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Resumen

El anticoagulante ltpico (AL) es uno de los crite-
rios de laboratorio para el diagnostico de sindrome
antifosfolipido. Para detectar la presencia de AL, la
Sociedad Internacional de Hemostasia y Trombosis
(ISTH) recomienda realizar dos ensayos basados en
principios diferentes. Nuestro perfil incluye el tiem-
po de veneno de vibora russel diluido (TVVRA), y
dos reactivos diferentes de tiempo de tromboplasti-
na parcial activado (TTPa). Trabajamos con un re-
activo casero para el tiempo de neutralizacion con
plaquetas (PNP) para el TTPay TVVRA.EI objetivo
del estudio fue evaluar sensibilidad (S) y especifi-
cidad (E) de TTPa y TVVRd en mujeres con an-
tecedentes de complicaciones obstétricas. 172/287
muestras (59.9%) fueron negativas, mientras que
115/287 muestras (40.1%) fueron positivas para
AL. 44/115 muestras(38.26%) fueron positivas para
los dos pruebas (TTPa y TVVRA), 60/115 mues-
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tras (52.17 %) fueron positivas s6lo para TVVRd y
11/115 muestras (9.57%) fueron positivas solo para
TTPa. AL se confirmé en 9/62 mujeres embarazadas
(14.5 %), 7 (11.3%) presentaron TVVRA anormal,
las 2 muestras restantes resultaron positivas para las
dos pruebaas. La S y E fueron 57.4 y 94.8 respec-
tivamente para TTPa (Cefalina), 58.3 y 91.9 para
PTT-LA, Stago y 87.0 y 100 para TVVRd. Nues-
tros resultados demuestran que a pesar de mostrar
un bajo desempefio en relacion a la sensibilidad,
cuando se compararon con el TVVRd ambos TTPa
permitieron la deteccion de AL en el 47.83% de los
estudios positivos.

Palabras claves: anticoagulante ltpico,
especificidad,
sensibilidad,
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Abstract

Lupus anticoagulant (LA) is one of the laboratory
criteria for the diagnosis of antiphospholipid syn-
drome. To detect the presence of LA, ISTH recom-
mends performing two assays based on different
principles. Our LA profile includes dilute russell vi-
per venom time (dARVVT) and two different activa-
ted partial thromboplastin time (aPTT) reagents. We
performed a home made reagent for platelet neutrali-
zation procedure (PNP)-aPTT and dRVVT. The aim
of the study was to evaluate sensitivity (S) and spe-
cificity (SP) of aPTT and dRVVT in women with a
history of placenta mediated complications.172/287
samples (59.9%) were negative, while 115/287 sam-
ples (40.1%) were positive for LA. 44/115 samples
(38.26%) were positive for both tests (aPTT and
dRVVT), 60/115 samples (52.17 %) were positive

Introduccion
Los abortos recurrentes y las complicaciones vascu-
loplacentarias como la muerte fetal, la restriccion
en el crecimiento intrauterino idiopatico y la pree-
clampsia antes de semana 34, son criterios clinicos
obstétricos del Sindrome Antifosfolipido (SAF) @,
su adecuado diagnostico es un prerrequisito para el
optimo manejo clinico. El “anticoagulante lupico”
(AL) es uno de los criterios de laboratorio utilizado
en el diagnostico del SAF.®
El término AL se utiliza para denominar una serie
de anticuerpos heterogéneos de subclase IgG o [gM
que inhiben ensayos de coagulacion dependientes
de fosfolipidos a través de la uniéon de éstos a pro-
teinas especificas tales como P2-glicoproteina I o
protrombina.®
El subcomité de AL y anticuerpos dependientes de
fosfolipidos de la Sociedad Internacional de Trom-
bosis y Hemostasia (ISTH), publicé recomendacio-
nes y criterios metodologicos de laboratorio que
incluyen:®
1. Prueba de "tamizaje "que demuestre la pro-
longacion de un tiempo de coagulacion de-
pendiente de fosfolipidos.
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only for dRVVT and 11/115 samples (9.57%) were
positive only for aPTT. LA was confirmed in 9/62
pregnant women samples (14.5 %). 7 (11.3%) had
abnormal dRVVT, the remaining 2 samples were
positive for both tests. S and SP were 57.4 and 94.8
respectively for aPTT (Cephalin), 58.3 and 91.9 for
aPTT (PTT-LA, Stago) and 87.0 and 100 for dRV-
VT. Our results demonstrated that despite showing
a low performance regarding sensitivity when com-
pared to dRVVT, both aPTT tests were able to detect
LA in 47.83% of the positive studies.

