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Resumen

Aln existen dificultades y controversias para € diagnéstico biolégico de los sindromes
antifosfolipidicos. La importancia del diagnéstico 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 poblacién de mujeres
enviadas para confirmar o descartar un sindrome antifosfolipidico del embarazo.

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

Material y método: en 607 pacientes enviadas al Centro Especializado en Afecciones de la
Hemostasis y Trombosis (CEAHT) por diferentes complicaciones obstétricas se realizo la
determinacion de anticuerpos antifosfolipidicos por dos técnicas inmunol 6gicas empleando
reactivos comerciales disponibles en el medio (ACA y APA). En 407 de estas pacientes se
determing, ademas, €l anticoagulante IUpico (AL).

Resultados: 102 (16%) presentaron por 1o menos un test positivo confirmado en méas 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%. SAlo en 18,4% de | os casos se observo la concomitancia de dos 0 mas
técnicas positivas.

Conclusion: es recomendable, de acuerdo con estos datos, realizar por o menos dos técnicas
inmunol ogicas ademés del AL antes de descartar un sindrome antifosfolipidico del embarazo.
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Introduccién

Unadelas manifestaciones clinicas masfrecuentesdelos
sindromes antifosfolipidicos es la pérdida recurrente de
embarazo-3. Actualmente no seesperalapérdidadel em-
barazo o €l 6bito fetal para estudiar alas pacientes, sino
gue es necesario pensar en el sindrome antifosfolipidico
frente a complicaciones obstétricas que sugieran la posi-
bilidad de su presencia

Frente a una complicacion obstétricacomo larestric-
ciénde crecimiento fetal intrauterino (RCFIU), el decola-
miento placentario (DP), laaparicién de unamalahemodi-
namia placentaria a través del estudio Doppler, € 6ébito
fetal olapérdidade embarazo, el obstetrapide ladetermi-
nacién delos anticuerposantifosfolipidicos (aPL) afinde
instituir un tratamiento o vigilancia mas cercana en caso
gue los anticuerpos sean positivos.

El estudio bioldgico es pues muy importante para un
diagndstico correcto y laimplementacién de las medidas
terapéuti cas que cadacaso amerite. Lamentablemente exis-
ten varias dificultades en € diagnéstico bioldgico que
ain no han sido resueltas.

Si analizamosloshechosatravésdelahistoria, el pri-
mer anticuerpo antifosfolipido se detectd en la década de
1950 cuando se reportaron varios resultados fal so positi-
vo para lareaccion de Wasserman, técnica empleada en
esos tiempos para e diagnostico de sifilis. El antigeno
presente en lareaccion de Wasserman es unacardiolipina
presente en las mitocondrias de la membrana. Pacientes
sin sifilis pero con anticuerpos contrala cardiolipina da-
ban un resultado falso positivo. También en la década de
1950 se describid la existencia de lo que inicialmente se
interpreté como un inhibidor de la coagulacion, actual-
mente denominado anticoagulante IGpico (AL), pues las
primeras pacientes estudiadas tenian lupus sistémico.

Pocos afios después se asocio el AL con la reaccion
falso positiva de Wasserman y la presencia de trombosis
clinicas. En la década de 1980 se desarrollaron técnicas
mucho mas sensibles parael hallazgo de aPL, empleando
cardiolipinas en fase sdlida parala busqueda de los anti-
CUerpos.

L osfosfolipidos son lipidosioni cos polares compues-
tosde 1,2-diacilglicerol y un enlace fosfodiéster que une
el esqueleto del glicerol a alguna base, generalmente
nitrogenada, tal como lacolina, serinao etanolamina.

Lacardiolipinaesunfosfolipido muy écido (carga-2);
estd compuesto por dos moléculas de écido fosfatidico
unidas covalentemente através de unamoléculadeglice-
rol. Se encuentrafundamentalmente en lamembranainter-
nadelamitocondriay en las membranas bacterianas.

