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I. RESUMEN:

Los anticuerpos anticardiolipina (AcACL), estan implicados en la patogénesis del sindrome
antifosfolipido (SAF), ya que en los pacientes en quienes se detectan, tienen mayor riesgo
de presentar eventos trombdticos. Por esto su determinacion es Util para el diagndstico de
SAF. Objetivo: Determinar la utilidad del método ELISA para AcACL en el diagndstico de
SAF. Métodos: Realizamos un estudio de utilidad diagnostica de la prueba de ELISA para
AcACL de manera retrospectiva, transversal y descriptiva en pacientes menores de 18
afos con sospecha de SAF atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria basandonos en
los expedientes clinicos y resultados de laboratorio. Analisis estadistico: Determinamos
la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo de la prueba de ELISA
para AcACL. Analizamos su asociacion con las manifestaciones clinicas. Propusimos puntos
de corte Optimos para la prueba por curva ROC y arbol de particién. Resultados:
Corroboramos que la poblacion femenina es la mas afectada 3.9:1, incrementando su
incidencia conforme a mayor edad y titulos de AcACL. La trombocitopenia fue la
presentacion clinica mas frecuente asociandose a titulos elevados de AcCACL. Obtuvimos en
la prueba polivalente de AcCACL a punto de corte de 0.5 u (unidades de ACL/ml) una
especificidad del 62%, elevandose a 77% a un punto de corte de 0.64 u. Discusion:
Proponemos elevar el punto de corte a 0.64 u para mejorar la especificidad de la prueba.
Habra que realizar estudios posteriores de manera longitudinal con mayor poblacién para

analizar la relevancia de las subunidades de AcACL.



1. MARCO TEORICO:

A) ANTECEDENTES:

El sindrome antifosfolipido (SAF) se caracteriza por la asociacién entre trombosis arterial o
venosa con abortos recurrentes, trombocitopenia o trastornos neuroldgicos en presencia
de anticuerpos antifosfolipidos (AFL) circulantes, ya sean estos anticuerpos anticardiolipina
(ACL), Anticoagulante IGpico (AL) o anti-B2 glicoproteina I (2GPI). ¥

Los fendmenos trombdticos en nifios son raros ya que no presentan los mismos factores
de riesgo que tienen los adultos, por tal motivo se puede esperar una mayor incidencia de
SAF en pacientes pediatricos que han presentado algin fendmeno trombético. La edad de
mayor incidencia se reporta de los 8 a los 16 afios, existiendo dentro de su etiopatogenia,
una asociacion con el complejo mayor de histocompatibilidad, involucrando el HLA-DR7 y
el DR4 (los cuales se encuentran codificados en el gen DRB1, relacionado al gen DRB4
alterado en su alelo DRw53), que confieren una predisposicion para positivizar los AcACL.
De forma contraria, se ha visto que existe una asociacién negativa con el HLA-DR3.
Existen 2 grupos de SAF: El primario, en el cual no existe antecedente de enfermedad
autoinmune previa; y el secundario, el cual cursa con SAF y una enfermedad autoinmune

(en su gran mayoria lupus eritematoso sistémico (LES).



B) EN QUIEN DEBE BUSCARSE SINDROME ANTIFOSFOLIPIDO

Se debe buscar SAF en pacientes con el antecedente de trombosis, en especial si padecen
LES (ya que presentan AL en 61% y ACL en un 52%); asi como embarazadas con
fendmenos tromboticos o abortos recurrentes (el 48% presenta AL o ACL). Otras
enfermedades que cursan con anticuerpos positivos son el cancer (19%), el alcoholismo

(11%), la ateroesclerosis grave (6%), y la presencia de Ulceras en piernas (6%). &

El riesgo de presentar SAF en personas asintomaticas con anticuerpos positivos es del
2.5%. En nifios se han encontrado anticuerpos positivos de manera transitoria ante una
lesion endotelial, sin evidencia de que presenten mayor incidencia de fendmenos

trombdticos ni de enfermedades autoinmunes @

C) CUADRO CLINICO

Puede afectar a cualquier 6rgano. La trombosis venosa profunda es la manifestacién mas
frecuente en el 29-55%, presentando embolia pulmonar la mitad de estos. La trombosis
arterial es menos frecuente manifestandose como isquemia, infarto cerebral, coronario,
subclavio, renal o retiniano. ®

Otras manifestaciones del SAF incluyen trombocitopenia del 40-50%, anemia hemolitica
del 14-23% vy livedo reticularis del 11-22%. En ocasiones, pueden presentar afeccion renal
aungue esta se relaciona mas a LES siendo la hipertension arterial, el principal sintoma.

En un estudio se observé que los sitios de trombosis mas frecuentes en nifios fueron los

siguientes: )



Tejido vascular afectado Manifestacion clinica

Tejido venoso

Extremidades Trombosis venosa profunda, trombosis superficial.
Venas de grande calibre Trombosis de vena cava superior o inferior
Pulmones Tromboembolia pulmonar o hipertensiéon pulmonar
Piel Livedo reticularis

Cerebro Trombosis de seno venoso profundo

Glandula adrenal Enfermedad de Addison

Higado Budd-Chiari, hepatomegalia o elevacion de enzimas
Ojos Trombosis de vena retiniana

Tejido arterial

Cerebro Infarto, ataque isquémico transitorio

Rifdn Trombosis arteria renal y microangiopatia renal trombdtica
Extremidades Isquemia y gangrena

Corazon Infarto al miocardio

Higado Infarto hepatico

Intestino Trombosis arterial mesentérica

Médula Espinal Mielitis transversa

Ln



D) CRITERIOS PARA DIAGNOSTICO
CRITERIOS CLINICOS®.

1. Trombosis vascular: Uno o mas episodios de trombosis arterial, venosa o de
pequefios vasos en un tejido u organo. La trombosis debe ser confirmada por
imagen, estudio doppler o por histopatologia; con excepcién de la trombosis
venosa superficial. En el resultado histopatoldgico no debe de existir reaccion
inflamatoria.

2. Embarazo moérbido:

a. Una o mas muertes inexplicables de fetos normales (por USG o examen
directo) a partir de la 102 semana de edad gestacional.

b. Uno o mas nacimientos prematuros, morfoldgicamente normales a las 34
semanas de gestacion secundario a pre-eclampsia o insuficiencia
placentaria.

c. 3 0 mas abortos espontaneos antes de las 10 semanas de gestacidn

descartando causas hormonales o cromosomicas.



CRITERIOS DE LABORATORIO

1.

IgM o IgG de ACL en titulos medios o altos en 2 0 mas ocasiones con 6 semanas
de diferencia, por ELISA para ACL dependiente de B2GPI. ©®.
Escalante!” define dichos titulos en cuanto al tipo de Inmunoglobulina (Ig) en tanto

que Roubey® solo define los titulos de IgG de la siguiente manera:

Escalante Negativo Bajos Medios Altos
|

IgG ACL <20 21-30 31-70 >70

IgM ACL <11 12-20 21-35 >35

IgA ACL <22 23-35 36-60 >60

Roubey Negativo Bajo Moderado Alto

IgG ACL <10 10-19 20-80 >80

2. Anticoagulante lUpico presente en plasma en 2 0 mas ocasiones con 6 semanas

de diferencia de acuerdo a las guias de la Sociedad Internacional en trombosis y
hemostasis®.
a. Coagulacidon prolongada dependiente de fosfolipido demostrada en una
prueba de deteccion
b. Falla para corregir tiempos de coagulacion con plasma
c. Acortamiento del tiempo de coagulacion al agregar fosfolipido

d. Al excluir otras coagulopatias.



El diagndstico definitivo de SAF requiere la presencia de por lo menos uno de los criterios
clinicos y uno de los criterios de laboratorio. Sin embargo estos criterios son para
poblacion adulta y no han sido evaluados en nifos, lo que provoca un fracaso en el

diagndstico en pacientes pediatricos con sospecha de SAF primario (**®).

