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INTRODUCCION

El sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SAAF) constituye la trombofilia adquirida mas
frecuente en nuestra poblacion y se establece cuando se presenta un evento clinico:
trombosis arteriales 0 venosas en jovenes sin causas justificadas, en las mujeres, la
presentacion puede ser con trombosis o por pérdidas gestacionales de repeticion sin
causas relacionadas a los productos o padres; ademas de los eventos clinicos, debe
establecerse la presencia y persistencia de anticuerpos antifosfolipidos (AAFL). Es
importante la persistencia, ya que las diferentes pruebas para su deteccion, reaccionan de
forma cruzada en procesos inflamatorios o infecciosos, incluso por la accion de diferentes
medicamentos. Es preciso establecer el diagnostico confiable de la enfermedad debido a
que la confirmacién del sindrome condicionar4 que el paciente reciba anticoagulantes
orales a largo plazo, ya que el riesgo de trombosis sera permanente y la asociacion del
Sindrome con otros factores incrementa el riesgo de trombosis, lo que pone en peligro la
vida del paciente.

El Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez es un hospital de concentracion que
incluye pacientes con diferentes tipos de enfermedades cardiovasculares, reumatolégicas y
autoinmunes que requieren del diagndstico preciso y confiable de los AAFL cuando se
sospecha de su presencia ya que la posibilidad de emitir resultados falsos negativos,
implica un riesgo muy alto para la poblacion de estudio.

Actualmente existen diferentes pruebas de tipo coagulométricas e inmunoenzimaticas para
la deteccion de los AAFL. Si bien la estandarizacion de las pruebas inmunoenzimaticas
para la deteccion de aCL y anti-2GP1 ha tomado particular importancia, el presente
trabajo so6lo se enfocara en la evaluacion de una prueba para la deteccion de AL de
reciente introducciéon al mercado nacional: Tiempo de Coagulacion con Silica (SCT por sus

siglas en inglés) de la compafia Instrumentation Laboratory Werfen®, cuya capacidad de



deteccion se probd en muestras de pacientes que fueron previamente trabajadas con el

método del tiempo de veneno de vibora de Russell diluido (TVVRA).

MARCO TEORICO

Sindrome de Anticuerpos Antifosfolipidos

El sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SAAF) es una enfermedad autoinmune,
multisistémica, caracterizada por trombosis venosas y/o arteriales recurrentes en personas
jovenes, en las mujeres, ademas de la trombosis, puede presentar pérdidas fetales
recurrentes que deben estudiarse para descartar fuentes inherentes al producto o la
madre; frecuentemente se acompafia con trombocitopenia moderada. Su diagndstico se
establece por el antecedente de un factor clinico asociado a la presencia persistente de
anticuerpos antifosfolipidos (AAFL), que pueden ser anticuerpos anticardiolipina (aCL),
anti-B2-glicoproteinal (a-B2GP1) y/o el llamado Anticoagulante Lipico (AL).! Existen muy
diversas manifestaciones clinicas en pacientes con SAAF e involucran practicamente
cualquier érgano, incluyendo corazon, pulmones, piel, cerebro, higado, bazo y rifiones.
Clasificacion del SAAF
» Primario: cuando no esté asociado a enfermedades autoinmunes.
» Secundario: en presencia de Lupus Eritematoso Sistémico (LES) o alguna otra
enfermedad autoinmune.
» Catastrofico: se define como una forma agresiva del SAAF caracterizado por
trombosis generalizada que ocurre en varios sitios de la vasculatura, a menudo
resulta en falla multiorganica que progresa rapidamente, esta frecuentemente

asociado con una morbi-mortalidad significativa.t



Fisiopatologia
La fisiopatologia del SAAF es compleja y estd caracterizada por un estado de
hipercoagulabilidad por lo que se presentan episodios de trombosis arterial, venosa o de
pequefios vasos, en las mujeres se presenta también con alteraciones en el embarazo.
El mecanismo de accion de los anticuerpos antifosfolipidos no se ha dilucidado
completamente. Sin embargo, una de las teorias mas aceptadas hasta el momento dice
gue los anticuerpos se dirigen a los fosfolipidos (FL) cargados negativamente, localizados
en las membranas de células endoteliales, monocitos y plaquetas en momentos claves del
ciclo celular como en la apoptosis 0 en la activacion, en el caso de plaquetas. Al fijarse los
anticuerpos, se generan sefiales intracelulares cuyo efecto final induce la expresién de
moléculas de adhesion que a aumentan la expresion de factor tisular (FT) que lleva al
paciente a un estado protromboético.?
Entre los mecanismos fisiopatologicos del SAAF se conocen las alteraciones en las
reacciones de las vias de inhibicion de la coagulacién asi como en la fibrinolitica, en donde
interfieren con la actividad de diversas proteinas reguladoras del sistema hemostatico,
tales como:
» Proteina C (PC): La PC es una glicoproteina tipo serpina (inhibidor serin proteasa),
de sintesis hepdatica y vitamino K dependiente,® actla como anticoagulante natural
en su forma activa. Para su activacién requiere la presencia de trombina, calcio y
FL; se requiere el complejo trombina-trombomodulina que facilita la unién de la PC a
su receptor endotelial (re-PC), una vez unida a la membrana, la PC actta sobre el
factor V activado, cuando en el complejo participa la proteina S, el complejo
enzimatico es capaz de inhibir al factor VIII activado (fVllla), disminuyendo la

generacion de trombina y por consiguiente la formacién de coagulos.*



> Inhibicion de la Proteina S (PS): La PS es un cofactor de la PC, que facilita la
actividad de la PCa sobre el fVllla por la formacién de un complejo [PCa — PS] sobre
las superficies de los FL, ambas proteinas requieren del segundo grupo carboxilo
gue reciben a través del ciclo de la vitamina K y les da funcionalidad para fijarse a la
superficie de fosfolipidos.?

» Antitrombina (AT): La trombina es la enzima que se encarga de eliminar los
fibrinopéptidos del fibrinbgeno para generar mondmeros de fibrina (MF). Esta
enzima es regulada por la AT que fija a la trombina en la superficie de células
endoteliales. En el SAAF los AAFL se unen a la trombina impidiendo la unién de la
AT lo que provoca una excesiva activacion de la enzima, que a su vez culmina con
la estabilizacién de los coagulos.*

» Plasmina: Tiene como finalidad la digestion de la fibrina, desnaturalizando los
coagulos. En el SAAF, algunos anticuerpos de isotipo IgG se unen a la plasmina
entorpeciendo su funcién, prolongando la vida media de los coagulos y aumentando
el riesgo de trombosis.*

> Activador tisular del plasminégeno (t-PA): Es una proteina perteneciente a las serin
proteasas que se encuentra en las células endoteliales, encargada de catalizar la
conversion de plasmindgeno en plasmina, los AAFL se unen al t-PA impidiendo
dicha conversion lo que favorece la permanencia del coagulo.*?

Como se observa, los efectos que favorecen la trombosis via AAFL, abarcan desde la
activacion de la coagulacion, facilitando la permanencia de los coagulos, su, crecimiento,
incontrolado asi como la inhibicién de los mecanismos que los desnaturalizan.

Otro mecanismo donde interfieren los AAFL, es el de la anexina A5 (AnxA5), potente
proteina anticoagulante que forma un escudo sobre las superficies y bloques de células

endoteliales para su disponibilidad en reacciones de coagulacion. Los AAFL interrumpen la



union de la AnxA5 permitiendo que se generen reacciones de coagulacion en las
superficies celulares®. La activacion del sistema del complemento por AAFL también
promueve un estado de hipercoagulabilidad por inflamacion.

La activacion de neutréfilos favorece la expresion de FT y la liberacion de trampas de
neutrofilos extracelulares (NET’s) e interleucina-8 (IL-8) son mecanismos importantes de
trombosis asociada a AAFL.®

Otros mecanismos fisiopatoldgicos del SAAF son los que involucran a los anticuerpos anti-
CL y anti-B2GP1. Los anti-CL estan dirigidos contra los complejos FL-proteinas de las
membranas celulares, para su unién, estos anticuerpos requieren la presencia de la
B2GP1. Dentro de los mecanismos fisiopatologicos propuestos para anti-CL se encuentran
la interferencia con la produccion endotelial de prostaciclina, interferencia de la via de la
trombomodulina, interferencia en la funcion de la AT, promocion de la activaciéon
plaguetaria con la interaccion mediada por FL o por interferencia en el paso de
prekalikreina a kalikreina.

Por otro lado, se ha demostrado que la B2GP1 posee propiedades anticoagulantes, debido
a que la union de los anticuerpos anti-B2GP1a la 2GP1aumenta la afinidad de esta ultima
a los FL aniénicos delas membranas celulares, se establece una competencia con la
B2GP1 libre con el complejo por los FL con carga negativa, alterando las reacciones
hemostaticas.’

Naturalmente, la B2GP1 tiene una configuracion en la que algunos epitopes se encuentran
ocultos. Tras el contacto de la B2GP1 con los FL, se realiza un cambio conformacional, que
expondra los epitopes que a su vez jugaran el papel de antigenos para los anticuerpos
anti-B2GP1 (Fig. 1). El complejo [FL-B2GP1 y anti-B2GP1] activa a las células endoteliales,
monocitos, plaquetas y células trofoblasticas, cuyo efecto final favorece la trombosis.

