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Resumen

Aun existen dificultades y controversias para el diagndéstico biolégico de los sindromes
antifosfolipidicos. La importancia del diagndstico en mujeres con historia obstétrica
sospechosa de un sindrome antifosfolipidico es de enorme trascendencia por las implicancias
gue tiene un tratamiento adecuado.

Este estudio tiene dos objetivos:

1. Comparar los resultados de diferentes técnicas de laboratorio en una poblacion de mujeres
enviadas para confirmar o descartar un sindrome antifosfolipidico del embarazo.

2. Establecer si la determinacion de mas de una técnica en una misma paciente aumenta las
posibilidades de llegar al diagnostico.

Material y métodoen 607 pacientes enviadas al Centro Especializado en Afecciones de la
Hemostasis y Trombosis (CEAHT) por diferentes complicaciones obstétricas se realiz6 la
determinacion de anticuerpos antifosfolipidicos por dos técnicas inmunolégicas empleando
reactivos comerciales disponibles en el medio (ACA y APA). En 407 de estas pacientes se
determin6, ademas, el anticoagulante lpico (AL).

Resultados102 (16%) presentaron por lo menos un test positivo confirmado en mas de dos
oportunidades. Los ACA (anticuerpos anticardiolipinas) fueron positivos en 78,4% seguidos
por los APA, 29,4% (anticuerpos contra una mezcla de fosfolipidos) y con mucho menor
frecuencia el AL, 8%. Sdlo en 18,4% de los casos se observo la concomitancia de dos o mas
técnicas positivas.

