 95%CI 1.37-5.98).

The Mello **, Lee ** and Yasuda ** studies divided PE cases into mild and severe
groups, and the three studies provided enough information to separately estimate the

effect of aCL antibodies on mild and severe PE. The Branch *° and Kupferminc “®

, L . 29,36,37,45-47,4
included only cases of severe PE. The remaining studies > 3¢ 3" 434749

worked with any
severity of PE or severity was not specified in the narrative. Among mild PE studies,
association of aCL antibodies with PE was not found (figure 2). On the other hand, a

strong association of aCL antibodies with PE was demonstrated among studies that

included only severe cases of PE (figure 3).

A funnel plot showed that the distribution of studies was slightly asymmetric,
due to the small number of small-size negative studies. This asymmetry suggested that
small-size studies with negative results for association of aCL antibodies with PE were
less likely to be published. However, Egger’s test was not significant (P = 0.359).
According to table 3, pooled OR for studies with 200 or less subjects was not significant
(1.99; 95%CI 0.58 — 6.82). Among studies with 201 or more participants, there was a
strong association between aCL antibodies and PE (pooled OR 3.86; 95%CI 1.32 —

10.93), and pooled OR value was higher than for small studies.

Table 4 shows metaregression analysis results. Estimate of between-study
variance (1) decreased from 1.295 to 0.520 when the variable study design was

included in the metaregression model. Therefore, 59.8% of heterogeneity among studies
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was caused by differences in study design among the primary studies. Study quality, on
the other hand, was not important in explaining heterogeneity. Study size decreased the
estimate of between-study variance (t)) to 0.792, probably explaining 38.83% of

heterogeneity.

Table 5 shows the metanalysis for the eight case-control studies. Four studies
found a positive but not statistically significant association. Two studies showed a
statistically significant association and two demonstrated a protective association,
although not significant. Pooled OR estimate and 95% CI indicated a weaker and non-
significant association of aCL antibodies with PE, compared to cohorts. There was low

heterogeneity and the Q test was not significant.

Table 6 shows the metanalysis for the four cohort studies. One study
demonstrated a slightly protective and non-significant association. Three studies
showed a positive association, but only two of them were statistically significant.
Association of aCL antibodies with PE was higher among cohorts than case-controls.

The I test found low heterogeneity and the Q test was not significant.
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DISCUSSION

This systematic review disclosed a great number of database entries (68,528
abstracts) at the beginning of the search. However, this number went down to 64 studies
for full-text review and to only 12 studies for inclusion in a metanalysis. A small
number of final studies were also seen in a metanalysis of aCL antibodies and fetal loss
risk®®. Limited knowledge of APS (few decades worth) and its low prevalence in
comparison to other disorders are possible explanations for this finding. On the other
hand, systematic reviews and metanalysis of observational studies of other issues have
gathered a substantial number of publications. A metanalysis of the prevalence of

attention deficit hyperactivity disorder included 102 primary studies, for example 8

There was a substantial number of null studies 2! 3% 3% 8485

and, since no positive
aCL antibodies were found in either healthy pregnancy or PE patients, they were not
included in our metanalysis. These null studies were of small size, ranging from 20 to

52 subjects per group. Low PE incidence and low frequency of aCL antibodies in these

studies can account for these null results.

Despite clear experts recommendations on ELISA immunoassay aCL dosing and

reporting in GPL and MPL units 9, 10,50

, this was the most frequent reason for excluding
papers. Great variability in aCL antibody assays, cut-off values and reporting of results
prevented the inclusion of 30 studies in the metanalysis. Only studies that displayed at

least moderate levels of aCL antibodies were considered in our systematic review,

avoiding irrelevant autoantibody levels * in the final analysis.

Quality assessment is a very important step in systematic review process.

However, there is no consensus on the best instrument to be applied, and no specific
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methods of evaluation for observational research are available °'. Also, there is no
agreement on whether quality assessment should be performed with scales or its
components ! To fulfill the needs of this systematic review, quality was assessed with

an instrument modified from Downs and Black feasibility checklist 9

PE definitions were heterogeneous in the primary studies, reflecting the lack of
consensus in the classification of gestational hypertensive disorders. As already
recognized by other authors '8 the use of distinct criteria for PE by different research

groups introduces difficulties in reviewing the issue )

To date, no other systematic review exclusively of the association of aCL
antibodies with PE has been published. A systematic review of screening tests for PE in
the general population included aCL antibodies in the search strategy . . It concluded
that there were no suitable tests for this purpose until 2004, and specific longitudinal
research was necessary. Another systematic review on many maternal risk factors for
PE included aCL antibody and lupus anticoagulant *_ Five studies were selected, and
metanalysis of two cohorts found a relative risk of 9.73 (95%CI 4.34-21.75).
Nevertheless, these studies were not particularly directed at aCL antibody evaluation,

.. . . 2
and essential information such as assays and cutoff values was not available”.

