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RESUMEN

Las reacciones en cascada de la coagulacion permanecen en un delicado equilibrio, cuando éste
se rompe se llega a la formacion de trombos, lo cual puede deberse a la presencia de anticuerpos
antifosfolipidicos tales como el anticoagulante lapico (AL), que puede transformarse en

patologia como el sindrome antifosfolipidico (SAF).

El sindrome antifosfolipidico (SAF) es una patologia de origen autoinmune es reconocida como
una causa de trombofilia adquirida, se define por criterios clinicos y de laboratorio para poder

ser identificado.

La busqueda del AL en el laboratorio clinico se ha incrementado debido a su asociacion con

trombosis venosa o arterial, muertes fetales y abortos espontaneos.

Actualmente la validacion de las pruebas de diagnostico del SAF han sido regularizadas por un
comité de expertos de la ISHT (Sociedad Internacional de Trombosis) el BCSH (Comité de
Estandares Clinicos en Hematologia) y la CLSI (Instituto de estdndares Clinicos y de

Laboratorio) publicaron guias para implementar las pruebas de tamizaje y confirmatorias.

La prueba de deteccion, es tiempo parcial de tromboplastina activada (APTT) y de
neutralizacion con plaquetas (PNP) para la confirmacion de AL y su relacion en pacientes
con riesgo de trombosis. Se validaron las pruebas y demostraron buena precision,
sensibilidad del 71% y especificidad de 100%, que es mayor al de otras pruebas de tamizaje,
el indice de correlacion entre estas pruebas es de k=0,81 dando un grado de concordancia
“buena” entre las pruebas El intervalo de referencia para la prueba de deteccion APTT fue
de 22,7 a 34,3 seg con un punto de corte de 34,1 seg y para la prueba de confirmaciéon PNP
de 2,6 a 7,1 seg con un punto de corte de 6,7. Los resultados obtenidos en los pacientes
correlacionaron con las historias clinicas, se destac6 un paciente, con alto riesgo de
trombosis, presentando resultados prolongado de APTT y confirmado por la prueba de

PNP, que derivo aun accidente cerebrovascular con fallecimiento.

Palabras clave: Sindrome fosfolipido, diagnostico de anticoagulante Iupico, anticuerpos anti fosfolipidos



SUMMARY

The coagulation cascade reactions remain in a delicate balance; when this is broken, thrombus
formation occurs, which may be due to the presence of antiphospholipid antibodies such as lupus
anticoagulant (LA), which can transform into pathology such as antiphospholipid syndrome

(APS).

Antiphospholipid syndrome (APS) is a pathology of autoimmune origin, recognized as a cause

of acquired thrombophilia, and is defined by clinical and laboratory criteria to be identified.

The search for AL in the clinical laboratory has increased due to its association with venous or

arterial thrombosis, fetal deaths and spontaneous abortions.

Currently the validation of APS diagnostic tests has been regularized by a committee of experts
from the ISHT (International Society of Thrombosis), the BCSH (Committee for Clinical
Standards in Hematology) and the CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) published

guides for implementing screening and confirmatory tests.

The screening test is activated partial thromboplastin time (APTT) and platelet neutralization
time (PNP) for confirmation of AL and its relationship in patients at risk of thrombosis.The tests
were validated and demonstrated good precision, sensitivity of 71% and specificity of 100%,
which is higher than other screening tests. The correlation index between these tests is k=0.81,
giving a degree of agreement of “good.” ” between tests The reference interval for the APTT
screening test was 22.7 to 34.3 sec with a cut-off point of 34.1 sec and for the PNP
confirmatory test was 2.6 to 7.1 sec with a cut-off point of 6.7. The results obtained in the
patients correlated with the clinical histories, one patient stood out, with a high risk of
thrombosis, presenting prolonged APTT results and confirmed by the PNP test, which led to
a stroke with death.

Key words : Phospholipid syndrome, diagnosis of lupus anticoagulant, antiphospholipid antibodies



I. INTRODUCCION

Las reacciones en cascada de la coagulacion permanecen en un delicado equilibrio, cuando
¢éste se rompe se llega a la formaciéon de trombos, esto podria deberse a la presencia
persistente de anticuerpos antifosfolipidicos en la sangre, tales como el anticoagulante lupico
(AL) y otros, que pueden desarrollar una patologia, como el sindrome antifosfolipidico (SAF)

(Scazziota, Adamczuk, Annetta, 2018, p.327).

El SAF es una enfermedad de origen autoinmune que es reconocida como una trombofilia
adquirida, se define por criterios clinicos y de laboratorio para poder ser identificado. Se
presenta en ausencia o presencia de otras enfermedades autoinmunes como el lupus
eritematoso sistémico (LES) se denomina respectivamente SAF primario, y SAF secundario

(Scazziota, Adamczuk, Annetta, 2018, p.327).

El anticoagulante lupico es categorizado como un inhibidor de interferencia. Son
generalmente anticuerpos especificos contra fosfolipidos como protrombina humana o beta
2 glicoproteina I (B2GPI) que prolongan las pruebas de coagulacion dependientes de

fosfolipidos (FL) “in vitro” ((Blanco, Kordich, Bermejo,2013, p.561).

Desde la década del 90 la busqueda del AL en el laboratorio clinico se ha incrementado

debido a su asociacioén con trombosis venosa o arterial, muertes fetales y abortos espontaneos.



I1.

Actualmente la estandarizacion o validacion de las pruebas de diagnostico del SAF han sido
regularizadas por un comité de expertos o sociedades cientificas de la ISHT (Sociedad
Internacional de Trombosis) que junto al BCSH (Comité de Estandares Clinicos en
Hematologia) y la CLSI (Instituto de estandares Clinicos y de Laboratorio) publicaron guias
para implementar las pruebas de tamizaje y pruebas confirmatorias que investigan la

presencia del AL en el laboratorio (Scazziota, Adamczuk, Annetta, 2018, p.327-329).

JUSTIFICACION

El SAF es una patologia de origen autoinmune, que se caracteriza por la produccion de
autoanticuerpos antifosfolipidicos que alteran la funcion de los fosfolipidos y crean un
estado procoagulante y proinflamtorio, aumentando el riesgo de trombosis recurrente
arterial, venosa, microvascular y/o morbilidad obstétrica. Generalmente es diagnosticado

en pacientes menores de 50 afos, afectando mas a mujeres que a hombres.

Debido a esto representa un problema de salud publica con una incidencia a nivel mundial,
de aproximadamente cinco casos nuevos por cada 100,000 personas al afio y una prevalencia
de 40-50 casos por cada 100,000 habitantes. Los anticuerpos antifosfolipidos son positivos
en aproximadamente 13% de los pacientes con accidente cerebrovascular, 11% con infarto
agudo de miocardio (IAM), 9.5% de los pacientes con trombosis venosa profunda y 6% de

los pacientes con morbilidad del embarazo. El SAF primario o catastréfico es una forma



acelerada y de mayor gravedad de la enfermedad, que se asocia con una mortalidad cercana

al 50% (Scazziota, Adamczuk y Annetta, 2018).

Por esto el correcto diagndstico del SAF es importante, contemplan un criterio clinico y uno
de laboratorio con la presencia persistente (méds de 12 semanas) de uno o mas de los
anticuerpos antifosfolipidos. A pesar de que hay distintos anticuerpos antifosfolipidicos, los
criterios de clasificacion para SAF reconocen tres: anticoagulante lipico, anticardiolipina y

anti-B2-glicoproteina I.

Para investigar la presencia del anticoagulante Iupico en el laboratorio debe realizar dos
pruebas de tamizaje sensibles, con diferentes principios analiticos, debido a la evidencia de

que no hay ninguna prueba 100% sensible. Ademas de un ensayo confirmatorio.

Las pruebas que se realizan en el Instituto SELADIS actualmente para el diagndstico de SAF
son: el Rapid Plasma Reagin (RPR) como unica prueba de deteccion del AL (pero puede
presentar falsos negativos en el ensayo) y para anticuerpos anticardiolipina (aCL) y anti-p2

glicoproteina I (ap2GPI) se utiliza, el ensayo en fase s6lida ELISA.

Tomando en cuenta las recomendaciones internacionales, observamos la necesidad de
implantar como segunda prueba deteccion, al APTT con acido eladgico, que minimizara los
falsos positivos siendo una prueba recomendada en primera linea y como ensayo

confirmatorio a la prueba de neutralizaciéon con plaquetas (PNP) que corroborara la



naturaleza de dependencia del AL, por los fosfolipidos y descartar la presencia de inhibidores

especificos. Completando de esta manera los criterios de diagnostico.

Las pruebas que se proponen en este trabajo, son de bajo costo y facil accesibilidad para el
paciente y permitiran ayudar en el diagndstico del sindrome antifosfolipidico SAF el cual
tiene consecuencias importantes, por sus complicaciones trombdticas o en caso de algunas

mujeres, abortos repetitivos etc.