En 1990 se determind que los anticuerpos antifosfoli-
pidos son en realidad anticuerpos que reaccionan con
fosfolipidos unidos a proteinas plasmaticas como la beta?
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glicoproteinal y otras proteinas como la prostaciclina, la
protrombina, laproteinaC, laanexinaV, y el factor tisular.
Por el contrario, lareaccion de Wasserman para € diag-
nostico de sifilis no necesita la unién de la cardiolipina
con proteinas para dar positiva.

Sabemos actual mente que | os anticuerpos antifosfoli-
pidicos son unafamiliade anticuerpos que pueden fijarse
sblo afosfolipidos de carganegativao afosfolipidos uni-
dos a proteinas, o bien pueden coexistir ambos tipos de
anticuerpos®.

En los Ultimos afios se ha prestado especial interés a
los fosfolipidos unidos a proteinas (particularmente la
bete? glicoproteinal) aungque también otras proteinas pue-
den estar involucradas®.

LosaPL pueden ser identificados por diferentestécni-
casdelaboratorio: lastécnicasinmunol 6gicasy lastécni-
cas coagulométricas. Referentea AL, lastécnicas coagu-
lométricas miden lacapacidad del anticuerpo de prolongar
los tests fosfolipidos dependientes y ya existen pautas
internacionales sobre los pasos a seguir parael diagndsti-
co correcto. Estas pautas han sido fijadas por el Subcomité
Cientifico de Estandarizacion del AL delaSociedad Inter-
nacional de Hemostasisy Trombosis(SSC-ISTH)®.

En relacion con lastécni casinmunol gicas existen pro-
blemas no resueltos”®. Hay unagran variabilidad en cuan-
toasensibilidad y especificidad de las mismas apesar de
los numerosos esfuerzos realizados en el &mbito interna-
cional para encontrar la o las técnicas més adecuadas y
seguras para el diagnostico. Cuando se usan “kits
homemade” se obtienen amenudo resultados no satisfac-
torios por faltade reproducibilidad y precisién debido ala
falta de estandarizaci6n®19,

Objetivo

Este estudio tiene dos objetivos:

1 Comparar los resultados de diferentes técnicas de la-
boratorio en una poblacion de mujeres enviadas para
confirmar o descartar un sindromeantifosfolipidico del
embarazo.

2 Esablecer si la determinacion de mas de unatécnica
en una misma paciente aumenta las posibilidades de
llegar al diagnéstico.

Material y método

DG
Se estudiaron 637 muestras de sangre pertenecientes a
otras tantas mujeres con historia de pérdidade embarazo,
obito fetal, RCFIU, DP o trastornos de la hemodinamia

placentarios determinados por Doppler y que fueron en-
viadas por obstetra para buscar la presencia de aPL.
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Tests biologicos

En todas | as pacientes se reali zaron dos técni casinmuno-
I6gicas para e diagndstico de aPL [anticuerpos anticar-
diolipinas (ACA) y anticuerpos anti mezcla de fosfolipi-
dos(APA)] y en 407 delamismapoblacion serealizd ade-
més el anticoagulanteUpico (AL).

1. Anticuer posanticardiolipinas. Reactivo comercial:
ACA (EL-aCL, Theratest L abs). Ensayoinmunoenzimético
en fase solida para deteccion y medida de auto anticuer-
posdirigidos contracardiolipinas en suero. Serealizo pri-
mero un screening mediante el uso de un anticuerpo
polivalente. Screening positivo > 8%. Frente a un test
borderline o positivo se determind el isotipo correspon-
diente utilizando anticuerpos especificos de clase IgM,
IgG olgA. El control decalidad interno serealizd utilizan-
do sueros positivos y negativos para los ACA provistos
por “kits’. Valor de corte paraisotipo, 1gG < 15 GPU, valor
de corte paraisotipo IgM <10 MPU, valor de corte para
isotipo IgA <7 UGPU.

