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RESUMEN

En la literatura se describié que la prolongacién de
las pruebas de coagulacién a baja concentracién de iones
calcio se asociaba a la presencia de aP,GPI en un peque-
fio grupo seleccionade de pacientes con anticoagulante
lipico (AL). Por ello se decidid evaluar la respuesta a la
disminucién en la concentracién de calcio de los plas-
mas obtenidos de 318 pacientes consecutivos derivados
a nuestro laboratorio para la investigacion de AL. Se rea-
lizé el tiempo de protrombina diluide (dTP) utilizando
una dilucién 1:50 de tromboplastina recombinante a 2
concentraciones finales de calcio 15 y 5 mM. Se calculé
el cociente P:N a ambas concentraciones y luego una re-
lacién de esos cocientes (razén 5:15). Setenta y cinco de
318 presentaron AL positivo. De los mismos, aquellos
que presentaban af, GPI prolongaban significativamente
el dTP a bajas concentraciones de calcio: media de co-
cientes P:N 2.43 vs 2.96 a 15 y 5 mM respectivamente,
p=0.05. Una prolongacién mayor del 20% (razén 5:15 >1.2)
se presento en el 47.7% de los pacientes con AL (+) y
ap,GPI (+) comparado con un 16.2% de los pacientes AL
(+) aB,GPI (-), p=0.0014. Se observé que la presencia de
afl,GPI estaba asociada a la prolongacién del dTP a ba-
jas concentraciones de iones calcio, no obstante la sen-
sibilidad de la prueba para identificar los AL asociades
a ap,GPI es baja.

Palabras claves: anticoagulante lipico, anticuerpos anti-
B2glicoproteina I, tiempo de protrombina diluido, bajas
concentraciones de calcio.
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INTRODUCCION

El anticoagulante lipico (AL) se caracteriza por
la prolongacién de ensayos de coagulacion que de-
penden de fosfolipidos'. El mismo constituye un fac-
tor de riesgo para el desarrollo de trombosis tanto
venosa como arterial?, y uno de los criterios de labo-
ratorio para el diagnoéstico de Sindrome anti-fosfo-
lipido (SAF)®. No obstante el AL no es especifico;
puede deberse a la presencia de anticuerpos dirigi-
dos contra B, glicoproteina I (af,GPI) o protrombina
humana (aPT), y ser positivo ain en ausencia de es-
tos anticuerpos detectados por ELISA. También se lo
encontrd asociado a situaciones clinicas como neopla-
sias, determinadas drogas, o algunas infecciones
como lepra o SIDA®

Alos aff,GPI se los ha encontrado mas relaciona-
dos a las manifestaciones clinicas de SAF que los
anticuerpos anticardiolipina (aCL) o los aPT, por lo
que se lo considera mejor marcador patogénico de
este sindrome®®. Es por ello, que recientemente algu-
nos investigadores han realizado algunos esfuerzos
para tratar de desarrollar pruebas de laboratorio para
que nos permitan identificar los AL dependientes de
ap,GPr”.

El Dr. Pengo y colaboradores® demostraron a tra-
vés de un ensayo en 2 etapas que los plasmas de diez
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pacientes con AL y aP,GPI (+) prolongaban el tiem-
po de veneno de vibora de Russel diluido (dRVVT)
v el tiempo de protrombina diluido (dTP) cuando
dismuinuia la concentracion final de iones calcio de
10 a 5 mM. Por el contrario, en los diez plasmas AL
(+) pero aB,GPI (-) los tiempos de coagulacién en las
mismas condiciones se acortaban.

El objetivo del presente estudio fue investigar en
forma sistematica los efectos que provoca la dismi-
nucion de la concentracién de iones calcio en el dTP
de todos los pacientes derivados a nuestro laborato-
rio para la deteccion de AL en un periodo de 18 me-
ses para evaluar su utilidad para la identificacion de
los AL asociados a aP,GPl. Ademas se tratd de eva-
luar la asociacién de esta prueba con Ia presencia de
aPT.

