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Un grupo heterogéneo de anticuerpos que pueden causar prolongacion de la prueba de TTPA son los
anticuerpos antifosfolipidos, que generalmente reaccionan con epitopos en proteinas que estan conjugadas
con fosfolipidos cargados negativamente. Muchos de estos anticuerpos requieren beta-2-glicoproteina 1,
una proteina que se une a los fosfolipidos. Otros pueden dirigirse contra la protrombina. La identificacion
adecuada de estos anticuerpos permitird caracterizar el sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SAF)
(Ruiz-Irastorza et al, 2010; Schreiber et al, 2018). Es importante tener en cuenta que estos anticuerpos
pueden interferir en las reacciones de coagulacién en el laboratorio, prolongando las pruebas dependien-
tes de fosfolipidos como el TTAP y, en ocasiones, el TP, pero no se asocian a sangrado, salvo en algunos
casos raros en los que hay una importante deficiencia de protrombina adquirida. Paraddjicamente, estos
anticuerpos estan claramente asociados a la trombosis venosa y arterial por mecanismos poco conocidos.
En los centros de diagndstico de trastornos hemorragicos es necesario poder detectar estos anticuerpos
mediante pruebas especificas para la investigacién de pacientes con TTPA prolongado (Barbosa et al,
2019). En la actualidad existen guias especificas para la correcta realizacion de las pruebas utilizadas para
el diagndstico de laboratorio del SAF que pueden utilizarse para actualizar la informacién de laboratorio,
véase mas abajo.
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Clasificacion y criterios diagnésticos para el SAF: Dado que se hizo evidente que los anticuerpos anti-
fosfolipidos se asociaban significativamente con la trombosis vascular y la morbilidad del embarazo, la
necesidad de criterios de consenso para el SAF dio lugar a los criterios de Sydiney. Tabla 38 (Miyakis et
al, 2006). Los pacientes se clasifican como portadores de SAF cuando se produce un evento clinico junto
con al menos un criterio de laboratorio positivo. Los criterios de laboratorio para definir el SAF son la
presencia de anticoagulante lupico, aCL IgG/IgM o a2GPI IgG/IgM, presente de forma persistente durante
al menos 12 semanas. Actualmente, se estd llevando a cabo una novedosa iniciativa internacional para
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desarrollar nuevos criterios de clasificacion de SAF. Los criterios de laboratorio propuestos incluyen solo
los anticuerpos de los criterios actuales (anticoagulante ltpico, aCL IgG/IgM y a2GPI IgG/IgM).

Tabla 38. Criterios de Sydney 2006 para clasificar el SAF

Criterios clinicos Criterios de laboratorio

1. Trombosis vascular 1. Anticoagulante lipico

Venoso, arterial o microvascular; >2 resultados positivos

Confirmado por criterios objetivos validados; Con al menos 12 semanas de diferencia

No hay evidencia de inflamacién en la pared de los

vasos

Y/o

2. Morbilidad del embarazo 2. Anticuerpo anticardiolipina IgG y/o IgM
>1 muerte fetal inexplicable _10th semana de Suero y plasma

gestacioén o;

>1 parto prematuro <semana 34 de gestacion debido | Titulo medio o alto (>40 GPL o MPL, o >percentil 99).
a: Eclampsia o preeclampsia severa, insuficiencia
placentaria;

>3 abortos consecutivos inexplicables <10a semana Medido por ELISA estandarizado
de gestacion.

>2 resultados positivos

Con al menos 12 semanas de diferencia

Y/o

3. Anticuerpo antiB2-glicoproteina | IgG y/o IgM

Suero y plasma
Titulo medio o alto (>40 GPL o MPL, o >percentil 99).
Medido por ELISA estandarizado

>2 resultados positivos

Con al menos 12 semanas de diferencia

Anticoagulante para el lupus

¢Coémo elegir la prueba? El anticoagulante lupico se puede detectar mediante diferentes pruebas de
coagulacion dependientes de fosfolipidos. La actualizaciéon mas reciente de las guias de la ISTH sobre la
deteccion de anticoagulantes lipicos recomienda el uso de dos pruebas en paralelo, el tiempo de veneno
de vibora de Russell diluido (dRWT) y el TTPA (Devreese et al, 2020). El dRWT es mas especifico, mientras
que el TTPA es mas sensible para el anticoagulante lupico (dependiendo en gran medida del reactivo
utilizado). Los dos ensayos son complementarios porque los anticuerpos no siempre reaccionan en ambos
ensayos. El ensayo dRWT se basa en la activacién directa de FX por una enzima presente en el veneno
de las viboras de Russell. El ensayo TTPA se basa en la activacion de la via de contacto (intrinseca) de la
cascada de coagulacion. La selecciéon de los reactivos adecuados para las pruebas de anticoagulacién
lipica es importante, ya que hay varios reactivos disponibles, especialmente para el TTAP (Favaloro et al,
2019). Es necesario abordar dos temas en la seleccién del reactivo TTPA, la eleccién del agente activador
y la composiciéon y concentraciéon de fosfolipidos. Como alternativa al TTPA, la prueba de tiempo de
coagulacién de silice (SCT) se puede utilizar para las pruebas de anticoagulantes ltpicos. El desempefio
de los ensayos de anticoagulantes lupicos debe ser validado o verificado antes de su implementacion en
la practica clinica. Parte del proceso de verificacion debe incluir el anélisis de muestras con anticoagulante
de lupus conocido y valores medios bien caracterizados (Gardiner et al, 2021a; Gardiner et al, 2021b).