III. ANTECEDENTES.

Triplett y col. presentaron la prueba de neutralizacion con plaquetas (PNP) en 1983. Ellos
tomaron 13 pacientes 2 con AL y 11 con inhibidores especificos contra factores VIII (cuatro
con hemofilia A) y IX inhibidor (que fue un paciente con hemofilia tipo B) y otro con
inhibidor adquirido del factor V. Utilizaron el Tiempo de tromboplastina parcial activada
para la deteccidn inicial del anticoagulante lipico en los pacientes y evidenciaron que la
prueba de neutralizacién con plaquetas combinada con el reactivo de APTT, pudo
diferenciar de manera mas efectiva el anticoagulante lupico de los inhibidores especificos,
VIII, V y IX, mejor que la prueba de inhibicién de tromboplastina tisular (TTI) (Triplett,

Brandt, & Schaeffer, 1983, p.681).

Lizbeth Salazar S., Fernando Atmetlla M (1995); realizaron la deteccion del anticoagulante

lupico en 100 pacientes con trastornos tromboticos y alguna enfermedad de fondo, se detecto



12 pacientes con la presencia de anticoagulante lupico, utilizaron como prueba de deteccion
el Veneral Disease Research Laboratory (VDRL) ademas del tiempo de tromboplastina
activada APTT y como prueba de confirmacion ,las prueba recomendada por Triplett
internacionalmente, la prueba de neutralizacién con plaquetas (PNP). Pudieron evidenciar
que VDRL presento resultados falsos positivos, como ya se report6 en otras investigaciones,
por esto recomendaron el uso de APTT para corrobora los resultados y observaron que la
prueba de confirmacion PNP ratifico los 12 casos de pacientes con AL. Los investigadores
recomendaron la prueba de APTT y la de confirmacion para la deteccion de anticoagulante
lupico, por su dificil diagnostico mediante evaluacion clinica del paciente (Salazar, &

Atmetlla, 1995, p.16).

Avigliano.A y Grand, B (2015). Evaluaron la sensibilidad y especificidad del tiempo de
veneno de vibora de rusel diluido (TVVRA) y del ATPP para la deteccion de anticoagulante
lupico en 287 mujeres con antecedentes de abortos recurrentes y complicaciones
vasculoplacentarias El 59.9% (172/287) de las muestras fueron negativas mientras que el
40.1% (115/287) fueron positivas para AL. Donde en las muestras positivas 44/115 fueron
positivas para ambas pruebas (APTT y TVVRA), de los 71 restantes 60 fueron positivas para
TVVRdy 11 solamente para APTT, en las pruebas confirmatorias de 62 embarazadas 9(57%)
se confirmaron PNP- APTT y 7(11.3%) por PNP-TVVRD. Se determin6 que APTT tiene
una sensibilidad de 58.3% y especificidad del 91.9% mientras que TVVRA tiene una

sensibilidad de 87% especificidad del 100% y que seria muy ttil utilizar APTT combinado
5



con un reactivo que lo haga mas sensible a AL para mejorar la capacidad de deteccion

(Avigliano, & Grand, B, 2015, p.114).

IV. MARCO TEORICO.

A. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LAS PLAQUETAS

Aunque se ha aceptado universalmente que las plaquetas derivan de los megacariocitos,
los mecanismos por los cuales se forman y se liberan siguiendo controvertidos. En la
fase final de la megacariocitopoyesis una vez alcanzada la ploidia definitiva, se produce
la maduracion del citoplasma megacariocitico que da lugar, mediante el proceso de la
trombopoyesis a la formacion y liberacion de plaquetas. La ultra estructura plaquetaria
subdividida en tres partes topograficas relacionadas con su funciéon: a) Membrana
plaquetaria (intra y extra celular) b) Granulos y organelas intra citoplasmaticas

(secrecion plaquetaria) y ¢) Citoesqueleto (proteinas motoras) (Bermejo, 2017, p.10).

1. MEMBRANA EXTERNA

La superficie plaquetaria juega un rol crucial de contacto, primero asegurando la
adhesion a los componentes del subendotelio expuesto y luego favoreciendo la
agregacion y formacion del trombo plaquetario. Al igual que otras membranas
bioldgicas, estd compuesta por proteinas y principalmente por fosfolipidos y

colesterol. La bicapa lipoproteica tiene glicoproteinas que funcionan como

6



receptores de los agonistas fisioldgicos de las plaquetas adenosindifosfato (ADP),
troboxano A2 (TxA2), trombina), proteinas adhesivas (fibrinégeno, fibronectina,
laminina, trombospondina, vitronectina, factor de Von Willebrand) y ligandos
fibrosos como el coldgeno, ademds, posee enzimas importantes para el
funcionamiento celular y fosfolipidos. Es responsable de la interaccion de la célula
con el medio circundante a través de receptores entre las que figuran las integrinas

las cuales se caracterizan por enlazarse a proteinas (Bermejo, 2017, p.11-12).

B. ENDOTELIO

Actualmente se considera al endotelio como un 6rgano dinamico, heterogéneo y
diseminado que tiene funciones secretoras, sintéticas, metabdlicas e inmunologicas,
y cuya alteracion es determinante en el curso de algunas enfermedades. Diversos
estudios demuestran que el endotelio participa en una multitud de procesos
fisiologicos que incluyen: el control del trafico celular, la regulacion del tono
vasomotor, el mantenimiento de la fluidez de la sangre y el crecimiento de nuevos
vasos sanguineos (vasculogénesis y angiogénesis). Todas estas funciones son llevadas
a cabo por receptores para diversas moléculas presentes en la sangre y también
receptores que median la interaccion célula/célula y célula/matriz que estan presentes

en la superficie de cada célula endotelial (Dubloscq, 2017, p.19).



C. SINDROME ANTIFOSFOLIPIDICO

El sindrome antifosfolipido, se define como una enfermedad autoinmune que debe
cumplir con criterios clinicos y de laboratorio para poder ser diagnosticado. La
presencia de manifestaciones trombdticas y/o morbilidad obstétrica en pacientes que
expresan de manera persistente anticuerpos antifosfolipidos en sangre, ya sea
anticardiolipinas, anti-B2 glicoproteina I y/o anticoagulante lapico, es diagnostico de

SAF (Blanco, Scazziota, 2019, p.15).

En la década de los 50, el SAF se defini6 como una entidad clinica, con el
reconocimiento de 2 fendmenos inusuales: la prueba seroldgica para la sifilis, (VDRL
por sus siglas en inglés) con resultado falso-positivo y el descubrimiento de un
inhibidor de la coagulacion no especifico. Por su parte, los anticuerpos
antifosfolipidicos (aAFL) fueron detectados tempranamente (siglo XX), mediante
ensayos inmunologicos usados en el diagnostico de la sifilis. Posteriormente, en
1907, un grupo de investigadores desarrollaron un ensayo de fijacion
del complemento para la sifilis (denominado reagina) y usaron como antigeno el
fosfolipido (FL), derivado de extracto de higado de fetos con sifilis congénita. Més
tarde, en 1941, Pangorn demostré que las reaginas eran un FL anionicos y fueron
renombradas cardiolipinas, pues comenzaron a ser aisladas del musculo cardiaco

bovino y a utilizarse en conjunto con la lecitina y el colesterol como el antigeno en la



prueba de floculacion serodiagnostica para la sifilis (Pouymir6 Pubillones, Pouymird

Brooks, 2012, p. 429).

El anticoagulante lupico, que es el mas frecuente de los inhibidores adquiridos de la
coagulacion, fue descrito por primera vez en 1952 por Conley y Hartman de un
trastorno de la coagulacion en 2 pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES),
cuyos plasmas mostraban una actividad anticoagulante en los ensayos de coagulacion
in vitro. Ambos pacientes presentaban una serologia de lues falso negativa (Blanco,

Kordich, Bermejo.2013, p 561).

En 1972, Feinstein y Rapaport, introdujeron el término "anticoagulante del lupus"
(AL), describiéndolo como un fosfolipido inhibidor directo de la cascada de la
coagulacion y aunque reiteradamente se ha sefialado como incorrecto el termino, dado
que la mayoria de los pacientes con anticoagulante del lupus no padecian LES, por
razones historicas, ha perdurado hasta hoy dia. El efecto anticoagulante es un
fendmeno estrictamente in vitro, aunque algunos anticuerpos han sido identificados
con efecto anticoagulante manifiestoin vitro y simultdneamente accion
protrombdtica in vivo, no da lugar a manifestaciones hemorragicas a menos que esté
asociado con trombocitopenia, trombocitopatia o déficit de algin factor de la

coagulacion (Pouymir6 Pubillones, Pouymird Brooks. 2012.p 429).