This systematic review and metanalysis of observational studies documented an
association of aCL antibodies with PE in women without autoimmune diseases. Pooled
OR demonstrates that the presence of aCL antibodies increases the odds of PE 2.86
times (95%CI 1.37-5.98). In studies involving patients with mild PE, this association
was weaker, indicating the existence of a dose-response relationship and reinforcing the

possibility of a causal association.
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Funnel plot graphic analysis suggested that small negative studies were less
likely to be published. This finding points to a publication bias. On the other hand,
Egger’s test was not significant, indicating a low possibility of true bias. Besides, when
studies were analyzed according to their size, the pooled OR remained statistically
significant for studies with more than 200 individuals. Thus, an association between
aCL antibodies and PE remained among large studies. Considering their decreased
susceptibility to publication bias, if such bias exists, we do not believe that the pooled
odds ratio determined here resulted from a publication bias. The lack of association
among studies with 200 subjects or fewer supports the need for large sample sizes when

examining this topic.

Metaregression indicated study design as the main source of heterogeneity
among studies. Pooled odds ratio was significantly higher among cohorts (OR 10.18
95%CI 2.42 — 42.80) than case-control studies. This finding can be due to decreased
vulnerability of cohorts to information bias, which tends to underestimate effect
measures. A disadvantage of a cohort study is the need for a long period of follow up.
Since there is low incidence of moderate or high levels aCL antibodies in the general
population, a large sample size would be necessary to evaluate their association with PE
in a cohort. This problem could be solved by evaluating a high-risk population for PE,
for example, women with recurrent PE, twin pregnancy, obesity and other traditional

. 95,96
risk factors > 7.

Considering the small number of final studies, small study size and limited
number of aCL-positive subjects in primary studies, results from this study should be
cautiously interpreted. Their understanding is connected to the concepts and limitations

of metanalysis of observational studies.
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CONCLUSION

This systematic review and metanalysis of observational studies demonstrated an
association of moderate to high levels of aCL antibodies with PE in pregnant women
without autoimmune diseases. This association seemed to be more important among

cohort studies. There was no statistical evidence for publication bias in this work.
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Abstract

Objective: This study was aimed at systematically reviewing the evidence of the
association of anticardiolipin (aCL) antibodies with preeclampsia (PE).
Methods: PUBMED and LILACS were perused up to June 2009, citations were
searched on ISI Web of Knowledge database, textbooks and reference lists were
reviewed, and experts were contacted. Inclusion criteria: cohorts, case-controls
or controlled cross-sectional studies; healthy pregnancy as controls; no
autoimmune diseases; [gG and/or IgM aCL antibody > 20 units by ELISA;
endpoint PE. Results: The search generated 68,528 entries. A total of 64 full-
text articles were reviewed and 12 studies were included in the metanalysis.
Pooled odds ratio (OR) for association of aCL antibodies with PE was 2.86
(95%CI 1.37-5.98). Pooled OR for aCL antibodies and severe PE was 11.15
(95%CI 2.66-46.75). A funnel plot showed minor asymmetry, while Egger’s test
was not significant (P= 0.359). Metaregression identified study design and size
as related to heterogeneity; proportion of between-study variance explained by
these variables was respectively 59.83% and 38.83%. Conclusion: Moderate to
high levels of aCL antibodies are associated with occurrence of PE.

Keywords: anticardiolipin antibodies, preeclampsia, metanalysis.

100



INTRODUCTION

Anticardiolipin (aCL) antibodies have been linked to so-called antiphospholipid
syndrome (APS), a thrombotic diathesis in young adults'. Preeclampsia (PE) comprises
one of the pregnancy morbidities seen in APS®. The frequency of PE in pregnant
women with APS is about 50%". The incidence of aCL antibodies in patients with PE

. . . 4
can reach 16%, according to a narrative review " .

Preeclampsia (PE) occurs in approximately 8% of pregnancies. In the United
States, PE is the reason for maternal death in 16.1% of pregnancies, while in Latin

America it causes 25.7% of all maternal deaths”.

The role of aCL antibodies as a risk factor for PE in women with no evidence of
autoimmune diseases has been the focus of many studies for the last decades, mainly
cohort and case-control studies .

Even though IgG and IgM aCL ELISA was standardized in 1987 *°, not all
studies in this research have complied with these recommendations. Different cutoffs
and arbitrary stratification of aCL titers make clinical associations somewhat difficult.
The relationship of aCL antibodies with PE remains controversial. The objective of this

study was to systematically review current evidence on the association of moderate to

high aCL levels with PE.
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METHODS

Data sources

The following search strategies were used: PUBMED and LILACS databases
were perused,; ISI Web of Science database citation was searched for papers citing the
articles identified; specialized textbooks and the reference list of identified papers were
reviewed, and authors and APS experts were contacted (attachment 1). Each search

strategy is detailed below and in the search strategy flow chart (attachment 2).

The following keywords were used to search PUBMED and LILACS databases
up to June 2009: (1) antiphospholipid syndrome, (2) Hughes’ syndrome, (3)
anticardiolipin antibodies, (4) antiphospholipid antibodies, (5) anti-cardiolipin, (6)

preeclampsia and (7) pre-eclampsia.

