Cétedra y Servicio Especializado de Hematologia
Departamento de Bioquimica Clinica
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas " '
Universidad Nacional de Rosario AN
Sala IX - Hospital Provincial del Centenario ’% ) - F
Urquiza 3101 - 2000 Rosario &
Te: 0341-4804592 / 4804593 Interno: 247 Facultad de Ciencias
Bioquimicas y
Farmacéuticas

Carrera de Postgrado:

Especialista en Biogquimica Clinica: Hematologia

Tema: Sindrome Antifosfolipido

German A. Detarsio

Afno 2006

Directora: Dra. Alicia Blanco



Agradecimientos:

Este trabajo es el fruto de muchos afios de aprendizaje y dedicacién. Es el premio a la
pasion por el tema y a la paciencia de todos aquellos que estuvieron presentes en este
proceso.

Esta nueva etapa académica no es mas que la suma del esfuerzo de mucha gente, de mi
esposa Rosana y mis hijas Ana y Maite, que soportan mis ausencias, de la Dra. Angela
Milani, que por esas cosas de la vida me zambull6 en el universo de la Hematologia y me
apoyo en todos estos afios, a la gente de la Academia Nacional de Medicina, entre las que
me gustaria nombrar a la Dra Maria Lazzari, que siempre me recibié y me brindé apoyo, a la
Dra Alicia Blanco, mi directora y maestra, a la Dra. Fabiana Alberto, compafiera, maestra y
amiga. A los Dres Ricardo Forastiero y Marta Martinuzzo por brindarme toda su experiencia
y sabiduria, al Dr. Josep Ordi — Ros y a todos mis compafieros del Hospital Vall d’Hebrén en
Barcelona con los que comparti momentos inolvidables, a la Dra. MOnica Harraca con quien
comparti varios afios de trabajo, a mis compaferos de la Catedra, y a los alumnos porque la
docencia fue el motivo fundamental de todos estos afios de aprendizaje.

A todos ...Muchas gracias.



Abreviaturas:

SAF

ISTH

AL

ACA
VDRL
ELISA
B.GPI

19G

IgM
TTPA
dRVVT
TCK
dRVVT - PNP
TTPA — PNP
E-Sel
VCAM -1
ECAM -1
EC

TF
aPL/aFL
Plg

tPA

Sindrome Antifosfolipido

Sociedad Internacional de Hemostasia y Trombosis
Anticoagulante Lupico

Anticuerpos Anticardiolipina

Prueba para sifilis

Inmunoensayo en fase solida

Beta 2 Glicoproteina |

Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina M

Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado
Tiempo de veneno de vibora Russell diluido
Tiempo de Coagulacion con Kaolin: Prueba de Exner
Prueba de Russell con correccién con plaquetas
Prueba de tromboplastina parcial activada con correccion con plaquetas
E-Selectina

Moléculas de adhesion vascular

Moléculas de adhesion a célula endotelial

Célula Endotelial

Factor Tisular

Anticuerpo Antifosfolipido

Plasminégeno

Activador Tisular del Plasminégeno



PAlI -1

™

EPCR

PC

PS

APC

PT

TFPI

AT

AnvV

LES

AR

ACV

AIT

SUH

PTT

LDL

AO

RIN

Ccv

Inhibidor del Activador Tisular del Plasminégeno
Trombomodulina

Receptor Endotelial de Proteina C
Proteina C

Proteina S

Proteina C Activada

Protrombina

Trombina

Inhibidor de la Via del Factor Tisular
Antitrombina

Anexina V

Lupus Eritematoso Sistémico
Artritis Reumatoidea

Accidente Cerebro Vascular
Accidente Isquémico Transitorio
Sindrome Urémico Hemolitico
Parpura Trombocitopénica Trombética
Lipoproteinas de baja densidad
Anticoagulantes Orales

Razon Internacional Normalizada
indice de Rosner

Coeficiente de Variacion

Coeficiente de Correlacion



INDICE GENERAL

1.1 Definicion Pag. 10
1.2 Resefia Historica Pag. 11
1.3 Subtipos de aPL clinicamente importantes Pag. 12
1.4 Patogénesis Pag. 14
15 Criterios para la clasificacion y diagnostico del SAF Pag. 18
1.6 Epidemiologia Péag. 19
1.7 Diagnostico Diferencial Péag. 20
1.8 Rasgos Clinicos Péag. 21
1.9 Rasgos Patoldgicos Pag. 22
1.10 SAF en Obstetricia Pag. 24
1.11 SAF Catastréfico Pag. 26
1.12 Tratamiento Pag. 27
1.13 Profilaxis Pag. 28
1.14 Tratamiento del evento trombético Pag. 28
2 Evaluacion del TTPA como prueba de diagnostico del AL |Pag. 30
2.1 Objetivos Pag. 30
2.2 Materiales y Métodos Pag. 30
2.3 Resultados Pag. 32
2.4 Discusion Pag. 33
3 Bibliografia Pag. 35




INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Criterio clinico y de laboratorio para el diagnostico de | Pag. 8
Sindrome Antifosfolipido ("Criterios de Sapporo")

Tabla 2 Caracteristicas principales de los 19 reactivos de Pag. 33
TTPA analizados en el estudio

Tabla 3 Concentracion de fosforo, tamafio de los liposomas y | Pag. 34

sensibilidad para cada uno de los reactivos de TTPA

estudiados.




INDICE DE FIGURAS

Figura | Diagnostico de AL Pag. 12

Figura Il Activacion del endotelio por los aFL Pag. 14

Figura Ill | Efecto de los aFL sobre los mecanismos hemostaticos Pag. 15

Figura IV | Accidn de los aFL sobre las células trofoblasticas Pag. 15

FiguraV | Correlacidon entre sensibilidad de TTPA al ALy Pag. 35
concentracion de fosfolipidos

Figura VI | Correlacion entre el tamafio de los liposomas y la Pag. 36

sensibilidad del TTPA al AL




Sindrome Antifosfolipido

1.1 Definicién

Los anticuerpos Antifosfolipido constituyen una familia de autoanticuerpos que exhiben un
amplio rango de especificidades. Reconocen varias combinaciones de fosfolipidos,
complejos fosfolipido-proteina, o ambos. El término "Sindrome Antifosfolipido" (SAF) fue
acufiado para identificar la asociacion clinica entre la presencia de los anticuerpos
antifosfolipido y el sindrome de hipercoagulabilidad.? Los criterios de clasificacién y
diagnostico del SAF, son revisados permanentemente en reuniones internacionales de

consenso *? (Tabla 1).

