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Butlleti N° 132

Anticuerpos antifosfolipidicos: deteccion y relevancia clinica

1. Introduccion

En el laboratorio, lo que clasicamente define al Sindrome Antifosfolipidico (SAF) es la presencia
persistente de los denominados anticuerpos antifosfolipidicos (aPL) (1). Estos constituyen una
familia heterogénea de autoanticuerpos que estdn dirigidos frente a proteinas que intervienen
en la cascada de la coagulacién y que tienen afinidad por los fosfolipidos de las superficies
celulares (2).

Los anticuerpos con mayor relevancia clinica son los incluidos en los requerimientos de
laboratorio de los criterios de clasificacion del SAF (3). Estos anticuerpos, denominados
anticuerpos antifosfolipidicos cldsicos, son los anti-cardiolipina y anti-B2-glicoproteina | de
isotipo IgG e IgM y el anticoagulante lupico. Deben ser positivos a titulo medio-alto, al menos
uno de ellos, en dos determinaciones separadas como minimo 12 semanas para cumplir el
requerimiento de laboratorio. También se requiere que no hayan transcurrido mas de 5 afios
entre la positividad de los aPL y las manifestaciones clinicas sugestivas de SAF.

Ademas de estos anticuerpos incluidos en los criterios de clasificacién, también se han descrito
anticuerpos frente a otros fosfolipidos y cofactores, frente a dominios concretos de los
cofactores o de isotipo IgA. Estos nuevos anticuerpos, o anticuerpos antifosfolipidicos no
clasicos, tienen significaciones clinicas aun por establecer y su posible papel etiopatogénico es
mucho menos conocido. No obstante, en un estudio publicado en 2017, un 37% de pacientes
con SAF seronegativo eran positivos, como minimo, para uno de los anticuerpos no clasicos,
hecho que refuerza la indicacion para su estudio (4).

Hay que tener en cuenta que, ademas de en el SAF primario, en el LES o en otras patologias
reumaticas como la artritis reumatoide, los aPL pueden aparecer también en patologias
inflamatorias, malignas e infecciosas (VIH, VHC, VHB, lepra, sifilis) o en relacién a la toma de
determinados farmacos (clorpromacina, fenotiacinas, procainamida, antibidticos) (5). En estos
casos, suelen aparecer a titulos bajos, son transitorios y no se asocian a trombosis. Por el
contrario, los aPL relacionados con patologia autoinmunitaria se encuentran a titulos medios-
altos, tienen mayor afinidad y son persistentes.

Este hecho pone en evidencia que no toda positividad en un ensayo para aPL tiene asociado el
mismo riesgo de trombosis ni las mismas implicaciones clinicas y terapéuticas.

2. Anticuerpos antifosfolipidicos clasicos

2.1. Anticoagulante lupico

Es el primer test que puso en evidencia la presencia de los aPL. Fue descrito por primera vez en
1952 en pacientes con LES, en los cuales se obtenian resultados falsos positivos para el test
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reaginico de la sifilis, una prueba basada en la deteccidn de anticuerpos anti-cardiolipina (aCL).
El mismo afio, se describié un inhibidor de la coagulacion en pacientes con LES que causaba un
alargamiento de la coagulacidon plasmdtica y debido a la frecuente asociacién de este
anticoagulante con el LES, en 1972 se introdujo el término anticoagulante lupico (6). No
obstante, mds adelante se comprobd que estos anticoagulantes solo actuaban como tales in
vitro y, con la identificacion del SAF, se demostré que el AL se asociaba, paraddjicamente, a
procesos trombéticos in vivo (1).

El test del anticoagulante IUpico es un ensayo funcional que identifica, mediante pruebas
coagulométricas, la presencia de anticuerpos que pueden interferir en las reacciones de
coagulacién mediadas por fosfolipidos.

2.1.1. Técnicas de laboratorio

Las pruebas para la determinacidn del AL son muy sensibles a las condiciones pre analiticas y
analiticas (7). El plasma se deteriora con facilidad y hay que separar las plaquetas para evitar
gue sus fosfolipidos de membrana interfieran en las pruebas coagulométricas. Para ello, es
necesario realizar una doble centrifugacion del plasma antes de congelarlo para su posterior
procesamiento.