Initially, abstracts were reviewed by the first author (do Prado AD) and selected
for further reading if they fulfilled the following criteria: cohort, case-control or
controlled cross-sectional studies; control group of healthy pregnant women; absence of
autoimune diseases in cases and controls; IgG and/or IgM aCL antibody ELISA cutoff >
20 GPL or MPL units 2; endpoint PE with no restriction of definition or stratification of
severity. Detailed data about PE definition and classification were collected from the
studies, when available. If a criterion was not met because of insufficient information,
the abstract was set aside for further evaluation and full-text analysis. Other reasons for
the exclusion of articles were: studies about issues not related to the association between
aCL antibodies and PE, narrative reviews or guidelines, case reports or case series, and

experimental research. After finalization of keyword database computer search, IST Web
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of Knowledge citation search was performed on all PUBMED studies selected for full-
text review, as well as PUBMED guidelines and reviews. Finally, forty APS scientific
authorities were contacted via email and asked about unpublished and ongoing studies
that could meet inclusion criteria. Full-text studies selected at the end of the search were
retrieved and independently reviewed by two of the authors (do Prado AD and Piovesan
DM). They were included in the metanalysis if they continued to meet criteria
previously described. Disagreements were resolved on consensus and discussion with a
third and fourth author (Horta BL and Staub HL). Authors were contacted via e-mail if

data were missing.
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Data extraction

A protocol for data extraction was defined and evaluated by three of the authors
(do Prado AD, Staub HL and Horta BL). The following information was extracted from
every paper: journal, first author’s name, year of publication, quality score, study
design, PE definition, PE severity, timing of aCL antibody levels in relation to diagnosis
of PE, number of patients with diagnosis of PE, number of patients without diagnosis of
PE, number of patients with positive aCL antibodies and PE, number of patients without
aCL antibodies and with diagnosis of PE, number of patients with positive aCL
antibodies and without diagnosis of PE, number of patients without aCL antibodies and
without PE, odds ratio (OR) or relative risk, and 95% confidence interval (95%CI).

Authors were contacted if important information was missing.

Data from selected studies were extracted independently by two of the authors (do
Prado AD and Piovesan DM) and a database was created. The database was reviewed
by the first author (do Prado AD). Disagreements were discussed with a third author

(Horta BL).

The authors do Prado AD and Piovesan DM performed quality assessment of the
studies included in the metanalysis. Quality assessment criteria were defined a priori
based on a modification of Downs and Black criteria »’ (attachment 3). Sixteen of the
twenty-six original questions were used; ten excluded items were only applicable to
randomized clinical trials. The total score of study quality was the sum of each

individual question score. Disagreements were discussed with a third author (Horta BL).
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Data analysis

Data analysis was performed with STATA 11.0 software (Stata Corp, College

Station, TX).

The Q test was used to evaluate heterogeneity among the primary studies™ , and
a P value < 0.05 was used to define the presence of heterogeneity. Once heterogeneity
was confirmed, the DerSimonian and Laird random effect model®’ was used to pool the

OR and 95% CI.

A funnel plot and Egger’s test’”  were used to assess publication bias.
Furthermore, stratified analysis according to study size (studies with total number of
participants being 200 or less and 201 or more) was used to assess the impact of

publication bias on pooled OR.

Metaregression (METAREG command in STATA software) was used to
evaluate the association of pooled OR with individual primary study variables, as well
as to evaluate the contribution of each variable to heterogeneity’'. Primary study
variables used in the metaregression model were: study design, study quality and study
size. It was not possible to add PE definition to the model, because some primary
studies utilized more than one PE definition, while others did not report a definition of

PE at all.
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RESULTS

After full-text analysis of 57 PUBMED and 7 LILACS studies, 12 primary
studies were included in the metanalysis” 9 11116, 23-25. 3236 * A total of 52 studies were
excluded. Forty-five papers were excluded® ® '0- 1213 17. 19.20. 3770 que (0 the following
reasons: not possible to calculate measure of effect (10 studies); outcome other than PE
(nine studies); aCL antibodies not tested by ELISA and/or aCL antibody cutoff lower
than 20 GPL or MPL units (30 studies); absence of a normal pregnancy control group
(nine studies); and study design other than cohort, case-control or controlled cross-
sectional (three studies). The total sum was more than 45 because some studies fulfilled
more than one exclusion criteria. Five papers had null results, in other words, they
showed no aCL antibodies above 20 GPL or MPL in pregnant women with and without

pE !8:21.22.71.72 Therefore, these null studies were not included in the metanalysis. Two

full-text studies were not found for complete review’> ™.

Table 1 describes the characteristics of the studies. Eight studies were cohorts
and four were case-controls. Sample size varied from 50 (Bowen, 2002 ) to 1210
patients (Harris, 199134). The lowest quality score was 10 (Bowen, 2002% ) and the

highest was 17 (Mello, 2005%).