Tabla 1. Criterio clinico y de laboratorio para el diagnostico de Sindrome
Antifosfolipido ("Criterios de Sapporo")

Criterios clinicos (uno o mas de los eventos clinicos siguientes debe estar
presente)

Trombosis vascular.
o Uno o mas episodios de trombosis arteriales, venosas, o de pequefios
vasos, afectando cualquier tejido u érgano.
Alteraciones obstétricas
o Muerte inexplicada de un feto morfolégicamente normal después de la
semana 10 de gestacion.
o Nacimiento prematuro de neonatos morfolégicamente normales antes de las
34 semanas de gestacion, debido a preeclampsia severa, eclampsia, 0
insuficiencia placentaria severa.
o Tres abortos espontaneos consecutivos inexplicados antes de la semana 10
de gestacion.

e Enfermedad valvular cardiaca, endocarditis de Libman-Sachs

¢ Manifestaciones neurolégicas: Corea, Sordera, Alteraciones de la conducta, Mielitis
transversa y isquemias multifocales que pueden confundirse con enfermedad
desmielinisante.

e Livedo reticularis, Ulceras y necrosis cutanea



Criterios de laboratorio (uno o mas de los hallazgos de laboratorio siguientes debe
estar presente) *

e Anticuerpos anticardiolipina (IgG) o (IgM) a titulo moderado o alto en 2 o mas
ocasiones separadas por lo menos por 6 semanas.

e Anticoagulante Lupico positivo, diagnosticado siguiendo el criterio de la ISTH®.
Debe repetirse toda prueba positiva a las 6 semanas.

e Los anticuerpos anti-32-glicoproteina fueron incluidos recientemente como criterio

de laboratorio para el diagnéstico de Sindrome Antifosfolipido en una reunion de
consenso realizada en Sydney.

*El criterio de la ISTH para el diagnoéstico del Anticoagulante Lupico incluye: [1] la
prolongacion de un ensayo dependiente de fosfolipidos; [2] la evidencia de actividad del
inhibidor en estudio de mezclas, [3] evidencia que la actividad del inhibidor es dependiente de

fosfolipidos y [4] que no existan otras coagulopatias que puedan confundirse con el AL

1.2 Reseia Historica

El primer anticuerpo antifosfolipido, se descubri6 en pacientes con sifilis en 1906.° El
antigeno involucrado se identific6 después como cardiolipina, un fosfolipido de origen
mitocondrial.’* Este descubrimiento se transformé en la base del desarrollo de la VDRL,
prueba para diagnéstico de sifilis que se usa actualmente. El uso masivo de esta prueba
entre los donantes de sangre puso en evidencia que los pacientes con lupus eritematoso
sistémico tenfan una VDRL positiva, sin evidencias clinicas o seroldgicas de sifilis.*? En
1983, el Dr. Harris desarroll6 un inmunoensayo en fase soélida (ELISA) para detectar los
anticuerpos anticardiolipina.*® Este ensayo era mas sensible que la VDRL para detectar los
anticuerpos anticardiolipina. Ademas, descubre que los pacientes con Lupus y anticuerpos
anticardiolipina y/o la presencia de Anticoagulante Lupico presentaban un riesgo elevado de

trombosis.®



A principio de los afios noventa, dos grupos descubrieron que algunos anticuerpos
anticardiolipina requieren la presencia de una proteina (B, glicoproteina | - B.GPI) para
unirse a la cardiolipina.'**® Este requisito es caracteristico de los anticuerpos anticardiolipina
encontrados en los pacientes con Lupus Eritematoso y en el SAF, pero no en los pacientes

con sifilis u otras enfermedades.'**>1®

Los anticuerpos asociados a enfermedades
infecciosas no sélo son independientes de la B,GPI, sino que ademas, ella es capaz de
inhibir su unién a la cardiolipina.'® A partir de estas observaciones, se descubrié que existen
anticuerpos que son capaces de unirse a las proteinas en ausencia de fosfolipidos.***” Esto

nos llevd a cambiar el centro de atencién desde los fosfolipidos hacia las proteinas que unen

fosfolipidos.®

1.3 Subtipos de anticuerpos antifosfolipido clinicamente importantes

Los anticuerpos antifosfolipido mas cominmente identificados son el Anticoagulante Lupico,
los anticuerpos anticardiolipina y los anticuerpos anti-B,GPI. La diferencia entre ellos se basa
fundamentalmente en la metodologia utilizada para detectarlos. El Anticoagulante Lupico se
evidencia mediante técnicas de coagulacion, ya que prolonga los tiempos de coagulacion de
las pruebas en las que intervienen los fosfolipidos. En cambio los anticuerpos
anticardiolipina y anti B,GPI son detectados mediante técnicas de ELISA que miden la union

inmunologica de los anticuerpos a fosfolipidos 0 a complejos fosfolipido-proteina.

A pesar de que muchos pacientes presentan en forma simultanea AL, ACA y anti B,GPI, hoy
sabemos que estos anticuerpos son diferentes entre si.’® % Algunos anticuerpos con
actividad de AL reaccionan con fosfolipidos diferentes a la cardiolipina o con proteinas
diferentes a la B,GPI. "?* Ademas los ACA o anti B,GPI no siempre presentan actividad de

AL.*® % | a mayoria de los anticuerpos anti B,GP!I reconocen a la glicoproteina de la misma
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manera cuando se encuentra asociada a cardiolipina o a otros fosfolipidos anionicos. Esto
se debe a que la B.GPI se une fuertemente a fosfolipidos de carga negativa, pero
débilmente a fosfolipidos de carga neutra.?” En general, se considera que la presencia de AL
es un marcador mas especifico para el diagnostico de SAF, aunque los ACA son mas
sensibles.? La especificidad de los ACA para el diagnéstico de SAF aumenta en la medida
que el titulo de los mismos se hace mayor y el isotipo IgG es mejor marcador que el IgM. Sin
embargo, no hay ninguna asociacion definitiva entre las manifestaciones clinicas y los
subgrupos de anticuerpos antifosfolipido. Por consiguiente, deben usarse todas las pruebas
cuando queremos detectar estos anticuerpos en un paciente con evidencia clinica de SAF,

dado que pueden ser negativos para unas y positivos para otras.

A pesar de su nombre, el AL se asocia con eventos tromboembdlicos, en lugar de
sangrando. Los anticuerpos Antifosfolipidos pueden interferir con los mecanismos
anticoagulantes y procoagulantes. ** Aunque In Vitro, se observa una interferencia en la
activacion de trombina, In Vivo predomina la alteraciéon de la funcién de los inhibidores

naturales de la coagulacién y por este motivo, se favorece la trombosis.?*

Actualmente, la Sociedad Internacional de Hemostasia y Trombosis (ISTH) ha propuesto un
algoritmo diagnéstico para el AL que cuenta con la combinacion de diferentes pruebas de
screening, mezclas y de confirmacion con alto y bajo contenido de fosfolipidos. Para
descartar el diagnoéstico de AL, deben dar negativos, dos 0 mas ensayos sensibles a estos

anticuerpos (Fig. I). >%*8,
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Figura I: Diagndstico de Anticoagulante Lapico

REFERENCIAS:

APTT: Test de tromboplastina parcial con activador

dRVVT: Test de Russell diluido

TCK: Tiempo de coagulacién con Caolin

Staclot-LA: APTT con agregado de fosfolipidos en fase hexagonal
dRVVT-PNP: Test de Russell diluido con agregado de plaquetas lisadas
APTT-PNP: APTT con agregado de lisado de plaquetas