Particularmente, las células trofoblasticas pierden la capacidad de proliferar, invadir la



pared uterina y secretar la hormona gonadotropina coriénica humana (HCG), causando
pérdidas fetales.?
Figura 1. Modelo de activacion celular para anticuerpos anti-B2GP1.
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La B2GP1 circula en plasma en configuracion cerrada.
Modificadade: Tripodi A, de Groot PG, Pengo V. Antiphospholipid syndrome: laboratory detection, mechanisms of action
and treatment.J. Intern Med.2011.

Criterios de Diagnéstico del SAAF

Como ya se menciond anteriormente, en el SAAF se presentan diversas manifestaciones
clinicas que no necesariamente se relacionan con eventos trombaéticos, estas incluyen
lesiones en una valvula cardiaca, livedo reticularis, trombocitopenia idiopéatica y
manifestaciones neurolégicas como la corea, la epilepsia y la mielopatia transversa'!
también puede presentarse nefropatia, esta variedad de manifestaciones puede ocurrir en
muchas otras condiciones y no necesariamente en el SAAF lo que dificulta su diagndstico
particularmente cuando las caracteristicas clinicas clasicas estan ausentes.

En 1999 se establecieron los criterios preliminares para el diagnéstico del SAAF en
Sapporo Japoén, posteriormente se establecieron los criterios de diagndstico actuales en el

11° Congreso Internacional sobre AAFL en Sydney Australia®, en donde expertos
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propusieron algunas modificaciones a los criterios, tal como la inclusion de anticuerpos
anti-B2GP1.1° El objetivo principal de este grupo de trabajo fue examinar los resultados de
las pruebas de laboratorio y su asociacion con las manifestaciones clinicas.

Para establecer el diagndstico del SAAF se requiere la presencia de al menos un criterio

clinico y un criterio de laboratorio.'!

Los pacientes que cumplen los criterios deben ser estratificados de acuerdo a las causas

contribuyentes de la trombosis.

P Trombosis vascular: uno o mas episodios clinicos de trombosis arterial, venosa o de
pequefios vasos en cualquier tejido u érgano (validados objetivamente mediante
estudios imagenologicos o por histopatologia).

P Complicaciones del embarazo:

= Una o mas muertes inexplicables de fetos morfol6gicamente normales a las 10
semanas 0 mas de gestacién, con morfologia fetal normal, o

= Uno o0 mas nacimientos prematuros de neonatos morfol6gicamente normales a
las 34 semanas de gestacion o antes, debido a eclampsia, preclampsia severa o
a insuficiencia placentaria severa, 0

= Tres 0 mas abortos espontaneos consecutivos inexplicables antes de la semana
10 de gestacion, habiéndose excluido anormalidades maternas anatémicas u

hormonales, asi como alteraciones cromosémicas en ambos padres.
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La prueba debe ser realizada al menos 12 semanas después de la manifestacion clinica y
no se recomienda establecer el diagnéstico de SAAF si mas de 5 afios separan alguna de

las pruebas positivas de la manifestacion.

P Anticoagulante IUpico en plasma, en dos 0 mas ocasiones con un intervalo minimo
de 12 semanas de acuerdo con las pautas establecidas pos la Sociedad
Internacional de Trombosis y Hemostasia (guias ISTH), Guias Britanicas o del
Colegio Americano de Patélogos Clinicos (CLSI).

» Anticuerpos aCL IgG y/o IgM en suero o plasma con titulos medios altos (>40 GPL o
MPL, o >percentil 99), en dos 0o mas ocasiones con un intervalo minimo de 12
semanas, determinados por una prueba de ELISA estandarizada.

P Anticuerpos anti-B2GP1 IgG y/o IgM en suero o plasma con un titulo >percentil 99,
en dos 0 mas ocasiones con un intervalo minimo de 12 semanas determinados por

una prueba de ELISA estandarizada.

Se reconoce la siguiente clasificacion de SAAF:

Tipo I: Mas de un criterio de laboratorio presente, cualquier combinacion.
Tipo lla: Soélo AL presente.

Tipo llb: Sélo anti-CL presente.

Tipo llc: Sélo anti-B2GP1 presente.

Estudios clinicos confirman que la tripe positividad en pacientes con SAAF indica un alto
riesgo de recurrencia de trombosis y en portadores se incrementa el riesgo de desarrollar

un primer evento trombotico, por lo que incluso se considera innecesaria la repeticion de
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las mediciones a las 12 semanas. Para caracterizar el perfil de anticuerpos del paciente,
las tres pruebas deben realizarse, preferentemente en la misma toma de muestra*?.

Los pacientes doblemente positivos (en su mayoria AL negativo) generalmente tienen un
riesgo menor de desarrollar trombosis. Es importante tener en cuenta la variabilidad entre
pruebas, laboratorios y rendimiento del ensayo ya que una muestra con un resultado
positivo determinada mediante un ensayo, no necesariamente sera positivo al realizar la
determinacién en otro laboratorio con un ensayo diferente, es por esto que se sigue
recomendando volver a realizar la prueba a las 12 semanas para confirmar la permanencia
con la finalidad de evitar un mal diagndéstico debido a una positividad transitoria de
anticuerpos. Al repetir la prueba y obtener un resultado similar se asegura la confiabilidad
del primer resultado y de la prueba en general, lo cual es importante teniendo en cuenta la

falta de estandarizacion e interferencias de las pruebas disponibles.

Métodos de deteccidon de anticuerpos en fase sélida

Una de las dianas antigénicas de los AAFL son las proteinas o los complejos proteinas-FL,
entre estas proteinas las mas conocidas son la B2GP1, identificada como el principal
cofactor de los anti-CL, la protrombina y la AnxAS5.

Hasta hace algunos afios, los ensayos para detectar anticardiolipina y anti-p2GP1no
estaban estandarizados. Actualmente, las unidades de expresion recomendadas son GPL
y MPL para aCL de isotipo 1gG e IgM. Para anti-32GP1 las unidades de consenso son
Ul/mL. Se determinan mediante inmunoensayos utilizando anticardiolipina u otro FL
anionico en fase sélida.

La prueba para detectar anti-CL en 1983 se realizaba mediante una técnica de
radioinmunoensayo (RIA) que usaba cardiolipina como antigeno junto con una mezcla de
buffer de fosfato con gelatina empleada como diluyente de muestras y del conjugado y

anticuerpos 1gG o IgM humana marcados con yodo radioactivo; posteriormente, se
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modific6 el método empleando suero bovino fetal que reemplaz6 a la gelatina y los
anticuerpos fueron marcados con peroxidasa para no usar como marcador material
radioactivo.t31!

Para realizar estos ensayos puede usarse una muestra de suero o plasma, esto va a
depender del kit y de la casa comercial que se utilice en cada laboratorio. La adicién de
azida u otros conservadores a las muestras pueden afectar de manera negativa los
resultados. No deben utilizarse muestras que estén contaminadas con microorganismos,
gue hayan recibido un tratamiento a base de calor o que contengan particulas visibles.
Tampoco deben emplearse sueros o muestras muy hemolizadas o lipémicas. Si la muestra
presenta particulas visibles deben ser eliminadas por centrifugacion antes de realizar la
prueba.t*

Las muestras se pueden conservar de 2-8°C si el andlisis se efectia en un plazo de 8
horas. Si el analisis no va a realizarse en un plazo de 48 horas deberan congelarse a una
temperatura de —20°C o inferior. Las muestras congeladas deben mezclarse bien después
de descongelarse y antes del analisis.

El andlisis de ELISA es muy sensible y es capaz de detectar incluso pequefas diferencias
en las poblaciones de pacientes.!! Sin embargo plataformas automatizadas recientes con
variaciones en la fase sélida (por ejemplo: microparticulas magnéticas y microesferas) y
diversos sistemas de deteccion (quimioluminiscencia, citometria de flujo y sistemas
multiplex) han sido introducidos en el mercado, estos ensayos tienen la ventaja de mejorar
las condiciones de trabajo ya que proporcionan un protocolo estricto sobre como se debe
realizar la prueba, lo que permite reducir la variacion entre laboratorios; son mas rapidos

pues proporcionan varios resultados a la vez y evitan la realizacién de multiples ELISA’s
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La obtencion de los resultados va a depender del kit comercial utilizado por cada
laboratorio ya que existen diversas casas comerciales que ofrecen la prueba, cada
laboratorio deberd determinar su propio intervalo normal baséandose en las técnicas, los
controles, los materiales y la poblacion de pacientes que utilice. El resultado puede
entonces clasificarse como negativo o positivo.

El tema de los puntos de corte de estos ensayos sigue siendo controvertido. La Ultima
recomendacion sugiere calcular el percentii 99 de la distribuciébn de resultados en
poblacion normal, valores por encima de ese punto se interpretan como positivos. Sin
embargo para el ensayo de anti-CL la mejor recomendacion es usar el punto de corte de
40 unidades GPL o MPL para definir al SAAF, este valor puede ser sustancialmente
diferente al valor del percentil 99.1° La razén de usar el punto de corte de 40 unidades es
debida a un estudio italiano de 1996 que demostr6 por primera vez que el riesgo
tromboembdlico sélo se asociaba a valores de anti-CL mayores a 40 unidades. Valores
entre el punto de corte negativo (>percentil 99) y 40 unidades se deben informar como
indeterminados, esto es similar a lo que antes se conocia como “titulo bajo positivo”.
Muchas infecciones provocan la presencia transitoria de anticuerpos anticardiolipina, si en
un paciente que presenta signos clinicos de infeccion se obtiene un resultado positivo, se
repetira la prueba cuando la infeccién haya desaparecido. El factor reumatoide puede
interferir con la prueba de anticuerpos IgM en fase sélida ofreciendo resultados falsos

positivos.16

Anticoagulante lupico

Antecedentes
El inhibidor inespecifico conocido como anticoagulante lapico fue descrito por primera vez
en 1952 por Cloney y colaboradores en dos pacientes con LES que presentaron resultados

falsos positivos para sifilis. Poco después se reportaron varios casos de pacientes que no
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padecian lupus pero si presentaban datos de un inhibidor que alteraba las pruebas de
coagulacion'’.Feinstein y colaboradores en 1972 denominaron a este inhibidor de la
coagulacion “Anticoagulante Lupico” basado en su prevalencia en pacientes con LES.