¢Coémo se realiza la prueba? La evaluacién de los anticoagulantes lUpicos consta de un procedimiento
de tres pasos: cribado, mezcla y confirmacion (Devreese et al, 2020). La PPP es necesaria para evitar
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resultados falsos negativos debido a la interaccion de fosfolipidos y plaquetas. La etapa de cribado
incluye pruebas con reactivos dRWT y TTPA a bajas concentraciones de fosfolipidos. La deficiencia
de factores de coagulacién o inhibidores distintos del anticoagulante lipico pueden dar positivo en la
prueba de deteccion, por lo que es necesario mezclar y realizar una prueba de confirmacién. El proced-
imiento escalonado puede reducir costes, ya que evita realizar innecesariamente la etapa de mezcla y
confirmacién si la etapa de cribado es negativa. En la etapa de confirmacién, un exceso de fosfolipidos
aniénico afiadido al reactivo de prueba y el exceso de fosfolipidos pueden reducir o neutralizar los anti-
cuerpos. En las pruebas de dRWT, los ensayos de cribado y confirmacién se llevan a cabo en paralelo,
y el resultado de la etapa de confirmacién se expresa como una relacién normalizada segun el célculo:
[(resultado del cribado del paciente) / (resultado del cribado del grupo)] / [(resultado de confirmacién del
paciente) / (resultado de confirmacién del grupo)]. En la etapa de mezcla, la prueba de cribado se realiza
en una mezcla de plasma del paciente 1:1 y grupo de plasma normal. La prueba de mezcla se expresa
como la relacién normalizada [(mezcla de cribado)/(cribado de plasma normal combinado)]. Cuando se
prolonga el tiempo de coagulacién en el ensayo de confirmacién, se puede realizar un paso de mezcla
adicional con los reactivos de confirmaciéon (mezcla de confirmacién), y la proporcién es mas robusta y
menos afectada por la interferencia de deficiencias congénitas o adquiridas de factores. Existen ensayos
integrados que llevan a cabo las tres etapas en un solo procedimiento. En estos ensayos, las pruebas
de cribado y confirmatorias se realizan en paralelo en el plasma del paciente mezclado con PNP y los
resultados se expresan principalmente como la diferencia entre las dos pruebas.

Valores de corte: Para interpretar los resultados de los anticoagulantes lipicos, es necesario determinar
valores de corte para definir la positividad en todos los estadios. En primer lugar, los laboratorios deben
determinar los valores de corte utilizando una poblacién de individuos sanos con al menos 120 personas,
determinando el punto de corte como el percentil 99 después de rechazar los valores atipicos (Devreese
et al, 2020). Sin embargo, el nimero de 120 individuos normales para calcular los valores de corte puede
ser dificil de obtener para muchos laboratorios. Un enfoque que requiere menos voluntarios es la trans-
ferencia de los valores de corte recomendados por el fabricante. Esto supone que los puntos de corte
de fabricaciéon se basan en una gran poblacién de referencia sana con datos demogréficos adecuados,
un método estadistico correcto y una combinacién correcta de reactivo e instrumento (Castellone, 2017).
Cuando se cumplen estas condiciones, los valores de corte del fabricante deben verificarse antes de la
transferencia mediante la prueba de 20 voluntarios sanos que representen la demografia de la poblacion
local. Después de rechazar los valores atipicos y reemplazarlos con nuevos resultados de voluntarios sanos,
los resultados (poblacion libre de valores atipicos) deben compararse con el valor de corte sugerido.

Interferencias y limitaciones: La proteina C reactiva interfiere in vitro con la prueba de TTPA a través de
su afinidad por los fosfolipidos, lo que conduce a resultados falsos positivos. Aunque este efecto no se
ha observado para el ensayo dRWT, puede variar entre los reactivos. Ademas, el aumento de la actividad
coagulante del FVIII se relaciona con un TTAP mas corto que da resultados falsos negativos. Los niveles
elevados de FVIII se pueden observar durante el embarazo, la cirugia, la inflamacién, la malignidad y
otras afecciones. No se recomiendan las pruebas de anticoagulacién ltpica durante el evento trombético
o durante el tratamiento anticoagulante (Devreese et al, 2020). Las guias més recientes de la ISTH no
aconsejan la dilucién previa de las muestras para las pruebas de anticoagulacién del lupus en presencia
de AVK (Devreese et al, 2020). Los ACOD inhiben directamente la trombina (p. e]., dabigatran) o el FXa
(p. €j., apixaban, betrixaban, edoxaban y rivaroxaban), con diversos efectos sobre las pruebas de coag-
ulacién, lo que lleva a la interpretacion de resultados falsos negativos y falsos positivos. EI TTAP y el TP
deben realizarse antes de iniciar la prueba de anticoagulacién lupica para tener més informaciéon sobre
la muestra, pero esto no excluye la presencia de ACOD o HBPM.