El sindrome antifosfolipido (SAF), descrito en 1983, se defini6 como una triada
compuesta por trombosis venosas/arteriales, de pequefio vaso, morbilidad en los
embarazos (fundamentalmente, abortos, pérdidas fetales recurrentes y prematuridad)
y alteraciones hematolédgicas (trombocitopenia y anemia hemolitica), asociadas por
un titulo elevado de anticuerpos antifosfolipido (aAFL), anticoagulante tipo lupus
(AL) y/o anticuerpos anticardiolipina (aCL). Puede asociarse a otras enfermedades
autoinmunes SAF secundario o no SAF primario ademés del SAF catastrofico

(Pouymir6 Pubillones, Pouymiré Brooks. 2012.p 429).

El sindrome antifosfolipido catastrofico (SAFC) es la expresion del sindrome con
mayor gravedad y compromiso de vida, ya que se asocia con una mortalidad cercana
al 50%. El término catastrofico define una forma acelerada de SAF, que resulta en
una falla organica multiple, que ocurre en menos del 1% de todos los pacientes con

SAF (Blanco, Scazziota, 2019, p.19).

D. MECANISMO PATOLOGICO EN EL SINDROME ANTIFOSFOLIPIDICO

1. CASCADA DE LA COAGULACION

En el 2001, Hoffman M y Monroe D, proponen un modelo en el cual la coagulacion
estd regulada por las propiedades de las superficies celulares, ambiente natural

donde se desarrollan las reacciones de coagulacion. Donde se observan 3 etapas:
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Fase inicial: El complejo factor tisular-factor VII, de forma directa e indirectamente
a través del factor IX, activa el factor X transformando pequenas cantidades de
protrombina en trombina. Fase de amplificacion: La trombina asi formada, junto
con el calcio de la sangre y los fosfolipidos acidos, que provienen de la plaqueta,
participa activamente en un proceso de retroalimentacion para activar los factores
XL, IX, VIII y V de forma especial, para acelerar la activacion de la plaqueta. Fase
de propagacion: La amplificacion del proceso por mecanismos de
retroalimentacion entre trombina, plaqueta y la activacion de todos estos factores
permiten activar grandes cantidades del factor X y formar el complejo
protrombinasa para convertir la protrombina en trombina y a expensas de ésta, el

fibrindgeno en fibrina. (Pérez, Gémez. Bover.2007, p1217).

FIGURA N°1

Cascada de la coagulacion: Modelo celular propuesto de Hoffman M y Monroe

D, 2001.
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Nota. - Consiste en 3 etapas o fases: Iniciacion: La exposicion del factor tisular(FT)
presente en la célula y formacion del complejo tenasa extrinseco. Ampliacion: La
trombina activa las plaquetas y otros factores como el FV, FVII y FIX
Propagacion: la formacion del complejo “tenasa intrinseco” y “Protrombinasa”
aseguran formacion de trombina y esta fase culmina con la formacion de fibrina

entrecruzada, resultado en un coagulo estable.

2. FOSFOLIPIDOS

Los fosfolipidos son lipidos polares componentes de la membrana celular. La
cardiolipina, la fosfatidilserina y el 4acido fosfatidico son fosfolipidos
negativamente cargados (anidnicos) mientras que la fosfatidilcolina es neutro y la
fosfatidiletanolamina es Zwiteridnico. Su funcion se basa en el mantenimiento de

la membrana celular modificando la funcién de las proteinas presentes en la
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superficie celular. Intervienen en puntos criticos de la cascada de la coagulacion

(Blanco, Kordich, Bermejo.2013, p 561).

3. ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDICOS

Estos aAFL constituyen un grupo de anticuerpos heterogéneos dirigidos contra una
amplia variedad de proteinas con afinidad por fosfolipidos anioénicos. En el SAF
se reconoce a tres anticuerpos. Son una familia de anticuerpos, que pueden o no
estar presentes a lo largo del tiempo, desde dias hasta afios. Aquellos anticuerpos
que desaparecian en pocos dias, se los asocidé con infecciones, mientras que los
que perduraban en el tiempo se los relaciond con enfermedades autoinmunes, o
enfermedades trombdticas y/o morbilidad obstétrica (Larrafiaga, 2020.p 29).

Dos de ellos se nombran por el antigeno contra el que estan dirigidos: la proteina
B2 glicoproteina I y la combinacion del fosfolipido aCL y la proteina (2
glicoproteina I. En cambio, el tercer grupo de anticuerpos se denomina AL, en base
a su actividad funcional, ya que prolonga los tiempos de las pruebas de coagulacion

in vitro (Blanco, Scazziota. 2019.p16).

4.- ANTICOAGULANTE LUPICO

El anticoagulante lupico, pertenece a una familia heterogénea de autoanticuerpos
que pueden ser IgG o IgM. Esta categorizado como inhibidor de interferencia. Son

autoanticuerpos con especificidad contra, protrombina y f2-GPI, que prolongan
13



las pruebas de coagulacion dependientes de FL. Esta interferencia es un efecto in
vitro, dado que los pacientes con LA no tienen problemas hemorragicos. El
mecanismo principal del efecto de interferencia se debe a la unién de los
anticuerpos a estas proteinas, provocando su dimerizacion sobre la superficie
fosfolipidica y aumentando su afinidad por FL. Esto, como consecuencia,
disminuye por competicion la disponibilidad de FL para las pruebas de

99 e

coagulacion. Al presentar este efecto “in vitro”, “in vivo” representa un factor de

riesgo importante de complicaciones, predominantemente trombdticas en el SAF

(Scazziota, Adamczuk, Annetta, 2018, p.327).

FIGURA N°2

Esquema del anticoagulante lupico por la competencia de fosfolipidos anionicos
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Nota. Esquema adaptado de Molhoek JE y col. Fendmeno que determina la
actividad del AL debido a la competencia por los fosfolipidos anidnicos entre los
factores de coagulacion (en la figura se detalla el complejo protrombinasa) y la
B2GPI o la protrombina cuando son dimerizadas por los autoanticuerpos. Se
esquematiza la situacion en ausencia (a) o presencia (b) de anticuerpos anti B2GPI

o0 anti protrombina. Fuente: Blanco, Scazziota (2019).
F. INHIBIDORES ADQUIRIDOS. -

Se denominan inhibidores adquiridos a aquellas sustancias que afectan una o varias
etapas del mecanismo de coagulacion, prolongando las pruebas correspondientes, por
ejemplo, tiempo de tromboplastina activada, tiempo de trombina (TT), etc., al inhibir

especificamente algun factor de la coagulacion o al interferir en su reaccion (Blanco,

Kordich, Bermejo,2013, p.517)

1. INHIBIDOR ESPECIFICO

Los inhibidores especificos son inmunoglobulinas. Actian de modo especifico
sobre la actividad coagulante de un factor, al bloquear sus sitios funcionales del
mismo y se manifiesta alterando las pruebas de coagulacion correspondientes.
También pueden presentarse anticuerpos especificos dirigidos contra epitope no
funcionales denominados anticuerpos no neutralizantes, en cuyo caso no se detecta
un efecto de inhibicion de la coagulacién La formacion del complejo antigeno-
anticuerpo puede modificar la depuracion del factor, disminuyendo su vida media y
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provocando un déficit del mismo mediado por anticuerpos. La expresion clinica de
estos anticuerpos es variable, en algunos individuos no se observa alteraciones de la
coagulacion, a pesar de que el anticuerpo pueda modificar la vida media del factor.
por otra parte, existen pacientes que cursan con disminucion de la actividad del
factor, debido al descenso de la concentracion de la proteina por aumento de la
depuracion de los complejos antigeno-anticuerpo; en ellos puede observarse

manifestaciones hemorragicas (Blanco, Kordich, Bermejo,2013, p.525).

2. INHIBIDOR DE INTERFERENCIA

Los inhibidores de interferencia son inmunoglobulinas u otras sustancias que por
diversos mecanismos “interfieren” en el proceso de la coagulacion in vitro,
pudiendo afectar la determinacion de la actividad coagulante de los factores
involucrados en la via alterada. EI mas destacado de estos inhibidores, dada su
frecuencia y relevancia clinica es el inhibidor lupico, también denominado

anticoagulante ltpico (Blanco, Kordich, Bermejo,2013, p.561).

G. CRITERIOS DE DIAGNOSTICO DEL SINDROME ANTIFOSFOLIPIDICO

El SAF es una enfermedad autoinmune, multisistémica, con etiologia multifactorial
genética y ambiental, que se caracteriza por la presencia de AAF, trombosis (arterial

o venosa) y/o pérdidas fetales de repeticion. Generalmente es diagnosticado en
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pacientes menores de 50 anos, afectando mas a mujeres que a hombres. Para

establecer un diagnostico definitivo se definieron unos criterios en el Octavo

Congreso Internacional sobre anticuerpos antifosfolipido de Sapporo 1998, que

fueron revisados en la reunion de Sydney 2015 (TABLA N°2) (Forastiero,2020,

p.18).