En 1965, Yin y Gaston purificaron el anticoagulante circulante en un paciente con lupus. En
ese mismo afo, Donato Alarcén-Segovia, del Instituto Nacional de la Nutricion de México, y
P.J. Osmundson describieron la asociacion de Ulceras en las piernas y lesiones vasculares
periféricas de pacientes en cuyo plasma se encontrd serologia falsa positiva para sifilis y
anticoagulante lGpico. Este fue el primer informe sobre SAAF y lesiones cutaneas.®

En 1952 una enfermedad parecida al lupus inducida por farmacos se describié por primera
vez con hidralazina y posteriormente con mesantoina, un anticonvulsivante, en 1957.
Aunque ya estaba en el mercado durante 10 afios, el primer caso de lupus inducido por
procainamida no se informé hasta 1962.1°

La descripcion de la presencia del anticoagulante circulante en lupus inducido por
medicamentos fue iniciada en el afio 1977, por dos grupos; uno en Boston, con Canoso,
gue describié que la clorpromazina inducia la presencia de un inhibidor de la coagulacion;
y el otro, con Bell et al, quienes informaron que en los pacientes en los que la
procainamida inducia lupus, habia presencia de anticoagulantes circulantes.

Muchas otras drogas que tienen pocas caracteristicas quimicas o farmacolégicas se han
descrito posteriormente como causa de LES. En términos de frecuencia-ocurrencia, las

drogas mas prevalentes son procainamida, hidralazina e isoniazida.

Definicion
Se define como una mezcla de anticuerpos que se compone de inmunoglobulinas de
isotipo 1gG, IgA o ambas que interfiere con las reacciones de coagulacién dependientes de

FL. Los anticuerpos no estan dirigidos contra los factores de coagulacion sino contra
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ciertos epitopes de FL anionicos. Se puede encontrar en diferentes entidades clinicas
como enfermedades autoinmunes, exposicion a drogas y antibidticos, infecciones
bacterianas, virales o protozoarias y enfermedades linfoproliferativas. Aunque el AL en el
laboratorio prolonga las pruebas de coagulacion no correlaciona con procesos

hemorragicos, por el contrario se asocia a procesos tromboticos.

Mecanismo de accién

En condiciones normales, en la llamada cascada de coagulacion se forma el complejo
activador de la protrombina, del cual forman parte el factor diez activado (fXa), factor V
activado (fVa), iones de calcio y FL de origen tisular o plaquetario. Este complejo se
encarga de la activacion de la trombina que formara fibrina a partir del fibrinbgeno. En las
pruebas in vitro en presencia de AL, se une a los FL del complejo activador de la
protrombina, bloqueando los sitios de union de las proteinas procoagulantes lo que se
refleja como un inhibidor adquirido de la coagulacion que se manifiesta prolongando las
pruebas de coagulacion dependientes de FL, por el contrario, fisioloégicamente, estos
anticuerpos favorecen eventos tromboéticos por diversos mecanismos que ya se han
mencionado. Asi mismo se les ha asociado con la disminucion en la sintesis de
prostaciclina en células endoteliales acompafiada de aumento en la produccion del
tromboxano A2 plaquetario, ambos factores favorecen la aparicion de manifestaciones

trombodticas.
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Figura 2. Mecanismo fisiopatologico del anticoagulante IUpico.
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Tomada de Santamaria Y. Mecanismos fisiopatoldgicos del sindrome antifosfolipido. MED.UIS.2014

Criterios de diagnostico: guias ISTH, BCSH y CLSI

Debido a la heterogeneidad de estos anticuerpos, la amplia variabilidad que hay entre
reactivos e instrumentos y la falta de un “estandar de oro” se han dificultado los criterios
para su diagnéstico, por esto, diferentes grupos de expertos han establecido guias para la
deteccion de AL en el laboratorio (Tabla 1). Es necesario destacar que aunque no existe
un consenso entre estos grupos, actualmente se encuentran disponibles guias publicadas
por la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia (ISTH 2009), Comité Britanico
de Estandares de Hematologia (BCSH 2012) y la mas reciente del Instituto de Estandares

Clinicos y de Laboratorio (CLSI 2014).
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Tabla 1. Resumen de acuerdos para la deteccién de anticoagulante [Upico.?°

ISTH 2009 BCSH 2012 CLSI 2014
Preparacién de Doble centrifugacion Doble centrifugacion Doble centrifugacion
la muestra
Pruebas a TTPay TVVRd TTPay TVVRd uotros TTPay TVVRd y/u otros
emplear
Orden de los Deteccion-Mezcla- Deteccion-Mezcla- Deteccion-Confirmatorio-
pruebas Confirmatorio Confirmatorio Mezcla
IR Percentil 99 Percentil 97.5 Percentil 97.5

Calculos para
demostrar la
dependencia de

% de correccion de
deteccion por
confirmatorio, o Ratio LA

% de correccion de
deteccion por
confirmatorio, o Ratio

% de correccion de
deteccion por
confirmatorio, o Ratio LA

FL (d/c) LA (d/c) (d/c)
Ensayos de Realizar mezcla 1:1con Realizar una mezcla Realizar mezcla 1:1con
mezcla pool interpretar con ICA 1:1 con pool pool interpretar con ICA
Plasma sin diluir si INR Deteccién y Deteccion y confirmatorio

Pacientes bajo
tratamiento con
VKA

<15
Mezcla 1:1 con pool si
INR >1.5 <3.0

confirmatorio en
mezcla 1:1 con pool;
TE+TVST o PNP

en mezcla 1:1con pool;
TE+TVST 0 PNP

Pacientes bajo
tratamiento de
HNF

Interpretar con cuidado

No recomendado

Puede detectar AL en
algunos casos donde el
neutralizador de heparina
es efectivo

Modificada de: Gary W. Moore Recent Guidelines and Recommendations for Laboratory Detection of Lupus
Anticoagulants. 2014.

Abreviaturas: TTPa, Tiempo de Tromboplastina Parcial activado; TVVRd, Tiempo de Veneno de Vibora de
Russell diluido; LA, Anticoagulante lupico; ICA, indice de Anticoagulante Circulante; INR, Razén Normalizada
Internacional; PNP, Procedimiento de Neutralizacion de Plaquetas; TE, Tiempo de Ecarina; TVST, Tiempo de
Veneno de Serpiente de Taipan; IR, Intervalo de Referencia; VKA, Antagonistas de la vitamina K; HNF,
Heparina no fraccionada; (d/c), deteccién/confirmatorio.

El concepto mas importante en el que los tres organismos coinciden, es que un valor de
deteccién o escrutinio de AL elevado no debe considerarse un falso positivo, sino un
tiempo de coagulacion alargado que requiere de pruebas confirmatorias. Debe tenerse en
cuenta que, si bien el percentil 97.5 generard mas falsos positivos, el uso del percentil 99.0
originara mas falsos negativos presentando mayor riesgo de una falla en el diagnéstico y

tratamiento de los pacientes.?!
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Métodos de deteccidn del Anticoagulante Lupico

Generalidades

Existen diversas pruebas de coagulacion que se usan para el diagnostico de AL las cuales
han ido evolucionando a travées del tiempo, asi mismo, se han afiadido pruebas con mayor
sensibilidad y especificidad de acuerdo a las recomendaciones de las guias
internacionales, estas sugieren la realizacion de pruebas de deteccion, mezcla y

confirmatorias en un orden especifico.

Las pruebas de deteccion de AL miden la capacidad de los AAFL de prolongar los tiempos
de coagulacion dependientes de FL, no obstante, debe tenerse presente que el déficit de
factores de coagulacién o la presencia de otros inhibidores pueden también prolongar
dichos tiempos. En las pruebas de deteccién se utiliza un reactivo con una baja
concentracion de FL lo que le proporciona al ensayo una alta sensibilidad ante la presencia

de AL.

Para determinar si la prolongacién de un ensayo de deteccién es debida a un inhibidor se
realiza el mismo ensayo sobre una mezcla del plasma del paciente con un pool de plasmas
normales. En general se utilizan mezclas 1:1 (1 parte de plasma de paciente y 1 de plasma
normal). La interpretacion de los resultados puede hacerse segun diversos criterios. La
recomendacion es que el punto de corte de los ensayos de mezcla se debe tomar como
aquel que corresponda al percentil 99 de la distribucién normal o al que se determine a
través del indice de actividad anticoagulante (ICA), también conocido como indice de

Rosner (IR). El calculo del mismo es como se indica:

IR Tiempo en segundos de la mezcla — Tiempo en segundos del pool normal 100
— X
Tiempo originalen segundos del paciente
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Las pruebas confirmatorias como su nombre lo indica, son las que confirman la naturaleza
dependiente de FL del efecto inhibitorio, necesitan ser altamente especificas ya que son
las pruebas concluyentes del ensayo. Se basan fundamentalmente en la correccidon de los
tiempos de coagulacion de las pruebas utilizadas en la primera fase mediante el uso de
altas concentraciones de FL. El uso de plaquetas activadas o congeladas y descongeladas
gue se utilizan en la prueba conocida como neutralizacion con plaguetas (PNP) no se
recomienda por la inestabilidad de la preparacion plaquetaria pero puede ser utilizada
como prueba secundaria en laboratorios con experiencia en su uso. Se sugiere que para
todas las pruebas de deteccion, mezclas y confirmatorias se expresen los resultados como

la razon de tiempos del paciente respecto al resultado obtenido del pool.