E. CLASIFICACION EN BASE A LOS CRITERIOS:
SAF DEFINIDO:
Dos 0 mas de los siguientes criterios:
a) Pérdida fetal recurrente, b) Trombosis venosa, c) Trombosis arterial, d) Ulceras en
piernas, e) Livedo reticularis, f) Anemia hemolitica, g) Trombocitopenia,
b) Niveles elevados de antifosfolipidos (IgG 6 IgM >5 DS). .
SAF PROBABLE:
a) Dos o mas manifestaciones clinicas,

b) Niveles elevados de aPL (IgG 6 IgM >2 DS)®,



F) ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDO

El SAF se caracteriza por la presencia de anticuerpos que se unen a fosfolipidos y
proteinas de la coagulacidon, llamados anticuerpos antifosfolipidos, como lo son el
anticoagulante lUpico, los ACACL y el anti- B2GPI.

El primer anticuerpo antifosfolipido encontrado, fue un anticuerpo que fija el complemento
y reacciona con extracto de corazon bovino.

Este anticuerpo, se detectd en un inicio en pacientes con sifilis, y se le llamé ACL (que es
un fosfolipido mitocondrial). En un inicio se detectaba mediante la prueba de VDRL, pero
en 1983 se desarroll6 un inmunoensayo mas sensible. Sin embargo, a principios de la
década de los 90's, se encontré que para la union del autoanticuerpo con la cardiolipina,
se requeria en el plasma la presencia de la proteina B2GPI unida a la cardiolipina.“? La
B2GPI, actia como un anticoagulante natural cuya deficiencia no confiere riesgo de
trombosis ni limita en un pequeno porcentaje, la unién de proteinas a fosfolipidos.

Estos autoanticuerpos, se unen a fosfolipidos de membrana, como respuesta a una lesion
endotelial o por expresion de sus blancos de membrana. La unidn de autoanticuerpos
induce la activacién de la membrana endotelial por moléculas de adhesién, citoquinas y
prostaciclinas. Los AFL reconocen a la B2GPI que se encuentra en el endotelio (endotelio-2
GPI) o bien presenta reaccion cruzada con proteinas liberadas ante una lesiéon endotelial
por oxidacidon (que se produce ante la oxidacion de las LDL), activando los macréfagos
que producen el dafio endotelial.*?

Ademas, en el desarrollo de estos eventos, se presenta alguna de las siguientes: (1)
deficiencia de proteina S adquirida, (2) mayor resistencia general de proteina C activa, (3)
mayor nivel en el factor del tejido o actividad, o (4) incremento en la activacion de

protrombina. Todo esto contribuye al desarrollo de trombosis.



Existen polimorfismos que contribuyen al desarrollo de trombosis, asi como otros que
confieren proteccidon contra la penetrancia protrombética, como lo es el gen promotor de
factor tisular (que disminuye el factor tisular de plasma) asi como una mutacién del gen

del factor XIII que confiere proteccién miocardica.

Los AFL, son herramientas clave para el diagndstico, sin embargo existen anticuerpos que
pueden asociarse con procesos infecciosos o neoplasicos pudiendo resultar en falsos
positivos.®

Aun no se ha logrado la identificacion de anticuerpos patoldgicos especificos para un
epitope, que predigan por ejemplo, el riesgo de trombosis. Sin embargo, la gran mayoria
de los anticuerpos, estan dirigidos contra epitopes directos de la 32GPI o protrombina ©
Los anticuerpos requieren de blancos especificos para realizar su funcion los cuales se han
tratado de identificar por laboratorio resultando en procesos muy complicados por el
manejo que requieren in vitro, de manera que la deteccién de AFL sigue siendo la clave
para el diagndstico. Existen AFL no patogénicos que circulan como anticuerpos naturales y
presentan distinta especificidad ante la invasion de las membranas vasculares por virus u
otros patdgenos, como es el caso del anticuerpo asociado a Sifilis o HIV que no confieren

riesgo de trombosis.®

Los anticuerpos anticoagulantes lUpicos, se identifican por ensayos de coagulaciéon en los
cuales el tiempo de formacion del trombo estda prolongado. En contraste, la unidén de
cardiolipina o B2GPI es detectada por ELISA, midiendo la reactividad inmunolégica a un
fosfolipido (cardiolipina) o a una proteina de unién a fosfolipido (B2GPI).

Los AFL, contribuyen a la anticoagulacion asi como procoagulantes.
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Las pruebas para su diagndstico son las siguientes:

1. Tiempo parcial de tromboplastina activado. Este presenta dos pasos dependientes
de fosfolipido, que son la conversién del factor X a Xa y la conversién de
protrombina a trombina, presenta una sensibilidad del 50% por lo que resulta un
método de deteccion apropiado mas no tan sensible para diagndstico.

2. Tiempo modificado de Veneno Viperino Russell. Es dependiente de factor V y X
pudiendo usarse como prueba de deteccion inicial, siendo resistente a la deficiencia
de factores. Activa al factor X, la Textarina, el Taipan y el veneno Ecarino activan
directamente la protrombina requiriendo de la presencia de fosfolipidos y Calcio.®*?

3. Tiempo de coagulacion kaolin. El kaolin actta activando la superficie de fosfolipido,

sin embargo no tiene la sensibilidad del TTPa

4. Prueba de Inhibicién de tromboplastina tisular.*?

A pesar de los meritorios esfuerzos internacionales por generalizar la prueba ELISA, la
deteccion de los AFL no esta bien estandarizada, ya que exhiben un espectro amplio que
reconoce diversos fosfolipidos o proteinas de unidn a fosfolipidos.®)

En la deteccion de ACL, el método mas efectivo es el ELISA, que realiza la cuantificacion

de titulos de anticuerpos y la determinacion del isotipo del mismo (IgA, IgM o IgG).

El primer paso del ELISA, consiste en la aplicacién de fosfolipido cargado negativamente
(cardiolipina) o fosfatidilserina. Este se agrega a suero bovino o albimina bovina y se
aplica el suero del paciente (que debe contener la B2GPI) y luego se incuba, aplicandose
los Ac anti-IgG y anti-IgM. Por Ultimo se agrega una enzima que ante la reaccién, cambia

de color, de modo que puede ser interpretada. % ®

11



El kit de ELISA "QUANTA lite” es un kit comercial, trabajado y valorado en el INP, desde

mayo de 1997 cuya descripcién se da en la seccidon de anexos.

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

El diagndstico de SAF, debe realizarse mediante la asociacion de riesgos trombdticos y
anticuerpos ACL u otros antifosfolipidos, especialmente si se combinan con prueba positiva
para anticoagulante lUpico. Se ha visto que en ciertos estudios, hasta un 83.9% de los
pacientes con SAF, pueden presentar anticuerpos de anticardiolipina. Se refiere que
presenta mas sensibilidad que los demdas AFL, siendo a su vez la menos costosa.®) En
cuanto a su especificidad se ha visto que aumenta con titulos mayores de IgG (por arriba
de 65) en comparacién con IgM o IgA.” sin embargo cabe recordar que requiere de la
B2GPI para aumentar su especificidad y no unirse a otros proteinas como es el caso de
Sifilis. Cuando se cuenta con Inmunoensayo anti-B2GPI, parece que mejora la sensibilidad
en busqueda de casos nuevos pero no comparado con los ACL.® Cuando se encuentran
en titulos medio altos, los ACL correlacionan de igual manera en cuanto a especificidad
para trombosis en comparacién con los anti-p2GPIL. ©

Escalante’ encontré en cuanto a sensibilidad y especificidad de los anticuerpos ACL lo

siguiente:

Sensibilidad 83 35 26

Especificidad 61 85 92

En dicha tabla, observamos una mayor sensibilidad con la IgG



Heather en su estudio del SAF primario, estudid otros AFL como el anticuerpo
antifosfolipido (aPL) (una combinaciéon de fosfolipidos, en especial fosfatidilserina), la
B2GPI y el anticoagulante lupico (LAC) citando tanto su sensibilidad como su especificidad

conforme a titulos de IgG e IgM. Cuyos resultados incluyo a continuacion:

APL % B2GPI % LAC %
|
Sensibilidad 54 42 61
Especificidad 71 84 72

Existen otras pruebas que pueden realizarse como los anticuerpos anti-fosfatidilserina o
anti-fosfatidiletanolamina, sin embargo existen estudios que no corroboran un aumento en

la sensibilidad para el diagnéstico de SAF. 3

En pacientes en quienes se sospecha SAF, y en quienes tienen una prueba previa
negativa, debe de usarse 3 pruebas como la de la antifosfatidilserina y anti-
fosfatidiletanolamina o bien anticoagulante lUpico, (la sensibilidad puede ser incrementada
usando diferentes pruebas de anticoagulante IUpico, incluido el KCT) para su busqueda.
Pueden realizarse anticuerpos anti-protrombina, proteina S y anexina V debido a su fuerte

asociacion con fendmenos trombéticos, siendo un tanto més especificos.