Conclusion:es recomendable, de acuerdo con estos datos, realizar por lo menos dos técnicas
inmunoldgicas ademas del AL antes de descartar un sindrome antifosfolipidico del embarazo.
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Introduccion glicoproteina | y otras proteinas como la prostaciclina, la
protrombina, la proteina C, la anexina V, y el factor tisular.
Una de las manifestaciones clinicas mas frecuentes de |&%or el contrario, la reaccién de Wasserman para el diag-
sindromes antifosfolipidicos es la pérdida recurrente deostico de sifilis no necesita la unién de la cardiolipina
embaraz®?®. Actualmente no se espera la pérdida del emcon proteinas para dar positiva.
barazo o el 6bito fetal para estudiar a las pacientes, sino Sabemos actualmente que los anticuerpos antifosfoli-
gue es necesario pensar en el sindrome antifosfolipidicpidicos son una familia de anticuerpos que pueden fijarse
frente a complicaciones obstétricas que sugieran la possolo a fosfolipidos de carga negativa o a fosfolipidos uni-
bilidad de su presencia. dos a proteinas, o bien pueden coexistir ambos tipos de
Frente a una complicacion obstétrica como la restric-anticuerpo®.
cion del crecimiento fetal intrauterino (RCFIU), el decola-  En los Ultimos afios se ha prestado especial interés a
miento placentario (DP), la aparicién de una mala hemodilos fosfolipidos unidos a proteinas (particularmente la
namia placentaria a través del estudio Doppler, el 6bitdoeta glicoproteina I) aunque también otras proteinas pue-
fetal o la pérdida de embarazo, el obstetra pide la determéen estar involucrad&s
nacién de los anticuerpos antifosfolipidicos (aPL) afinde Los aPL pueden ser identificados por diferentes técni-
instituir un tratamiento o vigilancia mas cercana en cas@as de laboratorio: las técnicas inmunolégicas y las técni-
que los anticuerpos sean positivos. cas coagulométricas. Referente al AL, las técnicas coagu-
El estudio bioldgico es pues muy importante para unométricas miden la capacidad del anticuerpo de prolongar
diagnéstico correcto y la implementacion de las medidasos tests fosfolipidos dependientes y ya existen pautas
terapéuticas que cada caso amerite. Lamentablemente existernacionales sobre los pasos a seguir para el diagnoésti-
ten varias dificultades en el diagndstico bioldgico queco correcto. Estas pautas han sido fijadas por eldbuite
aun no han sido resueltas. Cientifico de Estandarizacion del AL de la Sociedad Inter-
Si analizamos los hechos a través de la historia, el prinacional de Hemostasis y Trombosis (SSC-I$TH)
mer anticuerpo antifosfolipido se detecto en la década de En relacion con las técnicas inmunoldgicas existen pro-
1950 cuando se reportaron varios resultados falso positblemas no resuelt3®. Hay una gran variabilidad en cuan-
vo para la reaccion de Wasserman, técnica empleada ¢a a sensibilidad y especificidad de las mismas a pesar de
esos tiempos para el diagndstico de sifilis. El antigendos numerosos esfuerzos realizados en el ambito interna-
presente en la reaccion de Wasserman es una cardiolipirgonal para encontrar la o las técnicas mas adecuadas y
presente en las mitocondrias de la membrana. Pacientsgguras para el diagndstico. Cuando se usan “kits
sin sifilis pero con anticuerpos contra la cardiolipina da-homemade” se obtienen a menudo resultados no satisfac-
ban un resultado falso positivo. También en la década dirios por falta de reproducibilidad y precision debido a la
1950 se describio la existencia de lo que inicialmente séalta de estandarizaciéf.
interpreté como un inhibidor de la coagulacion, actual-
mente denominado anticoagulante Iipico (AL), pues la®Objetivo
primeras pacientes estudiadas tenian lupus sistémico.
Pocos afios después se asocio el AL con la reaccidBste estudio tiene dos objetivos:
falso positiva de Wasserman y la presencia de trombosis. Comparar los resultados de diferentes técnicas de la-
clinicas. En la década de 1980 se desarrollaron técnicas boratorio en una poblacién de mujeres enviadas para
mucho mas sensibles para el hallazgo de aPL, empleando confirmar o descartar un sindrome antifosfolipidico del
cardiolipinas en fase sélida para la busqueda de los anti- embarazo.
cuerpos. 2. Establecer si la determinacion de mas de una técnica
Los fosfolipidos son lipidos ibnicos polares compues-  en una misma paciente aumenta las posibilidades de
tos de 1,2-diacilglicerol y un enlace fosfodiéster que une llegar al diagnéstico.
el esqueleto del glicerol a alguna base, generalmente
nitrogenada, tal como la colina, serina o etanolamina.  Material y método
La cardiolipina es un fosfolipido muy acido (carga -2);
estd compuesto por dos moléculas de acido fosfatidicBoblacion
unidas covalentemente a través de una molécula de glice-
rol. Se encuentra fundamentalmente en la membrana inte&e estudiaron 637 muestras de sangre pertenecientes a
na de la mitocondria y en las membranas bacterianas. otras tantas mujeres con historia de pérdida de embarazo,
En 1990 se determiné que los anticuerpos antifosfoli-Obito fetal, RCFIU, DP o trastornos de la hemodinamia
pidos son en realidad anticuerpos que reaccionan coplacentarios determinados por Doppler y que fueron en-
fosfolipidos unidos a proteinas plasmaticas como & betaviadas por obstetra para buscar la presencia de aPL.
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Tests biolégicos De los 102 resultados positivos:

Fueron positivos 19/102 (18,6%) para ambas técnicas
En todas las pacientes se realizaron dos técnicas inmunigimunoldgicas APA y ACA.
l6gicas para el diagnostico de aPL [anticuerpos anticar- Fueron positivas 11/102 (10,3%) sélo para el APA.
diolipinas (ACA) y anticuerpos anti mezcla de fosfolipi-  Fueron positivas 76/102 (74,5%) solo para ACA.
dos (APA)]y en 407 de la misma poblacion se realizo ade-  En las pacientes con ACA positivo se estudi6 el isotipo
mas el anticoagulante Iipico (AL). del anticuerpo observando un predominio discreto de IgG

1. Anticuerpos anticardiolipinaReactivo comercial:  de acuerdo a los siguientes valores: 56 isotipos 1gG y 46
ACA (EL-aCL, Theratest Labs). Ensayo inmunoenzimaticojsotipos IgM. En ocho pacientes se asociaron ambos

en fase solida para deteccion y medida de auto anticuejsotipos.

pos dIrIgIdOS contra CardiO"pinaS en suero. Se realizé pri- El anticoagu|ante |up|co sdlo se determind en 407 de

mero un screening mediante el uso de un anticuerpgs muestras y fue positivo en nueve, siguiendo los crite-

polivalente. Screening positivo > 8%. Frente a un testigs de SSC de la ISTH. Si consideramos las 102 pacientes
borderlineo positivo se determing el isotipo correspon- gue fueron positivas para alguna de las técnica inmuno-

diente utilizando anticuerpos especificos de clase IgMjagicas, el AL fue positivo en 8,8%.