Etapa pre-analitica

En general los problemas pre-analiticos en las pruebas de hemostasia son una causa
importante de error diagnostico y pueden conducir a eventos clinicos adversos
significativos, es por esto que la etapa pre-analitica es de suma importancia para poder
garantizar la confiabilidad de los resultados.??

Las muestras deben ser colectadas en tubos con citrato de sodio al 3.2% manteniendo una
proporcién de 9 partes de sangre por una de anticoagulante (9:1). En muestras con valores
de hematocrito elevado (Hto>55.0%) la relacién sangre total: anticoagulante se pierde
debido a que el volumen plasmatico disminuye, ocasionando que el citrato de sodio del
tubo quede en exceso provocando un falso alargamiento en los tiempos de coagulacion, de
ahi que en valores >55.0 y < 20.0% de hematocrito, debe ajustarse la cantidad de citrato

de sodio.??
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La obtencion del plasma pobre en plaquetas se debe realizar por doble centrifugacion; la
primera para obtener un recuento de plaquetas menor a 10 x 10%L, y la segunda para
eliminar fragmentos plaquetarios, esto debido a que la presencia de plaquetas residuales
puede acortar los tiempos de coagulacion provocando resultados falsos negativos. Los
laboratorio deben contar con un pool, ya que es necesario para comparar el resultado del
paciente, dicho pool debe ser tratado de igual manera que la muestra del paciente
considerando que éste es una mezcla de plasmas de al menos 20 donadores sanos los
cuales no sean familiares del paciente. Para el almacenamiento de muestras por periodos
mayores a ocho horas el plasma separado de debe congelar a -20°C, temperatura a la cual
la muestra es muy estable por un mes, antes de su procesamiento la muestra se debe
someter a un choque térmico, es decir, colocar en bafio maria a 37°C por 10 minutos.

Es muy importante asegurarse de que el paciente se encuentre libre de tratamiento
anticoagulante. En el caso de estar bajo tratamiento se recomienda al médico tratante la
suspensién por al menos 72 horas previas en el caso de anticoagulantes orales AVK o los
dias necesarios para lograr un INR< 1.5; antes de la proxima inyeccion en el caso de
heparina de bajo peso molecular (12-14 horas posterior a su ultima aplicacion), 6 6-8 horas
después de suspender la infusion de heparina no fraccionada. No se recomienda analizar
las muestras de plasmas contaminados con heparina no fraccionada (HNF) ya que
interfiere con los resultados haciendo mas dificil su interpretacion. Sin embargo las
muestras pueden ser tratadas con un neutralizador de heparina (sulfato de protamina,
heparinasa o polibreno).

En caso de no procesar la muestra en el momento la muestra debera resguardarse a -
80°C; En el caso de los Anticoagulantes Orales Directos, se recomienda la suspension de

los mismos tres dias antes de la toma de muestra.
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Cualquier suspension del tratamiento anticoagulante, tiene que ser supervisada por el

médico tratante.

Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa) sensible a lupico

El TTPa es una de las pruebas de deteccion mas utilizadas, su sensibilidad varia de
acuerdo al reactivo utilizado. En 1995 Denis-Magdelaine y colaboradores, realizaron un
estudio en el que evaluaron la sensibilidad de 16 reactivos, observaron una gran
variabilidad entre estos, y demostraron que los reactivos que presentaron mayor
sensibilidad fueron los que utilizaban cerebro animal como fuente de FL y silica o acido
elagico como activador, mientras que la sensibilidad fue menor para los que utilizaban FL
de soja y kaolin/celite como activador.?

Sin embargo, mas tarde en 2007 Detarsio y colaboradores evaluaron la sensibilidad de 19
reactivos comerciales de TTPa para detectar AL en los que analizaron el tipo de activador
y el origen de los fosfolipidos llegando a la conclusién de que la sensibilidad es debida a la
cantidad de FL presentes en el reactivo. El origen de los FL (vegetal, animal o sintético) y
el tipo de activador de contacto en los reactivos de TTPA, no parecen explicar las
diferencias encontradas en la sensibilidad, dado que el mismo tipo de activador y de FL
fueron encontrados tanto en los reactivos de mayor sensibilidad, como en los de menor
sensibilidad. Los reactivos con FL de origen animal no mostraron ser mas sensibles que
aquellos con FL de origen vegetal.?

La prueba de TTPa se fundamenta en la capacidad del plasma de formar un coagulo de
fibrina a través de la via intrinseca de la cascada de coagulacion, requiere los factores de
coagulacion |, 11, Vv, VI, IX, X, XI y Xll, asi como FL plaguetarios y calcio. La prueba se

efectia reponiendo el calcio que fue inactivado con el anticoagulante, se agrega
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tromboplastina parcial (carece de FT) y un activador de superficie que actia sobre los
factores de contacto de la via intrinseca, iniciando asi la cascada de coagulacion.

Los resultados de la prueba de TTPa pueden ser expresados en segundos, sin embargo,
es recomendable calcular y reportar los indices normalizados, que utilizan los valores
obtenidos en pacientes y pool de trabajo. El indice se expresa como se muestra a
continuacion:2®

TTPa paciente

Indi lizado TTPa =
naice normatizado ¢ = TTPamedia del intervalo de referencia

En el primer trimestre del embarazo se incrementan los niveles de fVIII y fibrindgeno, lo
gue podria enmascarar un AL positivo, atenuando su efecto anticoagulante en las pruebas

in vitro.27

Tiempo de veneno de vibora de Russell diluido (TVVRd)

El tiempo de Veneno de Vibora de Russell diluido se aceptdé por primera vez tras la
publicacién de Thiagarajan et al en 1986. En su estudio describieron un método basado en
el tiempo de veneno de vibora de Russell (TVVR) usando cantidades limitadas de FL y
veneno, diluyeron el veneno para obtener tiempos de coagulaciéon aproximadamente de 25
segundos en plasmas normales, con esta dilucion se logré una distincion, ligeramente
mejor, de AL y plasmas normales en comparacion con concentraciones de veneno mas
altas.?®Desde entonces, el método de Thiagarajan se ha simplificado y estandarizado.

La prueba de TVVRd se basa en la capacidad que posee el veneno de vibora de Russell
para activar directamente al factor X (fX), el factor Xactivado (fXa) cataliza la
transformacion de protrombina a trombina en presencia de fVa, calcio y fosfolipidos. Bajas
concentraciones de FL hacen que la prueba sea sensible a la presencia de AL.?°3°Para

ello se usan dos reactivos, el de escrutinio y el confirmatorio, los cuales varian
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principalmente en la concentracion de FL, la prueba de deteccién contiene una baja
concentracion de FL y la prueba confirmatoria alta; el reactivo contiene entonces calcio,
veneno de vibora de Russell diluido y fosfolipidos, las muestras se mezclan en primer lugar
con el de deteccion, determinando el tiempo transcurrido hasta la formacion del
coagulo.?'De acuerdo a las recomendaciones de la ISTH, cuando el tiempo de escrutinio
es alargado, se realiza una prueba en la mezcla a partes iguales del plasma en estudio con
pool normal, para excluir deficiencias de los factores de la via intrinseca que pueden
prolongar los resultados iniciales. Al mezclar plasma normal con el plasma problema se
compensan los factores que faltan en el plasma del paciente. Si la prueba de mezcla se
sigue prolongando, podria indicar que el plasma problema es positivo para AL o cualquier
otro inhibidor.

Ya que el TVVR activa directamente el fX evitando los factores anti-hemofilicos y de
contacto de la via intrinseca se dice que estas pruebas son mas especificas para AL que
las pruebas de TTPa.

Para garantizar la confiabilidad de los resultados de la prueba se debe asegurar que el
paciente no esté siendo tratado con ningun derivado heparinico, la prueba puede realizarse
si esté en tratamiento con AVK pero se recomienda que su INR < 1.5.

El diagnéstico de AL no se debe basar Unicamente en el resultado de las pruebas de
deteccion, tanto la sensibilidad como la especificidad de la prueba para la deteccion de AL
aumentan si la prueba de deteccion se utiliza junto con la prueba confirmatoria. El
resultado final se puede expresar como una proporcion de los tiempos de coagulacion.

Los resultados de las pruebas de escrutinio y confirmatorias pueden ser expresadas como
tiempos de coagulacion en segundos. Las guias internacionales recomiendan que los
resultados se calculen y reporten como un indice normalizado para la correcta

interpretacion de la prueba. Para ello, cada laboratorio debe establecer un valor de
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referencia para el AL calculando el percentil 99 de la distribucion de resultados en
poblacion normal (de acuerdo a la ISTH) o percentil 97.5 de acuerdo al CLSI.
El calculo de los resultados normalizados de ambas pruebas se hace como se presenta a

continuacion:

» Resultado del paciente en segundos
TVVRd deteccion =

Resultado del Pool en segundos

) ) Resultado del paciente en segundos
TVVRd confirmatorio =

Resultado del Pool en segundos

Posteriormente se calcula el resultado global de la prueba y con base en el resultado
obtenido y de acuerdo al valor del punto de corte establecido por cada laboratorio se
determina si el resultado es negativo o positivo para AL.

