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RESUMEN

El sindrome antifosfolipido (SAF) es una enfer-
medad autoinmune que se define por la presencia
de anticuerpos antifosfolipidos (aFL) en el plasma
de pacientes con complicaciones trombdticas y/o
con morbilidad obstétrica. Los aFL son detectados
como actividad de anticoagulante lupico (AL) o a
través de ensayos en fase s6lida como anticuerpos
anticardiolipina (aCL) o anti-p2 glicoproteina I
(ap2GPI). La interpretacion de los resultados aCL
y ap2GPI depende, entre otros aspectos, de la defi-
nicion de los puntos de corte.

Es importante establecer el punto de corte nor-
mal y ademas el punto de corte clinico o sea aquel
que tiene implicancia en el diagnostico del SAF. Va-
lores de los ELISAs por encima del punto de corte
normal pero menores que el punto de corte clinico,
al igual que la presencia de AL con actividad débil,
tienen poca o nula significacion clinica.

Palabras claves: anticuerpos antifosfolipidos, anti-

coagulante lupico, sindrome antifosfolipido, trom-
bosis
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ABSTRACT

The antiphospholipid syndrome (APS) is an au-
toimmune disease defined by the presence of an-
tiphospholipid antibodies (aPL) in patients with
thrombotic complications and/or pregnancy mor-
bidity. aPL are detected as lupus anticoagulant (LA)
or anticardiolipin (aCL) or anti-p2 glycoprotein I
antibodies (af2GPI) by solid-phase assays. The in-
terpretation of aCL and ap2GPI results depends on
the cut-off points of the assays.

It is important to establish the normal cut-off
as well as the clinical cut-off point which is rela-
ted to the APS diagnosis. Values above the normal
cut-off but below the clinical cut-off point as well
as the presence of weak LA have very little clinical
significance.

Key words: antiphospholipid antibodies, lupus anti-
coagulant, antiphospholipid syndrome, thrombosis

HEMATOLOGIA  Volumen 17 N° 2: 142-146, 2013



PUNTOS DE CORTE DE ENSAYOS PARA ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS...

DEFINICION Y CRITERIOS DE LABORATORIO
DEL SINDROME ANITFOSFOLIPIDO

El sindrome antifosfolipido (SAF) es una enfer-
medad autoinmune que se define por la presencia
de anticuerpos antifosfolipidos (aFL) en el plasma
de pacientes con complicaciones trombdticas tanto
en territorio venoso como arterial y/o con morbi-
lidad obstétrica (abortos a repeticion, muerte fetal,
retardo del crecimiento intrauterino, eclampsia, etc).
Recientemente el consenso de expertos ha actualiza-
do los criterios clinicos y de laboratorio para diag-
nosticar este sindrome'?. Los aFL en el plasma de

pacientes pueden ser detectados como actividad de
anticoagulante lupico (AL) a través de la prolonga-
cién de pruebas de coagulacion dependientes de fos-
folipidos o a través de ensayos en fase sélida como
los ELISAs para anticuerpos anticardiolipina (aCL)
o anti-2 glicoproteina I (ap2GPI). Para el diagnos-
tico de SAF se requiere que los aFL sean demostra-
dos en al menos 2 oportunidades con un periodo no
menor a 12 semanas entre ambas evaluaciones del
laboratorio. Los aCL y/o af2GPI de isotipo IgG y/o
IgM deben estar presentes en titulos moderados o
altos (Tabla 1).

Tabla 1: Criterios de laboratorio del SAF (2006)

1. aCL (IgG y/o IgM)

titulo moderado o alto (>40 GPL o MPL, o >99th percentilo), en al menos 2
oportunidades separadas mas de 12 semanas, por ELISA estandarizado para
medir aCL dependientes de ,GPI

2. Anticoagulante lipico

en al menos 2 oportunidades separadas mas de 12 semanas (guias ISTH)

3. aB,GPI (I1gG y/o IgM)

(>99th percentilo) en al menos 2 oportunidades separadas mas de 12 semanas,
por ELISA estandarizado

CATEGORIZAR LOS PACIENTES DE ACUERDO AL TIPO DE AFL PRESENTE:

cualquier combinacién de aFL

lla s6lo AL
11b s6lo aCL
llc solo aB,GPI

DEFINICION DE PUNTOS DE CORTE
Y GRADOS DE POSITIVIDAD

Anticuerpos antifosfolipidos
por ensayos inmunologicos

Los ensayos para detectar aCL y aB2GPI mues-
tran en general una estandarizaciéon no muy ade-
cuada. Hay problemas analiticos como por ejemplo
el tipo y origen de los antigenos usados, el método
de calibracidn, el tipo de calibradores, los puntos de
corte, etc. Ademds hay problemas post-analiticos
como la manera de informar los resultados y la in-
terpretacion de los mismos. En distintos estudios
multicéntricos realizados en los tltimos afios se co-
rroboro la falta de concordancia entre los resultados
usando distintos equipos comerciales*>. Uno de los
principales inconvenientes es la falta de disponibi-
lidad de calibradores para ser usados en todos los
ensayos comerciales para aCL y ap2GPI. Uno de los
grupos de trabajo del 13th International Congress
on aPL publico recientemente sus recomendaciones
en este tema e inicio los acuerdos con una organi-
zacion europea de materiales de referencia para la
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produccioén de calibradores policlonales y monoclo-
nales para usar en ambos ensayos®. Las unidades de
expresion recomendadas son GPL y MPL para aCL
de isotipo IgG e IgM. Para af2GPI no hay aun uni-
dades de consenso pero se estd en proceso de obte-
ner unidades internacionales.