IgG o IgA. El control de calidad interno se realizo utilizan- £ |as nueve pacientes con AL se observé la conco-

do sueros positivos y negativos para los ACA provistogyjtancia con otro test positivo: cinco asociaban AL+ACA+
por “kits”. Valor de corte para isotipo, IgG < 15 GPU, valor y APA+, dos asociaban AL+ACA+ y dos tenfan
de corte para isotipo IgM <10 MPU, valor de corte paraAL+APA-’h

isotipo IgA < 7 UGPU. . _ _ En ningln caso se vio un AL positivo en ausencia de
2. Anticuerpos antifosfolipidicoReactivo comercial: ACA 0 APA positivos.

APA, Asserachrom Diagnostica Stago. Determinacion

semicuantitativa de anticuerpos antifosfolipidicos por

enzimoinmunoanalisis (EIA). Control de calidad interno| Tabla 1. Distribucién de resultados en 102 pacientes

positivo y negativo provistos por el “kit”". Resultado po- con por lo menos uno de los tests positivo
sitivo > 15 unidades Pl/ml. A diferencia del test anterior,

aqui el reactivo con el cual se enfrenta el plasma a estudipr Resultados Positivo Negativo
contiene una “mezcla” de fosfolipidos: cardiolipinas,

fosfatidilserina, fosfatidiletanolamida, fosfatidilinositol, | ACA (n =102) 74,5% 25,5%
fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, y acido fosfatidico. APA (n=102) 29,4% 70,6%

3. Anticoagulante lUpicoSe siguieron los criterios ACA + APA + (n = 102) 18.0%
recomendados por el Subcomité para la Estandarizacid
del AL /APA del Comité Cientifico y de Estandarizacion
(SSC) de la Sociedad Internacional de Trombosis y He- aca: anticuerpos anticardiolipinas; APA: anticuerpos
mostasis (ISTH) consistentes en: contra una mezcla de fosfolipidos; IL: inhibidor lupico
a) Dos técnicas de screening para AL:

-PTT-LA (Diagnostica Stago).
-LAC Screen (Instrumentation Laboratory). Tiem-

po de veneno de vibora Rusel diluido (dRVVT). | di {stico de sind ifosfolinidi . .
b) Estudio de mezclas con plasma normal. Se utilizo efF! diagnostico de sindrome antifosfolipidico requiere cri-

indice de Rosner para definir presencia o ausencia dgrios clinicos y criterios biolégicos. En el meeting inter-
inhibidor nacional SAPPOR® se establecieron criterios para el
¢) Método confirmatorio con fosfolipidos hexagonales. diagnostico clinico y de laboratorio de los sindromes an-
Reactivo comercial: Staclot LA, Diagnostica Stago. getifosfolipidicos. De acuerdo con el mismo, los criterios
considerd positivo un acortamiento del tiempo de coaCflinicos solo incluyen las trombosis arteriales o venosas
gulacion> 8 segundos de la mezcla con fosfolipidosY las complicaciones obstétricas. Fue excluida la plaqueto-
respecto a la mezcla sin fosfolipidos. Se utilizaron comd®€nia. Los criterios biologicos aceptados fueron el AL o
control de calidad interno plasmas normales y plasias anticardiolipinas isotipo I9G, que persisten con seis

n
IL (n =102) 8,8%

Comentarios

mas positivos para AL. semanas de diferencia.
Los criterios bioldégicos de SAPPORO fueron critica-
Resultados dos por varios grupos cientificos sobre la base de distin-

tos argumentos. Por un lado, las técnicas propuestas, si
De las muestras, 102/637 (16%) dieron resultados positRien son de facil realizacién, generan a veces resultados
VoS para por lo menos una de las técnicas emp|eadas_ confusos, quiza por una pobre estandarizacion de las mis-
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mas. Por otro lado, no todos los anticuerpos antifosfolipi2) AL solamente.

dicos son diagnosticados por AL o ACA. 3) Antibeta2-GPI solamente.