Para el célculo global de la prueba se utiliza la siguiente férmula:

TVVRd deteccion — TVVRd confirmatorio
*
TVVRd deteccion

indice de Russell = 100

Es importante resaltar que el hallazgo de un anticoagulante lUpico puede ser transitorio en
pacientes con enfermedades autoinmunes, infecciones, o por efecto de medicamentos lo
cual, no necesariamente representa un riesgo de trombosis, es por esto que se
recomienda que la prueba se repita a las 12 semanas para confirmar la permanencia de
cualquiera de los AAF que hubieran resultado positivos, a menos que se trate de un
resultado triple positivo: anticoagulante lapico, anti-b2GP1 y anti-CL, en cuyo caso, no es
necesario repetir la prueba a las 12 semanas.

Es bien sabido que los ACOD’s como el dabigatran, rivaroxaban y apixaban por su efecto

directo sobre los factores Il y X, causan interferencia en la prueba provocando resultados
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falsos positivos en los ensayos de TVVRd por lo que no se recomienda la realizacion de la
prueba si el paciente toma dichos anticoagulantes, las recomendaciones comunes
sugieren que la prueba se realice antes de la ingesta del medicamento y preferentemente 3
dias después de suspender su ingesta.3?

En 2013 M. E. Martinuzzo et al, realizaron un estudio en donde evaluaron la frecuencia de
resultados falsos positivos de AL en pacientes que recibian tratamiento con ACOD’s y
HBPM en donde observaron que las muestras de estos pacientes presentaban tiempos
prolongados en las pruebas de deteccion y mezcla. Estos hallazgos son interesantes ya
gue en algunas circunstancias los médicos no tuvieron en cuenta estos efectos y tomaron
la muestra de pacientes que recibian Enoxaparina durante el evento agudo y se obtuvieron
resultados inconsistentes disminuyendo la especificidad del diagnostico de SAAF, es por
esto que estos autores recomiendan realizar la medicion del ensayo anti-Xa en estos casos
para descartar la presencia de HBPM en el plasma.®3

Algunos inhibidores del fV estan dirigidos contra el sitio de union de los FL de dicho factor y
pueden enmascararse como AL, estos inhibidores muestran correccién con la adicién de

FL lo que hace que sea dificil discriminar entre ellos y el AL.

Tiempo de Coagulacién con Kaolin (TCK)

El TCK es una prueba de deteccion de AL basada en un TTPa en la que no se agregan
fosfolipidos, sin embargo, esta prueba se ve afectada por muchas anormalidades de la
coagulacion, por lo tanto puede volverse mas especifica diluyendo el plasma del paciente
con un pool de plasma normal en lugar de analizar el plasma puro del paciente. El ensayo
es ampliamente usado por su alta sensibilidad pero tiene la desventaja de ser muy sensible
al nimero de plaguetas residuales en el plasma a estudiar. Por este motivo es

imprescindible la filtracién de los plasmas cuando se prepara el PPP.
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Actualmente las guias de la ISTH 2009 no recomiendan el uso de kaolin como activador en
las pruebas basadas en TTPa porque su naturaleza particulada compromete el principio de
deteccion, requiere de mezcla constante para prevenir la sedimentacion rapida de las

particulas y no incluye una prueba confirmatoria.

Tiempo de inhibicion de tromboplastina (TIT) o Tiempo de Protrombina diluido
(TPd)

El anticoagulante Lupico rara vez afecta el Tiempo de Protrombina (TP) realizado con las
técnicas habituales. Esto se debe, en parte, a la alta concentracion de fosfolipidos del
reactivo original. La prueba de TTI se basa en la dilucién del reactivo de TP para disminuir
la concentracion de los FL. El AL puede hacerse evidente utilizando tromboplastina diluida
desde 10ty 104

El resultado puede ser expresado como un tiempo de coagulacion en segundos, los
resultados se calculan y se reportan como un indice normalizado.

Rosner y colaboradores describieron un indice de TIT y lo definieron como indice de

Tiempo de Inhibicion de Tromboplastina y se puede expresar de la siguiente manera:

TP paciente
( TP normal
TP paciente
( TP normal

) Tromboplastina diluida

Indice de TIT =
) Tromboplastina sin diluir

El criterio de positividad es el indice TIT >1.25, aunque siempre es recomendable el
establecimiento de valores de referencia locales.

Esta prueba es positiva con los inhibidores potentes, es decir, no es sensible a los
inhibidores débiles. Actualmente esta casi en desuso debido a su falta de especificidad,
pues se ha encontrado positiva en casos de déficit severos del factor VIl asi como en

plasmas heparinizados.3*
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Se han adoptado diversos enfoques para las diluciones de tromboplastina lo que resulta en

diferencias significativas al momento de realizar el diagnostico.

Tiempos de coagulacion con venenos Textarin/Ecarin

Dentro de los ensayos de confirmacion se encuentran las nuevas pruebas que usan
venenos de vibora que activan a la protrombina con diferente requerimiento de FL. La
prueba de Ecarin se puede considerar un ensayo confirmatorio si se usa en combinacion
con la prueba de Textarin.3®

El reactivo Textarin, es una fraccion de proteina aislada del veneno de la serpiente marron
oriental australiana (Pseudonajatextilis), activa directamente la protrombina en presencia
de fV, iones de calcio y FL3¢; mientras que Ecarin, un veneno de la vibora de la sierra
(Echiscarinatus) activa la protrombina en ausencia de cofactores y FL generando
meizotrombina, un precursor cataliticamente activo de la trombina capaz de transformar el
fibrindgeno en fibrina.3” En presencia de AL, el tiempo de Textarin se prolonga debido a la
dependencia de FL pero el tiempo de Ecarin no, ya que la formacién del coagulo ocurre en
ausencia de FL. Por lo tanto la expresién de los resultados como un cociente de los
tiempos de coagulacién con ambos venenos genera un indice con alta sensibilidad para el
AL.

Los dos tiempos de veneno se comparan como una proporcion. Una alta proporcion de
Textarin / Ecarin (es decir, prolongacion del tiempo de Textarin en relacion con el tiempo
de Ecarin) sugiere la presencia de un anticoagulante IUpico.

La deficiencia o inhibidores de la protrombina prolongaran los tiempos de Textarin y Ecarin

y la deficiencia o inhibidores del fV también prolongan el tiempo de Textarin.
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Tiempo de tromboplastina parcial activado con fosfolipidos hexagonales

El AL tiene especificidad por los FL anidnicos y de esa manera interfiere en el ensamble de
los factores de la coagulacion sobre micelas o superficies fosfolipidicas en diferentes
etapas de la coagulacion. Los FL “in vivo” pueden adquirir una configuracion hexagonal,
como resultado del dafio de la membrana celular, podrian presentar anticuerpos
producidos en respuesta al dafio celular que induce el cambio de los fosfolipidos de fase
laminar a hexagonal, el AL puede unirse con mayor facilidad a estos fosfolipidos pues esta
aumentada la especificidad.

En el laboratorio, la deteccidén del AL se puede realizar por medio de una prueba de TTPa
sensibilizada en la que el reactivo contenga fosfolipidos en fase hexagonal. Por ejemplo; el
kit STACLOT® LA de Stago contiene moléculas de fosfatidiletanolamina como fuente de
fosfolipidos hexagonales.

La prueba se fundamenta en que en solucion acuosa a 37 °C, las moléculas de
fosfatidiletanolamina purificadas presentan estructuras moleculares hexagonales. Estas
estructuras se reconocen por los AAFL de tipo Ildpico. La aportacion de
fosfatidiletanolamina en fase hexagonal corrige la prolongacion del TTPa debida a la
presencia de AL.

Los resultados se expresan como el delta (o diferencia) de los tiempos de coagulacién en
segundos entre dos tiempos que se realizan al mismo tiempo. Un valor delta se puede
determinar restando los valores del tubo 2 de los valores del tubo 1. La composicién de
ambos tubos es casi igual: plasma del paciente mas pool de plasma normal y reactivo de
TTPa, la diferencia es que el tubo 1 contiene buffer en lugar de los FL en fase hexagonal
gue estan presentes en el tubo 2.

Una disminucién del tiempo de coagulacion del plasma del tubo 2>8 segundos con relacion

al del tubo 1 revela una neutralizacion de los AAFL lo que se expresa como un resultado

30



positivo y cuando es < 8 la prueba se considera negativa. En ciertas ocasiones el resultado
del tubo 2 puede ser superior al del tubo 1 y por tanto TC1 — TC2 dan un valor negativo.
Este valor no es erréneo y el resultado de la muestra se debe considerar negativo.

Se recomienda que cada laboratorio compruebe con arreglo a sus propias condiciones
operativas el valor limite de 8 segundos en al menos 20 plasmas normales. El resultado
debe interpretarse en funcién del estado clinico y biolégico del paciente.

La presencia de inhibidores de factores de la coagulacion ofrece normalmente un resultado
negativo. No obstante, vista la heterogeneidad de estos anticuerpos, algunos de ellos
pueden interferir en la prueba. De igual modo, si se sospecha de su presencia, proceder a
realizar una prueba especifica para confirmarlo.

Los inhibidores de la trombina presentes en la muestra a analizar pueden interferir en esta

prueba y mostrar resultados falsamente positivos.