Segun las recomendaciones de la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia (ISTH), el
British Committee for Standards in Haematology (BCSH) y el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) publicadas en 2014 (8), los procedimientos de laboratorio para la deteccion de
un anticoagulante tipo lupus deben incluir una serie de pruebas:

e Cribado: para evidenciar la prolongacidon de, al menos, una prueba de coagulacion
dependiente de fosfolipidos

e Mezcla: para demostrar la presencia de un inhibidor mediante el estudio de mezclas

e Confirmacién: para confirmar la naturaleza dependiente de fosfolipidos del inhibidor

Las pruebas de cribado mas frecuentemente utilizadas son:

e El tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa)
e Eltest del veneno de vibora de Russell diluido (dVVRT)
e ElSilica Clotting Time (SCT)

Se recomienda emplear 2 pruebas ya que ninguna de ellas de forma aislada tiene una
sensibilidad del 100%, y que una de ellas sea el dVVRT. Si alguna de ellas estd alargada, se debe
evidenciar la presencia del inhibidor mediante el estudio de mezclas. Para ello, se repite la
misma prueba pero mezclando el plasma del paciente con plasma normal. Si la adicion de plasma
no corrige el resultado, indica la presencia de un inhibidor. Por el contrario, una correccién del
resultado puede indicar, por ejemplo, un déficit de algun factor de la coagulacién o la presencia
de anticoagulantes. Finalmente, para confirmar la presencia del inhibidor, se repite la prueba
coagulométrica alterada afiadiendo a la muestra un exceso de fosfolipidos. La adicién de estos
fosfolipidos debe corregir la alteracion coagulométrica.
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Recientemente se ha propuesto modificar el orden clasico cribado-mezcla-confirmacién para el
estudio del AL, dado que las pruebas de mezclas podrian introducir un factor de dilucién en el
caso de aPL a titulos bajos que negativizaran el estudio dando resultados falsos negativos. Por
ello, actualmente se recomienda cambiar el orden por cribado-confirmacidon-mezcla, incluso
omitiendo el estudio de mezclas cuando no haya evidencias de otras causas que causen el
alargamiento de las pruebas de coagulacién. Para descartar estas otras causas de alargamiento
de las pruebas de coagulacidn, es indispensable que los perfiles de estudio de AL incluyan
pruebas coagulométricas de cribado - tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa), tiempo
de protrombina (TP) y tiempo de trombina - para identificar coagulopatias no diagnosticadas o
terapias con anticoagulantes que no hayan sido reportadas y que sean las responsables de la
alteracion de los test.

Es importante que cada laboratorio establezca su propio algoritmo de estudio en funcién de las
pruebas coagulométricas utilizadas ya que no existe una estrategia diagndstica Unica.

2.1.2. Valoracion de los resultados

La importancia clinica del hallazgo del AL radica en que su deteccién es un criterio de laboratorio
incluido en los criterios de clasificacién del SAF. Diversos estudios han puesto de manifiesto que
los anticuerpos que causan el fendmeno del AL constituyen el principal factor de riesgo para el
desarrollo de fenédmenos trombdticos y morbilidad obstétrica en pacientes con SAF (3).

Con el fin de reducir la variabilidad intra e interlaboratorio se recomienda el uso de ratios para
informar de los resultados de los test empleados en el estudio del AL (3). Para el test de cribado
se usa el ratio entre el tiempo de coagulacién de la muestra y un tiempo de coagulacién de
referencia obtenido mediante el calculo del tiempo de coagulacién medio de una cohorte de
individuos sanos. Si este ratio es superior al punto de corte establecido, indica un test de cribado
positivo.

Para el test de confirmacion se usa el mismo ratio pero después se normaliza dividiendo el ratio
test cribado/ratio test confirmacion y en el informe final el resultado se expresa como ratio
normalizado. Del mismo modo, si este es superior al punto de corte, se considera que el AL es
positivo.

Se recomienda que el laboratorio, ademds de informar del resultado de la pruebas, haga un
informe interpretativo que incluya una conclusiéon positiva/negativa global del test (8).

Alahoradeinterpretar los resultados del AL también hay que tener en cuenta que los reactantes
de fase aguda, como el factor VIII, pueden interferir en las pruebas de cribado, por lo que no se
recomienda la determinacion del AL en la fase aguda de las trombosis (9). Asimismo, la presencia
de heparina no fraccionada, heparina de bajo peso molecular o de anticoagulantes orales
dificulta, o incluso hace imposible, la interpretacién de los resultados (9). Los nuevos
anticoagulantes (dabigatran, rivaroxaban, apixaban,...) interfieren de forma total con la prueba
y hacen que el AL no sea valorable durante su toma (8).
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2.2. Anticuerpos anti-cardiolipina y anti-B2-glicoproteina | de isotipo 1gG/lgM

Los anticuerpos anti-cardiolipina (aCL) fueron los siguientes aPL identificados tras el AL. En 1990
se describid que la unién de los aCL al antigeno requeria de la presencia de un cofactor, la B2-
glicoproteina | (B2GPI), y mas adelante se ha podido conocer que los aCL no reconocen en
realidad a la CL, sino que estdan dirigidos frente a un neoepitopo que aparece en la molécula de
B2GPI tras sufrir un cambio conformacional al unirse a la CL.