El criterio actual para la clasificaciéon del SAF recomienda el uso de pruebas de ELISA que

325 (Tablal). La relacién

detecten los ACA dependientes de B,GPI en sus isotipos IgG e IgM.
entre los ACA y la B.GPI ha hecho que se desarrollaran tests de ELISA para medir la
actividad de anti-B,GPI1.%***>7 Estos anticuerpos han sido incluidos recientemente dentro de
los criterios de diagnéstico de SAF y estan fuertemente relacionados con el desarrollo de
trombosis y otros rasgos del SAF.?°?%%" | a utilidad clinica de los ensayos que miden
anticuerpos dirigidos contra proteinas o fosfolipidos diferentes a la 3,GPI y a la cardiolipina,

sigue siendo poco clara.*>*"®

1.4 Patogénesis

Se han propuesto varias hipétesis para explicar los mecanismos celulares y moleculares por
los que los anticuerpos de antifosfolipido favorecen la trombosis. La primera involucra la

activacion de células endoteliales. La union de estos anticuerpos induce la activaciéon de las
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células endoteliales, que se evidencia por la exposicion de moléculas de adhesion, la
secrecién de citocinas, etc.”® Los anticuerpos antifosfolipido son capaces de unirse a la
B2GPI unida a las células endoteliales en reposo, aunque la interaccion de la B,GPI con las
células endoteliales no se conoce con certeza.? (Fig. ) Una segunda teoria propone que
estos anticuerpos interfieren o modulan la funcion de proteinas involucradas en los
mecanismos de control de la coagulacion. Entre ellas podemos nombrar a la proteina C y
anexina V. 23**® Aunque sabemos poco sobre la funcion bioldgica de la B,GPI, se sabe que

posee actividad anticoagulante.® (Fig. Il y IV)

La trombosis en el sindrome antifosfolipido se asemeja a lo que sucede en los pacientes con
Trombocitopenia Inducida por Heparina.*®* Ambos sindromes se presentan eventos
trombéticos arteriales y venosos.**®’ En pacientes con Trombocitopenia Inducida por
Heparina, la trombosis se relaciona con alguna enfermedad cardiovascular asociada.
Considerando que en el SAF hay una proporcion importante de pacientes que presentan
mas de un evento trombotico arterial o venoso similar, podemos sospechar que es necesaria
la existencia de alguna causa predisponente, como por ejemplo, lesion vascular, para que

ocurra la trombosis.

Finalmente, no se conoce con claridad aun cuales son los targets antigénicos para los
anticuerpos antifosfolipido “in vivo”. La ausencia de fosfolipidos aniénicos en la superficie de
las células en reposo y la falta de reactividad de los anticuerpos con células intactas
sugieren que sea necesaria una perturbacion de la membrana celular para que los
anticuerpos antifosfolipido puedan unirse a las células. De hecho, algunos anticuerpos
antifosfolipido reaccionan con plaquetas activadas® y células apoptéticas,* que han perdido

la distribucion asimétrica normal de fosfolipidos de la membrana y exponen fosfolipidos
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anioénicos en su superficie. La union de los anticuerpos antifosfolipido a las células
apoptéticas es dependiente de B.GPI,** como lo es también la induccién de dichos

anticuerpos por estas células.*

Activacion de células endoteliales por aFL

‘ Up-regulation

de moléculas de adhesion
E-sel, VCAM-1,
ECAM-1
A\

a v

oy ’
Aumenta la adhesion

de monocitos a EC

Aumenta la secrecion
de citoquinas

Simantov et al, J Clin Invest: 1995

Del Papa et al, Clin Exp Rheumatol 1995 Aumenta la

Del Papa et al, Arthritis Rheum 1997 expresion de TE

Cuadrado et al, Arthritis and Rheum 1997

Amengual et al, Thromb Haemost 1998

Pierangeli et al, Circ Res 2001 Estimula la actividad
Mart?nuzzo etal, BrJ Haematol 2001 procoagulante de EC y
Martinuzzo et al, Clin Exp Rheumatol 2002 monocitos

Figura 1l: Los anticuerpos antifosfolipido, al unirse a las células endoteliales, pueden activarlas
favoreciendo la expresién de moléculas de adhesion, secrecién de citocinas y exposicidon de factor
tisular sintetizado “de novo” Todas estas situaciones favorecen la activacion de la coagulacion.
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Figura lll: Los anticuerpos antifosfolipido son capaces de interferir el funcionamiento de todas las
etapas del sistema hemostatico, tanto de sus activadores, como sus inhibidores fisiolégicos. Por lo
tanto pueden romper el equilibrio hemostatico llevando al paciente a una situacion de mayor riesgo
trombético. Algunos autores consideran que la trombosis se produce cuando se suma alguna
situacion predisponente. (Hanly JG, CMAJ 2003)

Los aFL remueven anexina V'y aceleran la activacion de
la coagulacion sobre trofoblastos y células endoteliales

Formacion

)\ de fibrina /{aFL
An. V 1
® ~/ ) . ‘\ © ‘\;.

¢ @ © ’l‘\ )\AWA

C () O O O O O O ( {

UL ééé@ééééééﬁééé

Rand et al, N Engl J Med 1997 ‘ Cof. Proteico
Rand et al, Circ Res 2002

Figura IV La anexina V es un inhibidor fisiolégico de la coagulacién que se encuentra en alta
concentracion en la superficie de las células trofoblasticas. El desplazamiento competitivo de la
anexina V por los aFL sobre la superficie trofoblastica es uno de los mecanismos propuestos para
explicar las pérdidas fetales en el SAF.
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1.5 Criterio para la clasificacion y diagnéstico del SAF

Un paciente con sindrome antifosfolipido debe presentar por lo menos, un criterio clinico
(trombosis vascular o complicaciones obstétricas) y al menos un criterio de laboratorio.
Durante mucho tiempo la trombocitopenia ha sido considerada criterio clinico de SAF,
actualmente se ha descartado 2#1444344454% dehido a que puede aparecer en una gran
variedad situaciones que no se relacionan con el SAF. En la actualidad, la trombosis y las
alteraciones obstétricas son las manifestaciones clinicas que presentan mayor asociacion

con el SAF.