Key words: lupus anticoagulant,
specificity,
sensitivity.

2. Prueba de mezcla que confirme la presencia
de un inhibidor.

3. La confirmacion de que el inhibidor es de-
pendiente de fosfolipidos y la exclusion de
otras coagulopatias.

Para detectar la presencia de AL, el Subcomité
Cientifico de la ISTH recomienda la realizacion de
dos pruebas basadas en principios diferentes. En
nuestro laboratorio el perfil comprende el tiempo de
veneno de vibora Russel diluido (TVVRA) y el uso
de dos pruebas de tiempo de tromboplastina parcial
activada (TTPa).*©

En relacion a la sensibilidad (S) y especificidad (E)
para la deteccion del AL, son numerosas las publica-
ciones que mencionan su dependencia a los distintos
reactivos, los valores de corte y la interpretacion de
los resultados. Por otra parte, el grado de correccion
de los estudios de mezcla depende también de la
S del reactivo y de la concentracion de factores de
coagulacion presentes en el plasma control negativo
utilizado. Considerando que estas variaciones en los
resultados de las pruebas pueden afectar decisiones
clinicas durante el tratamiento, es recomendable que
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los laboratorios determinen de forma individual la
S y E de sus reactivos en uso. Este procedimiento
puede mejorar la interpretacion de resultados y dis-
minuir el informe de resultados falsos negativos y
falsos positivos.

Objetivo

Evaluar la S y E de los ensayos de TVVRd y TTPa
en mujeres con historia de abortos recurrentes y
complicaciones vasculoplacentarias (preeclampsia,
muerte fetal, restriccion en el crecimiento intraute-
rino idiopatico).

Materiales

Disefio del estudio:

Todas las pacientes estudiadas tenian solicitud de
anticoagulante lUpico en la orden médica. Cuando la
paciente llega al laboratorio, se recepciona la orden
y se transcriben los test solicitados, los datos demo-
graficos, las observaciones y el diagnostico clinico
presuntivo al sistema informatico del laboratorio. La
paciente ingresa luego al box de extracciones donde
el técnico extraccionista visualiza en la pantalla de
su computadora todos los datos ingresados, datos a
los que también tiene acceso a través del sistema in-
formatico del laboratorio el bioquimico que procesa
la muestra. Para realizar este estudio, se extrajeron
de dicha base de datos los resultados de anticoagu-
lante lapico estudiados en un total de 247 pacientes
y 287 muestras. Del total de las 247 muestras, 62
fueron recolectadas durante el embarazo.

Métodos

Las muestras se recolectaron en un periodo de 10
meses y se procesaron por duplicado durante un pe-
riodo de 3 meses.

Estudios de Laboratorio: Las pruebas de tamizaje
y mezclas se procesaron en un coaguldmetro STA
Compact (Stago), para efectuar las pruebas de neu-
tralizacion con plaquetas se utilizo un coagulometro
ST Art (Stago).
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Pruebas de tamizaje:

-El TTPa se proces6 usando PTT-LA (Stago) y un
reactivo con cefalina diluida de fabricacion casera.
-El TVVR se procesd con un veneno de vibora de
Russel (VVRA) (Stago) y cefalina diluida.
-Pruebas de Mezclas: El plasma control negativo
se prepard de acuerdo a las recomendaciones de la
ISTH para las pruebas de mezclas, y el Indice de
Rosner y % de correccion se utilizaron como crite-
rios de interpretacion.

-Pruebas confirmatorias: Se prepard una prueba de
fabricacion casera para el ensayo de neutralizacion
con plaquetas (PNP)-TTPay TVVRd.