La mayoria de los métodos usados en los labo-
ratorios son ELISAs pero nuevas tecnologias estan
actualmente disponibles con la ventaja de la automa-
tizacion. En el ultimo congreso de aFL que se llevé a
cabo en Galveston, USA en 2010 hubo varios ensa-
yos que se probaron en un workshop de laboratorio.
Entre ellos dos ensayos totalmente automatizados
(Fluoroenzyme immunoassay y Chemiluminescent
immunoassay) para la deteccién individual de aCL
y ap2GPI (IgG e IgM). Ademds un ensayo que uti-
liza microesferas recubiertas con diferentes antige-
nos que permite la deteccion simultanea de aCL y
aP2GPI (IgG, IgM e IgA). Este tltimo es totalmen-
te automatizado (Multiplex immunoassays BioPlex
2200) y brinda los resultados en 30 minutos.Todos
los ensayos evaluados tuvieron excelente sensibili-
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dad y especificidad clinica. Muy buena reproducibi-
lidad y excelente comparacion de resultados con los
ensayos de referencia para aFL’.

El tema de los puntos de corte de los ensayos in-
munoldgicos sigue siendo controvertido. La tltima
recomendacion sugiere calcular el percentilo 99 de
la distribucion de resultados en poblacion normal®.
Valores por encima de ese punto de corte se interpre-
tarian como positivos. Sin embargo para el ensayo
de aCL la mejor recomendacion es usar el punto de

YO PIENSO

corte de 40 unidades GPL o MPL para definir el SAF.
Esto estd basado principalmente en el estudio italia-
no de disefo prospectivo de 19968 que demostro por
primera vez que el riesgo tromboembolico solo se
asociaba a valores de aCL mayores a 40 unidades.
Valores entre el punto de corte negativo (< percenti-
lo 99) y 40 unidades se deben informar como inde-
terminados (significacion clinica incierta)®. Esto es
similar a lo que anteriormente se denominaba “titu-
lo positivo bajo” (Tabla 2).

Tabla 2: Algunas consideraciones respecto a los puntos de corte y grados de positividad

Punto de corte normal percentilo 99

(método no paramétrico)

utilizar sueros de individuos sanos sin historia
de trombosis ni complicaciones obstétricas

Punto de corte clinico

calcular el punto éptimo
que indique la mejor sensibilidad,
especificidad y OR para SAF

grupo control que incluya pacientes con enfer-
medades relacionadas (en este caso al SAF o
sea trombosis o complicaciones obstétricas)

Titulo

negativo < percentilo 99 normal
indeterminado > percentilo 99 normal < punto de corte clinico
positivo > punto de corte clinico

El rango de normalidad o referencia debe ser de-
terminado en cada laboratorio con poblacion nor-
mal (30-50 sueros) y asi chequear si el punto de corte
negativo/positivo (percentilo 99) propio se correla-
ciona con el recomendado en el equipo comercial
en uso'®''. Ademas deberia determinarse el punto
de corte clinico el cual se establece usando un gru-
po control que incluya pacientes con enfermedades
relacionadas (en este caso al SAF o sea trombosis o
complicaciones obstétricas). Con el grupo completo
de pacientes con SAF y aquellos sin SAF (no-SAF)
se calculan luego la sensibilidad, especificidad y OR
con el objetivo de identificar los 6ptimos puntos de
corte (clinico)'.

Este altimo concepto es fundamental a la hora
de informar e interpretar los resultados. El informe
debe contener los resultados numéricos en unidades
pero ademas los rangos semicuantitativos que in-
cluyen la interpretacion de esos resultados. De esta
manera se deben incluir los grados de positividad
como negativo, indeterminado y positivo. El grado
positivo puede indicarse ademas como moderado o
fuerte.

El riesgo tromboembolico asociado a aCL y
aP2GPI se incrementa en forma paralela con el ti-
tulo de anticuerpos. En un estudio canadiense'* se
encontro que titulos de aCL IgG <21 GPL se asocia-
ban a bajo (7%) riesgo de trombosis, mientras que
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titulos entre 21-65 GPL se asociaban a un riesgo ma-
yor (20%) que se incrementaba atin mas (75%) con
titulo de aCL IgG >65 GPL.

En manera similar, el riesgo tromboembolico
se incrementa cuando los pacientes tienen combi-
nacion de aFL. Distintos trabajos publicados en los
altimos afos han remarcado, a través de estudios
prospectivos, que el perfil de positividad de los aFL
es importante para definir el riesgo clinico de los
pacientes. El concepto actual es que la triple positi-
vidad (AL + aPf2GPI + aCL) confiere un mayor ries-
go al desarrollo del primer evento de trombosis o a
la recurrencia tromboembolica'*'*. En base a estos
hallazgos se ha propuesto una nueva modificacion
(Tabla 3) en como categorizar a los pacientes con
aFL tanto con enfermedad trombotica como muje-
res con complicaciones obstétricas'®.