Tiempo de Coagulacion con Silica (SCT)

La prueba de tiempo de coagulacion con silica fue desarrollada en 1992 por Tripodi y
colaboradores, ellos desarrollaron un método de deteccidon y confirmacién para AL en el
gue usaron dos concentraciones diferentes de FL, observaron que la mayor sensibilidad de
SCT para AL no se apreciaba cuando los FL estaban totalmente ausentes pero si a una
concentracion baja, llegando a la conclusion de que una concentracion baja de FL es
necesaria para maximizar la sensibilidad de la prueba con respecto a la prolongacion de
los tiempos de coagulacion provocados por AL.38El ensayo se propuso como un sustituto
de la prueba de TCK ya que la suspensiéon de kaolin era demasiado turbia y no adecuada

para el analisis con instrumentos foto-épticos.
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La prueba de SCT es una modificacion del TTPa en el que se usa silica como activador; se
compone por un reactivo de deteccion o escrutinio y uno confirmatorio que contienen una
concentracion baja y muy alta en FL, respectivamente.

El fundamento de la prueba de SCT es muy similar al del TTPa, la silica en presencia de
calcio va a activar a los factores de contacto de la via intrinseca, la baja concentracion de
FL en el reactivo de deteccidon hacen a la prueba altamente sensible ante la presencia de
AL que alarga el tiempo de coagulacién cuando se encuentra presente; por su parte, la alta
concentracion de FL en el reactivo confirmatorio neutralizard al AL acortando los tiempos
de coagulacién significativamente.3°

Los resultados pueden ser expresados como tiempos de coagulacién en segundos, las
guias internacionales recomiendan que los resultados sean calculados y reportados como
un indice normalizado en donde se va a dividir el tiempo de coagulacién del paciente entre
el tiempo de coagulacién de un pool.

Los resultados se pueden calcular como se presenta a continuacion:

Resultado del paciente en segundos

1. SCT Deteccion =

Resultado del Pool en segundos

Resultado del paciente en segundos

2. SCT Confirmatorio =

Resultado del Pool en segundos

Indice SCT Deteccién

3. Indice SCT =

indice SCT Confirmatorio
La interpretacion de los resultados requiere el establecimiento de un punto de corte. Las
pautas mas recientes para la deteccion de AL sugieren el uso de un pool de 40 donadores
sanos 0 mas en el que se va a tomar el percentil 99 de la distribucién de los resultados
como punto de corte. Cada laboratorio tiene que establecer sus propios puntos de corte
considerando el tipo de poblacién que atiende.
El resultado puede verse alterado por uso de anticoagulantes orales AVK vy deficiencias de

factores de la via intrinseca.

32



Usar solo el procedimiento de confirmacion no discrimina entre AL y la presencia de HNF.
Algunos reactivos confirmatorios de SCT disponibles comercialmente contienen un
neutralizador de heparina que permite realizar pruebas en presencia de HNF. Sin embargo,
las muestras de plasma que contienen niveles de HNF mayores que el nivel indicado
pueden dar resultados prolongados. Las muestras de plasma pueden tratarse con un
neutralizador de heparina, sin embargo no son reactivos de facil acceso en el pais, ademas
de que la confirmacién de la ausencia de heparina implica la medicion directa de la
heparina, lo que encareceria aiun mas la prueba, por lo que la recomendacion principal

seria el rechazo de muestras que contengan heparina de cualquier peso molecular.

JUSTIFICACION

El Laboratorio de Trombosis, Fibrindlisis y Funcion Plaquetaria del Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez es un laboratorio especializado en pruebas de hemostasia que
debido al tipo de enfermos que recibe, requiere de las mejores herramientas para la
deteccion de Anticoagulante Lupico. Se disponia de una prueba de TTPa sensible al AL
(sin prueba confirmatoria), sin embargo, los resultados de ambas pruebas coincidian por lo
general, por lo que en realidad no era posible detectar bajo esta combinacion de pruebas,
pacientes con AL diferentes a los detectados por la prueba mas conocida y usada que es

el TVVRd.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha descrito que el anticoagulante lupico es el anticuerpo antifosfolipido mas
trombogénico, por lo que su deteccién es muy importante para los enfermos. Hasta el

momento, no existe una prueba “estandar de oro” que permita la deteccion de la totalidad
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de variantes de AL, por lo que las guias internacionales recomiendan el uso de al menos
dos pruebas con diferente fundamento para aumentar la posibilidad de encontrar
verdaderos positivos en pacientes que no se detectan por la prueba de TTVRd. Se
planteo la siguiente pregunta de investigacion:

¢La prueba de Tiempo de Coagulacién con Silica sera capaz de encontrar resultados

positivos de AL diferentes a los encontrados por la prueba de TVVRd?

HIPOTESIS NULA

La prueba para deteccién de AL Tiempo de Coagulacion con Silica detecta los mismos
pacientes con anticoagulante lUpico positivo que el Tiempo de Veneno de Vibora de

Russell diluido.

OBJETIVOS

1. Comparacion del sistema de deteccidon de AL por las pruebas de Tiempo de Veneno
de Vibora de Russell diluido versus Tiempo de Coagulacién con Silica.
2. Establecer caracteristicas minimas de desempefio de la prueba de SCT:
a. puntos de corte para la prueba de SCT de escrutinio y confirmatoria.
b. especificidad y sensibilidad de la prueba de SCT.

3. Establecer una correlacion clinica de los dos sistemas de deteccién de AL.
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Estudio retrospectivo, observacional que consiste en la recopilacion de datos clinicos de
pacientes cuyas muestras de plasma se obtuvieron bajo las mejores condiciones pre-
analiticas y se trabajaron con el sistema de deteccion de AL original. Asimismo, una
alicuota de la muestra original de cada paciente, se conservl a -70°C y se descongelo

para realizarle la prueba de SCT en bloques.

Poblacion de estudio

Se analizaron 123 muestras de pacientes que acudieron al servicio de Hematologia del
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, a quienes se les solicité la prueba de AL
por sospecha de Sindrome de Anticuerpos Antifosfolipidos o como parte del panel de
pruebas en el estudio de Lupus Eritematoso Sistémico.
Criterios de inclusion

» Muestras de pacientes con solicitud de deteccion de AL y sospecha de SAAF y/o

LES.
» Pacientes sin sospecha de uso de heparinas.
» Pacientes con anticoagulantes orales antagonistas de vitamina K e INR<1.5.

» Alicuotas bien identificadas y con volumen minimo de 1.2 mL.

De los 123 registros originales, se descartaron 31 que no cubrieron con los criterios
mencionados anteriormente, de ahi que se conservaron los registros y muestras de 92
pacientes para los cuales se solicito la deteccion de AL. Debido a la heterogeneidad de las

situaciones clinicas, se dividieron en 4 grupos:
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1. Lupus Eritematoso Sistémico (LES).
2. Pacientes con sospecha de SAAF (PSAAF).
3. Pacientes con Cualquier Enfermedad Autoinmune diferente a LES (NO LES)

4. Enfermedad No Diferenciada (END)

Técnicas

La busqueda del AL se realiz6 originalmente mediante el uso de las pruebas de rutina del
laboratorio de Trombosis del Departamento de Hematologia: TVVRd screen® (HemoslL) y
TTPa (aPTT-SP liquid® HemoslIL). Los resultados de la prueba de TVVRd se compararon
contra los obtenidos por la prueba de SCT HemoslL® (proporcionado por IL Werfen
México).

Ambas pruebas son coagulométricas y se procesaron en un equipo automatizado ACL

Elite 9000 de la Compaiiia IL Werfen ®.

Metodologia

Todas las muestras se tomaron en tubos con citrato de sodio a una concentracion de 3.2%
manteniendo la relacion (9:1) sangre: anticoagulante. El plasma de cada muestra se
obtuvo por doble centrifugacion de acuerdo a las guias de la ISTH, se guardaron tres
alicuotas de cada muestra a una temperatura de -70°C hasta su proceso.

Se seleccionaron las muestras de acuerdo a los criterios de inclusion y una vez que se
establecieron los valores normales de la prueba de SCT, las muestras de los pacientes se
descongelaron por bloques en bafio maria a 37°C por 10 minutos.

Se trabajaron en el mismo equipo de acuerdo al protocolo del reactivo que se rige por las

especificaciones comentadas en la introduccion.

36



Tiempo de veneno de vibora de Russell:

un volumen de plasma que se incuba a 37°C por 1 minuto + 1 volumen de reactivo, al
mezclarse se activa el cronémetro que se detiene por la opalescencia que se obtiene
cuando se generan las primeras trazas de fibrina (cambio en la densidad optica de la
muestra). En los casos en que la prueba de escrutinio presento resultados alargados, la
muestra de los pacientes se mezclo a partes iguales con un pool de plasmas formado por
el plasma de mas de 25 sujetos sanos, cuyas muestras se trataron igual que las de los

pacientes, se mezclaron y alicuotaron para mantenerse a -70°C hasta su uso.

Tiempo de coagulacion con Silica: 1 volumen de plasma + 1 volumen de los reactivos con
silica (de escrutinio en un caso y confirmatorio en el otro), la mezcla se incuba a 37°C y se
recalcifica con cloruro de calcio después de 1 minuto. Se activa el cronémetro y se toma el
tiempo que tarda en formar el coagulo. Como material de control para la evaluacion del
SCT, se utilizaron: control normal comercial (LA Negative Control HemosIL®), control
positivo (LA Positive Control HemosIL®, ambos con intervalos conocidos.

Para el tratamiento de los resultados obtenidos en las pruebas de escrutinio y
confirmatorias de los pacientes, se usa el valor obtenido en las mismas pruebas un pool de
plasmas normales, que se obtiene de acuerdo a la descripcidn previa y se usa de acuerdo

al calculo comentado en la introduccién: indice Normalizado de SCT.