El SAF puede ser dividido en al menos tres categorias:

-SAF Primario: ocurre en pacientes sin evidencia clinica de otra enfermedad autoinmune

-SAF Secundario: ocurre en asociacion con otra enfermedad autoinmune u otras
enfermedades. Dado que el Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es la enfermedad
autoinmune mas comun con la que el SAF se asocia, en un principio se dividia a los
pacientes en SAF primario y los asociados a LES.*” La asociacién de anticuerpos
antifosfolipido con otras enfermedades reumaticas, a excepcion de la Artritis Reumatoidea
(AR),*® es mas rara y se basa generalmente en reportes de casos. Muchos pacientes con
Sindrome de Sneddon, definido como la triada clinica de Stroke, Livedo Reticularis e
hipertensién, pueden ser en realidad casos de SAF no diagnosticado.*® Aunque los
anticuerpos antifosfolipido también aparecen asociados a infecciones, cancer, ciertas drogas
o hemodialisis, normalmente son anticuerpos de isotipo IgM con niveles bajos y no

presentan trombosis.>

-SAF Catastroéfico: se describira mas adelante.
16



1.6 Epidemiologia

Los anticuerpos antifosfolipido se encuentran en jovenes, aparentemente sanos con una
prevalencia de 1 a 5 por ciento tanto para ACA como para AL.” Como sucede con otros
autoanticuerpos, el predominio de ACA y AL aumenta con la edad, sobre todo en ancianos
con enfermedades crénicas asociadas.’® Entre los pacientes con LES, la prevalencia de

anticuerpos antifosfolipido es mas alta, oscilando entre el 12 y el 30 por ciento para ACA*®>2

y entre el 15 y el 34 por ciento para el AL.>*>3

Muchos pacientes presentan AL y/o ACA positivos sin manifestaciones clinicas de SAF. En
la actualidad, no disponemos de datos suficientes para poder predecir que porcentaje de
ellos sufrira un evento trombético o una complicacién obstétrica a lo largo de su vida. Por el
contrario, luego de 20 afios de seguimiento, sabemos que entre un 50 y 70 por ciento de los
pacientes con LES y anticuerpos antifosfolipido, desarrollard un SAF a lo largo de la
evolucién de la enfermedad.***! Otras evidencias muestran que el 30 por ciento de los
pacientes con LES y ACA, podran pasar al menos una media de 7 afios sin mostrar

manifestaciones clinicas de SAF.*

Estudios prospectivos han demostrado una asociacion entre los anticuerpos antifosfolipido y
el primer episodio de trombosis venosa™ el primer infarto de miocardio,> y episodios de
stroke recurrentes.*® Un problema critico, por consiguiente, es la identificacion de aquellos
pacientes con anticuerpos antifosfolipido que tienen mayor riesgo y que aun no han sufrido
una trombosis. Entre los factores de riesgo mas comunmente encontrados vemos,
antecedentes trombéticos,>”*® |a presencia de AL,***° y un nivel elevado de ACA (IgG),>°>>’

cada uno de los cuales aumenta el riesgo de trombosis cinco veces, aunque no todos los

estudios estan de acuerdo con ello.® La persistencia de anticuerpos antifosfolipido, también
17



parece aumentar el riesgo de trombosis.? Excepto los antecedentes de trombosis, ninguno
de los factores de riesgo individuales nombrados anteriormente son suficientes para tomar la

decision de indicar un tratamiento preventivo.

1.7 Diagnastico diferencial

El SAF es un estado protrombético adquirido en el que la trombosis puede ocurrir tanto en el

arbol vascular venoso como arterial.®*

Al igual que otras condiciones que predisponen al
paciente a la trombosis venosa y arterial (trombocitopenia inducida por heparina,
hiperhomocisteinemia, sindromes mieloproliferativos e hiperviscosidad), el SAF primario,
puede diagnosticarse mediante estudios de laboratorio de rutina, debido a que presentan AL
y/lo ACA positivos. Es importante tener en cuenta que un TTPA normal, no excluye la
presencia de AL. Un paciente que sufre un evento trombético por primera vez, debe ser
estudiado para detectar la presencia de ACA y buscar el AL con protocolos completos que
incluyan, al menos, tres pruebas de screening. En aquellos pacientes que sufren patologias

cronicas en las cuales, la isquemia lleva a un deterioro progresivo de la funcién del 6rgano

afectado, el SAF puede ser mas dificil diagnosticar.

Deben investigarse las causas de trombosis que se asocian con la presencia de anticuerpos
antifosfolipido. Evaluar la presencia de factores que afecten la integridad del arbol vascular
venoso y/o arterial como pueden ser cambios hemodindmicos, lesién vascular, el uso de
medicamentos, como los anticonceptivos orales, y otros factores de riesgo tradicionales para
la enfermedad ateroesclerotica. Eliminar o reducir el efecto de estos factores es
fundamental, debido a que la presencia de ACA y/o AL solos, son insuficientes para generar
la trombosis. En general, se requiere de una causa predisponerte asociada para que la

trombosis se manifieste.
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Finalmente, incluso en pacientes con SAF documentado, discernir entre causa y efecto
puede ser dificultoso. Por ejemplo, el SAF puede asociarse a Sindrome Nefrético, el cual de

por si es un factor predisponerte de trombosis.

1.8 Rasgos clinicos

Aunque la asociacion de manifestaciones clinicas con la presencia de anticuerpos
antifosfolipido es mas clara en el SAF primario, no hay ninguna diferencia en la clinica en los
pacientes con SAF primario y SAF secundario ** Virtualmente cualquier érgano puede ser
involucrado, y la magnitud de la afecciébn puede variar en un espectro muy amplio. Se
aprecian mejor los efectos de los anticuerpos antifosfolipido desde el punto de vista
patogénico, si tenemos en cuenta la naturaleza y el tamafio de los vasos afectados y la

agudeza o cronicidad del proceso trombatico.

La trombosis venosa profunda, especialmente de las piernas, es la manifestacion mas
comun del SAF, dado que ocurre entre el 29 y el 55 por ciento de pacientes. ****** La mitad
estos pacientes sufrirdn una embolia de pulmén.****4* Las trombosis arteriales son menos

frecuentes que las venosas ****

y la mayoria se ponen de manifiesto con sintomas de
isquemia o infarto. La severidad de la presentacion se relaciona con la agudeza y magnitud
de la oclusién. El cerebro es el sitio mas comun, ocupando casi el 50 por ciento de las
trombosis arteriales y los pacientes presentan sintomas de ACV isquémico y accidentes
isquémicos transitorios (AIT).** Las oclusiones arteriales coronarias ocupan un 23 por ciento
adicional; y el 27 por ciento restante, involucra arterias como la subclavia, renal, retiniana y

del pie.*> Debemos tener en cuenta el SAF puede afectar lechos vasculares que raramente

serian afectados por otros estados de hipercoagulabilidad.
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No todos los episodios de isquemia o infarto arterial son originariamente tromboticos. La
embolia, sobre todo la producida por vegetaciones de la valvula mitral o aortica, puede
ocasionar eventos de isquemia cerebral. La frecuencia de anormalidades en las valvulas
cardiacas parece ser bastante alta entre los pacientes con SAF, alcanzando hasta un 63 por
ciento.** Aunque muchas de estas anormalidades casi no presentan consecuencias clinicas,
las vegetaciones de la valvula mitral o la valvula adrtica, estdn presentes en

aproximadamente el 4 por ciento de pacientes con SAF primario o secundario.**

La afeccion aguda a nivel de los capilares, arteriolas o venulas puede generar un cuadro
clinico indistinguible de otras enfermedades que presentan microangiopatia trombdética como
son el Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) o la Purpura Trombocitopénica Trombdtica
(PTT). La microangiopatia trombdtica también puede ocurrir como un proceso cronico,
produciendo una pérdida lenta y progresiva de la funcion del 6rgano. Por lo tanto, en el SAF,
la funcion del 6rgano afectado, puede perderse en forma aguda o progresiva y silente.
Dependiendo del tamafio de los vasos afectados, la falla del 6rgano puede explicarse de dos
maneras, por un proceso de microangiopatia trombética o por embolia secundaria a un

evento trombadtico.