El perfil de aFL inicial es también importante en
definir el comportamiento a futuro de positividad en
los pacientes. E1 98% de los pacientes con triple po-
sitividad confirman su patrén de resultados a los 12
meses, mientras que aquellos con doble positividad
lo hacen en el 84% de los casos y aquellos con simple
positividad solamente en el 40% de los casos".

Algo importante que se sugiere incluir en los in-
formes son ciertas recomendaciones o interpreta-
ciones. Por ejemplo indicar que el riesgo clinico se
asocia en particular con un ensayo determinado o
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Tabla 3: Nueva propuesta de categorizacion del SAF

Pacientes con enfermedad tromboembolica Riesgo clinico
SAF Triple positividad (AL, aCL y aB3,GPI) Alto
Probable SAF Doble positividad (aCL y a3,GPI sin AL) Moderado
No SAF Simple positividad (solo AL o aCL o a$3,GPI) Bajo
Pacientes con complicaciones obstétricas
SAF Triple positividad (AL, aCL y ap3,GPI)
Probable SAF Doble positividad (aCL y a3,GPI sin AL) o simple positividad

con un isotipo de inmunoglobulina (IgG indica mas
riesgo que IgM). También que el riesgo clinico se
incrementa con la combinacién de ensayos de aFL
positivos. Finalmente se sugiere incluir una leyenda
que recomiende la repeticion del ensayo en un tiem-
po determinado y la realizacién de otros ensayos
(AL 0 a2GPI si el informe es de aCL)*'®.

Anticoagulante lupico

En el ano 2009 se publicd una guia para la reali-
zacion del AL ya que las tltimas eran del ano 1995%.
Estas ultimas no reemplazan las anteriores sino mas
bien tienen el objetivo de reforzar algunos concep-
tos de la practica diaria. El Subcomité cientifico de
estandarizacion de anticoagulante lupico/aFL de la
ISTH enfatizo varios aspectos a tener en cuenta:

a. la seleccion de pacientes para minimizar los pe-
didos inapropiados de AL

b. los métodos de procesamiento de las muestras
de sangre

c. la eleccion de ensayos de deteccion se limita al
dRVVT y APTT sensible a AL

d. el célculo de los puntos de corte recomendados
para cada etapa del diagnoéstico de laboratorio

e. la interpretacion de los resultados en situacio-
nes generales y particulares

Estas nuevas guias fueron validadas recientemen-
te en lo que respecta a la sensibilidad y especificidad
de los puntos de corte tanto de los ensayos de detec-
ciéon como de los confirmatorios®.

Enlo que respecta alo que llamamos AL débil no
hay consenso en como definirlo y en realidad surge
en el laboratorio como una impresién diagnostica
basada en los resultados obtenidos. Entre las causas
posibles estan la calidad no adecuada del plasma po-
bre en plaquetas, la sensibilidad de los reactivos y
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por supuesto las propiedades del anticuerpo®. Desde
mi punto de vista se debe considerar la presencia de
un AL débil cuando se obtiene prolongacion de solo
una de las 2 o 3 pruebas de deteccion usadas (APTT,
dRVVT o tiempo de protrombina con tromboplas-
tina diluida) o las prolongaciones de las pruebas no
son muy pronunciadas aunque alcance para definir
la presencia del AL. Hay que considerar que la ex-
presion en las pruebas de coagulacion de los aFL esta
directamente relacionada a la concentracion de los
anticuerpos (aCL y/o aPf2GPI) en sangre. La mayo-
ria de los casos de pacientes con AL débil dan resul-
tados negativos en los ensayos de aCL y af2GPL.

En nuestra experiencia y también en lo reciente-
mente publicado, los AL sin aCL y ap2GPI tienden a
ser transitorios y se negativizan a los 6-12 meses'>".
El significado clinico de los AL débiles es por lo tan-
to de escasa relevancia y con bajo potencial como
factor de riesgo. En la interpretacion de los resulta-
dos de los ensayos inmunolégicos como en los de
coagulacion es fundamental el criterio y la experien-
cia del profesional que informa los datos.

CONCLUSIONES

La interpretacion de los resultados de los ensayos
inmunoldgicos para aCL y aB2GPI depende, entre
otros aspectos, de la definicion de los puntos de cor-
te. Es importante establecer el punto de corte normal
pero ademas el punto de corte clinico o sea aquel
que tiene implicancia en el diagnostico del SAF. Va-
lores de los ELISAs por encima del punto de corte
normal pero menores que el punto de corte clinico,
al igual que la presencia de AL con actividad débil,
tienen poca o nula significacion clinica. El riesgo de
eventos clinicos aumenta progresivamente con el
numero de ensayos positivos de aFL y la positividad
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multiple en aFL parece ser el tnico perfil que identi-
fica pacientes de alto riesgo de trombosis.
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