RESULTADOS

Técnica a introducir: Tiempo de Coagulacion con Silica

Para obtener la imprecision intra-laboratorio (Coeficiente de Variacién), se realizaron 24
repeticiones de los controles: CN y CP; para la imprecision inter-laboratorio, se tomaron los

datos de 15 ocasiones diferentes. Los valores de imprecisién obtenidos se encuentran por
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abajo del 5.0 %, excepto el CV inter-corrida para el control Normal del SCT confirmatorio,
donde se obtuvo un CV=5.07%. En la Tabla 2, se muestran los resultados de la precision

para ambas pruebas.

Tabla 2. Evaluacién de precisién de la prueba de SCT. Pool normal y Controles comerciales.

Control N Control P Pool
n= 24 n=15 n= 24 n=15 n= 24 n=15
Imprecision Intra-corrida  Inter-corrida  Intra-corrida Inter-corrida  Intra-corrida  Inter-corrida
(%CV) (®%HCV) (®%CV) (%CV) (%HCV) (%C.V)
SCT 3.62 4.87 3.87 4.85 2.35 4.8
escrutinio
SCT 1.62 5.07 3.15 4.85 1.0 3.9

confirmatorio

C.V.: Coeficiente de Variacién, SCT: Tiempo de Coagulacién con Silica, Control N: control negativo, Control
P: control positivo.

De acuerdo a las guias de la ISTH, cada laboratorio debe establecer los intervalos de
normalidad para cada fase de las pruebas. De ahi, establecer el percentil 99 como el limite
de normalidad, ya que un resultado > percentil 99 obliga a continuar con el algoritmo de la
prueba para confirmar el alargamiento de los tiempos de coagulacién dependiente de
fosfolipidos. Los valores de normalidad para la prueba de TVVRd estaban previamente
establecidos (media + D.E. y percentil 99: 1.23 + 0.11 y 1.48). Para la prueba de SCT, se
midieron los tiempos de SCTscr y SCTconf en 40 sujetos sanos (13 mujeres), y se calculd
el indice normalizado de SCT (INSCT), media + D.E. y percentil 99: 1.0 £ 0.11 y 1.21. Los

valores por encima de este percentil 99 se consideraron positivos (AL+).

Resultados en pacientes

De 92 pacientes seleccionados, 76 fueron mujeres (82.6%), con una edad de 17-63 afios

(mediana=39.5), los hombres tenian de 18-59 afios (mediana=31), sin diferencia
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significativa. En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos por género para las

pruebas de TVVR y SCT asi como los indices normalizados para ambas pruebas.

Tabla 3. indices normalizados obtenidos para las pruebas de TVVRd y SCT.

TVVR TVVR SCT SCT i. TVWRd RN SCT
escrutinio confirmatorio escrutinio confirmatorio escrutinio
normalizado

Femenino 34.4 29.7 40.1 38.6 1.03 0.97
(N=76) (28.9-67.3) (28.1-42.05) (28.1-92.1) (30.2-61.7) (0.87-2.06) (0.68-2.5)

Masculino 39.05 32.9 45.3 41.6 1.2 1.02
(N=16) (29.85-140.5) (30.3-43.85) (33.25-145) (30.85-60.5) (0.85-4.26) (0.66-3.15)
Total 35.1 30.8 41.2 39.4 1.05 0.98
(N=92) (29.03-77.9) (28.1-43.85) (30.1-116.2) (30.4-60.8) (0.86-2.4) (0.67-3.15)

Los resultados son presentados en mediana e intervalos (percentil 5 y 95).
TVVRd: Tiempo de Veneno de Vibora de Russell diluido. SCT: Tiempo de Coagulacion con Silica, RN: Razén
Normalizada

Férmulas:

— o ) Resultado del paciente en segundos
Indice TVVRd escrutinio normalizado =

Resultado del Pool en segundos

. ) . ] ) Resultado del paciente en segundos
Idndice TVVRd confirmatorio normalizado =

Resultado del Pool en segundos

Escrutinio Normalizado—Confirmatorio Normalizado

Razom normalizada TVVRd = * 100

Escrutinio Normalizado

Resultado del paciente en segundos

SCT escrutinio =
Resultado del Pool en segundos

Resultado del paciente en segundos

SCT confirmatorio =
Resultado del Pool en segundos

indice SCT escrutinio
Razom normalizada SCT =

Indice SCT confirmatorio

39



Resultados de la pruebas de SCT y TVVRd con respecto a la enfermedad
Al dividirlos por grupos de enfermedad, se encontraron indices normalizados
significativamente diferentes en ambas pruebas. En la figura 3 y 4 se muestran los indices

normalizados por grupos de estudio y prueba.

Figura 3. Indice Normalizado para TVVRd escrutinio por grupo de estudio y
resultado final.
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Figura 4. Raz6n Normalizada para SCT por grupo de estudio.
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Diagnéstico

Al confrontar la interpretacion final de los resultados obtenidos para cada prueba, se
encontraron diferencias. En la tabla 4, se muestran los resultados positivos de acuerdo a la

técnica original y la que se introdujo (SCT).
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Tabla 4. Pacientes clasificados como AL+ por pruebay grupo de estudio.

SAAF LES No LES Enf ND

Pacientes del grupo n=7 n=27 n=16 n=42
TVVRd positivos 3/7 4/27 2/16 3/42
SCT positivos 5/7 9/27 6/16 3/42

TVVRd: Tiempo de Veneno de Vibora de Russell diluido.; SCT: Tiempo de Coagulacion con Silica, RN:
Razén Normalizada; SAAF: Sindrome de Anticuerpos Antifosfolipidos; LES: Lupus Eritematoso Sistémico;
END: Enfermedad No Diferenciada.

En la Figura 5 se muestra la distribucion de los eventos clinicos asociados al SAAF en los

pacientes que dieron resultado positivo para AL en ambas pruebas.

Figura 5. Eventos Clinicos relacionados con SAAF.
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Desempeio de las pruebas TVVRd Y SCT

Se calcularon los valores de sensibilidad, especificidad, Valor Predictivo Negativo (VPN) y
Valor Predictivo Positivo (VPP) para cada una de las pruebas con base en los resultados
asignados como Verdadero Positivo (VP), Verdadero Negativo (VN), Falso Negativo (FN) y
Falso Positivo (FP) los cuales fueron 8, 41, 15 y 28 para SCT respectivamente y para

TVVRA 5, 49, 7 y 31 respectivamente.

Tabla 5. Se muestran los valores de especificidad, sensibilidad, valor predictivo
negativo y valor predictivo positivo para cada prueba.

Especificidad Sensibilidad VPP VPN

(%) (%) (%) (%)

SCT 73.2 22.2 34.8 59.4
TVVRd 81.5 13.8 41.6 61.2

TVVRd: Tiempo de Veneno de Vibora de Russell diluido.; SCT: Tiempo de Coagulacion con Silica; VPP:
Valor Predictivo Positivo; VPN: Valor Predictivo Negativo.

Determinacion de otros anticuerpos

De los 92 pacientes medidos, sélo a 86 se les determind otro anticuerpo diferente a AL de
acuerdo al expediente electrénico, en la Figura 6 se muestran, por prueba, el nUmero de
pacientes con AL+ que ademas presentaron algun otro anticuerpo.

Figura 6. Pacientes con AL+ con y sin otros anticuerpos.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Técnica aintroducir: Tiempo de Coagulacion con Silica

La evaluacion de la precision para las pruebas de SCT de escrutinio y confirmatoria (tabla
2) mostré que la prueba tiene una buena reproducibilidad en las mediciones intra-corrida o
para controles comerciales y para el pool, ya que el C.V. obtenido en cada uno fue <5% lo
gue asegura la homogeneidad de los resultados, ya que de acuerdo con la literatura,
valores de CV de hasta 10% indican una buena precision pues la dispersién de los datos
es baja. La determinacion del punto de corte para la prueba global de SCT se obtuvo por
el percentil 99 que se encontré al realizar las determinaciones del SCT de escrutinio y
confirmatorio en las muestras de 40 sujetos sanos, donde p 99= 1.21, este valor es
primordial al momento del informe e interpretacién de los resultados, porque determina de
manera objetiva qué valores se consideran positivos (>1.21) y qué valores se consideran
negativos (> 1.21). De acuerdo a las guias internacionales, es indispensable que cada
laboratorio establezca su propio punto de corte considerando su poblacién normal y las
variables que participan al desplazar una prueba desde su lugar de disefio hasta nuestros
laboratorios. Dada la naturaleza del anticoagulante lUpico, algunos pacientes con SAAF
podrian tener valores cercanos o incluso sobre el punto de corte, a esto se le conoce como
anticoagulante lUpico débil, este comportamiento puede ocurrir con cualquier prueba
disefiada para detectar anticoagulante lapico, es una desventaja que aplica a todas las
pruebas para la deteccion de AL ya que adun no se encuentra la verdadera prueba
“‘estandar de oro”, sin embargo, el investigador Forastiero R. en su trabajo sobre puntos de
corte para AAFL hizo mencién sobre el llamado “punto de corte clinico” el cual se establece
usando un grupo control en el que se incluyen pacientes con la enfermedad, en este caso
SAAF, con el objetivo de establecer un punto de corte Optimo. Si consideramos esto,

podriamos esclarecer la interpretacion de aquellos resultados que llamamos AL débil lo
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que también puede aplicarse en las pruebas inmunolédgicas para deteccion de aCL y a-

B2GP1 indicando los grados de positividad de las pruebas como moderado o fuerte.