PACIENTES

Se estudiaron 318 pacientes consecutivos (149
hombres y 169 mujeres, media de edad: 41.9 afios)
entre junio de 2004 y diciembre 2005, que fueron
derivados para la evaluacion de trombofilia o para
la presencia de anticuerpos antifosfolipidos debido a
que cursaban una cendicién clinica asociada al SAFR.
Setenta y cinco (32 hombres y 43 mujeres, media de
edad: 47.1 afios) presentaron una resultado positivo
para AL

De ellos 44 reunian los criterios actualmente vi-
gentes para SAF desde la Reunién de Sydney en el
SCC on Lupus Anticoagulant and phsopholipid
dependent antibodies® 16 pacientes con historia de
trombosis venosa, 15 de trombosis en territorio
arterial y 3 con historia de trombosis en ambos terri-
torios. Trece de las 43 mujeres tenian historia de com-
plicaciones obstétricas, incluyendo muerte fetal y
abortos a repeticion. Los 31 pacientes que no reunian
criterios de SAF presentaban las siguientes situacio-
nes clinicas asociadas: 2 leucopenia, 3 trombocito-
penia, 5 lupus eritematoso sistémico (LES) o un cua-
dro lupus like, 3 neoplasia, 1 livedo reticularis, 3 sin-
tomas neurolégicos, 2 infecciones, 6 mujeres que te-
nian historia de menos de 3 abortos y 3 asintomaticos.

Como grupo controi para determinar los rangos
de referencia de los cocientes a cada concentracion de
calcio se utilizaron 100 plasmas de individuos sanos
comparables en edad y sexo.

METODOS

La presencia de AL fue evaluada siguiendo las
recomendaciones de la Sociedad Internacional de
Hemostasia y Trombosis'. Como pruebas de detec-

o “lemipo de romboplastina parcial
IMcom PIT 1A (Diagnostica Stago,

Asnieres, France), dRVVT con veneno de Vibora
Russell (Diagnostica Stago) y cefalina mezcla de Bell
& Anton diluida 1:4, dTP como un ensayo combina-
do con tromboplastina recombinante Innovin (Dade
Behring, Marburg, Germany) diluida 1:500 con 25
mM CaCl, y sin dilucién (10}, y tiempo de coagula-
ci6n con Kaolin (KCT) utilizando una suspensién de
2% kaolin en agua destilada.

El ensayo de dTP a 2 concentraciones de iones
calcio se realizé con Innovin diluido 1:50 en CaCl,
a una concentracion final de 15 y 5 mM. Se calculd
el cociente paciente: normal (P:N) de cada plasma a
ambas concentraciones de calcio, y ademas se calcu-
16 una razon adicional entre los cocientes obtenidos
a las 2 concentraciones de calcio (razén 5:15) con el
objetivo de evaluar la prolongacion producida por la
disminucién en la concentracion de calcio.

Los aCL de isotipo IgG e IgM se dosaron utilizan-
do un ELISA desarrollado basado en un método
estandar'’. Los aB,GPI IgG e IgM fueron determina-
dos a través de un ELISA que utilizé B, GPI humana
como antigeno pegada a la superficie de placas de
poliestireno irradiadas por rayo de electrones a 100
kg™ Los aPT IgG e IgM fueron realizados por ELISA
que utiliz6 protrombina humana como antigeno pe-
gado a placas irradiadas con radiacién y*.

RESULTADOS

Los valores de corte (percentilo 90) del dTP expre-
sado como cociente P:N a cada una de las concentra-
ciones de iones calcio en el grupo control normal fue
de 1.15 para calcio 15mM y 1.37 para calcio 5 mM,
mientras que la razén 5:15 fue 1.20. La media de los
cocientes P:N se increment6 significativamente cuan-
do la concentracion de calcio disminuy6 de 15 (2.43)
a5 mM (2.96) en plasmas con AL(+) y ap,GPI(+), p=
0.05. Contrariamente, la misma disminuyo significati-
vamente en el grupo de plasmas LA(+) aB,GPI (-) 1.74
vs. 1.39, a 15 y 5 mM respectivamente, p=0.005. La
media de razones 5:15 fue significativamente maés
elevada en los pacientes AL (+) con aPB,GPI positivos
comparados con los negativos (Tabla I). Por el con-
trario, la presencia de aPT no se asocié a prolonga-
ciones del dTP al disminuir la concentracién de cal-
cio. Mds atin, los plasmas aPT(+) presentaron una
tendencia a acortar los tiempos de coagulacion del
dTP: cociente P:N 2.09 vs 1.83, p=NS, para 15y 5 mM
respectivamente (Figura 1). Cuando ambos anticuerpos
fueron evaluados en conjunto, la presencia aPT pa-
reci6 disminuir las razones 5:15 (tabla I). El grado de
prolongacién del dTP a baja concentracion de calcio
correlacioné de manera estadisticamente significati-
va con los titulos de aB,GPI IgG (r=0.370, p=0.001) v
aB,GPI IgM (r=0.346, p=0.02).
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Figura 1: Se observan los cocientes P:N del tiempo de protrombina diluido (dTP) a las dos concentraciones de calcio evaluadas. Abreviaturas: af2GPI
{anticuerpos anti B2 Glicoproteina I), aPT (anticuerpos antiprotrombina). Las barras gruesas indican las medias de los cocientes P:N.