2. Anticuer pos antifosfolipidicos. Reactivo comercial:
APA, Asserachrom Diagnostica Stago. Determinacién
semicuantitativa de anticuerpos antifosfolipidicos por
enzimoinmunoandlisis (EIA). Control de calidad interno
positivo y negativo provistos por e “kit”. Resultado po-
sitivo > 15 unidades Pl/ml. A diferencia del test anterior,
aqui € reactivo con el cual seenfrentael plasmaaestudiar
contiene una “mezcla’ de fosfolipidos: cardiolipinas,
fosfatidilsering, fosfatidiletanolamida, fosfatidilinositol,
fosfatidilglicerol, fosfatidilcoling, y &cido fosfatidico.

3. Anticoagulante lUpico. Se siguieron los criterios
recomendados por el Subcomité para la Estandarizacion
del AL /APA del Comité Cientifico y de Estandarizacion
(SSC) de la Sociedad Internacional de Trombosisy He-
mostasis (ISTH) consistentes en:

8 Dostécnicas de screening paraAL:

-PTT-LA (Diagnostica Stago).
-LAC Screen (Instrumentation L aboratory). Tiem-
po deveneno deviboraRusdl diluido (dRVVT).

b) Estudio de mezclas con plasma normal. Se utilizo e
indice de Rosner para definir presencia o ausenciade
inhibidor.

¢) Método confirmatorio con fosfolipidos hexagonales.
Reactivo comercial: Staclot LA, DiagnosticaStago. Se
considerd positivo un acortamiento del tiempo de coa-
gulacién > 8 segundos de la mezcla con fosfolipidos
respecto alamezclasinfosfolipidos. Seutilizaron como
control de calidad interno plasmas normales y plas-
mas positivos paraAL.

Resultados

Delasmuestras, 102/637 (16%) dieron resultados positi-
vos para por o menos una de las técnicas empleadas.
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Delos 102 resultados positivos:

Fueron positivos 19/102 (18,6%) paraambastécnicas
inmunolgicas APA y ACA.

Fueron positivas 11/102 (10,3%) solo paradl APA.

Fueron positivas 76/102 (74,5%) solo paraACA.

Enlas pacientes con ACA positivo seestudi6 el isotipo
del anticuerpo observando un predominio discreto de lgG
de acuerdo alos siguientes valores. 56 isotipos IgG y 46
isotipos IgM. En ocho pacientes se asociaron ambos
i sotipos.

El anticoagulante |Gpico sdlo se determind en 407 de
las muestras'y fue positivo en nueve, siguiendo los crite-
riosde SSCdelal STH. Si consideramos|as 102 pacientes
gue fueron positivas para alguna de las técnica inmuno-
l6gicas, €l AL fue positivo en 8,8%.

En las nueve pacientes con AL se observé la conco-
mitanciacon otro test positivo: cinco asociaban AL+ACA+
y APA+, dos asociaban AL+ACA+ y dos tenian
AL+APA+.

En ningln caso sevio un AL positivo en ausenciade
ACA o APA positivos.

Tabla 1. Distribucion de resultados en 102 pacientes
con por lo menos uno de los tests positivo

Resultados Positivo Negativo
ACA (n=102) 74,5% 25,5%
APA (n=102) 29,4% 70,6%
ACA + APA +(n=102) 18,0%

IL (n=102) 8,8%

ACA: anticuerpos anticardiolipinas; APA: anticuerpos
contra una mezcla de fosfolipidos; IL: inhibidor lGpico

Comentarios

El diagndstico de sindrome antifosfolipidico requierecri-
terios clinicosy criterios biol 6gicos. En el meeting inter-
nacional SAPPORO"Y se establecieron criterios para €l
diagnostico clinico y de laboratorio de |os sindromes an-
tifosfolipidicos. De acuerdo con €l mismo, los criterios
clinicos sdlo incluyen las trombosis arteriales o venosas
y las complicaciones obstétricas. Fue excluidalaplagueto-
penia. Los criterios biol 6gicos aceptados fueron el AL o
las anticardiolipinas isotipo 1gG, que persisten con seis
semanas de diferencia.