TABLA N°1

Criterios de Diagnostico en el Sindrome Antifosfolipidico

Criterios clinicos

Criterios de laboratorio

Trombosis vascular

Morbilidad obstétrica

Deteccion de
anticuerpos aPL

Arterial

Una 0 mas MUERTES FETALES de fe-
tos morfologicamente normales > de 10
semanas de gestacion

ANTICOAGULANTE LUPICO
realizado de acuerdo a guias de estandari-
zacion de la ISTH

Venosa

De la microvasculatura

Uno o mds nacimientos de un neonato
prematuro morfologicamente normal,
antes de la semana 34 de gestacion por
ECLAMPSIA, PREECLAMPSIA SE-
VERA O INSUFICIENCIA PLACEN-
TARIA DOCUMENTADA

aCL (IgG y/o 1gM), titulo moderado o
alto (> 40 GPL o MPL, o >99" percentil)
medidas por un ELISA estandarizado de-
pendiente de P2GPI

Anti- §,GPI (IgG y/o 1IgM), (>99" percen-
til) medido por un ELISA estandarizado

Uno o mas episodios en cual-
quier tejido u organo, bien docu-
mentado (en caso de diagndstico
histopatolégico que el vaso afec-
tado no presente signos claros de
inflamacion o vasculitis)

Tres 0 MAS ABORTOS ESPONTANEOS
consecutivos previos a la semana 10 de
gestacion en mujeres en las que las alte-
raciones hormonales y anatomicas, asi
como las alteraciones cromosomicas de
la pareja, fueron excluidas.

Los resultados positivos deben ser repeti-
dos en 2 oportunidades separadas por 12
semanas 0 mas

Nota.

ISTH (Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia), aCL (anticuerpos anticardiolipina),
ELISA (enzimoinmunoensayo), Ig (inmunoglobulina), f2GPI (beta 2 glicoproteina 1)

Los criterios vigentes para la clasificacion de APS definido. Fuente: Scazziota,

Adamczuk, Annetta (2018).
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A pesar de que varios antigenos dan origen a distintos aAF, los criterios de
clasificacion para SAF so6lo reconocen los tres anticuerpos mencionados. Dos de ellos
se nombran por el antigeno contra el que estan dirigidos: la proteina B2 glicoproteina
I y la combinacion de cardiolipina y la proteina B2 glicoproteina I. En cambio, el
tercer grupo de anticuerpos se denomina AL, en base a su actividad funcional, ya que

prolonga los tiempos de las pruebas de coagulacion in vitro (Blanco, Scazziota, 2019,

p.16).

Los cambios mas drasticos fueron introducidos en los criterios del laboratorio donde
la persistencia de la positividad de los aAF se cambi6 a mas de 12 semanas en vez de
6 semanas (Forastiero,2020, p.19).

. PRUEBAS DE LABORATORIO PARA DIAGNOSTICO DE SAF

El sindrome antifosfolipido al igual que otras patologias de origen autoinmune, se
define por criterios clinicos y de laboratorio (FIGURAN®3), para poder identificar
anticuerpos antifosfolipidos en los pacientes con sospecha de SAF se utiliza hasta tres
diferentes métodos andlisis, como una determinacion para AL, anticardiolipinas y

anticuerpos anti-beta2-glicoproteina (Scazziota, Adamczuk, Annetta, 2018, p.327).
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FIGURA N° 3

Esquema simplificado del diagnostico de SAF

Criterios de Laboratorio
Criterios clinicos
+ LA
+ TA e . i
1 criterio clinico aCL i yio lgM a tituio
Y N moderado o alto
+ Morbilidad . . « Anti p2GPI IgG y/o IgM>99th
obstetrica 1 criterio de laboratorio percentil de la poblacién
normal

Nota. Los criterios vigentes para la clasificacion de SAF Fuente: Scazziota, Adamczuk,

Annetta (2018).

Las pruebas de laboratorio que demuestran la presencia de un anticuerpo
antifosfolipidos pueden dividirse en dos categorias: a) inmunologicas en fase solida
(ELISA): que detectan autoanticuerpos dirigidos principalmente contra las
cardiolipinas y beta 2 -glicoproteinas I b) ensayos de coagulacion: que demuestran la
presencia del anticoagulante lipico que son inmunoglobulinas que inhiben la
coagulacion in vitro, pero estan asociados a trombosis (Valor, Hernandez, Martinez,

Lopez Longo, 2018, p.120).
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l.- PRUEBAS PARA DIAGNOSTICO DEL ANTICOAGULANTE LUPICO

Los criterios para el diagnostico de inhibidor lapico propuestos por tres guias: (ISHT,
BCSH y CLSI) coinciden que se deben realizar dos pruebas de tamizaje sensibles con
diferentes principios analitico debido a que no hay pruebas 100% sensibles. Ademas,
la prueba de tamizaje que dio alterada debera ser confirmada y que la prueba de
confirmacion debe ser de la misma marca comercial, para que sea un sistema
integrado. El ensayo de mezcla debe ser realizado para descartar deficiencias.
1.Prolongacion de los ensayos de coagulacion dependientes de fosfolipidos (prueba
de deteccion: tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT). 2.Demostrar la
presencia del inhibidor a través de mezcla con plasma normal. 3.Evidenciar la
dependencia de fosfolipidos que tiene el inhibidor través de una prueba confirmatoria
Prueba de neutralizacion con plaqueta o prueba de neutralizacion (PNP) (FIGURA

N°4) (Scazziota, Adamczuk, Annetta, 2018, p.330).
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FIGURA N°4

Algoritmo para la deteccion de anticoagulante lupico

Pruebas de cmqmaclﬁn
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Nota. Esquema para deteccion de anticoagulante lipico, con prueba basica de
coagulacion APTT, en paciente con sospecha clinica de SAF Fuente: Blanco,

Kordich, Bermejo (2013).
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J. VALIDACION DE PRUEBAS

Las buenas practicas de laboratorio indican que todas las pruebas de analisis clinico
deben ser validadas y/o verificadas previo a ser utilizadas antes de procesar muestras

de pacientes

Se evaluaran las nuevas pruebas diagnostica para una buena aplicacion.

3. EXACTITUD DIAGNOSTICA: SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

La sensibilidad corresponde a la proporciéon de individuos correctamente
diagnosticados con la condicién o enfermedad por la prueba diagnostica. En otras
palabras, la proporcion de verdaderos positivos correctamente identificados por el

test del total de individuos enfermos segun el estandar de referencia.

La especificidad corresponde a la proporcion de individuos correctamente
diagnosticados con ausencia de la condicion o enfermedad por la prueba diagndstica
en estudio. Vale decir, es la proporcion de verdaderos negativos que fueron
correctamente identificados por el test, del total de individuos sanos segun el

estandar de referencia (Salazar.2017, p.366).
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4. VALORES PREDICTIVOS

Los valores predictivos positivos (VPP) y negativos (VPN) proporcionan
estimaciones de la probabilidad de la enfermedad. Vale decir, es la probabilidad de
que la prueba diagnostica entregue el diagnostico correcto, si esta resulta positiva o
negativa. a. Valor Predictivo Positivo Corresponde a la probabilidad condicional
de que el paciente tenga la enfermedad, dado que el test resulto positivo. Expresado
de otra manera, es la proporcion de pacientes con la prueba diagnostica positiva que
efectivamente tienen la condicion. b. El Valor Predictivo Negativo Corresponde a
la probabilidad condicional de que el paciente no tenga la enfermedad, dado que la
prueba diagndstica resultd negativa. En otras palabras, es la probabilidad de que el
individuo no tenga la condicion en estudio luego de que el test es negativo

Salazar.2017, p.367).

De acuerdo con esto se puede inferir que la sensibilidad y la especificidad
representan la validez de una prueba diagnostica, y que el valor predictivo positivo
y valor predictivo negativo representan la seguridad de una prueba diagnodstica En
este sentido, podemos calificar una prueba diagnostica en los pardmetros
mencionados como excelente (mayor o igual al 95%), buena (entre 80% y 94%),

regular (entre 50% y 79%) y mala (menor del 50%) Salazar.2017, p.368).
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5. ESTUDIO DE CONCORDANCIA

Se define el indice de concordancia kappa de la siguiente manera:

Donde Po es la proporcion de concordancia observada (en tanto por 1) y Pe es
la proporcion de concordancia esperada por puro azar. En caso de acuerdo perfecto
la proporcion de concordancia sera 1, por lo que 1-Pe representa el margen de
acuerdo posible no atribuible al azar. De ese margen nosotros observamos
probablemente sélo una parte Po-Pe, salvo que haya acuerdo perfecto Po=1.Asi
pues, en caso de concordancia perfecta el valor de kappa es 1; si la concordancia
observada es igual a la esperada kappa vale 0; y en el caso de que el acuerdo
observado sea inferior al esperado la indice kappa es menor que cero (Salazar,2017,

p. 383).