Table 2 presents the definitions of PE used in every study, as well as the criteria
used to define PE severity. The most frequently used guideline for PE classification was

the 2002 ACOG practice bulletin”, cited in six studies.

Figure 1 presents the OR and 95%CI of every study. There was heterogeneity
among the studies; nine studies demonstrated that aCL antibodies increased the chance

of PE development; four studies reported statistically significant associations, whereas
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five studies did not report statistically significant associations. Three studies
documented a small and not significant protective effect of aCL antibodies. The
heterogeneity among studies was significant (P= 68.7%), and therefore, the
DerSimonian and Laird random effect model ** was used to pool the effect estimates

(pooled OR 2.86, 95%CI 1.37-5.98).

The Mellozs, Lee'! and Yasuda® studies divided PE cases into mild and severe
groups, and the three studies provided enough information to separately estimate the
effect of aCL antibodies on mild and severe PE. The Branch’ and Kupferminc3 > studies

. .. . 16, 23,24, 32-34, 36
included only cases of severe PE. The remaining studies > = 7" 7™

worked with any
severity of PE or severity was not specified in the narrative (figure 2). On the other

hand, a strong association of aCL antibodies with PE was demonstrated among studies

that included only severe cases of PE (figure 3).

A funnel plot showed that the distribution of studies was slightly asymmetric,
due to the small number of small-size negative studies. This asymmetry suggested that
small-size studies with negative results for association of aCL antibodies with PE were
less likely to be published. However, Egger’s test was not significant (P = 0.359).
According to table 3, pooled OR for studies with 200 or less subjects was not significant
(1.99; 95%CI 0.58 — 6.82). Among studies with 201 or more participants, there was a
strong association between aCL antibodies and PE (pooled OR 3.86; 95%CI 1.32 —

10.93), and pooled OR value was higher than for small studies.

Table 4 shows metaregression analysis results. Estimate of between-study
variance (t?) decreased from 1.295 to 0.520 when the variable study design was
included in the metaregression model. Therefore, 59.8% of heterogeneity among studies

was caused by differences in study design among the primary studies. Study quality, on
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the other hand, was not important in explaining heterogeneity. Study size decreased the
estimate of between-study variance (t)) to 0.792, probably explaining 38.83% of

heterogeneity.

Table 5 shows the metanalysis for the eight case-control studies. Four studies
found a positive but not statistically significant association. Two studies showed a
statistically significant association and two demonstrated a protective association,
although not significant. Pooled OR estimate and 95% CI indicated a weaker and non-
significant association of aCL antibodies with PE, compared to cohorts. There was low

heterogeneity and the Q test was not significant.

Table 6 shows the metanalysis for the four cohort studies. One study
demonstrated a slightly protective and non-significant association. Three studies
showed a positive association, but only two of them were statistically significant.
Association of aCL antibodies with PE was higher among cohorts than case-controls.

The I test found low heterogeneity and the Q test was not significant.
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DISCUSSION

This systematic review disclosed a great number of database entries (68,528
abstracts) at the beginning of the search. However, this number went down to 64 studies
for full-text review and to only 12 studies for inclusion in a metanalysis. A small
number of final studies were also seen in a metanalysis of aCL antibodies and fetal loss
risk’®. Limited knowledge of APS (few decades worth) and its low prevalence in
comparison to other disorders are possible explanations for this finding. On the other
hand, systematic reviews and metanalysis of observational studies of other issues have
gathered a substantial number of publications. A metanalysis of the prevalence of

attention deficit hyperactivity disorder included 102 primary studies, for example’”.

18, 21, 22, 71, 72 and, since no

There were a substantial number of null studies
positive aCL antibodies were found in either healthy pregnancy or PE patients, they
were not included in our metanalysis. These null studies were of small size, ranging

from 20 to 52 subjects per group. Low PE incidence and low frequency of aCL

antibodies in these studies can account for these null results.

Despite clear expert recommendations on ELISA measurement of aCL and test

reporting in GPL and MPL units** ’* 7

, this was the most frequent reason for excluding
papers. Great variability in aCL antibody assays, cut-off values and reporting of results
prevented the inclusion of 30 studies in the metanalysis. Only studies that displayed at

least moderate levels of aCL antibodies were considered in our systematic review,

avoiding irrelevant autoantibody levels” in the final analysis.

Quality assessment is a very important step in systematic review process.

However, there is no consensus on the best instrument to be applied, and no specific
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methods of evaluation for observational research are available®. Also, there is no
agreement on whether quality assessment should be performed with scales or its
componentsgo. To fulfill the needs of this systematic review, quality was assessed with

an instrument modified from Downs and Black feasibility checklist”’.

PE definitions were heterogeneous in the primary studies, reflecting the lack of
consensus in the classification of gestational hypertensive disorders. As already
recognized by other authors®', the use of distinct criteria for PE by different research

groups introduces difficulties in reviewing the issue®.