Este descubrimiento permitio la posterior identificacidn de los anticuerpos anti- B2glicoproteina
| (aB2GPI) y distinguir entre dos subpoblaciones de aCL (10): los dependientes de cofactor
(B2GPI), que se asocian a las manifestaciones clinicas del SAF, y los no dependientes, que no
suelen asociarse a dichas manifestaciones, sino a infecciones.

2.2.1. Técnicas de laboratorio

Los aCL reconocen la B2GPI cuando esta esta unida a la cardiolipina (CL). Por este motivo, para
el estudio de los aCL, hay que usar placas de enzimoinmunoandlisis (ELISA) recubiertas de CL y
saturadas con B2GPI (2) para formar el complejo B2GPI/CL.

Los ensayos para detectar los anticuerpos anti-B2-glicoproteina | aislada requieren de placas de
ELISA cargadas negativamente mediante irradiacion (indispensable para que se produzcan los
cambios conformacionales en la molécula de B2GPI) y recubiertas con la proteina B2GPI
purificada y unida directamente a la placa sin necesidad de la CL. Los ensayos para detectar los
aPB2GPl son mas reproducibles y comparables que los de deteccion de aCL, pero son menos
sensibles que los aCL lo que hace que los aCL sean positivos con mas frecuencia.

Actualmente, se han desarrollado ensayos de quimioluminiscencia (CLIA) para la deteccién de
aCLy aB2GPI (11). Estos ensayos parece ser que son mas especificos y presentan un coeficiente
de variacién (CV%) muy inferior al del ELISA (12). También se han comercializado ensayos con
revelado fluoroenzimatico (FEIA), los cuales tienen caracteristicas similares a los ensayos de
ELISA.

2.2.2. Valoracion de los resultados

Los resultados de los aCL suelen comunicarse de forma cuantitativa en GPL (G phospholipid unit)
(para los de clase 1gG) y MPL (M phospholipid unit) (para los de clase IgM). La importancia clinica
de estos anticuerpos va ligada a su inclusion como criterio de laboratorio para el cumplimiento
de los criterios de clasificacién del SAF. Para ser aceptados como criterio de laboratorio, se
requiere que su titulo sea medio-alto (>40 GPL o MPL o por encima del percentil 99 de la
poblacién general), y que tengan resultado positivo, por lo menos, en dos ocasiones con una
separacion entre ellas de 12 semanas (3).

La relevancia clinica de los af2GPI también radica en su importancia para satisfacer el criterio
de laboratorio de los criterios de clasificacion del SAF. Las recomendaciones de consenso
consideran un resultado positivo, solamente, cuando de supere el percentil 99 de la poblacion
general (3). La positividad de los aB2GPlI en el SAF oscila alrededor del 50% (13),
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correlaciondndose bastante con los aCL. Los pacientes con SAF y af2GPI presentan un riesgo
aumentado de presentar trombosis (14).

No es infrecuente que un paciente sea positivo para aCL y negativo para af2GPI, lo cual puede
ser debido a la distinta presentacion de los dominios de la B2GPI en ambos tipos de ensayos.
Ciertos autores utilizan también esta teoria para explicar la existencia de sueros que no
reaccionan en los ELISA de aCL y si en los de aB2GPI, posiblemente porque el anticuerpo se une
al dominio V de la B2GPI, normalmente oculto tras la unién de la B2GPI a la CL (el dominio V
contiene el sitio critico de unién a los fosfolipidos anidnicos), si bien esta combinacién es
infrecuente (15)(16). Concentraciones bajas de aCL y/o aP2GPl y AL negativo tienen un
significado clinico dudoso y el diagndstico de SAF es inconcluyente.

Se considera que el riesgo de SAF aumenta con la presencia simultanea de varios aPL, siendo la
triple positividad (positividad para AL, aCL y af2GPl), la positividad para AL, la persistencia de
aCL a niveles altos o moderados y el isotipo IgG para los aPL, los hallazgos que con mas
probabilidad de asocian a SAF (17)(18).