Loscriterios biol 6gicos de SAPPORO fueron critica
dos por varios grupos cientificos sobre la base de distin-
tos argumentos. Por un lado, las técnicas propuestas, si
bien son de facil realizacidn, generan a veces resultados
confusos, quiz4 por unapobre estandarizacién delasmis-

Revista Médica del Uruguay



Dificultades y controversias en el diagndstico bioldgico de los sindromes antifosfolipidicos del embarazo

mas. Por otro lado, no todos|os anticuerpos antifosfoli pi-

dicos son diagnosticados por AL o0 ACA.
En nuestros resultados debemos resaltar:

1 El porcentaje de confirmacién bioldgicade un SAFE
sospechado por diferentes complicaciones obstétri-
cas, como | as sefid adas anteriormente, esde 16%, me-
nor que cuando estudiamos poblaciones de mujeres
con pérdidarecurrente de embarazo —40%-— pero no es
despreciable*?,

2 Existeun alto porcentaje de diagndsticos positivosen
base a una de las técnicas (ACA), pero 10,3% de pa-
cientes quedarian sin diagnéstico si no se redizara
una segunda técnicainmunol ogica (APA).

3. Es curioso que teniendo los dos reactivos (ACA y
APA) cardiolipinas como sustrato, algunas pacientes
son negativas para el ACA y positivas para el APA.
En estos casos se podriainterpretar que los anticuer-
pos hallados por el APA son positivos frente a otro
fosfolipido anidnico, que no es cardiolipina.

4. Pero mas curioso es e hecho de que pacientes con
ACA positivo (74,5%) sean negativasa APA, reactivo
gue contiene una mezcla de fosfolipidos, incluyendo
lacardiolipina. Esto podriaexplicarse sobrelabase de
gue no todos los anticuerpos detectan 1os mismos
epitopes delacardiolipinao bien que tienen unaafini-
dad quevariaen losdiferentes sistemasde lostests®.
Esdecir que sigue siendo complejo € diagndstico bio-
l6gico.

5. Sobre labase de los resultados encontrados en nues-
trapoblacién, larealizacién de por |o menos dostécni-
cas inmunol égicas diferentes aumenta la posibilidad
del diagndstico. Otros autores han mostrado resulta-
dos similares*+1, Es decir que haciendo sélo unade
las técni cas quedard un nimero importante de pacien-
tes sin diagnastico.

6. Lapresenciade AL esbajay no cambiael porcentgje
de diagndstico pues siempre se acompafia de resulta-
dos positivos por alguna de las técnicas inmunol 6gi-
cas. Sin embargo, esimportante porqueindicaun com-
promiso inmunolégico complejo con asociacion de
varios anticuerpos y un prondstico més comprometi-
do hacia una colagenopatia.

En los criterios de SAPPORO, nuevas técnicas como
ladeterminacion de antibeta2glicoproteinal (abeta2-GPl)
no es mencionaday tampoco se menciona el isotipo IgM
de anticardiolipinas, cuando en nuestraexperienciaesun
isotipo frecuente en las complicaciones obstétricas.

Posteriormente al meeting de SAPPORO serealizé en
Boston un encuentro de la1STH, donde se establecieron
cuatro criterios hiol6gicos para el diagnéstico de un sin-
drome antifosfolipidico®®.

1) ALy antibeta2-GPI.
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AL solamente.

Antibeta2-GPI solamente.

Positivos hacia otros fosfolipidos (anticardiolipinas,
antiprotrombina, etcétera).

Los criterios de la ISTH son también polémicos por
varias razones. En las complicaciones obstétricas alin no
esseguro el valor delos anticuerpos antibeta2-GPI y, por
otra parte, esta técnica hasta ahora silo esta disponible
paralaboratorios de altacomplejidad.