To date, no other systematic review exclusively of the association of aCL
antibodies with PE has been published. A systematic review of screening tests for PE in
the general population included aCL antibodies in the search strategy™. It concluded
that there were no suitable tests for this purpose until 2004, and specific longitudinal
research was necessary. Another systematic review on many maternal risk factors for
PE included aCL antibody and lupus anticoagulant84. Five studies were selected, and
metanalysis of two cohorts found a relative risk of 9.73 (95%CI 4.34-21.75).
Nevertheless, these studies were not particularly directed at aCL antibody evaluation,

.. . . 2
and essential information such as assays and cutoff values was not available”.

This systematic review and metanalysis of observational studies documented an
association of aCL antibodies with PE in women without autoimmune diseases. Pooled
OR demonstrates that the presence of aCL antibodies increases the odds of PE 2.86
times (95%CI 1.37-5.98). In studies involving patients with mild PE, this association
was weaker, indicating the existence of a dose-response relationship and reinforcing the

possibility of a causal association.
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Funnel plot graphic analysis suggested that small negative studies were less
likely to be published. This finding points to a publication bias. On the other hand,
Egger’s test was not significant, indicating a low possibility of true bias. Besides, when
studies were analyzed according to their size, the pooled OR remained statistically
significant for studies with more than 200 individuals. Thus, an association between
aCL antibodies and PE remained among large studies. Considering their decreased
susceptibility to publication bias, if such bias exists, we do not believe that the pooled
odds ratio determined here resulted from a publication bias. The lack of association
among studies with 200 subjects or fewer supports the need for large sample sizes when

examining this topic.

Metaregression indicated study design as the main source of heterogeneity
among studies. Pooled odds ratio was significantly higher among cohorts (OR 10.18
95%CI 2.42 — 42.80) than case-control studies. This finding can be due to decreased
vulnerability of cohorts to information bias, which tends to underestimate effect
measures. A disadvantage of a cohort study is the need for a long period of follow up.
Since there is low incidence of moderate or high levels aCL antibodies in the general
populati0n79, a large sample size would be necessary to evaluate their association with
PE in a cohort. This problem could be solved by evaluating a high-risk population for
PE, for example, women with recurrent PE, twin pregnancy, obesity and other

traditional risk factors® %,

Considering the small number of final studies, small study size and limited
number of aCL-positive subjects in primary studies, results from this study should be
cautiously interpreted. Their understanding is connected to the concepts and limitations

of metanalysis of observational studies.
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CONCLUSION

This systematic review and metanalysis of observational studies demonstrated an
association of moderate to high levels of aCL antibodies with PE in pregnant women
without autoimmune diseases. This association seemed to be more important among

cohort studies. There was no statistical evidence for publication bias in this work.
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3.3.1 Attachment 1 - Authors and antiphospholipid syndrome
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Jacob H. Rand
Joyce Rauch
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Robert A. S. Roubey
Marielle Sanmarco
Yaniv Sherer

Maria Tektonidou

Pierre Youinou
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3.3.2 Attachment 2 - Search strategy flow chart

Step 1: abstracts reviewed by first
author (do Prado, AD) and selected
for further reading if they fulfilled the
following criteria: cohort, case-control
or controlled cross-sectional studies;
healthy pregnant women as the
control group; both cases and controls
without autoimmune diseases; ELISA
immunoassay IgG and/or IgM aCL
antibody testing cutoff = 20 GPL or
MPL units; endpoint PE without
restriction of definition or stratification

of severity.

Keywords: 1 antiphospholipid
syndrome; 2 Hughes’ syndrome; 3
anticardiolipin antibodies; 4

antiphospholipid antibodies; 5 anti-
cardiolipin; 6 preeclampsia; 7 pre-
eclampsia

*Reasons for exclusion (PUBMED e
LILACS keywords): Step 1 criteria and
the following: studies about unrelated
issues to the association of aCL
antibodies and PE, narrative reviews
or guidelines, case reports or case
series and experimental research.

Step 2: 57 PUBMED and 7 LILACS
full text studies were reviewed by 2
authors (do Prado and Piovesan DM).
Inclusion in the metanalysis according
to Step 1 criteria. Disagrements were
solved after consensus and discussion
with third and fourth authors (Horta BL
and Staub HL).

Step 3: Data extraction from studies
included in the metanalysis by two
authors (do Prado AD and Piovesan
DM).

Step 4: Included studies quality
assessment (authors do Prado AD
and Piovesan DM) performed through
modified Downs and Black feasibility
checklist. Disagrements were solved
by third author (Horta BL).

After crossover of all PUBMED
keywords  and  excluding
duplicates: 76 studies for full-
text analysis

l

Reasons for exclusion: 21
studies (unrelated issues), 5
studies (narrative reviews) e 1
(duplicate publication)

l

After crossover of all LILACS
keywords: 7 studies were
selected for full-text review

J

53 PUBMED 07 LILACS

J

ISI Web of Knowledge citation
search (53 selected PUBMED
studies and all excluded reviews
and guidelines):

29 studies were retrieved (from
1282 entries; 1200 unrelated
issues; 50 reviews; 3 case
reports)

After crossing over with the 53
previously selected studies, 3
new studies were found.