Landis y Koch propusieron unos margenes para valorar el grado de acuerdo en

funcion del indice kappa:
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TABLA N°2

Escala de valoracion del indice kappa

kappa grado de acuerdo
<0 sin acuerdo
0,1-0,2 insignificante
0,21-0,4 bajo
0,41-0,6 moderado
0,61 -0,8 bueno
0,81 -1 muy bueno

Nota. Landis y Koch propusieron unos limites para el grado de acuerdo estimado con

el resultado del calculo de Kappa. Fuente: Landis, Koch (1977).

6. INTERVALO DE REFERENCIA Y PUNTO DE CORTE
El intervalo de referencia es conjunto de valores que el médico utiliza para interpretar
los resultados de las pruebas en un paciente. El intervalo de referencia para una prueba
determinada se basa en los resultados de la prueba en el 95% de la poblacion sana. Para

el célculo del intervalo de referencia IR y punto de corte, existen diferentes guias, pero
todas coinciden en que los puntos de corte y los IR deben ser calculados por cada
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laboratorio tanto de la prueba de deteccion como la de confirmacion. Proponen el uso
de 20-60 donantes normales. Si la distribucion de las muestras es normal (gaussiana,
para el calculo de IR se utilizara la media mas menos 2 desviaciones estandar, donde
el punto de corte es X+2DS.Se determinar el IR, calculando el Percentil 2,5 y 97.5

(Scazziota, Adamczuk, Annetta, 2018, p.336).

El Punto de corte es el umbral que por encima del cual el resultado se informa como
positivo y por debajo se reporta como negativo. para punto de corte se calcula el
percentil 99. Para determinacion de punto de corte de patoldgicos en la prueba de
deteccion y confirmacion se puede realizar con un minimo de 10 pacientes (Scazziota,

Adamczuk, Annetta, 2018, p.336).
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V. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

» Optimizar la prueba de tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT) y de
neutralizacion con plaquetas (PNP) para la deteccion y confirmacion del

anticoagulante lipico y su relacion en pacientes con riesgo de trombosis.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Establecer la técnica mas efectiva para la obtencion de fosfolipidos a partir de plasma
rico en plaquetas (PRP).

» Determinar la Especificidad y Sensibilidad diagnostica de la prueba de APTT y PNP
para anticoagulante lupico.

» Determinar la Valor Predictivo Positivo y Valor Predictivo Negativo de la prueba de
APTT y PNP para anticoagulante lpico.

» Determinar la el Indice Kappa y el Grado de Concordancia del método de deteccion
APTT y la prueba de confirmacion PNP para anticoagulante lpico.

» Determinar el rango de referencia y punto de corte en la prueba de deteccion APTT

para la anticoagulante lipico. en nuestro medio.
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VI. DISENO METODOLOGICO

A. TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio tipo descriptivo transversal.

B. POBLACION

El presente estudio se realizd con dos poblaciones de pacientes, que acudieron al

Instituto SELADIS.

1° GRUPO DE CONTROL

Conformada por 32 individuos entre 20-40 afos aparentemente sanos seleccionados
como grupo control, para la obtencioén de rangos de referencia y punto de corte de las

pruebas de deteccion APTT y confirmaciéon PNP de anticoagulante lapico.

2° GRUPO DE ESTUDIO

La segunda poblacion conformada por 10 pacientes de ambos sexos entre 20 a 40
afios de edad. Agrupados en 3 categorias: baja, moderada y alta probabilidad detener
SAF, atendidos en centros hospitalarios como COSSMIL y el Hospital de Clinicas de

la ciudad de La Paz que acudieron al instituto SELADIS.
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C. CRITERIOS DE INCLUSION

1. GRUPO DE CONTROL

Las muestras del grupo control fueron obtenidas de pacientes aparentemente sanos
entre las edades de 20 a 40 afios de edad, sin antecedentes de enfermedad

2. GRUPO DE ESTUDIO

Pacientes e ambos sexos entre 20 a 40 afios de edad, con problemas de: aborto
recurrente o morbilidad obstétrica, trombosis venosa o arterial profunda,
trombocitopenia, anomalias cardiacas y con enfermedad autoinmune de ambos

sexos entre 20 a 40 afos.

D.- CRITERIOS DE EXCLUSION

1. GRUPO DE CONTROL

Se excluyeron la muestra de pacientes mayores de 50 afios deficiencias de

factores o coagulopatias.

2. GRUPO DE ESTUDIO

Se excluyeron a pacientes mayores a 50 afios o con deficiencia de otros factores

de coagulacion o la presencia de inhibidores especifico.
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F. TAMANO MUESTRAL

Al tener un porcentaje bajo de casos positivos de AL y no contar con datos de
incidencia y prevalencia en nuestro medio, nos obliga a que sigamos las
recomendaciones internacionales para determinar el nimero pacientes que debemos
trabajar.

La ISTH 2009 y BCSH 2012, proponen contar con 40 individuos sanos, menores de
50 afios para determinar el intervalo de referencia y el punto de corte. Ademaés de
una poblacién patoldgica de 10 pacientes segun la CLSI 2014.

En total nuestra poblacion en estudio fue de 52 pacientes siendo este el minimo

requerido para que tener significancia estadistica.

G. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

OBTENCION DE CONCENTRADO PLAQUETARIOS

Se obtuvo una bolsa de concentrado plaquetario con tiempo de utilidad cumplido

descartado por bancos de sangre.

EQUIPOS Y REACTIVOS

EQUIPOS
Coaguldémetro semiautomatico (Clot SP)

Sonicador (SONICS MATERIALS INC Vibra Cel )
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Centrifugadora (Centrifuge AIC)
Vortex (Vortex AB 2000)
Microscopio (Olympus CH-2)
Cémara de Neubauer
Tanque de nitrogeno liquido (YDS-30 litros)
REACTIVOS
BUFFER TRIS-SALINO pH 7.4
Citrato de sodio liquido al 32% (0.109 6 0.105 M)
Reactivo de Cefaloplastina Activada (Dade Actin-Siemens)
PROCEDIMIENTO
Se transfiri6 una parte de concentrado de plaquetas en un tubo de plastico de
forma conica, y se resuspendid con un volumen igual de BUFFER TRIS-
SALINO, se homogenizd y se centrifugo a 3300 rpm por 15 minutos, se elimina
el sobrenadante y se obtiene un botdn plaquetario, este se lava dos veces mas
resuspendiéndolo en 10 ml de BUFFER TRIS-SALINO, para luego centrifugar
a 3000 rpm por 15 minutos (FIGURA N°5). Después del tercer lavado se
resuspende las plaquetas con BUFFER TRIS- SALINO vy se realiza el recuento

de plaquetas para llegar a la concentraciéon de 200-300x10°L.
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FIGURA N°5

Protocolo de obtencion de concentrado plaquetario

Colocar el concentrado plaquetario en un tubo

conico co BUFFER TRIS-SALINO Ph7.4pH

l

Centrifugar a 3300rpm 15min

l

se obtiene botdn plaquetario que se lava dos

veces mas. Resuspendiéndolo en 10 ml de

BUFFER TRIS-SALINO pH7.4

l

Centrifugar a 3300rpm 15min

|

Después del tercer lavado se resuspende las

plaquetas con BUFFER TRIS- SALINO Ph 7.4

Para realizar el recuento y concentrarlas y llegar

a la concentracion de 200-300X10°L

Nota. Diagrama del protocolo de obtencion del concentrado plaquetario.
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TECNICAS DE OBTENCION DE FOSFOLIPIDO MEDIANTE LISADO
PLAQUETARIO
Para la obtencion de fosfolipidos a partir de plaquetas lisadas, se ejecutaron dos

técnicas: lisado por sonicacion y por choque térmico.

LISADO PLAQUETARIO POR SONICACION

Una vez obtenido el boton plaquetario se resuspencion en el buffer Tris- salino

y se llevo a un recuento plaquetario de 200 a 300 x10° L.

Se inserta una sonda ultrasonica en la muestra y se aplican ondas sonoras de
alta frecuencia en pulsaciones de aproximadamente 20 kHz por minuto. Se
realizd la sonicacion en dos tubos en tiempos diferentes para ver el tiempo

necesario para conseguir la lisis plaquetaria.

El primer tubo fue sometido a 1 minutos de sonicacién manteniéndolo en hielo.

Se observo en el microscopio que el lisado plaquetario no era total.