Numerosostrabaj osinternacionalesmuestran queexis-
te una gran variacion de resultados frente a diferentes
técnicas inmunol gicas en la determinacion de anticuer-
pos antifosfolipidicos* 9. Incluso empleando una mis-
matécnica puede haber variaciones entre diferentes | abo-
ratorios?2,

El debate contintia sobre la confiabilidad de los dife-
rentes méodos. Esto hallevado avarios autores apromo-
ver larealizacion de méas de unatécnicacuando setratade
identificar anticuerpos antifosfolipidicos en mujeres con
pérdidarecurrente de embarazo®23.

Esta metodol ogia de dos técnicas diferentes encarece
el diagndstico pero es un gasto justificado por laimpor-
tancia del hallazgo de anticuerpos antifosfolipidicos en
mujeres con complicaciones obstétricas®.

Recordemos que € diagnostico se sospecha por la
clinicapero se confirmasdlo con el diagnéstico biol bgico.

Por lo tanto, confuso es el diagndstico y confusos
son losresultados del test, 1o cua llevaarecomendar que
cada laboratorio realice su experiencia con su metodol o-
giay su poblacion.

Laidentificacion de anticardiolipinasy del AL sigue
siendo (til y aceptada por la comunidad internacional .

En el futuro seriadeseable, cuando un ACA oun APA
seapositivo, redlizar ladeterminaci 6n delaantibeta2-GPI.
Actualmente estamos usando un nuevo “kit” que utiliza
como sustrato la beta2glicoproteinal, lo cual podraacla-
rar muchas dudas y ofrecer una especificidad mayor en
los estudios, y que serd motivo de una nueva comunica
cion.

CENENS)

Summary

Therearedifficultiesand controversiesin biological diag-
nosis of antiphospholipidic syndromes of pregnancy. Di-
agnosis in women with a history of suspicious antiphos-
pholipidic syndromes is of great importance in order to
indicate an adequate treatment.

The aims of this study were:

1 Tocomparetheresultsof different laboratory tech-
niquesin apopulation of women referred for confirmation
or rejection of apregnancy antiphospholipidic syndrome;

2. To establish if the performance of more than one
techniguein asame patient increasesthe chanceto achieve
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an accurate diagnosis.

Materialsand methods: In 607 patientsreferred to the
Specialized Center on Hemostasis Disorders and Throm-
bosis (CEAHT) that presented different obstetric compli-
cations, antiphospholipidic antibodies were measured
using available commercial reagents (ACA and AFA). In
407 of these patients the lupus anticoagulant (AL) was
also determined.

Results: 102 (16%) patients showed at |east one posi-
tive test confirmed by more than two different ways. The
ACA (anticardiolipin antibodies) resulted positivein 78.4%
followed by the APA, 29.4% (antibodies against amixture
of phospholipids) and the AL, showing a very low fre-
guency of 8%. Only in 18.4% of the casesthe coincidence
of two or more techniques was observed.

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

Résumé

Il existe encore des difficultés et de controverses pour le
diagnostic biologique des syndromes anti phospholipi-
diques. L' importance du diagnostic chez lesfemmes ayant
une histoire obstétrique soupgonnée de ce syndrome est
d’ une énorme valeur pour un traitement correct.

Cetravail-ci adeux buts:

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

2 Etablir si ladétermination deplusd’ unetechnique
chez uneméme patiente augmenteles possibilitésd’ gjuster
le diagnostic.

Matériel et méthode: chez 607 patientes traitées au
Centre Spécialisé en Affectionsdel’ Hémostase et Throm-
bose (CEAHT) acause de différentstroubles obstétriques,
on afait lerepérage d' anticorps antiphospholipidiquesau
moyen de deux techniques immunologiques tout en
utilisant des réactifs commerciaux disponibles (ACA et
APA). Chez 407 de ces patientes, on arepéré aussi |’ anti-
coagulant lupique (AL).

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

Conclusion: il est conseillable, selon cesrésultats, de
réaliser au moinsdeux techniquesimmunol ogiques apart
le AL avant d' écarter un syndrome antiphospholipidique
ala grossesse.
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