4

Email to experts: 1 new study

Keyword Abstracts Abstracts Excluded* Selected for
October June 2009 full-text

PUBMED 2008 update analysis

1 6223 616 6828 11

2 1948 0 1947 1

3 4196 216 4360 52

|:> 4 6313 517 6798 32

5 621 44 661 4

6 22385 1601 23946 40

7 20285 1129 21387 27
Keyworid Abstracts Excluded* Selected for full-text

March analysis
LILACS 2009

1 261 261 0

2 13 13 0

3 112 108 4

4 229 226 3

5 0 0 0

6 1000 993 7

7 819 812 7

g

+ LILACS) = 68528 abstracts

Total abstracts (PUBMED October 2008 + June 2009 update

Total: 57 PUBMED 07 LILACS
studies for full-text review

—

the metanalysis

12 studies included in

**Some studies fullfilled more than one

exclusion criteria

g

52 excluded studies™*:

10 — insufficient data for measure of effect
estimate

9 — outcome other than PE

30 —aCL antibodies values cutoff <20 units
and/or ELISA immunoassay not used

9 — absence of healthy pregnant women as
control group

3 — study design other than cohort, case-
control or controlled cross-sectional

2 — full-text article not found for complete
review

5 — null studies (absence of positive aCL
antibodies in cases and controls)
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3.3.3 Attachment 3 - Modified Downs and Black Criteria

The maximal possible score is 17. Questions used for quality analysis in this work were

as follows:

1. Is the hypothesis/aim/objective of the study clearly described?

Yes=1 No=0

2. Are the main outcomes to be measured clearly described in the Introduction or
Methods section? If the main outcomes are first mentioned in the Results section, the
question should be answered no.

Yes=1 No=0

3. Are the characteristics of the patients included in the study clearly described?
In cohort studies and trials, inclusion and/or exclusion criteria should be given. In case-
control studies, a case-definition and the source for controls should be given.

Yes=1 No=0

5. Are the distributions of principal confounders in each group of subjects to be
compared clearly described?
A list of principal confounders is provided.

Sim=1 Parcialmente = 1 Nao=0

6. Are the main findings of the study clearly described? Simple outcome data (including
denominators and numerators) should be reported for all major findings so that the
reader can check the major analyses and conclusions.

(This question does not cover statistical tests which are considered below).

Yes=1 No=0

7. Does the study provide estimates of the random variability in the data for the main
outcomes?

In non normally distributed data the inter-quartile range of results should be reported.
In normally distributed data the

standard error, standard deviation or confidence intervals should be reported. If the
distribution of the data is not described, it must be assumed that the estimates used were
appropriate and the question should be answered yes.
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Yes=1 No=0

9. Have the characteristics of patients lost to follow-up been described? This should be
answered yes where there were no losses to follow-up or where losses to follow-up were
so small that findings would be unaffected by their inclusion. This should be answered
no where a study does not report the number of patients lost to follow-up.

Yes=1 No=0

10. Have actual probability values been reported( e.g. 0.035 rather than <0.05) for the
main outcomes except where the probability value is less than 0.001?

Yes=1 No=0

11. Were the subjects asked to participate in the study representative of the entire
population from which they were recruited? The study must identify the source
population for patients and describe how the patients were selected. Patients would be
representative if they comprised the entire source population, an unselected sample of
consecutive patients, or a random sample. Random sampling is only feasible where a
list of all members of the relevant population exists. Where a study does not report the
proportion of the source population from which the patients are derived, the question
should be answered as unable to determine.

Yes=1 No=0 Unable to determine = 0

16. If any of the results of the study were based on “data dredging”, was this made
clear? Any analyses that had not been planned at the outset of the study should be
clearly indicated. If no retrospective unplanned subgroup analyses were reported, then
answer yes.

Yes=1 No=0 Unable to determine =0

17. In trials and cohort studies, do the analyses adjust for different lengths of follow-up
of patients, or in case-control studies, is the time period between the intervention and
outcome the same for cases and controls ? Where follow-up was the same for all study
patients the answer should yes. If different lengths of follow-up were adjusted for by, for
example, survival analysis the answer should be yes. Studies where differences in
follow-up are ignored should be answered no.

Yes=1 No=0 Unable to determine =0

18. Were the statistical tests used to assess the main outcomes appropriate? The
statistical techniques used must be appropriate to the data. For example nonparametric
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methods should be used for small sample sizes. Where little statistical analysis has been
undertaken but where there is no evidence of bias, the question should be answered yes.
If the distribution of the data (normal or not) is not described it must be assumed that
the estimates used were appropriate and the question should be answered yes.

Yes=1 No=0 Unable to determine = 0

20. Were the main outcome measures used accurate (valid and reliable)? For studies
where the outcome measures are clearly described, the question should be answered
ves. For studies which refer to other work or that demonstrates the outcome measures
are accurate, the question should be answered as yes.