Otras manifestaciones clinicas comunes en el SAF, incluyen trombocitopenia (en 40 a 50 por
ciento de pacientes), anemia hemolitica (en 14 a 23 por ciento), y livido reticularis (en 11 a
22 por ciento).****** Aunque las manifestaciones renales son un rasgo muy comin del LES,
muchos de ellos también tienen diagnostico de SAF. Los pacientes con SAF y afeccion

renal, casi siempre presentan hipertension.®

1.9 Rasgos patolégicos
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El SAF presenta hallazgos histopatologicos que reflejan una combinacion de efectos
patolégicos mayores como son: la microangiopatia trombdtica, isquemia secundaria a una
trombosis arterial 0 venosa y la embolia de venas o arterial periféricas, o de origen

46,63,64 El

cardiaco. patron histopatolégico que observamos en el SAF, no difiere del

encontrado en otras trombofilias.

La microangiopatia trombotica, en el SAF, ocurre cuando se afecta la microcirculacion. Sus
hallazgos histologicos tampoco son especificos del SAF y pueden verse en una gran
variedad de otras enfermedades y sindromes, incluyendo el SUH, la PTT, hipertension
maligna, esclerodermia, lesién inducida por radiacion, falla renal en el embarazo, y la
microangiopatia trombética inducida por drogas (ciclosporina, mitomicina C, etc). Si bien, los
cambios agudos producidos por la microangiopatia tromboética son bastante prominentes, los
cambios crénicos pueden ser sutiles y facilmente pasados por alto. Los cambios agudos
incluyen congestion capilar y depoésito de fibrina, generalmente sin inflamacién.*>:#6:63:65.66
Las técnicas de inmunofluorescencia revelan predominio de fibrina sin evidencia de
complejos inmunes.®*°® Los cambios crénicos, provocados por la falta de perfusién, llevan a
la atrofia y fibrosis.**®3®®" Durante la fase aguda, el depésito de fibrina y las células

sanguineas fragmentadas, ocluyen la luz vascular progresando hacia oclusiones vasculares

fibrosas.®***® El flujo de sangre puede ser restaurado por el desarrollo de vasos colaterales.®®

La vasculitis practicamente no presenta asociacién con el SAF primario.*®®® En el SAF
secundario, la vasculitis, se atribuye mas al LES que al SAF. Aunque hay una confusion
enorme con respecto a la terminologia usada para describir las lesiones vasculares
asociadas al LES, en el SAF, la enfermedad vaso oclusiva, independientemente del tamafio

del vaso involucrado, se debe a trombosis.*®
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1.10 SAF en Obstetricia

Las mujeres con anticuerpos antifosfolipido tienen un riesgo mayor de pérdidas de embarazo
dentro del periodo fetal (10 0 mas semanas de gestacién).®®® En contraste, en mujeres no
seleccionadas con aborto esporadico o recurrente, las pérdidas de embarazo normalmente
ocurren en el periodo preembrionario (menos de seis semanas de gestacion) o el periodo
embrionario (seis a nueve semanas de gestacién). Los embarazos en mujeres que
presentan anticuerpos antifosfolipido también pueden complicarse debido a patologia
hipertensiva o insuficiencia placentaria.”®’* Estudios recientes han implicado también a los
anticuerpos antifosfolipido como responsables de abortos recurrentes en fase
preembrionaria y embrionaria.’>"®* Entre la poblacién de mujeres estudiadas, un 10 a 20
por ciento presentd anticuerpos antifosfolipido sin otra causa médica de aborto.’* 37477677

En 1999 se promulga un acuerdo internacional que provee criterios separados para estas

dos poblaciones aparentemente diferentes.® (Tabla 1).

Las complicaciones obstétricas en mujeres con SAF pueden ser el resultado de alteraciones
en la perfusion placentaria’ debido a trombosis localizadas, quizas a través de la interaccion
de los anticuerpos con anexina V.* Los anticuerpos también puede alterar la invasion
trofoblastica y la produccion de hormonas, por eso no sélo pueden provocar pérdidas
preembrionarias y embrionarias sino también la pérdida fetal y la insuficiencia

uteroplacentaria.”

El tratamiento ha evolucionado considerablemente. En los primeros protocolos se utilizaban
glucocorticoides, pero luego se demostré que la heparina era tan eficaz como la prednisona
para evitar la pérdida del embarazo.?® Recientemente dos ensayos prospectivos mostraron

gue heparina mas aspirina en bajas dosis es mas eficaz que la aspirina sola para evitar la
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pérdida del embarazo en mujeres con anticuerpos antifosfolipido, especialmente cuando las
pérdidas se producian en el primer trimestre de embarazo.”"® Un tercer ensayo prospectivo
con mujeres con anticuerpos antifosfolipido y pérdidas de embarazo sin historia previa de
trombosis o de LES encontr6 proporciones similares de nacimientos Vvivos
(aproximadamente 80 por ciento) tanto con el uso aspirina a bajas dosis como con
placebo.”” Esto sugiere que el tratamiento puede ser innecesario en algunas mujeres.
Aungque la globulina inmune intravenosa se ha usado para tratar algunos desordenes
autoinmunes en el embarazo, un estudio controlado encontré que la globulina inmune
intravenosa no ofrecia ninguna ventaja cuando se la compard con heparina y aspirina para

reducir las pérdidas de embarazo en mujeres con SAF.%

Actualmente, los expertos reconocen a las complicaciones obstétricas del SAF como una
patologia cientificamente probada y tratable.®>®® Administrar heparina a las mujeres
embarazadas después de comprobar la existencia de un embrién viable por ecografia es el
tratamiento de eleccién, aunque todavia no haya buen consenso con respecto a la dosis.
Las mujeres con historia de pérdidas de embarazo en fase preembrionaria y embrionaria sin
historia de tromboembolismo pueden tratarse con dos dosis diarias de 5000 U de heparina,”
pero los expertos recomiendan dosis mas altas, para las mujeres con historia previa de
trombosis.?* El tratamiento éptimo para las mujeres con pérdida de embarazo durante el
periodo fetal sin historia de tromboembolismo es polémico debido al riesgo potencial de
tromboembolismo materno durante este periodo. Algunos proponen tromboprofilaxis a dosis

altas (15,000 a 20,000 U de heparina por dia) o tromboprofilaxis ajustada,’®’*°

pero no hay
ningun estudio correctamente disefiado que sirva de guia. Los expertos también estan de

acuerdo en que puede sustituirse la heparina de bajo peso molecular por la heparina no
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fraccionada para el tratamiento de mujeres embarazadas con SAF, aunque en la actualidad