3. Nuevos anticuerpos antifosfolipidicos o no clasicos

Se han descrito otros anticuerpos antifosfolipidicos que, aunque no estan incluidos en los
criterios de clasificacién actuales, también estan relacionados de una manera u otra con las
manifestaciones clinicas del SAF. Estos anticuerpos, también denominados anticuerpos
antifosfolipidicos no clasicos son, principalmente los anti-protrombina (aPT) y anti-complejo
protrombina/fosfatidilserina (aPT/PS), los anti-dominio | de la B2GPI y los anticuerpos aPL de
isotipo IgA.

También se han descrito otros aPL dirigidos frente a cardiolipina/vimentina, frente a las anexinas
A2 y A5, las proteinas Cy S de la cascada de la coagulacidn, frente a fosfolipidos distintos de la
cardiolipina como los anti-fosfatidil-etanolamina, etc. con un significado clinico todavia poco
claro.

3.1. Anticuerpos anti-protrombina y anti-complejo protrombina/fosfatidilserina de
isotipo 1gG / IgM

Los anticuerpos anti-protrombina (aPT) fueron detectados por primera vez en 1983 e
inicialmente se les dio mucha importancia por considerarlos los posibles causantes del
fendmeno anticoagulante llpico. Sin embargo, posteriormente se vio que la mayoria de los
pacientes con AL positivo presentan una combinacién de anticuerpos con especificidad anti-
B2GPIl y anti-protrombina.

3.1.1. Técnicas de laboratorio

Los anticuerpos anti-PT y anti-PT/PS 1gG/IgM se determinan mediante ELISA. Del mismo modo
que ocurre con los ELISA para la deteccion de af2GPI, en los ensayos de aPT hay que usar placas
irradiadas para favorecer la adecuada unidn del antigeno. En el caso de los ensayos para detectar
anticuerpos anti-PT/PS, se usan placas recubiertas del fosfolipido fosfatidilserina para conseguir
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la uniéon del antigeno y la posterior exposicidon de los neoepitopes de la protrombina que seran
reconocidos por los autoanticuerpos.

3.1.2. Valoracion de los resultados

A diferencia de los ELISA para B2GPI, los ensayos para detectar anti-PT han resultado ser muy
poco especificos (19) y han generado multitud de publicaciones con resultados contradictorios
entre su presencia y las manifestaciones clinicas del SAF. (20). Los aPS/PT parecen conferir un
factor de riesgo de trombosis mayor que los aPT, y aunque los aPT y los aPT/PS pueden
detectarse en el mismo paciente, cada uno de estos anticuerpos parece formar parte de una
poblacién distinta de anticuerpos (21).

Por el contrario, publicaciones recientes han demostrado la marcada asociacién de la presencia
de anti-PT/PS IgG con las manifestaciones clinicas del SAF y con la presencia de AL, y existe una
coincidencia entre la presencia de ambos anticuerpos mayor del 95% (19)(22) (23), con la
ventaja afiadida de que los aPT/PS se pueden determinar durante la toma de anticoagulantes.
Los anticuerpos anti-PT/PS se correlacionan estrechamente con la trombosis, tanto arterial
como venosa (21) y con las complicaciones obstétricas del SAF (22).

La determinacién de los aPT/PS en la practica clinica podria ser Util para establecer el riesgo de
trombosis en pacientes con trombosis previas o con LES. Actualmente estd en debate la
posibilidad de incluirlos en los criterios de clasificacién del SAF, en particular para aquellos
pacientes que son seronegativos para los aPL cldsicos, puesto que un paciente con aPT/PS
mantenidos tras 12 semanas o mas se podria considerar como un SAF probable.

3.2. Anticuerpos IgG anti-dominio 1 de la B2-glicoproteina 1

La B2GPI tiene 5 dominios homdlogos (D1-D5). La mayoria de los af2GPl descritos estan
dirigidos frente a epitopes de los D1, D4 o D5 de la molécula de B2GPI (24) y se cree que estos
anticuerpos pueden causar manifestaciones clinicas distintas (25). EI D5 de la molécula de B2GPI
es el sitio de unidn de esta a los fosfolipidos anidnicos de membrana y esta unién causa un
cambio conformacional en la molécula de B2GPI que expone epitopes ocultos en el dominio 1
(D1), los cuales permiten la generaciéon de la respuesta autoinmune (26)(27).

3.2.1. Técnicas de laboratorio

Existen tanto ELISAS como técnicas de CLIA para el estudio de los anticuerpos IgG anti-dominio
1 de la B2-glicoproteina | (aB2GPI-D1) (28).