Yes=1 No=0 Unable to determine = 0

21. Were the patients in different intervention groups (trials and cohort studies) or were
the cases and controls (case-control studies) recruited from the same population?

For example, patients for all comparison groups should be selected from the same
hospital. The question should be answered unable to determine for cohort and
casecontrol studies where there is no information concerning the source of patients
included in the study.

Yes=1 No=0 Unable to determine =0

22. Were study subjects in different intervention groups (trials and cohort studies) or
were the cases and controls (case-control studies) recruited over the same period of
time? For a study which does not specify the time period over which patients were
recruited, the question should be answered as unable to determine.

Yes=1 No=0 Unable to determine = 0

25. Was there adequate adjustment for confounding in the analyses from which the
main findings were drawn? This question should be answered no for trials if: the main
conclusions of the study were based on analyses of treatment rather than intention to
treat; the distribution of known confounders in the different treatment groups was not
described; or the distribution of known confounders differed between the treatment
groups but was not taken into account in the analyses. In nonrandomized studies if the
effect of the main confounders was not investigated or confounding was demonstrated
but no adjustment was made in the final analyses the question should be answered as
no.

Yes=1 No=0 Unable to determine =0
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3.4 TABLES

126



3.4.1 Table 1 - Primary studies characteristics

Year/Author Country Quality* Study Design** Study Size***
1996 Allen USA 14 2 200
2005 Mello' Italy 17 2 804
2005 Mello' Italy 17 2 812
1989 Branch USA 13 2 143
1991 Harris USA 11 3 1210
2009 Facchinetti Italy 16 2 172
1997 Faden Italy 14 3 484
2000 Kupferminc Israel 16 2 189
2003 Lee® USA 15 2 234
2003 Lee® USA 15 2 209
1995 Yasuda® Japan 13 3 795
1995 Yasuda® Japan 13 3 789
1995 Yasuda® Japan 13 3 903
2001 Dreyfus France 13 2 540
1993 Pattison N Zealand 16 3 941
2002 Bowen South Africa 10 2 50

*Quality assessment through modified Downs and Black criteria. Maximum score = 17

** Case control study design = 2. Cohort study design = 3

***Study size = total number of participants, including cases and controls

1, 2 = articles appear twice because PE was divided in mild and severe

3 = article appears three times because PE was divided in mild, severe and total (mild + severe)
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3.4.2 Table 2 - Blood arterial pressure, proteinuria and severity

according to primary studies PE definitions

Year/Author PE Definiton
1996, Allen Blood pressure140/90 or increase in systolic blood pressure >30 and/or
diastolic blood pressure> 15; proteinuria 2100 mg/24h
PE severity not established
2005, Mello ACOG*

1989, Branch

1991, Harris

1997, Faden

2000, Kupferminc

2003, Lee

2001, Dreyfus

1995, Yasuda

1993, Pattison

2002, Bowen

2009, Facchinetti

Mild PE: blood pressure from 140/90 to160/110; dipstick proteinuria+1 a
++2 or 24h urine collection proteinuria from 300 to 5000 mg
Severe PE: blood pressure >160/110; dipstick proteinuria +3 to +4 or 24h

urine collection proteinuria > 5000 mg

Severe PE: diastolic blood pressure = 110; proteinuria 22 ++ **

PE definition not established
PE severity not established

NHBEPWG***
PE severity not established

ACOG 1996****
Severe PE: blood pressure = 160/110; proteinuria > 5g/24h urine collection

ACOG*

Mild PE: blood pressure from 140/90 to160/110; dipstick proteinuria+1 a
++2 or 24h urine collection proteinuria from 300 to 5000 mg

Severe PE: blood pressure >160/110; dipstick proteinuria +3 to +4 or 24h
urine collection proteinuria > 5000 mg

ACOG*
PE severity not established

ISSH **++*
PE severe hypertension: diastolic blood pressure = 120 mmHg in 1
occasion or 110 mmHg in 2 occasion 4h apart

PE severe proteinuria: proteinuria = 3g/24h urine collection

ACOG*
PE severity not established

ACOG*

PE severity not established

ACOG*

PE severity not established

*ACOG — American College of Obstetricians and Gynecologists '~

** Williams Obstetrics — Textbook of Obstetrics ¥

*** NHBEPWG — National High Blood Pressure Education Program Working Group ™
**** ACOG 1996 — 1996 American College of Obstetricians and Gynecologists %
****+%|SSH — International Society for the Study of Hypertension
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3.4.3 Table 3 - Subgroup metanalysis according to study size

Studies with fewer than Odds Ratio 95% Confidence Interval Weight (%)
200 subjects