En nuestros resultados debemos resaltar: 4) Positivos hacia otros fosfolipidos (anticardiolipinas,

1. El porcentaje de confirmacién biolégica de un SAFE  antiprotrombina, etcétera).
sospechado por diferentes complicaciones obstétri- Los criterios de la ISTH son también polémicos por
cas, como las sefialadas anteriormente, es de 16%, mearias razones. En las complicaciones obstétricas ain no
nor que cuando estudiamos poblaciones de mujeress seguro el valor de los anticuerpos antibeta2-GPI y, por
con pérdida recurrente de embarazo —40%-— pero no axtra parte, esta técnica hasta ahora sélo esta disponible
despreciablé?. para laboratorios de alta complejidad.

2. Existe un alto porcentaje de diagnésticos positivos en  Numerosos trabajos internacionales muestran que exis-
base a una de las técnicas (ACA), pero 10,3% de pae una gran variacion de resultados frente a diferentes
cientes quedarian sin diagnéstico si no se realizarécnicas inmunoldgicas en la determinacion de anticuer-
una segunda técnica inmunoldgica (APA). pos antifosfolipidicds™*®. Incluso empleando una mis-

3. Es curioso que teniendo los dos reactivos (ACA yma técnica puede haber variaciones entre diferentes labo-
APA) cardiolipinas como sustrato, algunas pacientegatoriog?°:2%)
son negativas para el ACA y positivas para el APA.  El debate continGia sobre la confiabilidad de los dife-
En estos casos se podria interpretar que los anticuerentes métodos. Esto ha llevado a varios autores a promo-
pos hallados por el APA son positivos frente a otrover la realizacién de mas de una técnica cuando se trata de
fosfolipido aniénico, que no es cardiolipina. identificar anticuerpos antifosfolipidicos en mujeres con

4. Pero mas curioso es el hecho de que pacientes cqérdida recurrente de embar&zd.

ACA positivo (74,5%) sean negativas al APA, reactivo  Esta metodologia de dos técnicas diferentes encarece

gue contiene una mezcla de fosfolipidos, incluyendoel diagndstico pero es un gasto justificado por la impor-

la cardiolipina. Esto podria explicarse sobre la base déancia del hallazgo de anticuerpos antifosfolipidicos en
que no todos los anticuerpos detectan los mismosnujeres con complicaciones obstétrf¢as

epitopes de la cardiolipina o bien que tienen una afini- Recordemos que el diagndstico se sospecha por la

dad que varia en los diferentes sistemas de lo8%ests clinica pero se confirma sélo con el diagnéstico biolégico.

Es decir que sigue siendo complejo el diagnoéstico bio-  Por lo tanto, confuso es el diagndstico y confusos

l6gico. son los resultados del test, lo cual lleva a recomendar que

5. Sobre la base de los resultados encontrados en nuesada laboratorio realice su experiencia con su metodolo-
tra poblacion, la realizacion de por lo menos dos técnigia y su poblacion.
cas inmunologicas diferentes aumenta la posibilidad La identificacion de anticardiolipinas y del AL sigue
del diagnostico. Otros autores han mostrado resultasiendo Util y aceptada por la comunidad internaci®hal
dos similareé*) Es decir que haciendo sé6lo una de  En el futuro seria deseable, cuando un ACA o un APA
las técnicas quedara un nimero importante de paciersea positivo, realizar la determinacion de la antibeta2-GPI.
tes sin diagnostico. Actualmente estamos usando un nuevo “kit” que utiliza

6. Lapresencia de AL es baja y no cambia el porcentajeomo sustrato la beta2glicoproteina I, lo cual podréa acla-
de diagndstico pues siempre se acompafia de resultear muchas dudas y ofrecer una especificidad mayor en
dos positivos por alguna de las técnicas inmunolégi-os estudios, y que sera motivo de una nueva comunica-
cas. Sin embargo, es importante porque indica un comeion.
promiso inmunolégico complejo con asociacion de
varios anticuerpos y un pronéstico mas comprometi-Summary
do hacia una colagenopatia.