se usa casi exclusivamente heparina de bajo peso molecular.®*

1.11 Sindrome Antifosfolipido Catastréfico

En la mayoria de los pacientes con SAF, los eventos trombéticos ocurren individualmente.
Las recidivas pueden ocurrir meses o afios después del evento inicial. Sin embargo, una
minoria de pacientes con SAF, pueden debutar con un cuadro agudo y devastador
caracterizado por multiples oclusiones vasculares simultaneas a lo largo del cuerpo, a
menudo produciendo muerte. Este sindrome, llamado "sindrome antifosfolipido catastrofico”,
se caracteriza por la afeccion clinica de por lo menos tres sistemas u 6rganos diferentes a lo
largo de un periodo de dias o semanas con evidencia histologica de oclusiones multiples de
grandes o pequefios vasos.® Aunque las mismas manifestaciones clinicas vistas en el SAF
primario y secundario también ocurren como parte del sindrome antifosfolipido catastroéfico,
hay diferencias importantes en la prevalencia y en el calibre de los vasos afectados. En el
afio 2003 un grupo europeo ha presentado una gran revision de casos de pacientes con SAF

catastrofico.®®

La trombosis venosa o arterial de vasos grandes es poco comun en pacientes con SAF
catastrofico porque tienden a presentar un cuadro agudo de microangiopatia trombética que
afecta vasos pequefios de multiples 6rganos.® El rifion es el 6rgano que normalmente se
encuentra afectado (en 78 por ciento de pacientes), seguido por los pulmones (en 66 por
ciento), el sistema nervioso central (en 56 por ciento), el corazén (en 50 por ciento), y la piel
(en 50 por ciento). La coagulacion intravascular diseminada que no ocurre en SAF primario y
secundario, ocurre en aproximadamente el 25 por ciento de pacientes con SAF catastrdfico.

Las manifestaciones de afeccidn microvascular incluyen microangiopatia trombdética renal,
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sindrome de distrés respiratorio del adulto, microtrombos y microinfartos cerebrales y
microtrombos coronarios. La mayoria de los pacientes con afeccion renal tiene hipertension,
a menudo maligna, y aproximadamente el 25 por ciento requiere dialisis. La mortalidad es

del 50 por ciento, y la muerte es normalmente debida a falla multiorganica.®

Los factores precipitantes del SAF catastrofico pueden ser: infecciones, procedimientos
quirargicos, supresion de la terapia anticoagulante y el uso de drogas como los
anticonceptivos orales.® Aunque la fisiopatologia de este desorden no es clara, la trombosis
puede desencadenarse en pacientes con un estado trombofilico subyacente. Asi, una
trombosis inicial en un paciente con SAF puede perturbar el equilibrio hemostéatico y puede
poner en marcha un proceso llamado "Tormenta Trombdtica" que produce trombosis

multiples a lo largo de todo el cuerpo.®®

Las recomendaciones para el tratamiento del SAF catastréfico son las siguientes:
Combinacién de anticoagulantes y esteroides mas plasmaféresis o inmunoglobulina
intravenosa.® La razon para el plasmaféresis deriva de su efectividad documentada en el
tratamiento del SUH y de la PTT. También se ha usado con éxito estreptoquinasa y
uroquinasa como agentes fibrinoliticos para tratar la microangiopatia trombética aguda.®>®

Debido a que la trombosis tiende a perpetuarse,®® en estos pacientes, debe utilizarse un

protocolo terapéutico agresivo®.

1.12 Tratamiento

El tratamiento puede planearse de acuerdo a cuatro areas principales: la profilactica, la
prevencion de trombosis extensas de grandes vasos, tratamiento de la microangiopatia

trombdtica aguda, y manejo del embarazo en asociacion con anticuerpos antifosfolipidos.
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Solo se describira el tratamiento en las primeras dos areas. La terapéutica indicada en las
dos areas restantes ya fue expuesta al describir el SAF catastrofico y las complicaciones

obstétricas asociadas al SAF.
1.13 Profilaxis

Un estudio caso—control evalu6é el papel de aspirina (325mg por dia) como agente
profilactico.®® La aspirina no ofrecié proteccién contra la trombosis venosa profunda y la
embolia pulmonar en médicos masculinos con ACA.>* Por el contrario, la aspirina puede
proporcionar proteccion en mujeres con SAF y antecedentes de pérdidas de embarazos.®’
La hidroxicloroquina puede ser util para evitar la trombosis en pacientes con LES y SAF

secundario.®®

Siempre deben tenerse en cuenta los factores que predisponen a la trombosis. Los factores
de riesgo secundarios para ateroesclerosis también deben ser tenidos en cuenta, dado el

papel que cumple la lesién endotelial en el desarrollo de la trombosis asociada con los

30,36 31,32,56

anticuerpos antifosfolipido y a las LDL oxidadas.

1.14 Tratamiento del evento trombdtico

Tres estudios retrospectivos mostraron que la anticoagulacion presenta un efecto
beneficioso para disminuir la recurrencia de trombosis.®®#¥% En una serie pequefia de 19
pacientes con SAF, la proporcién de recurrencia a ocho afios era 0 por ciento para los
pacientes tratados con anticoagulantes orales (AO).*° Entre pacientes cuya terapia
anticoagulante fue suspendida, la proporcion de recurrencia ascendia al 50 por ciento en dos

afios y al 78 por ciento a los ocho afios.?° En dos series mas grandes, el nivel de proteccion
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contra trombosis venosa y arterial se correlacionaba directamente con el nivel de
anticoagulacion.®®® En 70 pacientes con SAF, el tratamiento con AO a intensidad intermedia
(RIN de 2.0 a 2.9) y a intensidad alta (RIN de 3.0 o mas) redujo significativamente la
recurrencia de trombosis mientras que el tratamiento de baja intensidad (RIN 1.9 0 menos)
no produjo el mismo efecto.®® Resultados similares fueron observados en una serie de 147
pacientes con SAF.°® En ambos estudios, la aspirina sola era incapaz de reducir la

recurrencia de trombosis.%*%°

Varios puntos adicionales apoyan los efectos beneficiosos de la anticoagulacién oral.
Primero, la interrupcion del uso del anticoagulante esta asociada con un riesgo aumentado

59,60,90,91

de trombosis e incluso la muerte,> sobre todo en los primeros seis meses después

de suspender la terapia anticoagulante. Teniendo en cuenta que la tasa de recurrencia entre

60,89,90 el

los que no recibieron tratamiento anticoagulante era tan alta como el 70 por ciento,
tratamiento con anticoagulantes orales debe ser indicado por largo tiempo, o bien de por
vida. Segundo, no se sabe con certeza si es seguro tratar a los pacientes con SAF con AO a
intensidad intermedia (RIN, 2.0 a 2.9) o si ellos requieren tratamiento de alta intensidad (RIN,
3.0 0 més). Este es un problema importante sin resolver ya que el tratamiento de alta
intensidad expone a los pacientes a mayor riesgo de sangrado.®” En algunos estudios, el
tratamiento a intensidad intermedia ha mostrado ser totalmente eficaz en la prevencion de
recurrencia de trombosis >*9394% Einalmente, el control de laboratorio de los pacientes
con SAF, que reciben tratamiento anticoagulantes orales, es complicado por la falta de
reactivos estandarizados para la determinacion del RIN y la interferencia potencial de los

anticuerpos en el tiempo de protrombina.®®®’
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2 Evaluacion del TTPA como prueba de diagnostico de AL