TABLAI
Prolongacion del dTP a bajas concentraciones de calcio.
Razén de dTP 5:15 en la poblacién AL (+)

n Razon 5:15

P Prevalencia de la razén P
5:15 >1.20(%)

aP2GPI (+) 38 1.60
ap2GFPI (-) 37 0.89
aPT (+) 26 0.99
aPT (-) 49 1.31
af2GPI (+) aPT (+) 12 1.23
af2GPI (+) aPT (-) 26 1.63
af2GPI (=) aPT (+) 15 0.83
aP2GPI (-) aPT (-) 22 0.96

47.4

<0.001 16.2 0.0014
231

0.123 36.7 0.30
41.7 0.06 *

0.043 50 0.034 *
13.3
18.2

* vs. afi2GPI (-) aPT (-)

Abreviaturas: ap2GP1 (anticuerpos anti 32 Glicoproteina I), aPT (anticuerpos antiprotrombina)

El 20.7% de los 233 pacientes AL (-) y el 32% de
los 75 AL (+) evaluados presentaron una prolonga-
cién mayor al 20% cuando se disminuia la concen-
tracion de iones calcio (razén 5:15 >1.20), p= 0.05. La
presencia de una razén 5:15 mayor a 1.20 se hall6
claramente asociada a la de af,GPI: 47.4% en los
aB,GPI (+) vs. 16.2% en los af,GPI (-) p =0.0014.

No se observé asociacion estadistica entre la
positividad de esta prueba y la presencia o los titu-
los de aCL (datos no mostrados). La prolongacion de
esta prueba no se hall6 asociada a la historia de trom-
bosis de los pacientes AL (+): 32.3% vs. 31.7% en
aquellos con o sin historia de trombosis respectiva-
mente. Tampoco se asocié con la presencia de mani-
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festaciones clinicas de SAF: positiva en el 31.8% de
los pacientes que cumplian criterios de SAF vs. 32.4%
de los que no.

DISCUSION

Debido a las evidencias de que el AL es un im-
portante factor de riesgo para trombosis venosa y
arterial’, y a que los aP GPI se asocian fuertemente a
las manifestaciones clinicas de SAF¢, se han realiza-
do esfuerzos recientemente para desarrollar pruebas
que traten de identificar aquellos AL dependientes de
ap,GPT™.

“Simmelink y col” intentaron identificar este tipo de
AL y demostraron que la prolongacion del APTT
podia ser neutralizada con vesiculas conteniendo
cardiolipina (CL). Por su parte, en las mismas con-
diciones experimentales las vesiculas de CL prolon-
gaban los APTT de los AL dependientes de aPT. En
un trabajo més extenso®, el mismo grupo de investi-
gadores mostré que esta prueba podia identificar a
los AL dependientes de af},GPI y que su positividad
estaba asociada a las manifestaciones clinicas de SAF
en pacientes con LES. Sin embargo, en un estudio
multicéntrico mds reciente! que incluia un grupo
mucho més grande de pacientes no se pudo confir-
mar la observacion previa y actualmente se estin
haciendo modificaciones en la composicién del reac-
tivo, particularmente en la concentracion de iones
magnesio, con el objetivo de mejorar la respuesta del
ensayo.

El Dr. Pengo v col. realizaron un trabajo muy in-
teresante” en el que evaluando un grupo pequefio de
pacientes seleccionados con AL (+), demostraron que
la disminucién de la concentracion de calcio en el dTP
y el dRVVT provocaban una prolongacién de los
tiempos de coagulacién sélo en aquellos con ap,GPIL
Mas aun, ellos demostraron que este mismo efecto se
lograba cuando a un plasma normal se le agregaba
un anticuerpo af,GPI purificado por columnas de
afinidad. El efecto observado podria deberse a una
mayor deposicion de los complejos de §,GPI - aB,GPI
sobre los fosfolipidos presentes en el reactivo, com-
pitiendo y o reduciendo la unién de los factores de
coagulacion a los mismos. De hecho, ha sido proba-
do que a baja concentracién de calcio la afinidad de
la B,GPI por los fosfolipidos se ve incrementada v
mas aun en presencia del anticuerpo especifico. Por
otra parte, la unién de la B,GPI a fosfolipidos
inmovilizados no se afecta por la concentracién de
calcio pero la de los factores de coagulacién como
es de mayor afinidad si se ve afectada por una dis-
minucién en la misma, més ain cuando la super-
ficie fosfolipidica estd parcialmente cubierta de
B,GPIL.