En un seguimiento de 4 afios con 321 mujeres sanas con anticuerpos antifosfolipidos, se
vio que las pacientes con IgM o bajo nivel de anticuerpos IgG ACL no tenian riesgo de
desordenes relacionados con antifosfolipidos. Sin embargo, las pacientes que presentan
titulos altos de IgG (mayor 65) deben ser reevaluadas si desarrollan nuevos o recurrentes

sintomas clinicos que sugieran SAF. ®



G) DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

En caso de trombosis, deben disminuirse los factores procoagulantes como son la
presencia de éstasis, lesidon vascular y uso de anticonceptivos. Existen entidades que se
asocian al SAF como el sindrome nefrotico, valvulopatias, sindrome urémico hemolitico,
purpura trombocitopénica trombdtica o microangiopatia trombdtica.

Existen entidades que se asocian a la presencia de AFL como son la endocarditis,
enfermedades autoinmunes como LES, Artritis reumatoide, Sjogren, Behcet, psoriasis,
anemia hemolitica, Guillian Barre; infecciones como malaria, varicela, hepatitis, sifilis,
tuberculosis, y entidades como linfoma, o relacionadas con farmacos que elevan a su vez

titulos de AFL, por lo cual deben de incluirse en el diagnéstico diferencial.t* 1)

H) SINDROME ANTIFOSFOLIPIDO CATASTROFICO

En esta entidad, se encuentran involucrados multiples érganos, recibiendo el nombre de
tormenta trombdtica o catastroéfica. Tiene una incidencia de 0.8%, y se diagnostica cuando
se encuentran involucrados 3 o mas drganos con afeccion microangiopatica trombdtica
aguda (de pequefio calibre). 50% se encuentra en los rifiones, pulmones, SNC, corazon y
piel pudiéndose complicar con CID en el 25% de los casos. Por laboratorio, se caracteriza
por prolongacién de TP y TTP, niveles bajos de fibrindgeno, proteina C, antitrombina III,

asi como elevacion de dimeros. La mortalidad alcanza a 50% de los afectados. ©

14



1) MANIFESTACIONES OBSTETRICAS

El riesgo de pérdida gestacional durante el embarazo es mayor a partir de la 10a semana
de gestacién, comprobandose un mayor riesgo de tener un producto prematuro
secundario a complicaciones como hipertension arterial sistémica o insuficiencia Utero-
placentaria. ©

No se ha comprobado que los anticuerpos antifosfolipidos tengan valor predictivo para el
numero de nacimientos bien logrados, tiempo gestacional, o peso de la mujer.

J) TRATAMIENTO

Consiste en dar profilaxis y tratamiento de la microangiopatia trombdtica. La completa
anticoagulacion es la meta del tratamiento del SAF en pacientes con manifestaciones
trombdticas. Una vez que el resultado de un paciente es positivo, El tratamiento inicial se
da con heparina (5,000 UI de heparina, 2 veces al dia) o heparina de bajo peso molecular
seguida por warfarina, con el fin de disminuir la recurrencia de trombosis arterial y
venosa. Debe mantenerse una dosis que asegure un INR arriba de 2-2.9. El uso de
warfarina reduce significantemente la tasa de recurrencia de trombosis, la cual en 8 afios
puede ser hasta 0%, siendo que si se suspende aumenta al 50% en 2 afios. ©

No ha sido concluyente que el ASA a bajas dosis prevenga la trombosis recurrente, sin
embargo se recomienda su uso agregado a Warfarina. La dosis debe ser de 325 mg/dia
para disminuir el riesgo de trombosis, existen estudios en los cuales se refiere que no
confiere proteccion en hombres con trombosis profunda ni TEP, Unicamente se ha visto
proteccion en mujeres con pérdidas fetales previas. Con el uso de hidroxicloroquina se ha
visto proteccién contra trombosis en pacientes con LES y SAF secundario. %

El sindrome catastrofico debe manejarse con anticoagulantes, siendo en estos casos en

donde se encuentra en estudio el uso de plasmaféresis.

15



111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

En el SAF la presencia de trombosis es la manifestacion clinica caracteristica, sin embargo
a nivel molecular intervienen varios tipos de anticuerpos lo cual hace dificil la identificacion
de uno especifico para la enfermedad. Existen otros factores que alteran la presencia de
estos anticuerpos como son las infecciones o las neoplasias que pueden dar falsos
positivos.® Otro factor a considerar es la edad y poblacién estudiada, ante lo cual hay
poco descrito tanto de la presencia de estos anticuerpos y de su manifestacion clinica en
poblacién pediatrica mexicana.

En el Instituto Nacional de Pediatria se realiza la identificacion de algunos de estos
anticuerpos entre ellos los AcACL que por lo reportado en la literatura es mas sensible y su

proceso es menos costoso.®

16



1V. PREGUNTAS DE INVESTIGACION:
¢Cual es la sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA usada en el laboratorio de
inmunologia para la deteccidon de anticuerpos ACL en el diagndstico de SAF en pacientes

del Instituto Nacional de Pediatria?

¢Existe asociacion entre alguna de las manifestaciones clinicas del SAF y la presencia de

alguno de los isotipos (IgM o IgG) de anticuerpos ACL?

¢Cudl es el punto de corte que nos ofrece mayor sensibilidad y especificidad de esta

prueba para el diagnostico de SAF en nuestra poblacién hospitalaria?

17



V. JUSTIFICACION

Con este trabajo de investigacion, buscamos establecer cuales son los puntos de corte que
nos ofrezcan mayor sensibilidad y especificidad de la prueba utilizada para la
determinacidn de anticuerpos ACL en nuestro hospital, ya que los valores reportados en la
literatura de los métodos de deteccién de anticuerpos ACL para el diagnostico de SAF son
muy variados, debido a la falta de estandarizacién del método a nivel mundial y nacional,
asi como por grupos de edad. Con esto y con los recursos que disponemos buscamos
encontrar los valores de corte que se aproximen mas a la realidad de nuestra poblacion

pediatrica mexicana y asi mejorar la certeza en el diagndstico.

18



V1. OBJETIVOS:
Objetivo general:
Determinar la utilidad del método de ELISA para la determinacidon de anticuerpos ACL
en su forma polivalente e isotipos IgM e IgG, para el diagndstico de SAF en los

pacientes atendidos en el INP.

Objetivos especificos:
1. Determinar la sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y negativo
del método de ELISA para determinacion de anticuerpos ACL polivalente, isotipo

IgM e IgG para el diagndstico de SAF.

2. Evaluar la asociacion entre los diferentes isotipos de anticuerpos ACL y las

manifestaciones clinicas.

3. Establecer el punto de corte donde el método ofrezca una mejor utilidad

diagnostica en nuestra poblacion.

19



VII. HIPOTESIS:
1. La prueba de ELISA para determinacion de anticuerpos ACL tiene una sensibilidad
mayor del 83% y especificidad mayor del 85% (tanto IgM como IgG de acuerdo a

Escalante) para el diagndstico de SAF en ninos.
2. Existe asociacion entre la presencia de manifestaciones clinicas (trombocitopenia,
anemia hemolitica y trombosis) con la presencia de titulos elevados de anticuerpos

ACL.