3.2.2. Valoracion de los resultados

Los aB2GPI-D1 se consideran como un subgrupo patogénico de af2GPl y estan mas fuertemente
asociados a trombosis (predominantemente venosa) y a morbilidad en el embarazo en pacientes
con SAF que los aB2GPI frente a otros dominios.
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Un 27% de los pacientes con SAF seropositivo tienen aB2GPI-D1, mientras que los pacientes con
SAF seronegativo no los presentan (4). Este dato no es sorprendente ya que por definicion los
pacientes con SAF seronegativo tienen los aB2GPI negativos, pero sin embargo no todos los
pacientes con aB2GPI positivos presentan af2GPI frente al D1. Esto es debido a que, si bien los
ensayos de deteccion de af2GPI-D1 son mas especificos para SAF que los que detectan apf2GPI,
son también menos sensibles, pues los ensayos de deteccidon de af2GPl también detectan los
anticuerpos frente epitopes de otros dominios de la molécula de B2GPI, los cuales también
podrian ser patogénicos.

Aunque hay mayor prevalencia y mayores titulos de af2GPI-D1 en los pacientes con triple
positividad ap2GPI/CL, ap2GPI y AL que en aquellos con positividad doble o Unica (29), un
estudio de 2016 no encontrd que afiadir la determinacién de los af2GPI-D1 al panel rutinario de
aPL aportara mayor precision diagnéstica (30) dado que los aB2GPI son casi tan especificos como
los af2GPI-D1, pero son mas sensibles y la concordancia entre los af2GPI-D1 y los aB2GPI es
alta.

No obstante, y aunque hacen falta un mayor nimero de estudios de validacidn para su posible
uso en la practica clinica diaria, debido a la mayor especificidad de los aB2GPI-D1 y a su relacion
con los fendmenos trombaticos (31), algunos autores apuntan su utilidad como marcadores de
riesgo trombdtico (32) (33) (28).

3.3. Anticuerpos antifosfolipidicos de isotipo IgA

Los aPL de isotipo IgA no forman parte de los test diagndsticos rutinarios para el diagndstico del
SAF y su utilidad como biomarcador estd aln en debate. Varios estudios no han encontrado una
mayor potencia diagndstica al afiadir la determinacién de los aCL IgA y af2GPI IgA al panel
clasico de aPL IgG e IgM (34), seguramente debido a que los aPL IgA suelen coexistir con los
autoanticuerpos de isotipo IgG e IgM y a |la baja prevalencia de este isotipo. No obstante, algunos
estudios han demostrado que el isotipo IgA tiene una mayor especificidad en la deteccién del
SAF y que correlaciona mejor con los fendmenos trombdticos que el isotipo IgM (aunque menor
que el 1gG), por lo que algunos autores han propuesto la sustitucion del estudio del isotipo IgM
por el isotipo IgA (35).

3.3.1. Técnicas de laboratorio

Los aPL de isotipo IgA se estudian por las mismas técnicas que los de isotipo IgG o IgM.

3.3.2. Valoracion de los resultados

Los anticuerpos antifosfolipidicos de isotipo IgA aCL y aPp2GPI estdn presentes en algunos
pacientes con criterios clinicos de SAF que por las técnicas habituales habian sido considerados
seronegativos. Un estudio de 2013 (36) sugiere que la el estudio de la presencia de af2GPI IgA
puede ser Util en estos casos y propone su determinacidén cuando los isotipos I1gG e IgM hayan
sido negativos. No obstante, de las 5892 muestras de pacientes analizadas en este estudio, en
solo 57 (<1%) se detectd la presencia aislada de aB2GPI IgA, lo que limita la utilidad de estas
recomendaciones a un grupo muy concreto de pacientes.
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4. Cuando solicitar un estudio de aPL

En general, se recomienda que se haga deteccidén de aPL en pacientes menores de 50 afios, con
trombo embolismo arterial o venoso de causa desconocida, en trombosis de localizacién inusual
o en complicaciones trombdticas del embarazo asociadas a trastorno autoinmune. También se
recomienda determinar el AL en los casos de prolongacidn inexplicada del TTPa.

Los titulos de aPL no suelen variar a lo largo de la evolucién clinica. Por lo tanto, una vez
identificado en anticuerpo y confirmado a las 12 semanas no es necesario determinarlo con una
frecuencia mayor que una vez al afo. En todo caso, la persistencia de los aPL, como se ha
comentado anteriormente, se ha asociado a mayor riesgo de SAF (17). Tampoco presentan
utilidad en la valoracidn del efecto de la terapia anticoagulante, aunque esta puede interferir en
la deteccion del AL.
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