El segundo tubo fue sometido a 2 minutos de sonicacion y manteniéndolo en
hielo. Se observod en el microscopio que este tubo se obtuvo un lisado completo

de las plaquetas (FIGURAN®6).
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LISADO PLAQUETARIO POR CHOQUE TERMICO

Una vez obtenido el plasma rico en plaquetas se realiz6 una resuspencion en el
buffer Tris- salino y se llevo a un recuento plaquetario de 200 a 300 x10° L para
luego realizar el lisado plaquetario.Los lisados plaquetarios se obtuvieron tras
5 ciclos consecutivos de congelacion/descongelacion del concentrado de
plaquetas a -80 °C, eliminando los restos celulares por centrifugacion, se
confirmo el lisado de las plaquetas, mediante la observacion en el microscopio
y luego se almacenando el sobrenadante en tubos de crio preservacion a -196°C

hasta su posterior empleo (Figura N°6).

Figura N°6

Obtencion del lisado plaquetario por Sonicacion y choque térmico

- - Plaquetas
Plaqu

Sonicaci

BM 37
- - - Plaquetas
Plaau

T°-196°C
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Nota. Esquema de los 2 protocolo que se realizados para determinar la mejor foma de

obtencion de fosfolipidos mediante el lisado de plaquetas.

PRUEBA DE DETECCION DE ANTICOAGULANTE LUPICO

Se determind la presencia de anticoagulante lipico (AL) mediante la
determinacion del tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT) con acido
elagico fue utilizada como una prueba estandar en el diagndstico de inhibidor
lupico pues es muy sensible a la presencia de los fosfolipidos, ya que el reactivo
utiliza cerebro de animal como fuente de fosfolipidos y 4cido eldgico como

3

activador. La activacion “in vitro” producida a través de la fase de contacto,
conduce a la generacion de trombina con una cinética mas lenta y por tanto

adecuada, para evidenciar la interferencia que ejercen esto anticuerpos en los

complejos Xasa y Protrombinasa.

PROCEDIMIENTO

Obtencion de muestra de sangre en un tubo con citrato de sodio 3,2% en

proporcién 1:9 anticoagulante: sangre.

Obtener plasma citratado pobre en plaquetas centrifugando la muestra de sangre

a 3500 rpm por 10 minutos
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Realizar la prueba en un coagulometro semiautomatizado

Incubar el plasma en el coagulémetro por 3 minutos a 37°C

Afadir la cefalina a la muestra y dejar que incubar 3 minutos a 37°C

Colocar la mezcla en la celdilla de reaccion y afadir cloruro de calcio 0,025 M

previamente preincubado a 37°C

Iniciar el cronometro y una vez producida la formacion de fibrina anotar el
tiempo de reaccion en segundos. Los resultados de tiempo prolongado

determinan la posible presencia de AL.

PRUEBA DE CONFIRMACION DE ANTICOAGULANTE LUPICO

La prueba confirmatoria se realizé utilizando dos tubos, en uno se coloco el
plasma del paciente, el reactivo de APTT y la mezcla de un buffer, el segundo
tubo contenia el lisado plaquetario (por sonicacidon o choque térmico) mas el

reactivo de APTT afiadido al plasma del paciente.

APTT - Buffer APTT - Plaquetas
50 ul plasma 50 ul plasma
50 ul reactivo de APTT 50 ul reactivo de APTT
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50 ul de buffer tris —salino 50 ul de lisado plaquetario

PROCEDIMIENTO

- Se incub6 3 minutos a 37°C

- Se afiadi6 50 ul de cloruro de calcio 0,025 M precalentado a 37°C

- Se calcul6d la diferencia en segundos entre el APTT-buffer y el APTT-
plaquetas.

- Considerando un resultado normal, cuando la diferencia es menor a 7

segundos y un resultado positivo para inhibidor lipico si es mayor 7 segundos.

K.- ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo estadistica descriptiva e inferencial para la validacion, del ensayo determinando
la sensibilidad y especificidad diagnostica, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo, el grado de concordancia, el intervalo de referencia ademas del punto de corte
para el laboratorio. Se utiliz6 el programa Microsoft Excel 2016 para los calculos de todos

estos parametros.
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VI.- RESULTADOS

OPTIMIZACION DE LA OBTENCION DEL LISADO PLAQUETARIO

Una vez adquirido el plasma rico en plaquetas, se realiz6 la obtencion de fosfolipidos
mediante el lisado plaquetario por dos métodos: sonicado y choque térmico y se los

comprobo respectivamente en la prueba de confirmacion PNP.

a) Lisado plaquetario por Sonicacion: Se realiz6 la prueba de confirmacion PNP para
AL, con el lisado plaquetario por sonicacion y se correlaciono con la prueba de APTT,

en pacientes del grupo control (Tabla N° 3)

TABLA N°3

Resultados de la prueba de deteccion APTT y Prueba de Confirmacion PNP con concentrado
de fosfolipidos obtenidos por Sonicacion

N°GRUPO CONTROL PRUEBA DE APTT PRUEBA DE PNP
1 25,4 seg. 9,1 seg.
2 26,6 seg. 26,7seg.
3 28 seg. 8,0 seg.
4 33,0 seg. 0,1 seg.
5 26,8 seg. 2,4 seg.
6 32,2 seg. 0,0 seg.
7 24,8 seg. 1,0 seg.
8 28,5 seg. 2,1 seg.
9 30,1 seg. 0,2 seg.
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10 25,4 seg. 0,2 seg.

11 29,1 seg. 0,0 seg.
12 25,2 seg. 0,0 seg.
13 28,0 seg. 0,0 seg.
14 28,0 seg. 0,1 seg.
15 30,2 seg. 0,1 seg.
16 25,0 seg. 0,1 seg.
17 31,2 seg. 17,5 seg.
18 31,2 seg. 0,7 seg.
19 27,6 seg. 0,0 seg.
20 24,6 seg. 0,0 seg.
21 27,9 seg. 0,2 seg.
22 32,2 seg. 2,1 seg.
23 27,2 seg. 0,1 seg.
24 23,1 seg. 6,6 seg.
25 29,8 seg. 0,6 seg.
26 32,4 seg. 5,1 seg.
27 34,1 seg. 4,6 seg.
28 34,0 seg. 0,3 seg.
29 27,3 seg. 2,0 seg.
30 25,3 seg. 2,0 seg.
PROMEDIO 28,5 3,1
DS 3,0 3,9
CvV 10,7% 191,7%

Nota. Como se observa los resultados de ambas pruebas, no correlacionan y la prueba

de PNP presenta un coeficiente de variacion muy alto
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La desviacion estandar (DS) es de 5,9 y su coeficiente de variacion(CV) es de 191,7 %
como se puede observar el coeficiente es muy alto por tanto datos son muy dispersos y

poco precisos, los datos no son homogéneos y tiene alta variabilidad.

b) Lisado plaquetario por choque térmico: Se realiz6 la prueba de confirmacion PNP
para AL, con el lisado plaquetario por choque térmico y se correlaciono con la prueba
de APTT, en pacientes del grupo control. Sus resultados presentaron una mayor
correlacion con la prueba de APTT por tanto es la mejor forma de obtencion de

fosfolipidos para la prueba de confirmacion (TABLA N° 4).

TABLA N° 4
Resultados de deteccion APTT y Prueba de confirmacion PNP con concentrado de

fosfolipidos obtenidos por Choque Térmico

N° GRUPO CONTROL PRUEBA DE APTT PRUEBA DE PNP
1 25,4 seg. 6,7seg.
2 26,6 seg. 4,4 seg.
3 28 seg. 4,0 seg.

33,0 seg. 5,2 seg.
5 26,8 seg. 6,6 seg.
6 32,2 seg. 3,2 seg.
7 24,8 seg. 3,0 seg.
8 28,5 seg. 5,5 seg.
9 30,1 seg. 5,6 seg.
10 25,4 seg. 6,0 seg.
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11 29,1 seg. 6,0 seg.
12 25,2 seg. 5,2 seg.
13 28,0 seg. 4,5 seg.
14 28,0 seg. 6,1 seg.
15 30,2 seg. 3,3 seg.
16 25,0 seg. 5,2 seg.
17 31,2 seg. 6,2 seg.
18 31,2 seg. 5,3 seg.
19 27,6 seg. 3,3 seg.
20 24,6 seg. 4,8 seg.
21 27,9 seg. 5,1 seg.
22 32,2 seg. 4,9 seg.
23 27,2 seg. 5,2 seg.
24 23,1 seg. 4,5 seg.
25 29,8 seg. 6,1 seg.
26 32,4 seg. 3,6 seg.
27 34,1 seg. 4,4 seg.
28 34,0 seg. 6,4 seg.
29 27,3 seg. 3,3 seg.
30 25,3 seg. 5,1 seg.
31 27,2 seg. 3,5 seg.
32 30,0 seg. 3,0 seg.
PROMEDIO 28,5 49
DS 3,0 1,1
Ccv 10% 23%
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Nota. La correlacion es alta entre los resultados de ambas pruebas y el coeficiente de

variacion de la prueba de confirmacion PNP es menor al 30%.