Anticuerpos antifosfolipidos:

¢Como elijo la prueba? Los anticuerpos anticardiolipina y anti-beta-2-glicoproteina?l se identifican mediante
inmunoensayos en fase sélida. Los criterios de clasificacion del SAF indican la medicién de estos anticu-
erpos mediante ELISA estandarizado. Sin embargo, se han puesto a disposicién técnicas de deteccién
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alternativas para las pruebas de anticuerpos, como la quimioluminiscencia, la enzima de fluorescencia y
los inmunoensayos de flujo multiple (Devreese et al, 2014). En comparacién con los métodos manuales
tradicionales de ELISA, las técnicas mas nuevas son mas faciles de usar y muestran una mejor precision.
Los ensayos difieren en cuanto a la fase sélida, el principio de deteccién, el recubrimiento, la fuente de
antigenos y anticuerpos, los agentes bloqueantes para evitar la fijacion inespecifica, el protocolo de dilucién,
la calibracion y las unidades (Devreese et al, 2014). Se recomienda realizar las pruebas de seguimiento
del paciente en el mismo laboratorio, ya que las plataformas no se pueden utilizar indistintamente.

¢ Como realizar la prueba? El suero o PPP se pueden utilizar para las pruebas de aCL y a2GPI (Devreese et
al, 2018). La necesidad de realizar |a prueba por duplicado depende de las caracteristicas de rendimiento
del ensayo. Las pruebas duplicadas se recomiendan especialmente para los ELISA manuales o si la impre-
cision entre y durante la corrida del ensayo es del >10% (Devreese et al, 2014). En cada tirada, el material
de control de calidad interno debe analizarse a los niveles de titulo relevantes. Las curvas de calibracion
deben determinarse en cada corrida de ELISA o para cada lote de reactivos en sistemas automatizados.
Cada calibracién debe evaluarse y rechazarse cuando no cumple con los requisitos del fabricante o cuando
el coeficiente de correlacion entre los valores de prueba y los valores objetivo es inferior a 0,90 (Devreese
et al, 2014). Desafortunadamente, no hay uniformidad en el material de referencia para la calibraciéon de
pruebas. Se estan realizando esfuerzos para desarrollar nuevos estandares monoclonales y policlonales
para aCL y a2GPI con el objetivo de crear estandares de la OMS con Ul/ml como unidad universal.

Valores de corte y perfil de anticuerpos: Los 40 GPL/MpL como punto de corte de aCL se basaron en
estudios que mostraron una mejor correlacion de este punto con el SAF (Levine et al, 1997). Sin embargo,
puede haber una marcada diferencia entre 40 GPL/MuL y el percentil 99 para aCL (Vandevelde et al,
2024).Y el ISTH-SSC no recomienda usar 40 GPL/MpL como punto de corte. Se recomienda calcular un
valor de corte especifico del laboratorio para la positividad basado en un percentil 99 no paramétrico
de al menos 120 sujetos de referencia. Se recomienda el rechazo de valores atipicos con el método de
Dixon/Reed para evitar la sobreestimacion de los valores de corte. La transferencia de los puntos de
corte del fabricante después de la verificacion en 20 o més sujetos de referencia es una alternativa valida
si el punto de corte del fabricante se calcula sobre una poblacién de referencia suficientemente grande
y se ha aplicado una metodologia estadistica adecuada. Cada resultado de aCL y a2GPI por encima del
punto de corte debe notificarse como positivo, acompafiado del valor numérico y del valor de corte
interno (Vandevelde et al, 2024). La positividad en una de las pruebas (anticoagulante lupico, aCL IgG,
aCL IgM, a2GPI IgG o a2GPI IgM) es suficiente para diagnosticar el SAF. Se ha sugerido la interpretacion
combinada de diferentes apl como perfiles de anticuerpos para identificar a los pacientes de alto riesgo,
en comparacién con la evaluacién individual. En los portadores asintomaticos de aplL, la doble y triple
positividad fue un factor de riesgo para el desarrollo de eventos trombéticos, pero la positividad Unica
de aCL 0 a2GPI no lo fue (Mustonen et al, 2014).

Interferencias: La presencia de factor reumatoide puede causar resultados falsos positivos de aCL IgM y
a2GPI IgM (Devreese et al, 2014; Forastiero et al, 2014). A diferencia de los ensayos de anticoagulantes
lpicos, las pruebas de anticuerpos con inmunoensayos de fase sélida no estan sujetas a la interferen-
cia analitica de los reactivos del reactor de fase aguda ni a la terapia anticoagulante. Sin embargo, se
observa un aumento transitorio de aCL y a2GPI en condiciones inflamatorias (Exner et al, 2020; Laureano
y Crowthe, 2018).
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