En el presente trabajo usamos el dTP a concentra-
ciones finales de calcio estandar y disminuidas (15
and 5 mM) en un grupo consecutivo (no selecciona-
do) de pacientes derivados a nuestro laboratorio
para la busqueda de AL. Nosotros pudimos confir-
mar los estudios del Dr. Pengo en cuanto a la asocia-
cion de una prolongacion del tiempo de dTP a tra-
vés de la razon 5:15 significativamente mds elevada
en los pacientes AL (+) con aB,GPI. Demostramos
también que el grado de prolongacién del dTP corre-
lacionaba con los titulos de aB,GPL Pudimos obser-
var ademads que la presencia de aPT tiende a acortar
los tiempos de coagulacion de la prueba a bajas con-
centraciones de calcio tanto en pacientes con o sin
aP,GPl La presencia de aPT aislada o asociada a
aP,GPI no habia sido evaluada en el articulo del Dr.
Pengo. A pesar del hallazgo de esta asociacion entre
la prolongacién de los tiempos v la presencia de
aP,GPY, la sensibilidad de esta prueba para identifi-
car plasmas AL (+) ascciados a ap,GPI detectados por
ELISA es baja (47.5%).

Un hallazgo interesante es que existen algunos
plasmas AL (+) de pacientes con ap,GPI que presen-
taban tiempos normales en el dPT realizado rutina-
riamente en nuestro laboratorio (tromboplastina di-
luida 1:500 a una concentracién final de calcio
15mM), pero presentaban prolongacion de la prueba
solo cuando la concentracion de calcio estaba dismi-
nuida.

Analizando manifestaciones clinicas de SAF v
trombética en particular, no hallamos ninguna aso-
¢iacion entre las mismas y la positividad de esta
prueba. Esto puede deberse a la baja sensibilidad
para la misma observada en esta extensa poblacién
no seleccionada de pacientes.

Por lo tanto concluimos, que en los plasmas AL
{+) la presencia de af},GPI se asoci6 a la prolongacién
del dTP a bajas concentraciones de calcio. No obstan-
te, esta prueba no permiti¢ identificar a todos los
pacientes AL (+) aB,GPI (+). Consideramos que ésta
es una prueba facil de realizar y de bajo costo que
puede ser utilizada de manera complementaria ya
que es capaz de identificar algunos pacientes con AL
asociado a af,GPI.

ABSTRACT

Low calcium concentration in the diagnosis of
lupus anticoagulant with anti b, glycoprotein I anti-
bodies.

The presence of lupus anticoagulant (LA) is a risk
factor for thrombosis and unexplained repeated
abortion or fetal death. Antip,Glycoprotein I anti-
bodies (ap,GPI) have been recognized as an impor-
tant marker of the antiphospholipid syndrome. In a
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selected and reduced number of patients it has been
shown that the prolongation of coagulation tests for
LA by lowering calcium concentration was associated
to the presence of a§,GPL

We evaluated the response of plasmas from 318
consecutive patients referred for LA investigation by
lowering calcium concentration. Dilute prothrombin
time (dPT) was performed with 1:50 dilution of re-
combinant thromboplastin at two calcium final con-
centrations 15 and 5 mM. P:N ratios were calculated
at each concentration and then a ratio of 5:15 was
performed. Seventy five of the 318 were LA(+). In
those LA(+)aB,GPI (+) dPT were significantly prolon-
ged at lower calcium concentration (mean P:N ratio
243 vs. 2.96 at 15 and 5 mM respectively, p=0.05).
The prevalence of a prolongation more than 20% (5:15
ratio »>1.20} was 47.4% vs. 16.2% in aB.GPI (+) and (-)
respectively p=0.0014. We showed that aP,GPI were
associated with a prolongation of dPT when calcium
concentration is low, but the sensitivity of this test is
not enough to identify all LAs associated with aB,GPT
detected by ELISA.

Key words: lupus anticoagulant, antif2glyco-
protein I antibodies, dilute prothrombin time, low
calcium concentration
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