Se puede observar en la tabla anterior que se obtuvo una DS de APTT igual 3,0 y un CV
de 10%. y para la prueba de confirmacion de PNP una DS de 28,5 un CV de 23 % los
datos son homogéneos es decir tienen poca variacion y una precision buena en ambos

Ccasos.
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EXACTITUD DIAGNOSTICA: SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

TABLA N*5
Tabla de 2x2 para determinar la Sensibilidad y Especificidad ademds de VPP y VPN para
las pruebas de deteccion APTT y de Confirmacion PNP de Anticoagulante Lupico

Resultado de la prueba Enfermedad Enfermedad Total
Presente Ausente
PRUEBA POSITIVA 5 0 5
PRUEBA NEGATIVA 2 35 37
7 35 42

VALORES ESTIMADOS

SENSIBILIDAD 71 %
ESPECIFICIDAD 100 %
VP (+) 100 %
VP(-) 95 %

Nota . Los resultados de sensibilidad y especificidad ademés del valor predictivo

positivo y negativo son de ambas pruebas puesto que sus resultados fueron similares.
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Como puede apreciarse en la prueba de APTT y PNP tienen una Sensibilidad del 71%
de capacidad para identificar correctamente aquellos que tienen AL. y una mayor

especificidad del 100% de capacidad para identificar aquellos que no tienen AL.

A si también el valor predictivo positivo VP (+) muestra que se tiene un 100% de

probabilidad de que el paciente sea positivo y este realmente afectado por el AL.

El valor predictivo negativo VP (-) muestra que se tiene un 95% de probabilidad de

que el paciente sea negativo a la prueba y no estar realmente afectado por el AL.

TABLA N°6

Tabla de comparacion del Intervalo de confianza de 95%del fabricante con intervalo

de confianza del 95% del estudio del APTT

1C95% Resultado del IC superior del
Estudio laboratorio
Fabricante
Sensibilidad 91,8% 71,4% 91,8 %
Especificidad 39,2% 100% 100 %

Nota. El 1C95% del fabricante nos permite aceptar la prueba si el IC95% obtenido es

igualo mayor al del fabricante ademas de compararlo con el IC superior obtenido.
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GRADO DE CONCORDANCIA: INDICE KAPPA

Se estudi6 la concordancia o eficacia de las pruebas de APTT Y PNP de confirmacion
y se obtuvo los siguientes resultados.
TABLA N°7
Indice de Concordancia Kappa (k) entre la Prueba de Deteccién APTT y
Confirmacion PNP de Anticoagulante Lupico
Valor
Indice Kappa (K) 0,81

Grado de Concordancia BUENA

Nota. Resultados que determinan el grado de concordancia entre las dos pruebas

evaluadas.

Comparando el valor obtenido de indice Kappa = 0,81 (TABLA N° 6) con la
clasificaciéon de los valores del Indice Kappa podemos observar que muestra una

concordancia buena entre la prueba de APTT y PNP de confirmacion.
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INTERVALO DE REFERENCIA Y PUNTO DE CORTE

A través de los datos obtenidos de pacientes aparentemente sanos en la prueba de
APTT y de confirmacion PNP se determiné el intervalo de referencia y el punto de

corte de ambos.

TABLA N° 8

Intervalo de Referencia y Punto de corte de la Prueba de Deteccion APTT para AL

VALORES
Intervalo de referencia 22,7 seg. - 34,3 seg.
Punto de Corte 34,1 seg

Nota Parametros que nos dan un rango de referencia procedente de la poblacion
aparentemente y el umbral que permitird discriminar los pacientes sanos de los

enfermos.
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TABLA N°9

Intervalo de referencia y Punto de Corte de la Prueba de confirmacion PNP para AL

VALORES
Intervalo de referencia 2,6 seg. - 7,1 seg
Punto de Corte 6,7 seg

Nota. Valores que permitiran interpretar el resultado y confirmar la presencia o ausencia

del anticoagulante lupico.

RELACION PRESENCIA DE INHIBIDOR LUPICO Y PATOLOGIA
DIAGNOSTICADA
Los datos de la prueba de APTT y de confirmacion de AL por PNP fueron
relacionados con el diagnostico base de los pacientes estudiados teniendo que
todos tenian antecedentes de trombosis venosa, antecedentes familiares de

trombofilia y uno con accidente cerebro vascular (TABLA N°10).
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TABLA N° 10
Relacion entre Resultados de Laboratorio y Diagnostico Base o Antecedentes Patologicos en

Pacientes con Riesgo Trombotico

N° Prueba de Deteccion Prueba de Diagnostico/Antecedentes Clinico
Paciente APTT Confirmaciéon PNP
1 33,7 seg 2,3 seg Trombosis venosa profunda
2 34,1 seg 3,3 seg Trombosis venosa profunda
hemiparestesia izquierda
3 44 seg 7,2 seg LES
TROMBOSIS EN MIENBRO INFERIOR
4 40,2 seg 7,8 seg LES
TROMBOSIS VENOSA PROFUNDA
5 42,1 seg 8,1 seg TROMBOSIS VENOSA PROFUNDA
ERITROSITOSIS
6 32,8 seg 4,8 seg Riesgo de trombofilia

por antecedentes familiares
7 33,2 seg 5,6 seg Riesgo de trombofilia

por antecedentes familiares
8 30,4 seg 6,0 seg Riesgo de trombofilia

por antecedentes familiares
9 39,3 seg 8,8 seg RIESGO DE TROMBOFILIA POR

ANTECEDENTES FAMILIARES
10 42,6 seg 9,1 seg LES

ACCIDENTE CEREBRO-VASCULAR Y MUERTE
IR 22,7 seg. - 34,3 seg. 2,6 seg. - 7,1 seg

PC 34,1 seg 6,7 seg
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Se puede observar en la tabla que 5 pacientes presentan un tiempo prolongado en la
prueba de APTT son confirmados por la prueba de PNP y son de interés pues estos
pacientes son positivos para AL. Este se puede evidenciar gracias a los intervalos de
confianza de cada prueba y su punto de corte, relaciondndolo también con los datos

clinicos delos pacientes.

VII. DISCUSIONES

De acuerdo a la investigacion realizada por Triplett y col. (estudio base de investigacion
sobre anticuerpos antifosfolipidos e inhibidor lipico) se determin6d que la prueba de
neutralizacion de plaquetas es especifica, para diferenciar entre inhibidores especificos
y adquiridos de la coagulacion. Ademds, determina que el tiempo parcial de
tromboplastina activada es la prueba de deteccion mas apropiada. Esto se comprobd en
nuestro trabajo, ya que se utilizo el reactivo de APTT con acido elagico, que le da mayor
sensibilidad a anticoagulante lipico, y se comprobo que la sensibilidad es mayor con el
activador. Validando asi, ambas pruebas como las mejores opciones para la deteccion y

confirmacion del AL.

Los investigadores Lizbeth Salazar y Fernando Atmetlla® realizaron la deteccion del
anticoagulante lipico en pacientes con trastornos trombdticos y alguna enfermedad de
fondo, se detect6 la presencia del anticoagulante con la prueba de VDRL ademas del

APTT pero detectaron a dos pacientes con pruebas positivas falsas, es por esto que
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recomendaron el uso del APTT para la deteccion de inhibidor lipico y como prueba de
confirmacion la de neutralizacion de plaquetas PNP, especificamente la de lisado de
plaquetas y no de fosfolipidos exogenos o plaquetas intactas, en nuestro trabajo se realizd
una variante en la obtencion de fosfolipidos que fue la sonicacidn, pero no se obtuvieron
resultados confiables, por esto se determind que el lisado por choque térmico, a pesar
del arduo proceso de su obtencion, es la mejor alternativa para esta prueba

comprobandose asi las recomendaciones de Tripell y col. como de Lizbeth Salazar .et al.

Se corroboro6 que al utilizar una prueba de mayor sensibilidad para anticoagulante lapico
como el APTT con acido eldgico seguida de una prueba de confirmacién como el PNP
que son las mas utilizadas, se incrementa la efectividad en el laboratorio y el facil acceso
para el paciente en relacion al costo y la fiabilidad en la prueba, Es importante indicar
que actualmente en nuestro medio, no se cuenta con set comerciales especificas para este
diagnostico y a pesar de la existencia de los mismos en el exterior las caracteristicas de
sensibilidad y especificidad de los mismos es igual o menor a las obtenidas en nuestro

estudio.