3. El punto de corte que ofrece una mayor sensibilidad y especificidad es > 0.5 para

AcACL polivalente y >20 unidades de subunidades GPL y MPL de AcACL

20



VIIl. MATERIAL Y METODOS
Criterios de inclusion.
1. Todos los pacientes menores de 18 anos de edad, que se les haya realizado la
prueba de ELISA para deteccion de anticuerpos ACL.
2. Cualquier género.
3. Que el expediente clinico esté completo y disponible.
4. Periodo comprendido del 1° de mayo 2003 - 30 de junio 2004
Criterios de exclusion.

1. Expedientes que estén incompletos.

Clasificacion del estudio de investigacion (tipo y disefio del estudio)
Estudio de prueba diagndstica, retrospectivo, transversal, descriptivo y observacional para

la evaluacidn de una prueba para diagnostico de SAF

Descripcién general del estudio:

Los expedientes de los pacientes del Instituto Nacional de Pediatria, que cumplieron los
criterios de seleccidon fueron revisados por un residente de Pediatria médica, quien
confrontd los resultados de la prueba de ELISA recolectados de la libreta de laboratorio
con el expediente clinico correspondiente bajo la tutoria del Jefe de servicio de
Inmunologia y con la colaboracién de la quimica farmaco bidloga quien realiza las pruebas
en el laboratorio. La informacién fue registrada en las hojas de recoleccidn, y

posteriormente se construyo la base de datos para llevar a cabo el analisis estadistico.
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Variables:

VARIABLES DE INTERES PARA LA CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Las variables usadas para obtener la sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA
para determinacién de anticuerpos ACL fueron las siguientes.

1. Variable independiente: presencia o no de anticuerpos ACL positivos (punto de
corte para positivo >= 0.5 para polivalente y >=20 para subunidades IgG e IgM)
(nominal)

2. Variable dependiente: presencia o no de alguna manifestacion clinica positiva
(nominal)

Las variables que se usaron para valorar la asociacion entre las manifestaciones clinicas
(presencia de trombocitopenia, anemia hemolitica y trombosis) con la presencia de titulos
elevados de anticuerpos ACL.

1. Variable independiente titulos polivalentes de anticuerpos ACL (continua)

2. Variable dependiente manifestacion clinica (nominal) standard de oro

Las variables que se usaron para obtener el punto de corte que ofrece una mayor
sensibilidad y especificidad en la polivalente y subunidades fueron:

1. Variable independiente titulos de polivalente y subunidades IgG e IgM (continua)

2. Variable dependiente la presencia de manifestacion clinica positiva (nominal)

VARIABLES DEMOGRAFICAS
- Género: Nominal, Masculino/femenino

- Edad: Continua, en afios 0-18.9
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VARIABLES DE MANIFESTACIONES CLINICAS DE SAF (nominales:
presente/ausente)
Variable de SAF clinico positivo:
Diagndstico clinico de SAF (nominal: positivo/negativo)
I. La presencia de uno o mas episodios de trombosis arterial, venosa o de pequenos vasos
dentro de cualquier érgano o tejido.
1. Trombosis de arteria renal.
2. Infarto renal.
3. Microangiopatia trombotica renal.
4. Trombosis venosa de SNC.
5. Trombosis de senos venosos cerebrales.
6. Oclusién de arterias cerebrales (ataque isquémico transitorio e infarto).
7. Trombosis profunda de extremidades inferiores (venosa o arterial).
8. Isquemia o gangrena de extremidades.
9. Isquemia digital.
10. Ulceras.
11. Embolismo pulmonar.
12. Microtrobosis pulmonar (hemorragia alveolar).
13. Hipertension pulmonar.
14. Trombosis de vena de retina.
15. Embolismo de venas hepaticas.
16. Infarto hepatico.

17. Trombosis de arteria mesentérica.
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18. Trombosis coronaria.
19. Infarto del miocardio.

20. Insuficiencia valvular mitral o adrtica.

I1. O por la presencia de:
1. Anemia hemolitica con Coombs positivo.
2. Trombocitopenia.
3. Enfermedad de Addison (infarto o hemorragia adrenal).
4. Sx. de Budd Chiari.
5. Mielopatia transversa.
6. Corea.
7. Livedo reticularis.
8. Alteraciones neuropsiquiatricas.
9. Necrosis avascular de hueso.

10. Migraia.

III. O datos de SAF catastrofico:

1. SAF catastrofico (Sindrome de dificultad respiratoria del adulto o en el nifio con

falla multiorganica y oclusion vascular mdltiple).
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Descripcion del estudio

Durante la realizacion del estudio se llevaron a cabo los siguientes pasos:

1. De las libretas de concentracién del laboratorio de Inmunologia se obtuvo una
relacion de todos los pacientes que se sometieron a determinacion de anticuerpos
ACL mediante ELISA para diagndstico de SAF, de los cuales algunos incluyeron
isotipos IgM e IgG.

2. Se obtuvieron los resultados de cada una de las pruebas en forma polivalente asi
como en unidades MPL y GPL de anticuerpos ACL.

3. Posteriormente en el expediente clinico se obtuvo informacién sobre el cuadro
clinico del paciente en el momento de la realizacién de la prueba diagndstica,
recolectando los datos sugestivos de SAF.

4. Se recabaron los resultados de laboratorio de cada una de las pruebas realizadas.

5. Se confirmo finalmente el diagndstico de sindrome antifosfolipido.

6. Se vaciaron los datos clinicos y de laboratorio de cada paciente en una base de
datos en el programa Excel para Windows 2003.

7. Los datos fueron analizados por medio del paquete estadistico JMP IN 5.1 de SAS
Institute, Inc.

8. Los resultados son motivo de una tesis de especialidad en Pediatria médica.
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Recursos:

A) Humanos:

Se realizara la recopilacion de datos en un formato de recoleccién de informacion (ANEXO
I) y posteriormente se capturaran en el programa Excel para Windows 2000 por la

tesista.

B) Materiales:
Libretas de concentracion del laboratorio de Inmunologia y expedientes del archivo del

Instituto Nacional de Pediatria.

C) Financieros:

No se requirieron recursos financieros, lo necesario se encontrd disponible.

Aspecto ético:
Al tratarse de un estudio retrospectivo basado en los registros hospitalarios, la
confidencialidad es el Unico aspecto ético pertinente el cual ha sido respetado desde el

inicio del estudio.

Carta de consentimiento informado:

No se requirio.
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IX. ANALISIS ESTADISTICO E INTERPRETACION DE LOS DATOS
A) Tamarfio de la muestra
Calculamos el tamafio de muestra para estimar la sensibilidad y especificidad de AcACL
para el diagndstico de SAF con la siguiente precision, de acuerdo con la férmula
presentada por Ruiz A et al.;7:
= 4Tpisc (1- Tlpisc )ZZ 1-0/2 /14/)(2
Donde,
a= 0.05

Toisc= 0.3 que sugerimos como probabilidad estimada de desacuerdo
W, = 0.1 como la amplitud del intervalo de confianza

Z= 1.96, para establecer la estimacién por el intervalo de confianza de 95%
n=4(0.3) (1- 0.3) 1.96%/0.17

n= 323
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B) Método estadistico
Se determind la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo a partir de los datos organizados en la tabla de contingencia tanto para ACL

polivalente y subclases.

Estandar de oro positivo Estandar de oro negativo
|
N Verdaderos positivos Falsos positivos

Prueba positiva

(a) (b)

_ Falsos negativos Verdaderos negativos

Prueba negativa

(c) (d)

a) La sensibilidad : a/(a+c)
b) La especificidad: d/ (b+d).
c) El valor predictivo positivo: a/(a+b).

d) El valor predictivo negativo: d/(c+d).