Evaluacion estadistica: Se realizd por el método de
ROC(Receiver Operating Characteristic) usando el
Software EP Evaluator 9.9

Resultados

El 59.9% (172/287) de las muestras (59.9%) fueron
negativas, mientras que el 40.1 % (115/287) fueron
positivas para AL.

La positividad de acuerdo con los ensayos utiliza-
dos mostrd que en 44/115 muestras (38.26%) fueron
positivas para ambas pruebas (TTPa and TVVRA),
en 60/115 muestras (52.17%) fueron positivas s6lo
para la prueba de TVVRd y en 11/115 solamente
para el aPTT.

En las mujeres estudiadas en el curso del embarazo
el AL fue confirmado en 9/62 muestras (14.5%). En
7 (11.3%) el TVVRA fue anormal y las dos muestras
restantes fueron positivas para los dos pruebas.
Para la interpretacion de las pruebas de mezclas de
los resultados positivos, se calculd el indice de Ros-
ner, RI = (Mezcla-N)/P x 100; x 100 y el porcentaje
de correccion %C = (P-Mezcla)/(P-N) x 100. (me-
dia 17.16%, 8.94 2SD) .En la tablas 1 y 2 y en el
grafico 1 se describen los resultados del analisis de
las curvas.

Tabla 1: Analisis de Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic):

Cefalina Cefalina PT T-LA PTT-LA TVVRd TVVRd
Casos Negativos | Casos Positivos | Casos Negativos | Casos Positivos | Casos Negativos | Casos Positivos

Media 37.9 44.3 37.6 43.8 39.0 48.9
DS (desvio estandar) 2.6 6.7 2.6 6.4 2.8 5.1
Rango 32-47 32-70 32-47 32-68 32-44 37-68
Tamafio de la muestra 172 115 172 115 172 115
Prevalencia 59.9% 40.1% 59.9% 40.1% 59.9% 40.1%
Unidades seg seg seg seg seg seg
ABC (area bajo la curva) 0.812 0.813 0.964
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Tabla 2: Curva ROC Abreviada

Numero de especimenes
Cut | Sensibilidad % Especificidad Verd | Falso | Verd | Falso | Coeficiente de Valor Predictivo
off 95%Cl P Pos Pos Neg Neg | probabilidad
Cefalina | >=43 | 57.4 | 48.3-66.0 | 94.8 | 90.4-97.2 | 66 9 163 49 | 1097 | 045 | 83.0 | 76.9 | 79.8
PTT-LA | >=42 | 58.3 | 49.1-66.9 | 91.9 | 86.8-95.1 67 14 158 48 716 | 045 | 827 | 76.7 | 784
TVVRd | >=45 | 87.0 | 79.8-91.9 | 100 | 97.8-100 | 100 0 172 15 - 013 | 100 | 920 | 94.8
Grafico 1: Curvas ROC de los ensayos
Cefalina PTT-LA TVVRd
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Discusion:

La deteccion del AL asociado a una complicacion
obstétrica define el SAF. Esto demuestra la impor-
tancia de su adecuada deteccion. El peso que cae
sobre esta determinacion es clinicamente tan impor-
tante entre los hematologos que define la conducta
terapéutica del paciente. Su deteccion depende de
como las pruebas para detectarlo son efectuadas y
cual es la combinacién de pruebas utilizadas. En
nuestra practica inicial con pacientes obstétricos en-
contramos que la prueba de veneno de vibora Russel
diluido era la prueba positiva con mayor frecuencia
cuando se busca el AL en embarazadas con hiper-
tension inducida por el embarazo y restriccion en
el crecimiento intrauterino.” Este dato nos llevé a
contestar el trabajo de Lockwood y col.®) quienes
solo utilizaban el tiempo de tromboplastina parcial
activado para la deteccion del AL en patologias obs-
tétricas. Han pasado ya casi 25 afios de esta carta
al editor® y las dificultades en su determinacion si-
guen estando presentes en las mesas de trabajo sobre
SAF.G- ' Existen afortunadamente en la actualidad
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varias guias que recomiendan las pruebas a usar y
cual es la estandarizacion sugerida.!'?