Allen 2.348 0.785 -7.026 26.73
Branch 41.301 2.301 - 741.411 11.82
Facchinetti 0.654 0.170 -2.517 24.12
Kupferminc 10.285 0.486 —217.512 10.98
Bowen 0.609 0.196 — 1.891 26.35
Pooled Odds Ratio* 1.996 0.584 — 6.826 100.00
Studies with 201 or more Odds Ratio 95% Confidence Interval Weight (%)
subjects
Mello 1.876 1.233 —2.854 23.47
Harris 0.867 0.050 — 14.973 8.64
Faden 11.815 0.551 — 253.411 7.84
Lee 1.029 0.196 — 5.396 15.09
Yasuda 16.100 5.969 — 43.426 19.98
Dreyfus 2.705 0.599 - 12.216 16.14
Pattinson 30.300 1.851 — 496.069 8.85
Pooled Odds Ratio** 3.860 1.362 — 10.938 100.00

* DerSimonian and Laird Random Effect Model; Heterogeneity X’=11.61 (d.f.=4) P=0.020

I? (variation due to heterogeneity) = 65.6%; Estimate of between-study variance 7 =1.1598

*% DerSimonian and Laird Random Effect Model; Heterogeneity X% =21.89 (df.=6) P =0.001; I’
(variation due to heterogeneity) = 72.6%; Estimate of between-study variance 7 =1.1571
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3.4.4 Table 4 - Variables study design, study quality and study size

metaregression analysis

Variables b Adj R*
All studies 1.295
Study Design 0.520 59.83%
Study Quality 1.441 -11.23%
Study Size 0.792 38.83%
1° - estimate of between-study variance
Adj R? = Proportion of between-study variance explained
3.4.5 Table 5 - Case-control studies metanalysis
Study Odds Ratio 95% Confidence Interval Weight
Allen 2.348 0.785 - 7.026 15.86
Mello 1.876 1.233 - 2.854 28.65
Branch 41.301 2.301 -741.411 3.86
Facchinetti 0.654 0.170 - 2.517 12.52
Kupferminc 10.285 0.486 -217.512 3.50
Lee 1.029 0.196 - 5.396 9.49
Dreyfus 2.705 0.599 -12.216 10.81
Bowen 0.609 0.196 - 1.891 15.32
Pooled OR* 1.686 0.922 3.082 100.00
* DerSimonian e Laird Random Effect Method
Heterogeneity X° = 12.50 (d.f.=7) P =0.085
I? (variation intra study OR attributable to heterogeneity) = 44%
Estimate of between-study variance * = 0.285
3.4.6 Table 6 -Cohort studies metanalysis
Study Odds Ratio 95% Confidence Interval Weight
Harris 0.867 0.050 - 14.973 17.97
Faden 11.815 0.551 -253.411 16.16
Yasuda 16.100 5.969 43.426 47.42
Pattison 30.300 1.851 -496.069 18.45
Pooled OR* 10.182 2.422 - 42.807 100.00

* DerSimonian e Laird Random Effect Method

Heterogeneity X*=4.99 (d.f.=3) P=0.173

I? (variation intra study OR attributable to heterogeneity) = 39.9%
Estimate of between-study variance t* = 0.876
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3.5 FIGURES
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3.5.1 Figure 1 - All studies: any severity of PE

%
Author Year OR (95% CI) Weight
Allen 1996 = 235@0.78,7.03)  11.46
Mello 2005 = 1.88 (1.23,2.85) 1482
Branch 1989 E . 41.30 2.30, T41.41) 458
Harris 1991 0.87 0.05, 1497) 467
Facchinetti 2009 —— 0.650.17,252)  10.15
Faden 1997 ; 11.81 (0.55, 253.41) 4.20
Kupferminc 2000 : 10.28 (0.49, 217.51) 4.23
Lee 2003 —_— 1.03 0.20,5.40) 865
Yasuda 1995 p——— 16.10 (5.97, 43.43) 12.01
Dreyfus 2004 S 270 0.60,1222) 935
Pattison 1983 30.30 (1.85, 496.07) 4.79
Bowen 2002 —— 0.61{0.20,1.89)  11.27
Overall (-squared = 68.7%, p = 0.000) < 286(1.37,598)  100.00
|

NOTE : Weights are from random effects ﬂl'lﬂl‘,'?is
I

T T 1 T
A a1 10 30 100
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3.5.2 Figure 2 - Mild PE

Author Yea

Mello 2005

Les 2003

Yasuda 1995

Crverall {l-squared=70.8%, p=0033) <:

r

NOTE: Weights are fromrandom effects analysis

%

OR (95% CI) Weight

0.81(030, 1.23) 4538

0.92(0.08, 14.85) 20.37

5.75(121, ZF.25) 34.25

1.43({028, 7.33) 100.00

T
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3.5.3 Figure 3 - Severe PE

Author

Mello

Branch

Kupfermingc

Les

Yesuda

Crwverall {Fsguared = T0.2%, p=0.009)

MOTE: Weight are from random effects analysis
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%
OR [95% CI) Weight
3.83(2.12 6.9 30.85

41.30 (2.30, T4 .41) 13.58

10.28 (0.49, 217.51) 13.11

3.05 (0.34, 27.68) 18.31

57.50 (1292, 25585) 234

11.15 (2.68, 48.75) 100.00

T
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3.5.4 Figure 4 - Funnel Plot - all studies

Funnel plot with pseudo 95% confidence limits
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