Una vez obtenido lo anterior se realizd por curva ROC el analisis del mejor valor de ACL
(polivalente y subclases) obtenido con los niveles de referencia. Posteriormente se

corroboraron los resultados mediante el andlisis de regresién logistica y arbol de particion



X. RESULTADOS

1. Se reviso la libreta de pruebas de laboratorio de Inmunologia del Instituto Nacional de
Pediatria, obteniéndose un total de 423 pruebas de ELISA del 27 de mayo del 2003 al 07
de junio del 2004. Estas 423 pruebas corresponden a 217 pacientes de quienes se
revisaron los expedientes excluyéndose un total de 57 debido a las condiciones del mismo
(siendo que no estuviera disponible, completo o bien que no hubiera sido visto por el
departamento de Inmunologia). Del restante se obtuvieron en total 325 pruebas de ELISA
para AcACL cumpliendo el tamano de muestra calculado en 323 casos. Estas 325 pruebas
corresponden a 160 pacientes, de los cuales 126 fueron mujeres (259 pruebas) y 34
hombres (66 pruebas).

Del total de pacientes, el rango de edad varid de los 6 meses hasta los 18 afios, siendo la
mediana de 14.0 con un rango intercuartil de 5.0, con un predominio de sexo femenino en
3.9:1.0. De estas 325 pruebas, 196 se encontraban catalogados como SAF al momento de
revisar los expedientes, sin embargo algunos de ellos fueron solo por sospecha
diagnostica. El rango de AcACL vari6 en la prueba polivalente de 0.076-3.696 U/ml, siendo

la mediana 0.459 y rango intercuartil de 0.440. (Figura 1)

2. Se confrontaron los datos obtenidos de pacientes con prueba polivalente de AcACL
positiva y negativa (punto de corte 0.5) con aquellos pacientes con caracteristicas clinicas
presentes o ausentes, considerando al criterio clinico como Standard de oro. (Cuadro 1,
Figura 2).

Se obtuvo una sensibilidad del 70%, especificidad del 62% con VPP 37%, VPN del 86%,

Prevalencia: 24% y Exactitud: 0.63, LR+ =1.84, LR- =0.48 (likelihood ratio)
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3. Posteriormente se analizaron cada una de las manifestaciones clinicas al momento de
realizar la toma de la muestra para AcACL de cada paciente, encontrando que de los 325
pacientes, 79 presentaron manifestaciones clinicas positivas 24.3%. (Figura 3). De estos
pacientes, 74 presentaron 1 sola manifestacién clinica, 5 presentaron 2 caracteristicas
clinicas y 2 presentaron 3 caracteristicas clinicas positivas. (Figura 4).

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes en orden progresivo fueron la presencia de
trombocitopenia, anemia hemolitica y la oclusiéon de arterias cerebrales, sin embargo no
en todos los casos tuvieron prueba positiva de ELISA para AcACL (Cuadro 2). No obstante
se observd una asociacion significativa entre los titulos de la prueba de ELISA para AcACL
y la presencia de manifestaciones clinicas, lo cual nos comprueba que a mayor titulaje de
AcACL mayor es la probabilidad de presentar el cuadro clinico (Figura 5,6 y 7).

Al analizar a las subunidades IgM e IgG de AcACL encontramos estas pruebas en 76
pacientes de 325 (Esto es debido a que solo se realizan en pacientes con prueba
polivalente positiva). De estos pacientes, 61 tuvieron IgM positiva y 27 tuvieron IgG
positiva. Posteriormente se estudid la asociacion de titulos de IgM e IgG de AcACL con el
diagnostico de SAF clinico y encontramos dos modelos de regresién logistica significativos,
lo cual corrobora que a mayor punto de corte de subunidades, mayor es la probabilidad de
presentar la enfermedad (Figura 8 y 9).

Se observo la frecuencia de manifestaciones clinicas por cada subunidad de AcACL (cuadro
3), encontrando diferencia significativa en la presencia de trombocitopenia con mayor
proporcién para IgG positiva (p=0.0384). En el resto de manifestaciones no se encontrd
diferencia significativa, sin embargo no es concluyente debido al reducido tamafio de

muestra
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4. Se obtuvo por curva ROC el valor de corte para AcACL polivalente con mayor
sensibilidad y especificidad en 0.642 (Figura 10). Se calculd una sensibilidad de 57%,
especificidad de 77%, VPP de 36%, VPN de 89%. Prevalencia: 24% y Exactitud: 0.60,

LR+ =2.48, LR- =0.56 (Cuadro 4).

5. Se confrontaron los datos obtenidos de pacientes con subclases IgM de AcACL positiva
y negativa con aquellos pacientes con caracteristicas clinicas presentes o ausentes,
considerando al criterio clinico como Standard de oro (Cuadro 5, Figura 11).

Se calculd una sensibilidad del 89%, especificidad del 24% con VPP de 39%, VPN de 80%,

Prevalencia: 35% y Exactitud: 0.47, LR+ =1.17, LR- =0.46

6. Por curva ROC se obtuvo un valor de corte de mayor sensibilidad y especificidad para
IgM AcACL en 45 (Figura 12, Cuadro 6)
Con este valor obtendriamos una sensibilidad de 81% y especificidad del 63%, con VPP

del 55%, VPN del 86%, Prevalencia: 35% y Exactitud: 0.69, LR+ =2.19, LR- =0.30.

7. Se confrontaron los datos obtenidos de pacientes con subclases IgG de ACL positiva y
negativa con aquellos pacientes con caracteristicas clinicas presentes o ausentes,
considerando al criterio clinico como Standard de oro (Cuadro 7, Figura 13).

Se calculd una sensibilidad del 59%, Especificidad del 77% con VPP 59%, VPN del 77%,

Prevalencia: 35% y Exactitud: 0.71, LR+ =2.56, LR- =0.53.
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8. Por curva ROC se obtuvo un valor de corte de mayor sensibilidad y especificidad siendo
en 24 (Figura 14, Cuadro 8)
Con este valor propuesto, obtendriamos una sensibilidad del 56%, especificidad del 86%,

VPP del 68%, VPN del 78%, Prevalencia: 35% y Exactitud: 0.75, LR+ =4.0, LR- =0.51.

9. Al realizar el andlisis por arbol de particién, obtuvimos la interaccién de edad, con
niveles de anticardiolipina polivalente y subclases IgM e IgG (Figura 15). Por este método
observamos que a un valor de AcACL > 1.631 la probabilidad de presentar el diagndstico
clinico es del 80%. A partir de este nivel hay una mayor probabilidad de tener el
diagnostico hasta niveles de AcACL de 2.937. En el grupo de AcACL < 1.631, se observd
gue en menores de 7 afios aumenta la probabilidad de SAF (80%), siendo que en mayores
de 7 afos es menor la probabilidad, disminuyendo aliin mas con IgM < 45. Esto
corroboraria con el valor que obtuvimos por curva ROC de dicha prueba, contraponiéndose
al valor de corte establecido por el laboratorio fabricante de la prueba. Por tal motivo
resulta importante realizar mas estudios que incluyan mas casos de IgM para confirmar
este hallazgo.
10. Por regresion logistica se obtuvo la formula siguiente:

0.4854 + -2.23874950679692 * :ACL Tr + 0.0046 * :EDAD Tr

+ (:ACL Tr - (-0.3661)) * (( :EDAD Tr - 13.9993) * 0.27590)

+ Match( :SEXO, 0, -0.1412, 1, 0.1412 .)

+ (:ACL Tr - (-0.3661)) * Match( :SEXO, 0, 0.9196, 1, -0.9196, .)

+ ( :EDAD Tr - 13.9993) * Match( :SEXO, 0, -0.0585, 1, 0.0585, .)

+ (:ACL Tr - (-0.3661))*(( :EDAD Tr - 13.9993) * Match( :SEXO, 0, 0.4005, 1, -0.4005, .))
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Debido al tipo de area bajo la curva que obtuvimos tuvimos que transformar ACL
obteniendo la formula 2((1/(5VACL))-1) resultando por prueba de bondad de ajuste de W
Shapiro-Wilk un valor de 0.0841 con la siguiente combinacion al realizar la interaccion
entre el sexo, edad y AcACL transformada.