Si bien hasta el momento al AL sigue estando como
criterio en el mismo nivel que el resto de los anti-
cuerpos detectados por ELISA, la presencia de un
AL positivo desde un punto de vista clinico tiene un
valor mucho mas significativo. Sin embargo atin no
podemos claramente saber cudl va a ser mas patogé-
nico que otro. Solo la positividad persistente es to-
mada como requisito. Tampoco se sabe porque hay
pacientes con patologias obstétricas de importancia
que nunca son positivos, otros que siempre lo son
y un grupo que oscilan entre resultados positivos
y negativos(en un mismo centro y con igual meto-
dologia).* Todo lo dicho con anterioridad destaca la
importancia de que cada centro o laboratorio pueda
conocer la sensibilidad y especificidad de las prue-
bas y determinar sus guias de trabajo.

Varios reportes de la bibliografia vinculan las va-
riaciones de sensibilidad del APTT al AL con la
composicion de los reactivos y su concentracion de
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fosfolipidos® ) asi como el impacto que esta varia-
bilidad ocasiona en la deteccion del AL débil.**
En este grupo de pacientes, los reactivos de APTT
utilizados (cefalina y PTT-LA) mostraron una pro-
babilidad similar de deteccion de enfermedad cuan-
do esta presente,(se refiere a sensibilidad clinica) (S
57.4% y 58.3% respectivamente) estos resultados
explican el grado similar de falsos negativos para
ambos ensayos(49% and 48% respectivamente). En
relacion a la probabilidad de que el resultado de la
prueba sea negativa cuando la enfermedad no esta
presente, (se refiere a la especificidad del ensayo)
los valores fueron 94.8% para cefalina y 91.9% para
PTT-LA, resultados que evidencian bajo grado de
resultados falsos positivos (9% y 14% respectiva-
mente) Considerando que la interpretacion de los
ensayos de mezcla merece atencion especial ya que
es necesario obtener un buen desempefio para evitar
perder la deteccion de AL débiles, decidimos, frente
a resultados positivos, utilizar dos indices para su
interpretacion: el indice de Rosner y el porcentaje
de correccion.

Nuestros resultados demuestran:

1. Alta prevalencia de plasmas con TVVRA po-
sitivo 104/115 (90.43%)

2. Apesar de que el TTPa muestra bajo desem-
pefio con respecto a la sensibilidad cuando
se compara con el TVVRd, ambos TTPa pu-
dieron detectar AL en 47.83%de los estudios
positivos.

3. De acuerdo a nuestra experiencia, conside-
rando este cohorte inicial de pacientes selec-
cionados, el uso de TVVRd como primero, y
TTPa como segundo test de tamizaje puede
ayudar a mejorar el desempeno en el diag-
noéstico de AL.

Nos parece importante mencionar en relacion al
numero de resultados positivos, que en nuestra opi-
nion el alto grado de positividad del ensayo puede
corresponder fundamentalmente a dos factores: en
primer lugar a que la poblacion estudiada esta cons-
tituida por pacientes con patologia obstétrica deri-
vada por el especialista adecuadamente evaluados y
que varias de las muestras ya eran positivas en otros
centros; en segundo lugar, a que todos los AL con
indice de Rosner entre 10 y 14 se informaron como
positivos, es decir que esos AL “positivos limite”
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aumentaron el nimero de positivos reportados. Este
tema del AL débil es sin duda un tema de debate
entre especialistas y su estandarizacion es de suma
importancia para quienes trabajamos en la determi-
nacion de AL.

Conclusion

Algunos autores han recomendado la combinacion
de dos TTPa con diferente sensibilidad a AL para
mejorar la capacidad de deteccion, siguiendo esta
sugerencia, decidimos usar un reactivo de TTPa de
fabricacion casera como fuente de fosfolipidos con
kaolin como activador y un reactivo comercial sen-
sible (PTT-LA), ambos reactivos mostraron similar
sensibilidad (S) y especificidad (E). Si bien la posi-
tividad es alta queda por evaluar su persistencia en
el tiempo con una o mas muestras.

*Nota al pie: Avigliano A, Goiii MC, Grand B: Lu-
pus anticoagulant in women with obstetric complica-
tions: persistence of results between samples. XXIII
ISTH Congress & 57" Annual SSC Meeting July 23-
28 2011 Kyoto, Japan
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