2.1 Objetivos

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la sensibilidad de 19 reactivos comerciales
de TTPA para detectar el AL. Ademas, analizamos el tipo de activador, el origen de los
fosfolipidos, la concentracion fosfolipidica y el diametro de los liposomas de cada uno de
ellos, con el propésito de comprender o explicar las diferencias observadas.
2.2 Materiales y métodos

Pacientes: Se analizaron 56 plasmas de pacientes con AL positivo que concurrian al
Hospital para su control y tratamiento. La edad promedio de los pacientes fue de 40 afos
(rango: 17 — 72 afios). El diagnostico clinico fue el siguiente: lupus eritematoso sistémico
(LES) (n: 5), sindrome antifosfolipido (SAF) primario (n: 20), SAF secundario (n: 21) y sin
enfermedad autoinmune conocida (n: 10). EI SAF secundario, siempre se encontrd asociado
a LES, excepto en un caso que se asocio a dermatopolimiositis.

Pool normal: Fue preparado a partir de plasma de 20 voluntarios sanos, que no estaban
tomando medicamentos y no presentaban antecedentes de alteraciones hemostaticas.

Muestras: Las muestras de plasma fueron obtenidas por puncién venosa utilizando
tubos de sistema de vacio que contenian citrato de sodio 0,11M, en una relacion de 9 partes
de sangre con 1 parte de anticoagulante. El plasma pobre en plaquetas se obtuvo por doble
centrifugacion a 2500 G durante 15 minutos, en una centrifuga refrigerada a 4°C. Las
alicuotas de plasma asi obtenidas se congelaron a —80°C hasta ser procesadas.

Diagnostico de AL: La presencia del AL fue definida siguiendo los criterios del

subcomité de estandarizacion de la Sociedad Internacional de Hemostasia y Trombosis
(SSC-ISTH) °. Se detect6 la presencia del inhibidor a través de la prolongacién de al menos

una prueba de coagulacion dependiente de fosfolipidos y su no correccidn por el agregado
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de plasma normal; confirmandose luego la dependencia del efecto inhibitorio de la
concentracion de fosfolipidos en el sistema. En los pasos de deteccion y mezcla con plasma
normal se utilizaron las siguientes pruebas: TTPA empleando un reactivo de probada
sensibilidad al inhibidor ltpico ®(PTT-LA, Stago, tiempo de coagulacién con caolin® (KCT) y
tiempo de coagulacién con veneno de vibora Russell diluido!® (dRVVT) (RVV, Stago). La
dependencia de fosfolipidos se confirmé utilizando la prueba de inhibicién con fosfolipidos
hexagonales (Staclot-LA, Stago) y el cociente Textarin/Ecarin (Stago)

Reactivos de TTPA: Se emplearon 19 reactivos comerciales diferentes [PTT-R®, PTT-

a®, PTT-a liquid® y PTT-LA® (Stago); Actin FSL® y Actin FS® (Dade-Behring); Cefalina-L®,
APTT-L y APTT-LA (Grifols); Platelin LS® y Automated APTT® (Organon Teknika); APTT-P®
y APTT-EA® (Biopool); Neothrontin® y Pathrontin® (Behring); Trombosil®, Trombofax® y
Synthasil® (Ortho) y APTT-S® (IL)]. Cada reactivo fue utilizado siguiendo las especificaciones
recomendadas por los fabricantes. Las caracteristicas de cada uno de ellos se muestran en
la tabla 1. La respuesta de cada uno de los reactivos (un solo lote) fue evaluada frente a los
plasmas con AL positivo y sus respectivas mezclas (1:1) con plasma normal, utilizando un
coagulémetro ACL 300 Research (Instrumentation Laboratory). Todas las determinaciones
fueron procesadas por duplicado.

Estudio del contenido fosfolipidico: Se realizé una extraccion cloroformica, siguiendo el

método de Bligh and Dyer'® y el extracto se conservé bajo atmésfera de nitrégeno a -70°C
hasta el momento de realizar los estudios. La cuantificacion de los fosfolipidos se realizo

segin el método de Bartlett modificado™®

, para trabajar con pequefias muestras y la
concentracion se expreso en micro moles de fésforo organico por mililitro (umol/ml).
El tamafio de los liposomas de cada reactivo se midid6 con un analizador de particulas

ultrafinas 'Microtrac' (Leeds & Northrup, Pennsylvania), cuyo principio de funcionamiento se
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basa en medir la dispersion de la luz generada por las particulas.

Analisis de los datos: Para cada reactivo de TTPA se determinaron los coeficientes de

variacion (CV) y la amplitud de los valores obtenidos para el pool de 20 plasmas normales,
procesado en diferentes dias. En la evaluacion de los plasma AL (+), el valor de corte
aplicado para definir la presencia de inhibidor (no correccién con plasma norma) con cada
uno de los reactivos de TTPA fue un indice de Rosner (IR) = 15%'%. La sensibilidad de cada
reactivo, definida como el porcentaje de plasma AL (+) detectados, fue calculada siguiendo
el criterio del IR. Se analiz6 ademas, la relacion entre sensibilidad y concentracion de
fosfolipidos y sensibilidad y tamafio de los liposomas, calculandose en cada caso el
coeficiente de correlacion (r) mediante la curva de regresion lineal.

2.3 Resultados

-Comportamiento de los reactivos de TTPA frente al pool de plasma normal

El CV de los 18 de los reactivos que pudieron ser estudiados varié entre 1,05%
(reactivo XVII) y 5,21% (reactivo XIX). El valor normal de TTPA mas corto fue obtenido con
el reactivo XV y el mas largo con el reactivo IV (Tabla 2). A pesar de que el reactivo
Pathromtin (reactivo Xlll) puede ser utilizado en una gran variedad de coagulémetros
automaticos, con el ACL 300 Research obtuvimos valores muy erraticos, posiblemente
debido a su mayor turbidez.

-Comportamiento de los reactivos de TTPA frente a los plasma AL (+)

Los reactivos de TTPA difirieron considerablemente, en su habilidad para detectar la
presencia de inhibidores AL (+). La sensibilidad, expresada en porcentaje, para cada
reactivo de TTPA se muestra en la Tabla 2. En las condiciones de trabajo del presente
estudio, los reactivos menos sensibles fueron: PTT-a liquid, Actin FS y Neothromtin (51,7% a

60,7%) y los mas sensibles fueron: PTT-a, Cefalina L, Platelin LS, y Automated APTT
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(100%). Acorde con el criterio adoptado para definir AL (+), la sensibilidad del PTT-LA fue
100%.