Corroboramos que la interaccion en mujeres de edad mayor con incremento gradual de
AcACL a partir de 0.425, aumenta la probabilidad de presentar un cuadro clinico positivo,
siendo que a menor edad el incremento de niveles de ACL es gradual conforme aumenta
la probabilidad de presentar la enfermedad, sin un valor de AcACL en especifico. En
varones observamos que aquellos con mayor edad tienen una menor probabilidad de
presentar SAF, en tanto que en los menores aumenta la probabilidad a puntos de corte de

0.329 a 1.285 (Cuadro 9, Figura 16).
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X1. DISCUSION

Dentro de nuestra poblacion, la mayoria de nuestros pacientes fueron mujeres con una
relacion 3.9:1.0 con una mediana de 14 afios (6 meses a 18 afios) y una intercuartil de 5
anos.

En nuestro hospital realizamos de inicio pruebas polivalentes de AcACL a los pacientes con
sospecha de SAF. Obtuvimos al punto de corte de 0.5 u/ml una sensibilidad del 70% y
especificidad del 62% encontrandose por debajo de lo reportado en la literatura, con VPP
37% Y VPN del 86%. Por lo que proponemos en nuestro estudio mejorar estos resultados
elevando el punto de corte a 0.642 u/ml. Con esto lograriamos elevar la especificidad a
77%, manteniendo un VPP de 36% y VPN de 89%, a expensas de disminuir la sensibilidad
a 57%, mejorando la razén de grados de probabilidad positiva a 2.48, con la razén de

grados de probabilidad negativa en 0.56. (Cuadro 10).

En cuanto a las subunidades de IgM e IgG, tomamos un valor de 20u como positivo para
la prueba tal y como lo indica el fabricante y lo analizamos (Cuadro 11), obteniendo
posteriormente los puntos de corte con mejores resultados, siendo que elevamos para IgG
la especificidad a 86% a un punto de corte de 24u en comparacion con 77% a 20u y para
IgM se mantuvo la sensibilidad de 89 a 81% mejorando la especificidad de 24% a 63% a
un punto de corte de 45, al analizar para ambas pruebas la razdn de grados de

probabilidad se mejord con los puntos de corte propuestos.
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Con lo anterior, podemos deducir que al realizar ambas pruebas podemos obtener a un
valor de IgG de 24 una especificidad del 86% y a un valor de IgM de 20 una sensibilidad
hasta del 89%, lo cual se acercaria a los valores de nuestra hipodtesis inicial, sin embargo

debido a que el nimero de casos de subunidades disminuyd en comparacion a los que

obtuvimos con la polivalente, sugerimos incluir un nimero mayor de pacientes para
corroborar la verdadera tendencia de las subunidades y asi poder corroborar estos

resultados.

Dentro de las manifestaciones clinicas analizadas, existen algunas que pueden
corresponder al mismo paciente ya que algunas pruebas podian ser del mismo paciente en
distinto tiempo de la enfermedad. Esto se debe tomar en cuenta ya que la presentacion
clinica de SAF varia de paciente a paciente y pudiera ser que la frecuencia obtenida fuera
sesgada por el nimero de pruebas por paciente. Sin embargo pudimos comprobar que en
el paciente pediatrico las manifestaciones clinicas mas frecuentes no fueron las trombosis
sino la presencia de trombocitopenia con los titulos de Ac mas elevados, seguida de
anemia hemolitica y en menor proporcién pero con titulos altos la presencia de oclusion de
arterias cerebrales y trombosis venosa profunda. En todos estos casos existe una fuerte
asociacion entre titulos elevados de AcACL polivalente e incluso de subunidades con la
presencia de estas manifestaciones. Solo en la presencia de trombocitopenia, encontramos

asociacion con IgG positivo, no encontrandola en el resto de las manifestaciones clinicas.
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Por arbol de particion y regresion logistica confirmamos que a titulos mas altos de ACL
mayor probabilidad de presentar la enfermedad, siendo en las mujeres en quienes a
mayor edad vy titulos elevados de ACL mayor probabilidad tienen de padecer SAF. Por el
contrario observamos que la poblacion masculina ademas de ser menor que la femenina,
presentd mayor probabilidad de padecer SAF en la poblacion de menor edad con titulos
mas elevados, sin embargo esto puede deberse a que en nuestro estudio la muestra
masculina positiva para la enfermedad fue tan solo de 10 casos de los cuales 5
corresponden al mismo paciente. A su vez el rango de edad varié de 3-15 afos siendo la
media de 12 y mediana de 13 (Cuadro 12). Ante estos resultados, no consideramos que
tengamos una adecuada representacion de la poblacion masculina en los extremos de
edad, por lo que se deberd estudiar posteriormente una muestra masculina mas

representativa.

Es importante considerar que el diagnostico de SAF conforme al Consenso Internacional g,
depende de la presencia de un criterio clinico asi como de laboratorio, por lo que al incluir
Unicamente a los AcACL en nuestro estudio, puede servir como fundamento para
compararse con otros anticuerpos y a su vez corroborar en el tiempo, la evolucion de la

enfermedad de nuestros pacientes para asi disminuir la probabilidad de falsos positivos.

En cuanto a subunidades de AcACL IgM e IgG, es primordial incluir un nUmero mayor de
pacientes para mejorar conforme lo visto en nuestro estudio el diagndstico de SAF en la
poblacién pedidtrica y asi ayudarnos a esclarecer muchas de las variantes en su

diagndstico.
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XI11. ANEXOS
ANEXO 1
Tablas y Cuadros

Cuadro 1. Prueba AcACL a 0.5 u/ml y presencia de manifestacion clinica

MANIFESTACION CLINICA

PRUEBA  AUSENTE PRESENTE TOTAL

NEGATIVA 152 24 176
POSITIVA 94 55 149
TOTAL 246 79 325

Cuadro 2. Numero de casos por manifestaciones clinicas y correlacién con

prueba AcACL positiva

Manifestacion clinica  No. de casos de 79 Prueba de AcACL

ositiva

Trombocitopenia 54 33
Anemia hemolitica 14 13
Oclusion de arterias

7 4
cerebrales
Migrana 4 4
Livedo reticularis 3 3
Trombosis venosa

2 2
profunda
Corea 2 2
Gangrena 1 1
Ulceras 1 1

37



Cuadro 3. Presencia de manifestaciones clinicas por subunidades positivas IgM

e 1gG de AcACL

IgM positiva IgG positiva p
n=61 n=27 likelihood ratio

Trombocitopenia 13 (21%) 9 (33%) 0.0384
Anemia hemolitica 5 (8%) 3 (11%) 0.4498
Oclusidn arteria

cerebral 3 (5%) 2 (7%) 0.4311
Migrana 3 (5%) 2 (7%) 0.4311
Livedo reticularis 2 (3%) 2 (7%) 0.1695
Trombosis venosa o o

profunda 2 (3%) 2 (7%) 0.1695
Gangrena 1 (2%) 1 (4%) 0.3387
Ulceras 1 (2%) 1 (4%) 0.3387
Corea 1 (2%) 1 (4%) 0.3387

Cuadro 4. Prueba AcACL a 0.642 u/ml y presencia de manifestacion clinica

MANIFESTACION CLINICA

PRUEBA  AUSENTE PRESENTE TOTAL

NEGATIVA 135 17 152
POSITIVA 111 62 173
TOTAL 246 79 325
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Cuadro 5. Prueba de subunidad IgM de AcACL a 20 uMPL/ml y presencia de

manifestacion clinica

MANIFESTACION CLINICA

PRUEBA  AUSENTE PRESENTE TOTAL

NEGATIVA 12 3 15
POSITIVA 37 24 61
TOTAL 49 27 76

Cuadro 6. Prueba de subunidad IgM de AcACL a 45 uMPL/ml y presencia de

manifestacion clinica

MANIFESTACION CLINICA

PRUEBA  AUSENTE PRESENTE TOTAL

NEGATIVA 31 5 36
POSITIVA 18 22 40
TOTAL 49 27 76
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Cuadro 7. Prueba de subunidad 1gG de AcACL a 20 uGPL/ml y presencia de

manifestacion clinica

MANIFESTACION CLINICA

PRUEBA  AUSENTE PRESENTE TOTAL

NEGATIVA 38 11 49
POSITIVA 11 16 27
TOTAL 49 27 76

Cuadro 8. Prueba de subunidad 1gG de AcACL a 24 uGPL/ml y presencia de

manifestacion clinica

MANIFESTACION CLINICA

PRUEBA  AUSENTE PRESENTE TOTAL

NEGATIVA 42 12 54
POSITIVA 7 15 22
TOTAL 49 27 76
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Cuadro 9. Reultados de la probabilidad de presentar SAF en relacion al sexo,

edad y titulos de prueba polivalente de ACACL por regresion logistica

SEXO EDAD Ac ACL tr Probabilidad de [l)r_esentar el
cuadro clinico

Incremento gradual a partir de

Femenino - Mayor valor de ACL >0.425 Mayor
Femenino Menor Incremento gradual Mayor
Masculino  Mayor Alto Menor
Masculino Menor Incremento desde 0.329-1.285 Mayor