Avigliano.A y Grand, B (2015) evaluaron la sensibilidad y especificidad del TVVRd y
del ATPP para la deteccion de anticoagulante y utilizaron las pruebas confirmatorias
correspondientes de cada uno, se determin6 que APTT tiene una sensibilidad de 58.3%

y especificidad del 91.9% mientras que TVVRA tiene una sensibilidad de 87%
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especificidad del 100% y recomendaron que seria muy util utilizar APTT combinado
con un reactivo que lo haga mas sensible a AL para mejorar la capacidad de deteccion,
en nuestro trabajo evidenciamos el utilizar un reactivo de APTT combinado con acido
elagico que mejora la capacidad de este para la deteccion de AL, como se puede observar

en los resultados que obtuvimos es una sensibilidad de 71% y especificidad del 100%.

Al comparar IC del 95% del fabricante de la prueba de APTT, solo podemos decir que
el IC del 95% que obtuvimos fue bajo, también se compara con el IC superior que se
obtuvo en el laboratorio que es igualen sensibilidad y superior en especificidad al del
fabricante y que el problema que se tubo fue debid al bajo nimero de muestras que
manejamos en el trabajo, pero esto no significa que la prueba, no son eficientes para el

diagndstico del anticoagulante lupico.

La utilizacion del APPT y del PNP es accesible en términos de ejecucion, costo y tiempo
ya que otras pruebas de deteccion como el Tiempo de Veneno de Vibora de Russell y el
Tiempo de Kaolin por factores de costo y tiempo de ejecucion en nuestro medio no son

del todo asequibles a la poblacion.

Al determinar la técnica mas efectiva para la obtencién del lisado plaquetario
comprobamos que la técnica por sonicaciéon destruia completamente la membrana

plaquetaria, por tanto, destruia también los fosfolipidos que desedbamos obtener, no se
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produjo el mismo resultado en el lisado por choque térmico ya que se podia ver en el

microscopio las plaquetas lisadas.

Pudimos obtener intervalos de referencia en nuestro medio y punto de corte , para la
prueba de deteccion APTT y de confirmacion de anticoagulante lapico PNP, que nos
permitié corroborar la presencia de AL en 5 pacientes de 10 que presentaron un tiempo
alargado de APTT ademas de confirmarlo, estos 5 pacientes tenian antecedentes de LES
y por nuestros resultados podemos pronosticar un riego de trombosis, destacando un
paciente que mostr6 resultados de APTT y PNP muy por encima del punto de corte
siendo un paciente de alto riesgo de trombosis, que como consecuencia derivo en un

accidente cerebrovascular con fallecimiento.

La prueba de deteccion APTT con acido elagico mostro ser especifica en la deteccion de
AL, lo que fue corroborado por la prueba de confirmaciéon PNP Demostrando ser una

prueba de tamizaje util en el laboratorio.

La prueba confirmatoria corrobora la naturaleza del efecto inhibitorio de los fosfolipidos,
por esto deben ser altamente especifica para diagnosticar la presencia de inhibidor
lapico. La adicion de un concentrado de plaquetas acorta el tiempo de coagulacion del
APTT que se alarga en presencia del anticoagulante lupico. Por lo tanto, el sistema del
procedimiento de neutralizacion plaquetaria es mas valioso como una prueba diagnostica

para diferenciar el anticoagulante lipico de un inhibidor especifico de factor (p. ¢j.,
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inhibidor del factor VIII). Como se observo en nuestros resultados, se establecié que
nuestra prueba de confirmacion es altamente especifica, lo cual es necesario para el

diagndstico de anticoagulante lupico.

Se determino que las prueba de deteccion y de confirmacion tiene una buena precision,
Ademas que tiene un valor predictivo del 95.2% que valida la prueba de deteccion, por
tanto también la prueba de confirmacion Esta claro que a pesar de la sensibilidad y de la
especificidad si los resultados no pueden reproducirse su valor y utilidad son minimos,
por eso determinamos en nuestro trabajo la fiabilidad o eficiencia usando una prueba de
concordancia como el indice Kappa el cual nos dice que la correlacion entre las pruebas

de APTT y PNP de confirmacion es buena.

VI11. CONCLUSIONES

» Se realizo la optimizacion de la prueba de neutralizacion con plaquetas para la
deteccion y confirmacion del anticoagulante lupico, al utilizar un concentrado
plaquetario lisado mediante choque térmico, esto permitio la obtencion de
resultados consistentes en la prueba.

» Se optimizo el proceso de lisado de plaquetas y se determin6 que la mejor técnica
es la de choque térmico, pues se puede observar que los resultados obtenidos con
la prueba de confirmacion PNP estan en concordancia con los resultados de la

prueba de deteccion de anticoagulante lupico APTT.
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» Se determind que la prueba de deteccion y confirmacion presentan excelente
especificidad (100 %) y una sensibilidad buena (71%) mayor a otras pruebas de
tamizaje que generalmente llegan al 60% lo cual es necesario para diagnosticar
la presencia del anticoagulante lipico y confirmar la naturaleza dependiente de
fosfolipidos del efecto inhibidor. Ademas, se determiné un valor predictivo
positivo de 71 % y un valor predictivo negativo de 95 % que muestra que la
prueba es confiable al tiempo de obtener resultados en pacientes enfermos y
sanos, el indice de correlacion entre estas pruebas es de k= 0,81 que determina
un grado de concordancia buena entre las pruebas de APTT y PNP.

» Los resultados positivos obtenidos en los pacientes correlacionaron con la
historia clinica del paciente puesto que los mismos tenian factores de riesgo para
trombosis como antecedentes de Lupus Eritematoso Sistémico. Es importante
notar hacer que se obtuvo un resultado positivo en ambas pruebas en un paciente
con una enfermedad de base como LES el cual al momento de la toma de muestra

present6 un accidente cerebro vascular y posteriormente fallecio.

IX. RECOMENDACIONES

Observamos que es necesario seguir el protocolo sugerido por la Sociedad Internacional
de Hemostasia y Trombosis (ISHT) para el efectivo diagndstico de Anticoagulante

Lupico en el laboratorio, ademéas de poner en conocimiento de los médicos los adelantos
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en el diagnostico de sindrome antifosfolipidico especificamente del anticoagulante

lapico.

Al introducirnos en el estudio de problemas trombdticos y hemostaticos, pudimos
percatarnos que es nuestro medio no contamos con pruebas, para ese tipo de
enfermedades, es por esto que es necesario contar con una unidad de laboratorio
especializado en el area enfermedades tromboembdlicos y hemostaticas, que permitira
un diagndstico precoz y preciso de pacientes con estos problemas y hacer el seguimiento

de pacientes que estén bajo tratamiento con anticoagulantes.
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XI .- ANEXO

ANEXO N°1

REACTIVO PARA LA PRUEBA DE PNP

Preparacion de TRIS-SALINO Ph 7,35 (TBS)

TRIS-BASE (NH2C(CH20H)3, 121,14 g/mol.................... 6,06 g
Cloruro de Sodio NaCl, 58,5 g/mol...........................e. 85¢g
Aguadestilada ..........coooiiiii csp1000ml
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ANEXO N2

CALCULO DE VALIDES Y DE CONCORDANCIA DE LA PRUEBA DE APTTY
PNP

Método comparativo

Positivo Negativo
Positivo 5 5

Método en evaluacion Negativo 5 35 37
7 35 42
% de
Acuerdos
Positivos 71% % de Acuerdos Positivos: a / (a+c)
% de
Acuerdos
Negativos 100,0% % de Acuerdos Negativos: d / (b+d)
% de
Acuerdos
globales 95,2% % de Acuerdos globales: (a+d) / n

Conclusiones:

Concordancia
observada 95,2%

Criterio: Aceptacion > 80%

VALIDES
Decision| ACEPTADA

Nivel de concordancia (Indice Kappa):

Pe 0,75 | Proporcién esperada por azar
Po 0,95 | Proporcién total de concordancia observada
indice
Kappa 0,81
Decision | Aceptable k= (Po- Pe) / (1- Pe)
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ANEXO N°3

GRAFICA DE DISTRIBUCION DE DATOS, CALCULO DE IRNTERVALO DE
REFERENCIA Y PUNTO DE CORTE DE LA PRUEBA DE APTT

Histograma
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ANEXO N°4

GRAFICA DE DISTRIBUCION DE DATOS, CALCULO DE INTERVALO DE
REFERENCIA Y PUNTO DE CORTE DE LA PRUEBA DE PNP

Histograma
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ANEXO N°5

FORMATO DE COSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

“OPTIMIZACION DE LA PRUEBA DE TIEMPO DE
TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADA (APTT) Y
NEUTRALIZACION CON PLAQUETAS(PNP) PARA LA

Yo , acepto participar en el estudio

titulado “OPTIMIZACION DE LA PRUEBA DE TIEMPO DE TROMBOPLASTINA
PARCIAL ACTIVADA (APTT) Y NEUTRALIZACION CON PLAQUETAS(PNP) PARA
LA” de dejando constancia asimismo que fui debidamente informado de las condiciones del
estudio. He sido también informado/a de que mis datos personales serdn protegidos cuando los

resultados del estudio sean publicados.

FIRMA

C.L