-Efecto de la concentracion de fosfolipidos y el tamafio de los liposomas

La tabla 3 muestra la concentracion de fosfolipidos y el tamafio de los liposomas obtenidos
para cada uno de los reactivos analizados. La concentracion de fésforo varié entre 0,039
pmol/ml (Automated APTT) y 0,265 pumol/ml (Actin FS) y los liposomas de los reactivos
PTT-LA y Actin FS fueron los mas pequefios y de tamafio mas uniforme. Observamos una
correlacion significativa entre la sensibilidad para detectar AL y la concentracion de
fosfolipidos (r=-0,9371; p<0.0001) (Figura V). En cambio, no existe correlacién significativa

entre el tamafio de los liposomas y la sensibilidad al AL (r=0,0062; p=0,982) (Figura VI).

2.4 Discusion

La deteccidbn del AL es cada vez mas solicitada en la practica médica. Varias
determinaciones han sido propuestas para su deteccion, siendo el TTPA una de las mas
utilizada en el paso de screening. Estudios previos han demostrado que la sensibilidad del
TTPA para detectar la presencia del AL varia considerablemente, segun el tipo de reactivo
utilizado®*1%>1%_Es por este motivo que decidimos realizar el presente estudio comparativo,
en el cual evaluamos la sensibilidad de 19 reactivos comerciales de TTPA de diferentes
marcas y presentaciones frente a 56 plasmas de pacientes que reunian criterios de LA (+).
Discutiremos a continuacion las conclusiones del analisis efectuado.

La sensibilidad al AL disminuye conforme aumenta el contenido de fosfolipidos del
reactivo. Observamos una correlacion negativa entre la concentracion de fosfolipidos y la

prolongacion de las pruebas de TTPA.
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Stevenson y otros autores'®*1%’

postularon que la presentacion de los fosfolipidos
procoagulantes sobre la superficie de liposomas uniformemente organizados, aumenta la
interaccion de los mismos con los factores de coagulacion. Usando un analizador de
particulas ultrafinas, no hemos podido demostrar que a menor dispersion de tamafo
liposomal, hubiera mayor sensibilidad para detectar los plasmas AL (+).

El origen de los fosfolipidos (vegetal, animal o sintético) y el tipo de activador de
contacto en los reactivos de TTPA, no parecen poder explicar las diferencias encontradas en
la sensibilidad al AL, dado que el mismo tipo de activador y de fosfolipidos fueron
encontrados tanto entre los reactivos de mayor sensibilidad, como en los de menor
sensibilidad. Los reactivos con fosfolipidos de origen animal no mostraron ser mas sensibles
gue aquellos con fosfolipidos de origen vegetal.

En conclusion, segun los datos obtenidos en el presente estudio, la caracteristica mas
importante a la hora de seleccionar un reactivo de TTPA para el estudio de AL, es su

concentracion de fosfolipidos totales. Mientras menor sea la concentracion total de

fosfolipidos, mayor sera la sensibilidad del TTPA frente al AL.
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Tabla 2. Caracteristicas principales de los 19 reactivos de TTPA analizados en el estudio

Origen de los

Amplitud del valor

CV (%)

Sensibilidad(%) al

Reactivo Fabricante Activador - del pool normal AL
Fosfolipidos
(Segundos) (IR > 15%)

|. PTT-Reagent Stago Caolin Cerebro de conejo 34,2-37,2 2,24 96,4

II. PTT-a Stago Silica Cerebro de conejo 31,7-36,2 4,76 100
Micronizada

Il. PTT-a liquid Stago Acido Elagico Cerebro de conejo 27,2-31,2 3,79 58,9

IV. PTT-LA Stago Silica Cerebro de conejo 36,4-39,4 2,92 100

V. Actin FSL Dade Acido Elagico Cerebro de 26,4 -29,0 2,56 96,4

Conejo y Soja

VI. Actin FS Dade Acido Elagico Soja 26,9 -28,7 2,01 51,7

VII. Cefalina L Grifols Acido Elagico Soja 30,6 — 34,2 3,44 100

VIII. Platelin LS Organon Silica Cerebro de conejo 29,7-32,4 3,06 100
Teknika Micronizada

IX. Automated Organon Silica Cerebro de conejo 30,2 - 33,2 3,10 100
APTT Teknika Micronizada

X. APTT-P Biopool Silicato de Cerebro de conejo 26,2 28,7 1,97 98,2

Al-Mg

XI. APTT-EA Biopool Acido Elagico Cerebro de conejo 26,0 28,4 2,46 98,2

XII. Neothromtin Behring Acido Elagico Soja 26,5-29,7 3,53 60,7

XIIl. Pathromtin Behring Caolin Placenta humana n.d n.d n.d

XIV. Trombosil Ortho Silica Cerebro de conejo 26,9 - 30,2 3,26 87,5

XV. Trombofax Ortho Acido Elagico Cerebro bovino 24,0-25,4 1,39 89,3

XVI. Synthasil Ortho Silica Fosfolipidos sintéticos 28,4-31,4 3,27 96,4

XVII. APTT-L Grifols Micro caolin Soja 26,9 27,9 1,05 91,1

XVIII. APTT-LA Grifols Acido Elagico Soja 29,2 -30,7 1,38 100

XIX. APTT-S Instrumentation Silica Cerebro bovino 30,4 -37,4 521 98,2

Laboratory

n.d.: no determinado; IR: indice de Rosner

33



Tabla 3. Concentracion de Fésforo, tamafio de los liposomas y sensibilidad para cada uno
de los reactivos de TTPA estudiados.

Concentracion Rango de tamafio Sensibilidad (%) al
Reactivo de Fdsforo de los AL (IR > 15%)
(mol/ml) liposomas (um)
I. PTT-Reagent 0,110 0,07-3,0 96,4
Il.PTT-a 0,045 0,09-2,0 100
lll. PTT-a liquid 0,250 0,20-3,0 58,9
IV. PTT-LA 0,040 0,005 - 0,009 100
V. Actin FSL 0,115 0,07-2,0 96,4
VI. Actin FS 0,265 0,005 - 0,015 51,7
VII. Cefalina L 0,061 n.d. 100
VIII. Platelin LS 0,050 0,08-1,0 100
IX. Automated APTT 0,039 0,10-1,0 100
X. APTT-P 0,128 0,10-2,0 96,2
XI. APTT-EA 0,095 0,08-2,5 98,2
XIl. Neothromtin 0,235 0,06 -3,0 60,7
XIIl. Pathromtin 0,073 0,04-3,5 n.d.
XIV. Trombosil 0,150 0,06 -3,5 87,5
XV. Trombofax 0,140 0,07-7,0 89,3
XVI. Synthasil 0,118 0,03-2,0 96,4
XVII. APTT-L 0,127 0,10-1,0 91,1
XVIII. APTT-LA 0,060 0,01-13 100
XIX. APTT-S 0,126 0,08-2,0 96,2

n.d.: no determinado
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Figura V: Curva de regresion entre sensibilidad de los reactivos de TTPA y la concentracion
de fosfolipidos de cada uno.
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Figura VI: Curva de regresion entre sensibilidad de los reactivos de TTPA y el tamafio de los

liposomas de cada uno.
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