Cuadro 10. Comparacion de resultados de puntos de corte de ACACL a 0.5 y

0.642

Prueba  Valor corte Sensibilidad  Especificidad VPP VPN
|
AcACL + 0.5u 70% 62% 37% 86%
AcACL + 0.642u 57% 77% 36% 89%

. |
4



Cuadro 11. Comparacion de resultados de puntos de corte de subunidades de
IgM e IgG

Valor corte  Sensibilidad  Especificidad VPP VPN

IgGACL  24u (20u) 569% (59%) 86% (77%) 68% (59%) 78% (77%)

IgMACL ~ 45u (20u) 819% (89%) 63% (24%) 55% (39%) 86% (80%0)
|

Cuadro 12. Poblacion masculina enferma

No. Paciente Edad ACL
1 15 0.584
2 14 1.033
2 13 1.631
2 13 1.354
2 13 2.359
2 13 0.645
3 13 0.780
4 13 0.756
5 11 0.672
6 3 0.682
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Figuras y graficos

Figura 1. Distribucion de AcACL polivalente
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Figura 2. AcACL positiva a 0.5 u/ml y presencia o no de manifestacion clinica
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Figura 3. Distribucion de presencia o no de manifestaciones clinicas
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Figura 4. Distribucion de numero de manifestaciones clinicas por paciente

Figura 5. Ajuste al modelo logistico de Manifestaciones clinicas de trombosis
con ACL
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Figura 6. Ajuste al modelo logistico de Manifestaciones clinicas relacionadas
a trombosis (anemia hemolitica, corea, migrafia) con ACL
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Figura 7. Ajuste al modelo logistico de Manifestaciones clinicas de trombocitopenia con
ACL
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Figura 8. Asociacién de manifestacion clinica e IgM AcACL
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Figura 10. Curva ROC para obtener punto de corte para AcACL (area bajo la curva de

0.697)
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Figura 11. IgM de AcACL positiva a 20 uMPL/ml y presencia o no de manifestacién clinica
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Figura 12. Curva ROC para obtener punto de corte de subunidad IgM de AcACL (area

bajo la curva 0.702)
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Figura 13. IgG de AcACL positiva a 20 uMPL/ml y presencia o no de

manifestacion clinica.
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Figura 14. Curva ROC para punto de corte de subunidad IgG de AcACL (area bajo la

curva 0.724)
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Figura 15. Arbol de particion
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Figura 16. Esquemas de correlacion entre la probabilidad de SAF con la

interaccién del sexo, edad y titulos de AcCACL por regresion logistica
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Anexo 2

HOJA DE RECOLECCION DE INFORMACION

DATOS GENERALES:

Nombre del paciente:

No. de Registro:

Edad:

Sexo:

DIAGNOSTICO DE INGRESO:

CUADRO CLINICO:

RINON:

Trombosis de arteria renal

Infarto renal

Microangiopatia trombética renal

SNC:

Trombosis venosa de SNC

Senos venosos cerebrales

Oclusion de arterias cerebrales

Ataques isquémicos transitorios
Infartos

EXTREMIDADES:

Trombosis profunda de extremidades inferiores
Venosa
Arterial

Isquemia o gangrena de extremidades

Isquemia digital

Ulceras

PULMON:

Embolismo pulmonar

Microtrombosis pulmonar (hemorragia alveolar)

Hipertension pulmonar

RETINA:

SI_NO_
SI_NO_
SI_ NO_

SI_ NO_
SI_ NO_

SI_ NO_
SI_ NO_

SI_ NO_
SI_NO_
SI_ NO_
SI_NO_
SI_NO_

SI_ NO_

SI_ NO_
SI_ NO_
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Trombosis de vena de retina SI_ NO_
HIGADO E INTESTINO:

Embolismo de venas hepaticas SI_ NO_
Infarto hepatico SI_NO_
Trombosis de arteria mesentérica SI_ NO_
CORAZON:

Trombosis coronaria SI_NO_
Infarto del miocardio SI_NO_
Insuficiencia valvular mitral o adrtica SI_NO_
OTRAS MANIFESTACIONES:

Anemia hemolitica con Coombs positivo SI_NO _
Trombocitopenia SI_ NO_
Enfermedad de Addison (infarto o hemorragia adrenal) SI_ NO_
Sx. de Budd Chiari SI_NO_
Mielopatia transversa SI_ NO_
Corea SI_NO_
Livedo reticularis SI_NO_
Alteraciones neuropsiquiatricas SI_ NO_
Necrosis avascular de hueso SI_NO_
Migrafa SI_NO_

SAF CATASTROFICO:

Sindrome de dificultad respiratoria del adulto en el nifio con falla multiorganica y oclusién
vascular multiple SI_ NO_
CRITERIO PARA REALIZACION DE ELISA:

RESULTADOS DE PRUEBAS DE LABORATORIO:

POSITIVO [POLIVANTE |MPL GPL NEGATIVO

Anticuerpos
ACL

DIAGNOSTICO FINAL:
Sindrome antifosfolipido:
Si/No
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Anexo 3

Descripcion de la prueba Quanta Lite:

Se valora la prueba de ELISA QUANTA Lite™ para determinacién de anticuerpos ACL en
unidades MPL (IgM) y en unidades GPL (IgG). De la cual se cuenta con 30 controles
sanos.

ELISA QUANTA Lite™ ACL es una prueba de ELISA para la deteccién en suero humano de
anticuerpos ACL, utilizando la técnica de emparedado de ELISA. Existe una prueba para
cada isotipo IgM o IgG.

Se utilizan placas de plastico con pequefios pozos cubiertos con cardiolipina purificada y
estabilizada (para prevencion de la unidn de los Ac al pozo, se agrega albumina de suero
bovino)

- Inicialmente se coloca en un tubo de ensayo 5 uL del suero del paciente en 500 puL de
diluyente para obtener una dilucién 1:100.

- Por otra parte en un pozo de la placa se agregan 100 puL del reactivo comercial con
anticuerpos IgM 6 IgG que constituyen los controles positivos IgM e IgG respectivamente.
- A otro pozo se agregan 100 pL de suero de un control negativo, que tiene ausencia de
anticuerpos (del cual se cuenta con 30 controles sanos).

- 'Y finalmente de la dilucién 1:100 del suero del paciente se toman 100 pL que se colocan
en un pozo para determinacidon de IgM y otro para IgG.

- Se esperan 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente, durante este periodo los
anticuerpos IgM 6 IgG ACL presentes en el suero se unen a la cardiolipina.

- Posteriormente se decanta, mediante la realizacion de 3 lavados con PBS twin (solucion
de lavado).

- Luego se agregan 100 uL de conjugado (IgM 6 IgG ACL marcada y conjugada con
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peroxidasa —HRP-).

- Se deja 30 minutos con el conjugado.

- Se lava nuevamente por 3 ocasiones con PBS-twin (material de lavado), para remover
todo material no unido. La proteina no unida es removida mediante un proceso de lavado
y la IgM 6 IgG ACL marcada y conjugada con peroxidasa ya esta adherida a los pozos.

- Luego se agrega tetrametilbencidina que es el revelador o cromdgeno, sustrato de la
peroxidasa, el cual sufre un cambio de coloracién en la presencia de la enzima conjugada
adquiriendo un color azul.

- Se deja en reposo 30 minutos.

- Posteriormente se cambia el pH al agregar acido sulfurico 100 uL, cambiando el color a
amarillo.