There are difficulties and controversies in biological diag-

En los criterios de SAPPORO, nuevas técnicas comaosis of antiphospholipidic syndromes of pregnancy. Di-
la determinacion de antibeta2glicoproteina | (abeta2-GPlagnosis in women with a history of suspicious antiphos-
no es mencionada y tampoco se menciona el isotipo Ighpholipidic syndromes is of great importance in order to
de anticardiolipinas, cuando en nuestra experiencia es undicate an adequate treatment.
isotipo frecuente en las complicaciones obstétricas. The aims of this study were:

Posteriormente al meeting de SAPPORO serealizéen 1. To compare the results of different laboratory tech-
Boston un encuentro de la ISTH, donde se establecieromiques in a population of women referred for confirmation
cuatro criterios bioldgicos para el diagndéstico de un sinor rejection of a pregnancy antiphospholipidic syndrome;
drome antifosfolipidic@®. 2. To establish if the performance of more than one
1) ALy antibeta2-GPlI. technique in a same patient increases the chance to achieve
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an accurate diagnosis.

Materials and methods$n 607 patients referred to the
Specialized Center on Hemostasis Disorders and Thront-.
bosis (CEAHT) that presented different obstetric compli-
cations, antiphospholipidic antibodies were measure
using available commercial reagents (ACA and APA). In
407 of these patients the lupus anticoagulant (AL) was
also determined.

Results102 (16%) patients showed at least one posi-3'
tive test confirmed by more than two different ways. The
ACA (anticardiolipin antibodies) resulted positive in 78.4%
followed by the APA, 29.4% (antibodies against a mixture4.
of phospholipids) and the AL, showing a very low fre-
qguency of 8%. Only in 18.4% of the cases the coincidencg
of two or more techniques was observed.

Conclusion It is advisable, according to these data, 6.
to perform at least two immunological techniques apart
from AL, before confirming the absence of occurrence of
an antiphospholipidic syndrome of pregnancy. 7.

Résumé

Il existe encore des difficultés et de controverses pour le
diagnostic biologique des syndromes antiphospholipi-8.
digues. Limportance du diagnostic chez les femmes ayant
une histoire obstétrique soupconnée de ce syndrome est
d’'une énorme valeur pour un traitement correct. 9

Ce travail-ci a deux buts:

1. Comparer les résultats de différentes techniques
de laboratoire chez une population de femmes étudiéed-
pour confirmer ou rejeter un syndrome antiphospholipi-
dique de la grossesse.

2. Etablir sila détermination de plus d’une techniques ;.
chez une méme patiente augmente les possibilités d’ajuster
le diagnostic.

Matériel et méthode: chez 607 patientes traitées au
Centre Speécialisé en Affections de 'Hémostase et Throm; ,,
bose (CEAHT) a cause de différents troubles obstétriques,
on a fait le repérage d’anticorps antiphospholipidiques au
moyen de deux techniques immunologiques tout er3-
utilisant des réactifs commerciaux disponibles (ACA et
APA). Chez 407 de ces patientes, on a repéré aussi I'anti-
coagulant lupique (AL).

Résultats: 102 (16%) ont présenté au moins un test4.
positif confirmé a deux reprises. Les ACA (anticorps
anticardiolipines) ont été positifs chez 78,4% suivis de
APA, 29,4% (anticorps contre un mélange de phospholipi-
des) et trés au-dessous, le AL 8%. Seulement chez 18,4%
des cas on arepéré la concomitance de deux ou techniques
positives ou plus.

Conclusion: il est conseillable, selon ces résultats, aé’
réaliser au moins deux techniques immunologiques a part
le AL avant d’écarter un syndrome antiphospholipidique

a la grossesse. 18.
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