Resultados en pacientes

En la poblacion evaluada predomin6é la poblacion femenina, debido a que las
enfermedades de la colagena suelen ser mas frecuentes en las mujeres; la edad fue
ligeramente mayor en este grupo, aunque la poblacion total, puede considerarse joven.

Con lo que respecta a los valores de los indices normalizados obtenidos en cada prueba
(tabla 3) se observa que tanto para la prueba de TVVRd como para la de SCT los
hombres mostraron un indice ligeramente méas alto en comparacién con el de las mujeres,
lo que sugiere que los tiempos fueron mas prolongados en el grupo de los hombres, esto
se puede apreciar mas en las pruebas de escrutinio de ambos ensayos ya que debido a la
baja concentracién de FL los tiempos se alargan. Es importante destacar que de acuerdo
con lo reportado en la literatura, los niveles de Fibrindgeno y FVIII son mas elevados en
mujeres que en hombres, aunado a eso, la edad también provoca un aumento en su
concentracion. Tomando en cuenta lo anterior puede considerarse como una de las
razones que acortan los tiempos de coagulacién en las mujeres y por lo tanto los indices

normalizados son menores en ellas.

Resultados de la prueba de SCT con respecto a la enfermedad

Con base en los diferentes diagndsticos, se clasificaron a los pacientes en cuatro grupos
de estudio: PSAAF, PLES, CEA y PSDC, de esta manera, fue posible hacer una
comparacion en cuanto a los indices obtenidos para cada prueba con respecto al
diagnostico. En la figura 3 se muestra la distribucion de los resultados de acuerdo al punto

de corte de la fase inicial de la prueba de TVVRd (prueba de escrutinio), la linea punteada
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en rojo muestra el valor del punto de corte. Los datos en azul, fueron clasificados como
AL+ al final del estudio (prueba de escrutinio + prueba en mezcla + prueba confirmatoria).
Los resultados de los grupos de estudio representados en color verde corresponden a los
clasificados como AL- al final del estudio (prueba de escrutinio + algunos prueba en mezcla
+ algunos prueba confirmatoria), se puede apreciar que hubo varios datos de los
coloreados en verde que sobrepasaron el punto de corte, lo que puede deberse a
diferentes condiciones que alargan el VVRd y no necesariamente la presencia de AAFL ya
gue al final, a pesar de que en algunos se tuvieron que realizar las tres pruebas, no fueron
clasificados como AL+. De acuerdo con las guias internacionales, es necesario realizar
ensayos de mezcla que nos permitan descartar deficiencias moderadas de ciertos factores
que puedan ser los causantes de la prolongacién en las pruebas de escrutinio, si el
alargamiento original se compensa con la mezcla, no se continda a la prueba confirmatoria;
en algunos casos, es necesario realizar las tres pruebas y a pesar de ello no se cubre con
los criterios de positividad, que s6lo se cumplen cuando la prueba se acorta con el reactivo
gue contiene exceso de fosfolipidos y con ello demuestra la dependencia de los mismos.
Los pacientes con SAAF y LES fueron los que mostraron un indice normalizado muy por
arriba del punto de corte, los pacientes de los otros grupos que resultaron positivos,
mostraron un comportamiento mas homogéneo sin valores muy elevados.

Por su parte, en la Figura 4 se muestra la distribucion de los valores de la Razon
Normalizada del Tiempo de Coagulacion con Silica (SCT) por grupos de enfermedad, en
los pacientes con resultado AL+ (en azul) y con resultado AL- (en verde). En este caso,
puede observarse que los valores de la Razon Normalizada, tienen una distribucion menos
homogénea y pueden alcanzar valores muy por arriba del punto de corte, mostrando un

comportamiento semejante en la mayoria de los pacientes que presentaron AL+.
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Desempeio de las pruebas.

Con base en los resultados obtenidos de sensibilidad y especificidad (tabla 5) se puede
decir que de las dos pruebas, la que mostré una mejor sensibilidad fue la de SCT, esto
quiere decir que su capacidad para detectar la enfermedad es mejor en comparacion con
el ensayo de TVVRd; en cuanto a la especificidad, se determiné que la prueba de TVVRd
fue més especifica lo que significa que logra descartar a los pacientes que no tienen la
enfermedad. En febrero de 2018 Ahuja y colaboradores realizaron un estudio en el que
determinaron la sensibilidad de diferentes ensayos para deteccion de AL, encontraron una
sensibilidad del 90% para la prueba de TVVRd en una muestra de mas de 500 pacientes,
en su estudio mencionan que haciendo uso de pruebas combinadas: TVVRd + TTPa
(sensible a AL+) la sensibilidad aumenta hasta 100%%°. En otro trabajo del 2018,
Arikrishnan y colaboradores establecieron los puntos de corte para las pruebas de
deteccion de AL en un Centro de Atencion de la India con una n=100, ellos obtuvieron una
sensibilidad baja para la prueba de TTPa (11.1%), TTPa sensible a AL (22.2%) y en el
caso del TVVRd la sensibilidad aumenté hasta el 94%%*; el tamafio de la muestra en
nuestro trabajo es similar, por su parte, la prueba de SCT, que se basa en la activacion de
la via intrinseca como una prueba de TTPa de rutina, la sensibilidad también fue baja. En
contraste con la prueba de TVVRd, ya que ellos obtuvieron un valor muy alto, mientras que
en nuestro caso, la sensibilidad fue ain mas baja que en la prueba de SCT. Entre otras,
las causas posibles podrian ser: el tamafio de la muestra y ciertas condiciones asociadas a
estados agudos o de comorbilidades, que elevan proteinas que favorecen resultados falsos
de AL+, como el factor reumatoide (FR), proteina C reactiva (PCR), entre otros; una
ventaja de nuestro trabajo es que vigilamos la ausencia de anticoagulantes que pueden
favorecer falsos positivos, sin embargo, no pudimos descartar que los pacientes no se

encontraran en condiciones agudas. Sin embargo, la prueba de SCT mostr6 una mayor
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sensibilidad que el TVVRd. Por otra parte, la prueba de SCT muestra una menor
especificidad por lo que en algun caso podria favorecer el diagnoéstico de falsos positivos
con respecto al TVVRd, circunstancia que para algunos autores es preferible con respecto
a un falso negativo, puesto que se buscaria la proteccién del paciente a través de la
anticoagulacién, si por otra parte se incurriera en falsos negativos, con mucha seguridad

los pacientes tendrian eventos de repeticién que pondrian en riesgo su vida.

Determinacion de otros anticuerpos

De la poblacién estudiada al 78.7% se le solicitd la determinacion de los anticuerpos anti-
fosfolipidos de fase sélida anti-IgG y anti-lgM, tanto del tipo aCL y anti-B2GP1. De acuerdo
con la Figura 6, de los 22 AL+ que detectd la prueba de SCT, 8 fueron positivos para otros
anticuerpos (47.6%); de los 10 que detectd el TVVRd, 7 tenian otro anticuerpo presente
(57.1%), es importante destacar la importancia de la presencia de estos anticuerpos ya que
de acuerdo con diversos autores como: Devreese K, Ortel T, Pengo, entro otros, estudios
clinicos confirman que la doble o triple positividad en pacientes con SAAF indica un alto
riesgo de recurrencia de trombosis y en portadores se incrementa el riesgo de desarrollar
un primer evento trombotico sin olvidar que en SAAF también pueden presentarse diversos
tipos de eventos clinicos que no necesariamente estan relacionados con trombosis sino
también de tipo ginecosbtétricos los cuales se encuentran mas relacionados con la

presencia de anti-B2GP1 (Tripodi, Pengo).
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CONCLUSIONES

P La fase pre-analitica es primordial y determinante para asegurar la confiabilidad del
resultado.

P El uso de una sola prueba para la deteccion de AL no es suficiente debido a la
naturaleza heterogénea de los AAFL.

P Aunque la prueba de SCT muestra mejor sensibilidad con respecto a la de TVVRd,
no es suficiente para captar la mayoria de los AL+.

P La prueba de SCT es capaz de detectar AL+ diferentes a los que detecta la prueba
de TVVRd.

P La deteccion de AL no es una prueba de urgencia, por lo tanto no se debe solicitar si
el paciente esta pasando por algun evento agudo.

P La deteccion oportuna, no solo de AL sino de cualquier otro AAFL, es indispensable
para un diagnéstico correcto de SAAF.

P Es de gran importancia emitir un diagnéstico confiable de SAAF al paciente pues de
éste va a depender su tratamiento.

P Existen condiciones propias de cada paciente que pueden provocar un AL transitorio
por lo que siempre se debe corroborar la persistencia de éste a las 12 semanas de
la primera determinacion, excepto en la triple positividad en la misma muestra, bajo
condiciones ideales.

P Es importante solicitar un perfil completo de AAFL cuando se sospecha de SAAF y
no solo AL y asi poder clasificar a los pacientes de acuerdo a la positividad que
presenten (Tipo |: Mas de un criterio de laboratorio presente, cualquier combinacion;
Tipo lla: Solo AL presente; Tipo llb: Solo anti-CL presente; Tipo lic: Sélo anti-p2GP1

presente).
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P Cada laboratorio debe establecer sus propios puntos de corte tomado en cuenta la
poblacion, equipos y reactivos que maneje.

P Es necesario conocer la historia clinica del paciente asi como el tratamiento que
tengan ya que existen diversos medicamentos, no sélo los anticoagulantes, que

provocan resultados falsos positivos.
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