- Se lee posteriormente en el lector de ELISA a un filtro de 450 nm., mediante una lectura
de absorbancia.

- Finalmente se determina la presencia o ausencia de anticuerpos IgM 6 IgG ACL
comparando la densidad dptica de la muestra interpolandola con la curva de calibracion.

- Los resultados obtenidos son reportados en unidades MPL 6 GPL/ml.
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Anexo 4
DEFINICIONES OPERACIONALES:
1. SAF clinico: se refiere a la presencia de alguna de las 31 manifestaciones clinica
gue se incluya dentro del apartado de "variables de manifestaciones clinicas de

SAF". Variable nominal (positivo/negativo).

2. Anticuerpos ACL: Presencia de anticuerpos para ACL en su forma polivalente o por
isotipo IgG y/o IgM, detectado por el método de ELISA QUANTA Lite™ ACL y que
corresponde a "variables de interés para la contrastacién de hipdtesis". Variable
nominal (positivo/negativo) o bien continua tanto para su forma polivalente como

de subclases IgG e IgM

3. Género: Condicidn organica que distingue lo masculino de lo femenino,
determinado por las caracteristicas fenotipicas y genotipicas del individuo. Variable

nominal (masculino/femenino)

4. Edad: Unidad de tiempo transcurrido desde el nacimiento hasta el momento de su

estudio. Variable continua (anos)

5. Trombosis: Oclusidon trombodtica de cualquier arteria, vena o capilar y que
dependiendo del sitio de presentacion se describe en "variables de manifestaciones
clinicas de SAF" como embolismo de venas hepaticas, embolismo pulmonar,
microangiopatia trombdtica renal, trombosis de arteria renal, trombosis venosa de
SNC, trombosis de senos venosos cerebrales, trombosis profunda de extremidades
inferiores (venosa o arterial), microtrombosis pulmonar (hemorragia alveolar),
trombosis de vena de retina, trombosis de arteria mesentérica, trombosis

coronaria, Sx. de Budd Chiari. Variable nominal (positivo/negativa)
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10.

11.

12.

13.

Livedo reticularis: Moteado purpurico de la piel, sobre todo de extremidades.

Variable nominal (positivo/negativa)

Migrafa: Cefalea sin alteracién organica aparente que no responde a analgésicos
comunes. Variable nominal (positivo/negativa)

Ataque isquémico transitorio: Episodios Unicos o intermitentes de disminucion de la
funcibn motora, causada por isquemia cerebral transitoria. Variable nominal

(positivo/negativa)

Accidente cerebrovascular: Hemorragia o infarto cerebral demostrado por pruebas

de gabinete. Variable nominal (positivo/negativa)

Mielitis transversa: Proceso inflamatorio agudo que afecta médula espinal, con

patrén ascendente, progresivo. Variable nominal (positivo/negativa)

Infarto: datos clinicos, laboratorio o paraclinicos que determinen la presencia de un
area circunscrita de necrosis tisular isquémica debida a flujo sanguineo inadecuado
y que dependiendo del sitio de presentacion se describen en "variables de
manifestaciones clinicas de SAF" como infarto renal, infarto hepatico o infarto del
miocardio, oclusion de arterias cerebrales, enfermedad de Addison (infarto o

hemorragia adrenal). Variable nominal (positivo/negativa)

Isquemia: Disminucién local del aporte de sangre, a causa de obstruccion del flujo
de sangre arterial y que dependiendo del sitio de presentacién se describen en
"variables de manifestaciones clinicas de SAF" como isquemia o gangrena de

extremidades e isquemia digital. Variable nominal (positivo/negativa)

Gangrena: Necrosis de una parte del cuerpo, causada por insuficiencia del riego

sanguineo. Variable nominal (positivo/negativa)
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Ulceras: Interrupcion de la continuidad de la superficie epitelial. Variable nominal
(positivo/negativa)
Corea: Movimientos amplios, arritmicos, involuntarios, de tipo potente, rapido,

saltdn y de breve duracion. Variable nominal (positivo/negativa)

Trombocitopenia: Disminucion del nimero absoluto de plaquetas por debajo de

valores normales. Variable nominal (positivo/negativa)

Necrosis avascular de hueso: flujo sanguineo inadecuado a cierto tejido dseo que

produce muerte celular. Variable nominal (positivo/negativa)

Insuficiencia valvular mitral o adrtica: cierre incompleto valvular que permite flujo

sanguineo a través de la misma. Variable nominal (positivo/negativo)

Hipertension pulmonar: presencia de elevacién de la presion de la circulacién
menor o falla de cavidades derechas del corazdén. Variable nominal

(positivo/negativo)

Anemia hemolitica con Coombs positivo: disminucién de la concentracién de
hemoglobina por debajo de los limites para la edad. Variable nominal

(positivo/negativo)

Alteraciones neuropsiquiatricas: alteracion en cuanto a la psique (mente). Variable

nominal (positivo/negativo)

SAF catastrofico: Sindrome de dificultad respiratoria del adulto en el nifio con falla

multiorganica y oclusion vascular multiple. Variable nominal (positivo/negativo)
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Anexo 5

All Rows
Cout GhLeve Prol
7698.897888 0.6447
1 0.3553
ACL>=1.631 ACL<1.631
Cout GhLeve Prol Coul GhiLeve Prop
1515.012003  0.20Q0 6168.050097  0.7541
1 0.8000 1 0.2489
ACL<2.937 ACL>=2.937 EDAD<7 EDAD>=7
Coul GhLeve Prop Coul GhLeve Prop| Coul GhiLeve Pro| Coul G*Leve Prol
106.5016585 0.1000 56.7301167  0.4000| 55.00402842 0.20Q0 5655.486089 0.803
1 0.9090 1 0.6040] 1 0.80Q0 1 0.196
Candidates
1
ACL>=1.631
Count G2 Level Prob
15 15.012073 0 0.2000
1 0.8000
ACL<2.937 ACL>=2.937
Count G2 Level Prob Count G"2 Level Prob
10 6.5016595 0 0.1000 5 6.7301167 0 0.4000
1 0.9000 1 0.6000
ACL>=2.493 ACL<2.493
Count G2 Level Prob Count G2 Level Prob
5 00 0.0000 5 5.0040242 0 0.2000
1 1.0000 1 0.8000
EDAD<7
b Count G"2 Level Prob
0 5 5.0040242 0 0.2000
0 1 0.8000
Candidates
Term Candidate G2
ACL 0
EDAD 0
SEXO 0
IGM 0
IGG 0
Constrained by minimum size
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ACL<1.631
Count G2 Level Prob
61 68.050097 0 0.7541
1 0.2459
EDAD>=7
Count G*2 Level Prob
56 55.486069 0 0.8036
1 0.1964
IGM>=45 IGM<45
Count G*2 Level Prob Count G*2 Level
23 29.720163 0 0.6522 33 20.105982 0
1 0.3478
IGM>=45
Count G2 Level Prob
23 29720163 0 0.6522
1 0.3478
IGM<150 IGM>=150
Count G"2 Level Prob Count G"2 Level Prob
13 17.944828 O 0.4615 10 6.5016595 0 0.9000
1 0.5385 1 0.1000
ACL>=0.666 ACL<0.666 ACL>=0.969 ACL<0.969
Count G"2 Level Prob Count G"2 Level Prob Count G2 Level Prob Count G2 Level Prob
8 89973623 0 0.2500 5 5.0040242 0 0.8000 5 5.0040242 0 0.8000 5 00 1.0000
1 0.7500 1 0.2000 1 0.2000 1 0.0000
IGM<45
Count G"2  Level Prob
33 20.105982 0 0.9091
1 0.0909
IGM<15 IGM>=15
Count G2 Level Prob Count G2 Level Prob
13 14.045308 0 0.7692 20 0 0 1.0000
1 0.2308 1 0.0000
I
I I
ACL>=0.756 ACL<0.756
Count G2 Level Prob Count G*2  Level Prob
6 8.3177662 0 0.5000 7 0 0 1.0000
1 0.5000 1 0.0000
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